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Resumen

Las lesiones ocasionadas por la alta glucosa (AG) y la hipoxia-reperfusion (HR) son las
patologias mas comunes a nivel mundial con una alta mortalidad. Este dafio causado por
AG y HR esta vinculado a una produccién exagerada de especies reactivas de oxigeno
(EROs). En este sentido, es bien sabido que las oxidasas NADPH de la familia NOX son
las principales fuentes de EROs en los cardiomiocitos. Estudios recientes han demostrado
que los receptores activados proliferadores peroxisomales (PPARS) se pueden considerar
como posibles dianas terapéuticas en procesos que involucran HR y AG. Los PPARSs son
miembros de la superfamilia de receptores nucleares cuya activacién promueve la
expresion de genes codificados en secuencias de ADN especificas. El PPARa se encuentra
predominantemente en el corazén, donde participan en el metabolismo de los lipidos
actuando como un sensor de los niveles de acidos grasos libres. Cada uno de los PPARs
puede ser activado por ligandos especificos. El fenofibrato y otros agentes hipolipemiantes
se consideran especificos para activar el receptor PPARa. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue estudiar si la estimulacion de PPARa, por fenofibrato: (1) disminuye la
produccién de estrés oxidante, (2) aumenta la expresion de enzimas involucradas en la
regulacion del estado redox y (3) mejora la viabilidad y ultraestructura de los
cardiomiocitos en un modelo de cardiomiocitos sometidos a HR (2 horas hipoxia / 1 hora
de reperfusion) y AG. Para ese proposito, los cultivos de cardiomiocitos se dividieron en 4
grupos principales: (1) control; (2) AG (25 mM); (3) HR (realizada a través de un
coverslip); y (4) AG/HR. Los grupos se subdividieron en los siguientes subgrupos: (1)
sham; (2) DMSO (dimetilsufoxido); (3) fenofibrato (10 pM). Nuestros resultados indican

que la viabilidad celular disminuye en los grupos de cardiomiocitos sometidos a AG, HR y



en ambas condiciones, mientras que el tratamiento con fenofibrato mejora la viabilidad
celular. Al evaluar a la NADPH oxidasa principal (fuente de EROs), observamos que en
AG, HR y ambas condiciones experimentales, la expresion de las subunidades de esta
enzima aumenta, mientras que el tratamiento con fenofibrato disminuye su expresion. Las
enzimas antioxidantes SODCu?*/Zn** y SODMn?* y la capacidad antioxidante se
incrementan en los cardiomiocitos tratados con el activador de PPARa, mientras que en la
AG, HR y en ambas condiciones disminuye su expresion. Debido al alto estrés oxidante, las
macromoléculas importantes en el cardiomiocito como el ADN y las membranas celulares
se dafan; el tratamiento con fenofibrato protege de su degradacion a estas macromoléculas.
Al realizar microscopia electronica observamos que en la AG, HR y la combinacion se
altera la ultraestructura del cardiomiocito principalmente la mitocondria y el ndcleo; el
fenofibrato atenta los dafios ocasionados a la ultraestructura del cardiomiocito. Estos
resultados, tomados en conjunto, sugieren que el tratamiento con fenofibrato protege al
cardiomiocito del estrés oxidativo producido por AG, HR y la combinacion de ambas
condiciones, mejorando con ello la viabilidad y la ultraestructura.



Abstract

High glucose (HG) and hypoxia- reperfusion (HR) injury are the most common pathologies
worldwide. The damage caused by HG and HR injury is linked to an exaggerated
production of reactive oxygen species (ROS). In this respect, it is well known that the
NADPH oxidases of the NOX family are the major sources of ROS in cardiomyocytes.
Recent studies have shown that peroxisome proliferator activated receptors (PPARs) can be
considered as potential therapeutic targets in processes that involve HR and HG. PPARs are
members of the nuclear receptor superfamily, whose activation promotes the expression of
genes encoded in specific DNA sequences. The PPARa is found predominantly in heart,
where they participate in lipid metabolism acting as a sensor of the levels of free fatty
acids. Each of the PPARs can be activated by specific ligands. Fenofibrate and other lipid-
lowering agents are considered specific for activating the alpha subtype. Therefore, the
objective of this work was to study whether the stimulation of alpha PPARs, by fenofibrate:
(1) decreases the production of oxidative stress, (2) increases expression of enzymes
involved in the regulation of the redox state, and (3) improves the viability and
ultrastructure of cardiomyocytes in a model of cardiomyocytes subjected to HR (2 hours
hypoxia- 1 hour reperfusion) and HG. For that purpose, cardiomyocyte cultures were
divided into 4 main groups: (1) control; (2) HG (25 mM); (3) HR (performed through a
coverslip); and (4) HG/HR. The groups were subdivided into the following subgroups: (1)
sham; (2) DMSO (dimethylsulfoxide); (3) fenofibrate (10 pM). Our results indicate that
cell viability decreases in the groups of cardiomyocytes subjected to HG, HR and both

conditions while treatment with fenofibrate restores the viability. When evaluating the main



source of ROS we observed that in HG o HR the cytosolic as well as the membrane
subunits of the NADPH oxidase are increased while fenofibrate decreases them. The
expression of the antioxidant enzymes SODCu?*/Zn?* and SODMn?* and the antioxidant
capacity are increased in the cadiomyocytes treated with fenofibrate while in the HG, HR
or both the expresion is diminished. Due to the high oxidative stress, important
macromolecules in the cardiomyocyte such as DNA and cell membranes are damaged;
Fenofibrate treatment protects these macromolecules from degradation. When performing
electron microscopy, we observe that in the HG, HR and the combination the ultrastructure
of the cardiomyocyte is mainly altered the mitochondria and the nucleus; fenofibrate
attenuates damage to the ultrastructure of the cardiomyocyte. These results, taken together,
suggest that fenofibrate treatment protects the cardiomyocyte from oxidative stress caused
by HG, HR and the combination of both conditions, thereby improving viability and

ultrastructure.
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I.- INTRODUCCION

1.1.- Epidemiologia

Desde principios del siglo XX, en México se han manifestado cambios trascendentales en
el comportamiento epidemiologico de las enfermedades, derivado de los cambios
ambientales, demogréaficos, econémicos, sociales, culturales y los avances en el campo de
la atencion a la salud, por lo que pasamos de las enfermedades infectocontagiosas como
principales causas de morbimortalidad a enfermedades cronico degenerativas como son la

diabetes mellitus, hipertension, enfermedades cardiovasculares (Tabla 1) [1].
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Total 623,600 100.0
1 Enfermedades del corazon® 116,002 186
2 Enfermedades isquémicas del corazén 79,301 127
3 Diabetes mellitus 890,420 14.3
4 Tumores malignos 75,229 121
5 Accidentes 36,203 58
[ De trafico en vehiculos de motor 15,847 25
7 Enfermedades del higado 34,765 5.6
8 Enfermedad alcohdlica del higado 12,760 20
9 Enfermedades cerebrovasaulares 32,675 52
10 Agresiones 23,063 3.7
Ll Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 20,481 33
12 Influenza y neumonia 17417 28
13 Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal® 12,048 21
14 (E,)rigciﬁl;:ggsrlzip‘iarla;:::zjslpr;:é;;acido y otros trastornos respiratorios 5874 09
15 Insuficiencia renal 11,983 19
16 ::gléo;:r;.:;]:;irzsscongénitas, deformidades y anomalias 9,375 15
17 Desnutricion y otras deficiencias nutricionales 8,303 1.3
18 Lesiones autoinfligidas intencionalmente 5000 09
19 Bronquitis cronica y no especificada, enfisema y asma 5,470 09
20 Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 4,997 0.8

Las demas causas 119,270 19.1

Tabla I: Principales causas de muerte en México 2013 (Tomado de Soto E. G. et al. 2016)
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que a escala mundial, 422 millones de
personas mayores de 18 afios padecian diabetes en el afio 2014. Las estimaciones més altas
del nimero de estos pacientes correspondieron a las regiones del Asia Sudoriental y del
Pacifico Occidental, donde se encuentran alrededor de la mitad de los casos de diabetes en
el mundo. ElI nimero de personas con diabetes ha aumentado progresivamente en los
ultimos decenios debido al crecimiento de la poblacion, al aumento de la edad promedio de

los habitantes y al aumento de la prevalencia de diabetes en cada grupo de edad [2].

Por otro lado, de acuerdo con la OMS, las enfermedades cardiovasculares son responsables
de 17 millones de muertes en el mundo y representan un 29.82% del total. Se estima que
para el afio 2020, las muertes por enfermedades cardiovasculares aumentaran en 15 a 20%;
en el afio 2030, moriran cerca de 23.6 millones de personas y se pronostica que seguira
siendo la principal causa de muerte a nivel global. En México, el Sistema Nacional de
Salud, afirma que la cardiopatia isquémica y la diabetes mellitus, son dos de los mas

grandes problemas de la salud publica. La cardiopatia afecta sobre todo a los hombres de
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mediana y avanzada edad y su mortalidad es 20% mas alta en los hombres que en las

mujeres [3].

1.2.- Isquemia-Reperfusion Miocardica

Definicion: La palabra isquemia proviene de la union de dos palabras griegas: ischo, que
significa retirar, y haima, que significa sangre, lo que se refiere entonces a que existe un
aporte sanguineo inadecuado al miocardio y por ende al resto del cuerpo. La isquemia
ocurre cuando la demanda de oxigeno del musculo cardiaco supera el aporte. Cuando se
presentan obstrucciones u oclusiones en las arterias pericardicas se reduce el flujo coronario
generando isquemia lo que ocasiona un cambio del metabolismo en el miocardio de
aerobio hacia anaerobio, acumulando lactatos y otros productos metabdlicos que producen
acidosis celular [4]. Generalmente cuando se produce isquemia miocardica y después de un
tiempo se reperfunde el miocardio, paraddjicamente ocasiona un dafio mas que un

beneficio.

Estudios recientes han demostrado que la reperfusion tiene el potencial de inducir una
lesion posterior en el tejido isquémico, un fendmeno denominado lesién por isquemia-
reperfusion. La lesién por isquemia reperfusion es una condicion critica en la que se debe

controlar el dafio celular y preservar la funcion del 6rgano.

1.3.- Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabolico que se caracteriza por hiperglucemia
cronica, que se acompafia, en mayor o0 menor medida, de alteraciones en el metabolismo de
los hidratos de carbono, de las proteinas y de los lipidos. El origen y la etiologia de la DM
pueden ser muy diversos, pero conllevan inexorablemente la existencia de alteraciones en
la secrecion de insulina, en la sensibilidad a la accion de la hormona o bien en ambas en

algun momento de su historia natural [5].
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1.4.- Hipoxia-Reperfusion y Alta Glucosa en un Modelo de Cultivo de Cardiomiocitos

La isquemia-reperfusion y la diabetes mellitus en modelos de cultivos de cardiomiocitos se
denominan respectivamente como hipoxia-reperfusion y alta glucosa. La hipoxia se define
en cultivos de cardiomiocitos como una situacion en la cual hay una disminucion del aporte
de nutrientes y oxigeno hasta alcanzar un nivel critico donde el consumo se hace
dependiente de dicho aporte creandose a nivel celular un estado conocido como deuda de
oxigeno, anunciando el inicio del metabolismo anaerdbico, este presenta compromiso de la
funcion de los cardiomiocitos. La reperfusion en el cultivo se define como es el
restablecimiento del oxigeno y se instaura para evitar o disminuir el dafio celular [6]. Por
otro lado, la alta glucosa en cultivos se define como concentraciones elevadas de glucosa
(de 20 a 40 mM) y debido a ello existen cambios bioquimicos en la célula que incluyen:
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (EROs), apoptosis entre otros.
Este modelo de alta glucosa representa la diabetes mellitus presente en el ser humano.

1.5.- Estrés Oxidante

El estrés oxidante (EOXx) es un proceso caracterizado por un desequilibrio bioquimico entre
la produccion de radicales libres (RL) o especies reactivas de oxigeno con respecto a los
antioxidantes a favor de los primeros, con implicaciones en la homeostasis del organismo
por el dafio ocasionado por éstas a nivel celular, tisular y sistémico. EI EOx ha sido
asociado con el mecanismo fisiopatolégico de méas de 100 enfermedades cronico-

degenerativas [7].

1.5.1.- Radicales Libres

Quimicamente, un radical libre (RL) se define como un atomo o molécula que en su Gltimo
orbital presenta un electron no apareado dentro de su estructura, por lo que es una especie
altamente inestable y reactiva que precisa de obtener el electron que le falta de las
moléculas vecinas, y dependiendo de donde y cuanto se genere puede estabilizarse tomando
el electron que requiere de las biomoléculas proximas a €l. Si esto sucede, se puede afectar
la fisiologia de las células al oxidar a los lipidos de membrana, a los carbohidratos, a las
proteinas e incluso al ADN [7].
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Los RL tienen una vida media corta (menor de 1 pseg), por lo que actdan cerca del sitio en
que se forman; desde el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuas y
difusibles [8]. Formalmente, los radicales libres son especies neutras, lo cual significa que
en su estructura electrénica se encuentra el mismo nimero de electrones y de protones. Esta

caracteristica le da a los radicales libres una serie de propiedades quimicas Unicas [9].

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O2), que es el estado
triplete. Asi, el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccion a temperatura
fisioloégica baja. Sin embargo, por reacciones puramente quimicas, por acciones
enziméticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden producir sustancias
prooxidantes que son capaces de dar lugar a multiples reacciones con otros compuestos

presentes en el organismo que llegan a producir dafio celular [8].

Las principales especies reactivas del oxigeno (EROs) o sustancias prooxidantes son:
radical hidroxilo (HO"), peroxido de hidrégeno (H203), anion superoxido (O27), oxigeno
singulete (*O2), dxido nitrico (NO) y el radical peréxido (ROO") (Figura 1) [8].

Ogﬂb Oy~ +le+2] Hy0p i, OH_.+1M-L2HQO

Figura 1: Reduccién secuencial del oxigeno con la generacion de radicales libres de oxigeno, los cuales pueden
ser convertidos hasta agua, sin dafio para el organismo (modificado de: Rosado, et al. 2007).

El superdxido: Cuando el O capta un electron éste se aparea con uno de los dos electrones
libres de los orbitales n* y forma asi el O2-", que es a la vez un anién y un radical.

Aproximadamente el 0.1% del O2 que se consume en la respiracion forma O2~ [9].

Otra fuente importante de O2" es la actividad de las NADPH oxidasas, que tienen la funcion
especifica de sintetizarlo. También la xantina oxidasa, la lipooxigenasa y algunas
peroxidasas inespecificas forman O2". La concentracion del O2~ en la célula esta en el

intervalo de pico a nanomolar [9].

El Oz es toxico para la célula en parte porque a partir de él se puede originar el O, y el
OH". El 10, se forma con la dismutacion espontanea del Oz, Al reaccionar el Oz~ con los
centros [4Fe—4S] de algunas deshidratasas se libera Fe(ll) que puede producir OH™ con el



H202. El O2” solo puede atravesar las membranas celulares como radical hidroperoxilo

(OHO2¢) o a traves de los poros anionicos [9].

El perdxido de hidrégeno: Se forma cuando cada uno de los dos electrones libres del O2 se
han apareado con un electron de giro contrario. Como estos electrones entraron en los
orbitales antiunién, en el H20- las dos ligaduras del O2 se han reducido a una. La reaccion
de las SOD produce la mayor parte del H202 en las celulas. La concentracion intracelular
del H202 va desde pico a micromolar, dependiendo del organismo y del tejido. EI H20> se
puede difundir a través de los compartimentos celulares, aunque también puede formar
aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas. No obstante, el H.O»
es toxico a concentraciones intracelulares por arriba de 1 pM debido, en parte, a que puede
formar 1O, y OH". La toxicidad del H,O- se debe principalmente a la reaccion con algunos

metales de transicién con los que se produce el radical OH9].

Radical hidroxilo: Cuando el H20. acepta un electron desapareado, por ejemplo, de un
metal de transicion como el Fe(ll) o el Cu(l) entonces se fragmenta y forma el OH"
(reaccion de Fenton). EI OH" es uno de los compuestos més reactivos que existen. EI OH"
no se puede difundir porque interacciona rapidamente (10° M seg™) casi con cualquier
compuesto celular, puede oxidar tanto las purinas como las pirimidinas y también la
desoxiribosa. Ademéas puede producir rupturas en el ADN. La mayoria de los dafios
irreversibles en las proteinas son causados por el OH". EI OH" reacciona con cualquier
aminoacido en el sitio donde se origina, que generalmente son sitios en donde se encuentra

un metal de transicion [9].

1.5.2.- Fuentes de Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno se generan a nivel intracelular y extracelular y provienen
de fuentes enzimaticas y no enzimaticas. Las enzimaticas involucran: (1) transferencia de
electrones en la mitocondria, lo cual constituye la fuente organica principal de RL; (2)
enzimas oxidantes como la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa entre otras; (3) sistemas
transportadores de electrones en el reticulo endoplasmico y las membranas nucleares; (4) y

peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en oxidasas, que constituyen una importante
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fuente de H20». Las fuentes no enzimaticas son la autoxidacion de flavinas reducidas, tioles

y pequefias moléculas como hidroxiquinonas, catecolaminas y tetrahidropterinas [10].

En el corazon son importantes fuentes de especies reactivas: la NADPH oxidasa, xantina

oxidasa, desacople de la sintasa 6xido nitrico entre otros.

1.5.2.1.- NADPH Oxidasa

La enzima NADPH oxidasa (NOX), es una importante fuente enzimatica de ROS y de
reguladores cruciales de la sefializacion redox. La familia NOX de mamiferos comprende
siete miembros conocidos que son: NOX1-NOX5 y oxidasas duales DUOX1 y DUOX2
(recientemente también denominadas NOX6 y NOX7), los cuales son complejos
multiproteicos expresados diferencialmente entre tejidos. La funcion principal de las
enzimas NOX es la produccion de EROs. Catalizan el transporte de electrones de NADPH
al oxigeno molecular, produciendo el anion superoxido. NOX1, NOX3 y NOX5 producen
anion superoxido, mientras que DUOX1 y DUOX2 y NOX4 parecen generar en gran parte
peroxido de hidrégeno. Las isoformas NOX1, NOX2, NOX4 y NOX5 se expresan en el
sistema cardiovascular y, entre ellas, NOX1, NOX2 y NOX4 se expresan en
cardiomiocitos. NOX1 esta localizado en la membrana, NOX2 se localiza principalmente
en las vesiculas intracelulares, pero también se detecta en las membranas plasmaticas.
NOX4, la isoforma expresada més abundantemente, se encuentra no solo en la membrana
plasméatica sino también en las membranas del reticulo endoplasmico, el nucleo y
posiblemente en las mitocondrias, lo que la convierte en una fuente potencial de EROs

mitocondriales [11].

NOX2 esta compuesta por dos subunidades de membrana (gp91phox (denominado NOX2)
y gp22phox) y cuatro subunidades citosolicas (p47phox, gp67phox, gp40phox y Rac) [12].
La NOX se encuentra desensamblada dentro de las células, y es necesario que se acoplen
todos sus componentes para que pueda funcionar. La NOX activa es un multicomponente

enzimatico localizado en las membranas plasmaticas de las células activadas [9].

El corazon de la enzima, es decir, el complejo que estd anclado a la membrana, esta

compuesto de una subunidad proteinica glucosilada con un peso de 91 kDa (gp91phox) y
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una subunidad proteinica no glicosilada de 22 kDa (p22phox), formando un complejo en
una relacion 1:1. Este complejo contiene dentro de su estructura proteinica a dos grupos
hemo y a un grupo flavin-adenin dinucleétido (FAD), que son los encargados directos del
flujo de los electrones dentro de la NOX. Los componentes citosdlicos de la NOX son las
subunidades proteinicas p47phox, p67phox, p40phox (nombradas asi por sus respectivos
pesos moleculares en kDa), junto con una pequefia proteina G que actia como GTPasa y
que puede ser racl o rac2. En las células en reposo o no activadas, las subunidades
p47phox, p67phox y p40phox, interactian entre si formando un complejo citosélico.
Durante la activacion, aproximadamente 10% de estas proteinas migran hacia la membrana

plasmaética [9].

Las proteinas cinasas fosforilan a algunos de los componentes citosolicos de la NOX, en
particular a p47phox, que tiene varios sitios de fosforilacion. La fosforilacion hace que la
proteina cambie de una conformacion autoinhibitoria (en donde las regiones de union se
encontraban escondidas) a una conformacion extendida que es capaz de unirse a la parte
membranal de la enzima. Los tres componentes citosolicos que forman el heterotrimero,
p47phox, p67phox y p40phox, junto con rac, se translocan a la membrana plasmatica o
membrana del fagosoma, y se ensamblan con el flavocitocromo b558. El NADPH se asocia

al complejo [9].

Una vez que la NOX esta ensamblada, el control sobre la actividad de la enzima y su
velocidad catalitica puede llevarse a cabo en diversos puntos. EI mecanismo para que
comience a funcionar para producir Oz~ se explica de la siguiente forma: el NADPH debe
ligarse a su sitio de unién en la subunidad gp91phox, en donde se oxida perdiendo dos
electrones, y se libera de la enzima en forma de NADP+, los electrones se transfieren de
uno en uno hacia el FAD, posteriormente al hemo mas interno y de ahi al més externo.
Cada e pasa del ultimo hemo al O, y por ultimo, el oxigeno recibe un e, se convierte

entonces en el Oz, como se muestra en la siguiente reaccion [9]:

202 + NADPH YOX 5 20, + NADP* + H*
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La desfosforilacion de una o més serinas en la subunidad p47phox se ha propuesto como
uno de los mecanismos para la inactivacion, implicando en ello a las fosfatasas PP1 y
PP2A. Se sugiere que la desfosforilacion desensambla a la NOX, y eso hace que se
inactive. Sin embargo, se han sugerido algunos otros mecanismos, e incluso se propone que
existan vias alternativas, dependiendo del estimulo y del agonista que hubiera activado la

enzima [9].

1.5.2.2.- Xantina Oxidasa

La xantina oxido-reductasa (XOR) es parte de un grupo de enzimas conocidas como
molibdeno hierro-azufre flavina hidroxilasas. En mamiferos, los mayores niveles de XOR

se encuentran en el higado y en el intestino delgado.

En el miocardio la XOR se localiza en las células endoteliales capilares. Existe en dos
formas inter-convertibles conocidas como xantina oxidasa (XO) y xantina deshidrogenasa
(XDH). La XOR de mamiferos esta presente in vivo como la forma deshidrogenasa pero se
convierte facilmente en XO por oxidacion de los residuos sulfhidrilo o por proteolisis.
Aunqgue XDH tiene una afinidad mucho mayor por NAD™ en comparacién con el oxigeno
(y, por lo tanto, es practicamente incapaz de producir EROs directamente), tanto XO como
XDH pueden oxidar NADH, lo que da como resultado la formacion de EROs.
Fisiolégicamente, XOR estd involucrado en la hidroxilacién de purinas, pterinas y
aldehidos, pero su funcioén principal es de ser la enzima limitante de la velocidad en la

conversion de hipoxantina en xantina y xantina en urato [13].

Ambas formas participan en el catabolismo de los compuestos nitrogenados,
particularmente en la degradacion de las purinas (adenina y guanina). La XOR cataliza las
reacciones terminales de esta via, transformando a la hipoxantina en xantina y a la xantina

en acido urico, que es el producto final de purinas en humanos [9].

1.5.2.3.- Desacople de la Sintasa del Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (NO) se sintetiza por la familia de NO sintasas (NOS). Todas las isoformas
de la NOS, utilizan para la sintesis de NO, L-Arginina, NADPH y oxigeno como sustratos.
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Para que se produzca el NO, también se necesita tetrahidrobiopterina (BH4), flavin adenina
dinucleotido (FAB) y Flavinmononucleotido (FMN), el grupo hemo y Ca?*/calmodulina
como cofactores de la reaccion [14].

El NO una vez sintetizado, difunde pasivamente a las células subyacentes donde produce
un aumento intracelular del guanosin-monofosfato-ciclico (GMPc) mediador de sus efectos

fisioldgicos, produciendo la relajacion del masculo y la dilatacion del vaso [14].

Sin embargo, bajo condiciones patoldgicas tales como aterosclerosis, hipertension,
diabetes, lesion por isquemia reperfusion, isquemia y tabaquismo, la eNOS se vuelve
inestable y se desacopla lo que lleva a la produccién de anién superéxido (O27) en lugar de
oxido nitrico (NO). Los mecanismos moleculares de desacoplamiento de eNOS incluyen la
deficiencia de tetrahidrobiopterina (BH4) o la oxidacion de BH4, la ingesta reducida de L-
arginina, asi como la modificacién postraduccional de eNOS, especialmente la fosforilacion
del residuo de eNOS Thr495. Bajas concentraciones o0 ausencia de L-arginina catalizan la
reduccion del oxigeno en superoxido Oz y niveles disminuidos de BH4 llevan a la
produccion simultdnea de NO y 02", productos que reaccionan entre si formando
peroxinitrito (ONOQO") [15].

1.5.3.- Factor Inducible por Hipoxia (HIF)

La adaptacion hipoxica estd en gran parte mediada por una familia de reguladores
transcripcionales Ilamados factores inducibles por hipoxia (HIFs), los cuales inducen un
panel de genes diana especificos. Los HIFs actian como heterodimeros y se componen de
una subunidad o regulada por oxigeno y una subunidad (B independiente de oxigeno
(también llamada translocador nuclear del receptor de hidrocarburo arilo) [16]. EI gen HIF-
la, que codifica el HIF-1a, se localiza en el locus 14g21-g24, que contiene 15 exones y

consta de 826 residuos de aminodacidos (aa) [17].

En condiciones normales de oxigeno, las subunidades de HIF-a estan estrechamente

reguladas por un conjunto de enzimas llamadas prolil hidroxilasas de HIF (PHDs). Las
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PHDs son dioxigenasas que hidroxilan las subunidades HIF-a en residuos de prolina
especificos. Las subunidades de HIF-a hidroxiladas son reconocidas por la ligasa E3 del
supresor tumoral de von Hippel Lindau (VHL) para su degradacion a través de la ruta del

proteasoma [16].

Ademas, el factor inhibidor de HIF (FIH) hidroxila los HIFs en Asn803, lo que lleva a su
actividad transcripcional disminuida. La disminucion de la actividad de PHD y FIH durante
los periodos de hipoxia estabiliza HIF-o y da como resultado su translocacién al nucleo
donde HIF-0 heterodimeriza con HIF-B. ElI complejo HIFa/B se une a las regiones
promotoras de los genes blanco que contienen elementos de respuesta a la hipoxia (HREsS;
5-RCGTG-3", donde R=A o0 G) y transactiva la expresion de genes involucrados en

diversas vias de sefializacion [16].

La hipoxia cronica provoca un aumento en los niveles de EROs intracelular a través de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. Las condiciones hipoxicas también
aumentan los niveles de EROs a través de la NADPH oxidasa, xantina oxidasa y eNOS. El
aumento de EROs estabiliza el factor sensible a redox HIF-1a y, por lo tanto, activa sus
vias [16].

Se sabe que la expresion del gen HIF1a puede regularse por otras vias, principalmente las
vias de sefalizacién intracelular, tales como la proteina cinasa B (Akt) y la 3- fosfatil-
inositol-cinasa (PI3K), aunque todavia no esta claro su papel en estas vias de regulacion.
También estan descritas otras moléculas reguladoras del HIF1A, tales como las especies
reactivas de oxigeno (EROs) participantes en la carcinogénesis o citocinas, como el factor

de necrosis tumoral (TNF-a) y la angiotensina [17].

El factor inducible por hipoxia es un factor de transcripcion que regula la respuesta celular
a la hipoxia y actia como regulador de la homeostasis del oxigeno. El factor de
transcripcion activa genes que codifican las proteinas que aumentan la disponibilidad del
oxigeno y permiten la adaptacion metabolica en ausencia de oxigeno, controlando la
expresion de decenas de productos de los genes y proteinas implicados en la angiogénesis,

la eritropoyesis, la glucdlisis, la invasién, la apoptosis, el tono vascular, la regulacion del
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pH, la homeostasis epitelial y la resistencia a los farmacos. Se han identificado mas de 60
genes diana inducidos por HIF, mientras que otros son suprimidos. En la tabla 2 se muestra
una lista de los genes que son transcripcionalmente activados por HIF [17].

Moléculas reguladas por HIF 1

Molécula Funcioén

Ciclina G2 Proliferacion celular
-IGF2 (factor de crecimiento insulinico

tipo 2)

-IGF-BP1  (factor de  crecimiento
insulinico- proteina de union 1)

-IGF-BP2  (factor de  crecimiento
insulinico- proteina de union 2)

-IGF-BP3  (factor de  crecimiento
insulinico- proteina de union 3)

-NOS2 (sintasa del 6xido nitrico 2)

-TGF-a (factor de crecimiento
transformante alfa)

-VEGF (factor de crecimiento endotelial

vascular)
-ADM (adrenomedulina) Supervivencia Celular
-EPO (eritropoyetina) Eritropoyesis
-Receptor adrenérgico a1 Tono vascular

-ADM (adrenomedulina)

-ET1 (endotelina 1)

-Hemo oxigenasa- 1

-NOS2 (sintasa del 6xido nitrico 2)

-HK1 (hexocinasa 1)

-HK2 (hexocinasa 2) .

-AMF/GPI (factor de motilidad autocrino). | Metabolismo de glucosa

-ENOL (enolasa 1)

-GLUT1

-GAPDH (gliceraldheido-3-fosfato
deshidrogenasa)

-LDHA (lactato deshidrogenasa A)

-PFKBF3 (6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-
2,6-bifosfatasa-3)

-PFKL (fosfofructocinasa L)

-PGK1 (fosfoglicerato cinasa 1)
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-PKM (piruvato cinasa M)
-TPI (triosefosfato isomerasa)
_NIP3 Apoptosis
-NIX
-RTP801

-MDR1 (resistencia a multifarmacos) Resistencia a FArmacos

-Anhidrasa carbonica 9 Regulacion de pH

Tabla 2: Genes que son transcripcionalmente activados por HIF-1. (Modificado de Fraga A. et al. 2009).

1.6.- Sistema de Defensa Antioxidante

Se considera como antioxidante a cualquier sustancia que en concentraciones normales
posea una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un RL. El
antioxidante al colisionar con él, le cede un electron oxidandose y transformandose en un
RL débil no toxico [18].

1.6.1.- Superoxido Dismutasa (SOD)

Entre las enzimas antioxidantes conocidas, las superéxido dismutasas (SOD) actian como
una primera linea de defensa contra el estrés oxidativo en condiciones fisiologicas y
patoldgicas. Se han identificado tres tipos de isoenzimas SOD en células humanas, las
cuales son: SOD cobre zinc citosélica (SOD Cu?*/Zn?; SOD1), SOD manganeso
mitocondrial (SOD-Mn?*; SOD2) y SOD extracelular (ECSOD; SOD3) que contienen
cobre y zinc [19]. Estas enzimas catalizan la reaccion de dismutacion, en la cual un
elemento es oxidado y reducido al mismo tiempo. En este caso en particular el oxigeno es

oxidado y reducido para formar O2 y H20», respectivamente.
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SOD1 o SOD-Cu?*/ Zn?*, se encuentra en el citoplasma, nicleo, peroxisomas, y en la
membrana externa mitocondrial. La enzima es un homodimero de 32 kDa con un Cu?®"y un
Zn?* por cada subunidad de 153 aminoacidos. Solo el cobre tiene importancia catalitica,
mientras que el Zn?* confiere estabilidad a la estructura proteinica; sin embargo, ambos
metales estdn muy conectados por un imidazolato que provee la histidina 63. Cuando se
aisl6 SOD Cu?*Zn?* por primera vez, se pensé que era una proteina de almacenamiento de
cobre; la funcion catalitica de SOD Cu?*/Zn?* se descubri6 en 1969 y se demostré que SOD
Cu?*Zn?* acttia como un eliminador de superdxido. El radical anion superdxido (O2™) es la
principal ERO generada a partir del estrés oxidante en una célula, las SOD dismutan al Oz
a O2 molecular y perdxido de hidrogeno (H202) a través de un mecanismo de transferencia
electronica de oxidacion-reduccion por ion metalico central (Cu?*) [19].

SOD
20,-+ 2H°

H,O,+ O,

La enzima SOD Cu?*'Zn?* contribuye a aproximadamente el 90% de la actividad de SOD
celular en una célula eucariota. Estéa principalmente presente intracelularmente, en el citosol
a una alta concentracion (en el rango uM). Su expresion es inducida por estimulos
mecanicos, quimicos y bioldgicos como el chogue térmico, radiaciones ultravioleta (UV),

metales pesados y por supuesto, el estrés oxidante [19].

La mitocondria es, sin duda alguna, el organelo celular sometido a mayor estrés oxidativo,
puesto que se estima que alrededor de 4 a 5% de los electrones transportados por la cadena
respiratoria son desviados para producir O,". Por ello, resulta vital la presencia de la SOD
Mn?* dentro de la mitocondria. La SOD Mn?*, aunque se localiza en la mitocondria, esta
codificada en el nacleo, por lo que su expresion esta regulada, en gran parte, por el estado
redox de la mitocondria, también por diversas citosinas y factores de crecimiento tipo
proinflamatorios como el TNF-a, IL-1, IL-6, entre otras, asi como por inductores de estrés
como el lipopolisacarido (LPS) o los metales pesados.
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Esta enzima es un homotetrdmero con un peso de 22 kDa por subunidad; tiene 4 sitios
activos, cada uno contiene un atomo de manganeso que constituye el centro catalitico de la
proteina. La SOD Mn?* se encuentra en la matriz mitocondrial entre las crestas. El
superdxido se genera en la mitocondria a partir de la reduccion monoelectronica de oxigeno
molecular. La SOD Mn?* reduce el estrés oxidante en la mitocondria catalizando la
dismutacién del superdxido formado por la cadena de electrones durante la respiracion. Asi,
la accion de la SOD-Mn?* protege la maquinaria respiratoria y el ADN mitocondrial,

asegurando asi la integridad mitocondrial [20].

La Superdxido Dismutasa Extracelular (ECSOD), o SOD3 (de 135 kDa) recientemente
descubierta, es un homotetramero similar a la SOD Cu?/Zn?>* que usa cobre para su
funcién catalitica y zinc para mantener la estructura proteica. Sin embargo, a diferencia de
la SOD Cu?*/Zn?*, esta se encuentra predominantemente en el espacio extracelular. Se ha
demostrado que la ECSOD participa en la regulacion de la concentracion del superoxido

disponible en la pared vascular, el cual interacciona con el radical 6xido nitrico (NO") [20].

La SOD3 posee 60% de homologia con la SOD Cu?*/Zn?*; sin embargo, tiene muy poca
homologia con la SOD Mn?*. El promotor del gen contiene varios elementos reguladores,
incluyendo al elemento de respuesta antioxidante, a los sitios de unién a los factores de

transcripcion AP-1y NF-«B, y a los elementos de respuesta xenobidtica [9].

1.6.2.- Catalasa

Las peroxidasas son las enzimas responsables de eliminar a los hidroperéoxidos. Esta
descomposicion ocurre por medio de una reaccion de oxidorreduccion que emplea una
molécula especifica como agente reductor. Las peroxidasas pueden utilizar agentes
reductores diferentes para llevar a cabo esta reaccién, y pueden tener mecanismos

cataliticos distintos. Las peroxidasas en general se agrupan en catalasas y peroxidasas [9].
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La catalasa es una hemoproteina que se concentra principalmente en los peroxisomas y en
las mitocondrias. Se han identificado tres grupos de catalasas: i) las catalasas
monofuncionales, que contienen hemo y estan presentes tanto en los organismos
procariotos como en los eucariotos, ii) las catalasas-Mn?* , que son enzimas hexaméricas
que no tienen hemo, tienen Mn?* en el sitio activo y s6lo estdn presentes en algunos
organismos procariotos anaerobios Y iii) las catalasas-peroxidasas, que tienen actividad de
catalasa y de peroxidasa, contienen hemo y s6lo estan presentes en las bacterias y los
hongos [21].

Las catalasas son las enzimas que descomponen al H>O: directamente en O> y agua
(reaccidn 1). Para ello, emplean dos moléculas iguales de H2O, una como agente reductor
y otra como oxidante. Por su parte, las peroxidasas utilizan una molécula distinta del H2O>
como agente reductor (reaccion 2). Es comun también que las peroxidasas puedan reducir a

hidroperdxidos distintos del H.O2, como los peréxidos organicos (reaccion 3) [9].
2H20, — 2H20 + O (1)

H202 + RH2 (0 2RH) — 2H,0 + R (0 R-R) (2)

R-OOH + RH2 (0 2RH) — R-OH + H,0 + R (0 R-R) (3)

Las catalasas catalizan la dismutacion del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
evitando asi que se forme el radical hidroxilo y el oxigeno singulete, especies de oxigeno
gue son muy reactivas. En el hombre, la catalasa protege la hemoglobina del perdxido de

hidrégeno que se genera en los eritrocitos [21].

La catalasa es una de las enzimas mas rapidas que existen. Una molécula de la enzima es
capaz de catalizar la transformacion de alrededor de 1 x 107 moléculas de sustrato por
segundo [9].

1.6.3.- Nrf2

El Nrf2 es un factor de transcripcion el cual se expresa de manera ubicua, que se activa en

respuesta a cambios en el estado redox celular, el cual contiene 6 dominios altamente
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conservados Nehl-6. EI dominio Nehl contiene un zipper de leucina basico de tipo CNC
que es necesaria para la union al ADN vy la dimerizacidn con otros factores de transcripcion.
Adicionalmente, se ha identificado un NLS (secuencia de localizacion nuclear) funcional en
este dominio. El dominio Neh2 se une al dominio Kelch de Keapl, un regulador negativo
de Nrf2, y tiene siete residuos de lisina que son responsables de la conjugacion de
ubiquitina, lo que conduce a la degradacion proteasomal de Nrf2. Neh3 es necesario para la
activacion transcripcional reclutando un coactivador, CHD6. Neh4 y Neh5, ricos en
residuos acidos, son dos dominios de transactivacion independientes que actdan de forma
sinérgica e interactuan con la proteina de union-CREB (CBP). Por tltimo, el dominio Neh6
es muy concentrado en residuos de serina, pero no se sabe mucho sobre el papel y/o el
significado del dominio Neh6 [22].

Tras la exposicion de las células al estrés oxidativo o a los compuestos quimicos, Nrf2 se
transloca al nucleo, forma un heterodimero junto con Maf, y se une a la secuencia de
elementos de respuesta antioxidante (ARE) para activar la transcripcion de varios tipos
diferentes de genes. Los genes que regulados rio abajo por Nrf2 identificados hasta ahora se
pueden agrupar en varias categorias, que incluyen (i) proteinas de balance redox
intracelulares: glutamato cisteina ligasa (GCL), glutation peroxidasa (GPx), tioredoxina
(Trx), tioredoxina reductasa (TrxR), hemo oxigenasa-1 (HMOX-1), (ii) Enzimas
desintoxicantes fase Il: glutation S-transferasa (GST), NAD (P) H quinona oxidoreductasa-
1 (NQO1) y UDP-glucuronosiltransferasa (UGT), y (iii ) transportadores: proteina asociada
a la resistencia a multiples farmacos (MRP). La funcion primaria de proteinas de equilibrio
redox intracelular es mantener el glutation celular y los niveles de Trx y reducir los niveles
de EROs [22].

Basandose en la funcion de los genes diana Nrf2, se puede concluir facilmente que la
activacion de Nrf2 puede proteger a las células del estrés generado por multiples factores
impuestos por la exposicion toxica. De hecho, la respuesta antioxidante mediada por Nrf2
es uno de los principales mecanismos de defensa celular que facilitan la supervivencia

celular bajo ataques toxicos [22].
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La actividad de Nrf2 esta regulada negativamente por la proteina 1 asociada a ECH de tipo
Kelch (Keapl). Keapl contiene dos dominios principales, un dominio BTB y un dominio
Kelch. Se ha demostrado que Keapl es una proteina transportadora. Se ha propuesto que
Keapl actia como un interruptor molecular que puede activar o desactivar la via de
sefializacion Nrf2 segun las condiciones redox intracelulares. Al funcionar como un
interruptor molecular, Keapl posee funciones duales: es capaz de (i) "detectar” una
perturbacion en la homeostasis redox y (ii) activar o desactivar la respuesta mediada por
Nrf2 [22].

1.6.4.- Papel del Estrés Oxidante en la Hipoxia-Reperfusion

Durante la hipoxia-reperfusion (HR) hay una generacién excesiva de EROs por lo que se
produce un desequilibrio redox el cual desempefia un papel clave en la patogénesis de la
lesion por IR. Para demostrar la importancia del estrés oxidante y antioxidantes Wang &
cols. (2017) [23] cultivaron células H9c2 con medio normal y una vez que las células
alcanzaron 60 + 70% de confluencia, se cultivaron con 500 pmol/L de H202 en DMEM que
contenia FBS al 2% durante 18 horas para imitar el procedimiento de HR. Las células se
pretrataron con metformina (50 uM), Compuesto C (un inhibidor de AMPK, (10 uM),
AICAR (un activador de AMPK, 100 uM) durante 24 horas. Las ROS fueron medidas con
2,7 diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA); ellos obtuvieron un mayor incremento en la
fluorescencia en el grupo HR comparado con el resto de los grupos; también evaluaron
SOD Mn?* para determinar como se encontraba las enzimas antioxidantes y el grupo que
presentd menor expresion de SOD Mn?* fue el de los cardiomiocitos sometidos a HR sin
ningun tipo de tratamiento. Estos resultados sugieren que la disminucién de la expresion de
las enzimas antioxidantes favorece el estrés oxidativo por la disminucidén que existe de

estas durante el proceso de hipoxia-reperfusion [23].

1.6.5.- Papel del Estrés Oxidante en la Alta Glucosa

Aunque existe una fuerte evidencia experimental que indica que el estrés oxidativo puede
determinar el comienzo y la progresion de complicaciones tardias de la diabetes mellitus,

aun hay controversia acerca de si el incremento de este fendmeno es meramente asociativo
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mas que causal en el caso de esta enfermedad metabdlica; no obstante, se ha demostrado
que existe un aumento de la produccion de ROS y una disminucién de las defensas
antioxidantes en los sujetos que tienen alta glucosa [10].

Existen varios mecanismos implicados en el incremento del estrés oxidativo en la alta
glucosa, entre los cuales se encuentran: la autooxidacion de la glucosa, la glicacion de
proteinas, la activacion de la via de los polioles y la disminucion de las defensas
antioxidantes. La glucosa, al igual que otros alfahidroxialdehidos, es capaz de autooxidarse
a enedioles (enolizarse) en solucidn acuosa y en presencia de metales de transicion, como el
Fe3*, reaccion en la cual se producen citoaldehidos intermediarios oxidados y RL con un
alto poder oxidante como el anién superéxido. La glucacion de las proteinas antioxidantes
puede disminuir la actividad de éstas y la hemoglobina glucosilada puede constituir una

fuente donadora de radical O2 en la pared vascular en los diabéticos [10].

Zhou & Lu (2013) [24] realizaron cultivos de cardiomiocitos a partir de ratas Sprague-
Dawley, los cuales se dividieron en tres grupos: células cultivadas en medio normal (grupo
de control); células expuestas a AG (30 mmol/L); células tratadas con AG y glutation
antioxidante (GSH, 250 mmol/L); realizaron medicion de las EROs a través de 2,7
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) y obtuvieron una mayor generacién de EROs en
el grupo expuesto a AG comparado con los grupos anteriormente mencionados, también
midieron el malondialdehido (MDA) y SOD, en donde en el grupo tratado con AG el MDA
se encontrd elevado y la SOD disminuida comparado con el resto de los grupos. Estos datos
sugieren que este aumento de las EROs en la AG trae consigo dafio a moléculas como los

lipidos y que los sistemas antioxidantes se encuentran disminuidos [24].

1.7.- Dafo Ocasionado por las Especies Reactivas de Oxigeno

El incremento del estrés oxidativo puede resultar de un aumento en la produccién de

precursores de radicales libres, de un aumento de las EROs, de un incremento de las



catalisis pro-oxidantes, de una reduccion de los sistemas antioxidantes o de una
combinacion de todos ellos. Las EROs presentan una alta reactividad, tanto que son
capaces de reaccionar con una amplia gama de estructuras celulares, conociéndose que sus
blancos fundamentales son los &cidos grasos insaturados de las membranas fosfolipidicas,

las proteinas y los acidos nucleicos (ADN) [25].

1.7.1.- ADN

Se sabe que tanto las EROs como las especies reactivas de nitrogeno, asi como otros
agentes enddgenos o exogenos, pueden modificar al ADN celular. El dafio al ADN tiene
consecuencias bioldgicas serias como mutaciones y transformaciones carcinogénicas, e
incluso puede llevar a la muerte celular. También afectan la transduccion de sefiales, la

proliferacion celular y la comunicacion intercelular [9].

El radical hidroxilo es muy reactivo y tiene la capacidad no s6lo de abstraer tomos de
hidrogeno de la molécula de ADN, sino también de unirse a las bases formando aductos, lo
cual produce una gran diversidad dafios. Otra molécula oxidante que puede propiciar dafio
en el ADN es el peroxinitrito [9].

La molécula de ADN es uno de los principales blancos del ataque por radicales libres en la
célula y las modificaciones que sufre como consecuencia de esos ataques son relevantes para
la pérdida de la homeostasis celular, pérdida que puede prolongarse como consecuencia de las
funciones del ADN como reservorio activo de informacion. Se ha reportado un dafio
oxidativo a diferentes niveles del ADN como lo es en las bases nitrogenadas, en el azlcar
(desoxirribosa) y en la formacion de uniones cruzadas (cross-links) ADN-ADN 6 ADN-
proteina [26].

Cuando el ataque oxidante es a nivel de las bases puricas (cabe mencionar que la guanina es
la base nitrogenada que presenta el potencial de ionizacién més bajo entre los componentes
de los acidos nucleicos, por tanto, es la base méas susceptible de ser oxidada), las dos
modificaciones mas frecuentes ocurren por la adicién del radical hidroxilo a la posicion C8
del anillo de la guanina. Esta modificacion produce un radical que puede ser oxidado a 8-

hidroxi-2’-deoxiguanosina (8- OHdG) o reducido a 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
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formamidopirimidina (Fapy G). Si la interaccion del radical OH es con bases pirimidinicas,
la modificacion més comun es 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina o también llamada timidin
glicol (Figura 2) [26].

ESTRES OXIDATIVO
o]
T | - I
o~
H
| |
TIMINA TIMIN GLICOL

Figura 2: Cambios oxidoreductivos sobre bases nitrogenadas. a) cambios en la guanina,
b) cambios en la timina (Tomado de: Garcia, U, et al. 2015).

Los dafios asociados con la desoxirribosa producen una pérdida de la base nitrogenada
generando asi sitios AP (apurinicos o apirimidinicos). Estos sitios se forman a través de la
hidrélisis del enlace N-glicosidico de los nucleétidos del ADN (mayormente espontanea).
De esta manera, la base es removida pero el esqueleto fosfodiéster permanece intacto
creando un sitio AP. Aunque los sitios AP no son considerados letales, cuando estan
presentes en altos niveles pueden interferir con las enzimas ADN polimerasa y ADN ligasa
y por ende ser altamente mutagenicos. La interaccion de radical ‘OH con el ADN puede
generar en presencia de oxigeno, radicales perdxido, los cuales pueden extraer &tomos de

hidrogeno de las fracciones de azucares llevando a ruptura de las hebras de ADN [26].
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La relacion de concentraciones entre 8-OHdG/dG se considera un marcador por excelencia

del dafio oxidativo causado por los RL sobre el ADN [27].
1.7.2.- Proteinas

El estrés oxidativo puede dafar a las proteinas de manera similar a como ocurre en otras
macromoléculas. Sin embargo, para el caso de las proteinas, la situacién es mas compleja
por dos razones. Por un lado, la oxidacion parcial y selectiva en algunos casos produce
proteinas modificadas que pueden actuar como moduladores en algunas reacciones,
favoreciendo la homeostasia celular. En este caso, la oxidacion de proteinas tendria un
papel totalmente fisiologico. Por otro lado la oxidacion de las proteinas puede resultar en
una alteraciéon de estas y llevar a cabo acciones distintas a la que les competen a las

proteinas, haciendo que la célula sea disfuncional [9].

En proteinas y carbohidratos, los radicales libres pueden inducir fragmentacion con la
pérdida de la funcidén de estas moléculas. Los aminoacidos aromaticos, la cisteina, los
enlaces disulfuro y los enlaces peptidicos son fragmentados por los radicales libres

alterandose su estructura y su funcion [28].

El radical hidroxilo es muy reactivo con las proteinas y puede causar modificaciones en
casi todos los residuos de aminoacidos. En particular, el radical hidroxilo ataca a la tirosina,
fenilalanina, tript6fano, histidina, metionina y cisteina, forma entrecruzamientos de tipo
covalente e induce la fragmentacion de la cadena polipeptidica, lo que se traduce en una
pérdida de la funcion, o en mayor susceptibilidad a las enzimas proteoliticas. Las proteinas
oxidadas son facilmente degradadas por enzimas proteoliticas debido a la formacion de
grupos carbonilo, a la creacion de nuevos grupos N-terminales o a cambios
conformacionales de la molécula. Datos experimentales muestran que el radical
peroxinitrito (ONOO-) oxida a las proteinas membranales y citoplasmicas, afectando su

naturaleza fisica y quimica [28].

Diversas reacciones de oxidacion pueden convertir algunos residuos de aminoacidos, como
la prolina, la arginina y la lisina, a derivados de tipo carbonilo. La presencia de este grupo

quimico se ha utilizado como un parametro para evaluar el dafio oxidativo en las proteinas.

32



De esta manera, se ha estimado que 2 nmol de grupos carbonilo por miligramo de proteina,
cantidad observada en personas jovenes, representan un dafio del 10% del total de las
proteinas celulares, mientras que en los ancianos este porcentaje se incrementa a 20 y 30%

del total de las proteinas celulares [28].

En otro proceso, el peroxinitrito puede hidroxilar la fenilalanina y nitrar la tirosina. Con
respecto a esto se desconocen las consecuencias bioldgicas de la nitracion de las proteinas
in vivo. Sin embargo, se ha observado una abundante nitracion de las proteinas en pacientes

con aterosclerosis, lo que tal vez podria tener alguna relacion con el padecimiento [28].

Con respecto a la concentracion de proteasas, cabe mencionar que algunas formas de
proteinas oxidadas (proteinas con entrecruzamientos modificados por glicacion, o por
productos de la lipoperoxidacion) no sélo son resistentes a la protedlisis, sino que pueden
inhibir la habilidad de las proteasas para degradar las formas oxidadas de las proteinas. La
acumulacién de proteinas oxidadas es la base de un conjunto de posibles problemas para las
células y los individuos, y en parte depende de la eficacia de los sistemas responsables para

la eliminacidn de las proteinas modificadas por la oxidacion [9].

En el citosol y en el nicleo existen proteosomas, y en la mitocondria son las proteasas las
encargadas de degradar las proteinas oxidadas. Las células cuentan con enzimas especificas
para la reparacion. La tiorredoxina reductasa es capaz de revertir los productos de
oxidacion de la cisteina a cistina [9].

Las proteinas son los blancos méas abundantes en las células y tejidos para los humerosos

agentes quimicos y fisicos que llegan a producir estrés oxidativo.

1.7.3.- Lipidos

Los &cidos grasos participantes de las membranas de las células animales generalmente
tienen de 14 a 24 atomos de carbono. Los lipidos de la membrana son moléculas anfipaticas
(poseen una parte polar o hidrofilica y una no polar e hidrofobica), contienen regiones
hidrocarbonadas con poca afinidad por el agua y al estar en presencia de ella tienden a

agregarse en forma de bicapa exhibiendo su region hidrofilica. La fluidez de la membrana
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se debe a la presencia de las dobles ligaduras de los acidos grasos poliinsaturados, cuando
hay dafio en estos &cidos grasos o cuando disminuye la cantidad de ligaduras dobles, la

membrana se vuelve rigida [9].

La interaccion de radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) con los
lipidos de las membranas bioldgicas ocasiona la produccion de diversos compuestos
toxicos, altera su fluidez y permeabilidad, asi como la actividad de las proteinas, las
enzimas, los receptores o canales ionicos asociados a ellas, situacion que compromete la
estructura y funcion celular. Los acidos grasos saturados o los monoinsaturados que forman
parte de la membrana son poco susceptibles al ataque de las EROs, mientras que los acidos
grasos poliinsaturados linoléico, linolénico y araquiddnico, son rapidamente atacados
debido a la presencia de sus enlaces dobles conjugados, los que debilitan la energia de
unién del atomo de hidrogeno presente en el carbono adyacente a los enlaces. Es
precisamente esta alta reactividad lo que hace que la peroxidacion de los lipidos en los

sistemas bioldgicos sea un proceso autocatalitico y de propagacion [9].

La peroxidacién de los lipidos de las membranas puede ocurrir tanto por la via no
enzimatica como por la enzimatica. Durante la peroxidacion no enzimética, las EROs
inician el dafio oxidativo en los lipidos de la membrana y los radicales libres de los lipidos
resultantes propagan el proceso de la peroxidacion. Lo anterior permite la acumulacion de
hidroperdxidos que finalmente se descomponen en una gran variedad de productos
terminales en donde los principales son el malondialdehido (MDA), el hexanal y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE). Por otro lado, en la lipoperoxidacion enzimatica los &cidos grasos

oxidados son liberados de los lipidos de las membranas por fosfalipasas y otras lipasas [9].

La oxidacion de los lipidos membranales provoca alteraciones en la permeabilidad o la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y la de los organélos celulares. Las
alteraciones de la permeabilidad afecta tanto el transporte pasivo como el activo al alterarse

las interrelaciones de fluidez de los lipidos que forman las membranas bioldgicas [28].

Los &cidos grasos poli-insaturados que predominantemente se ubican en las membranas

celulares son particularmente susceptibles al ataque de los radicales libres. Cuando los
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radicales hidroxilo se forman cerca de la membrana son capaces de extraer atomos de
hidrégeno de los fosfolipidos que la componen. Después de esta reaccion, aunque el
hidroxilo original se ha inactivado, se forma un radical lipidico que después de un rearreglo
molecular (dieno conjugado), puede reaccionar con el oxigeno para originar el radical
peroxilo (R-O0) [28].

El radical peroxilo (R-OO’) puede reaccionar con otros acidos grasos de la membrana
formando maés radicales lipidicos, mientras él mismo se transforma en hidroperéxido (R-
OOH). EI hidroperoxido, en presencia de varios complejos metalicos, puede
descomponerse en més radicales, incluyendo entre ellos al radical hidroxilo, lo que provoca
un fenédmeno de expansion del dafio, en el que se considera que la peroxidacion se ha

propagado [28].

En ausencia de iones metalicos, los hidroperéxidos pueden acumularse en la membrana y
alterar su funcion. Pueden transformarse en aldehidos, dentro de los que el mas estudiado es
el malondialdehido y puede provocar dafio a otras moléculas como el ADN.
Alternativamente, el radical peroxilo puede dar origen a peréxidos ciclicos, los que pueden
descomponerse para formar radicales lipidicos. A este fendmeno globalmente se le
denomina lipoperoxidacion y en ausencia de algin proceso que la inhiba puede provocar la

rapida destruccion de la fase lipidica de las membranas [28].

Como se ha mencionado anteriormente, cuando los radicales libres de acidos grasos
poliinsaturados reaccionan entre si se pueden formar dimeros por entrecruzamiento o
pueden ciclarse, creando aglomerados que conducen a la disminucion de la fluidez y de la
permeabilidad de la membrana. La alteracién en la permeabilidad de la membrana implica
que ésta permite la entrada de diversos solutos a la células sin ningin control, pero
principalmente permite la entrada de agua por osmosis, lo cual hincha a la célula hasta el

extremo de hacerla reventar y con ello causar su muerte [9].

En cuanto a la pérdida de la fluidez, se ha asociado a otro tipo de alteraciones como
disminucion en la actividad de algunos receptores. Por ejemplo, la unién de las hormonas

proteinicas a sus receptores membranales y alteraciones en los complejos de la cadena
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respiratoria mitocondrial, entre otras. De modo que la peroxidacion de los lipidos puede
dafar tanto la estructura como la funcién de las células y los tejidos, lo que esta asociada
con diferentes enfermedades entre las que destaca la ateroesclerosis (por la peroxidacion de

LDL) y el dafio tisular causado por infarto de miocardio [9].

Por otro lado y de manera indirecta, los principales productos de la peroxidacion de lipidos
también pueden reaccionar con otras moléculas y dafar de esta manera a las células. Entre
estos productos se incluyen los dienos conjugados, alcanos (pentano, etano), etileno y
aldehidos, ya que algunos de éstos pueden reaccionar con los grupos amino de la lisina 'y de
otros grupos aminoacidos constituyentes de las proteinas. También hay que tomar en cuenta
que los lipoperdxidos pueden inhibir la actividad de algunas enzimas. Ademas, los radicales
ROO- formados durante el proceso de peroxidacion de lipidos tienen la capacidad de

inhibir la transcripcién del ADN [9].

Entre los métodos méas frecuentemente empleados para evaluar la lipoperoxidacion son los
que miden los productos de la descomposicién de los hidroperdxidos lipidicos, tales como
el malondialdehido (MDA) y otros dialdehidos que son sustancias capaces de reaccionar
con el &cido tiobarbiturico razon por la cual se les designa TBARS [9].

1.8.- Implicacién de las Especies Reactivas de Oxigeno en la Hipoxia-Reperfusion

Dentro del mecanismo del dafio por reperfusion se encuentra la paradoja del oxigeno, en la
cual se propone que en el momento en el que se produce una subita reintroduccién de
oxigeno a la célula se produce el dafio por reperfusion debido a la formacion de radicales
libres. La reduccién de los componentes de la cadena respiratoria como el citocromo Ci
(incremento de Ci- Fe?*) crea condiciones favorables para la generacion de radicales
superdxido por la mitocondria cardiaca. Ademas, la reduccion de glutation (incremento de
GSH) junto con la glutation peroxidasa y la superdxido dismutasa, que son agentes
antioxidantes naturales, provocan una elevacion de perdxido de hidrogeno y radical
hidroxilo, que son altamente reactivos y toxicos para la célula. Otra fuente de radicales
libres son los macréfagos que migran hacia el sitio de la isquemia; también se ha

documentado la produccion de radicales libres por la célula endotelial. Con el incremento
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de radicales libres ocurre la peroxidacion de las membranas y facilita una sobrecarga de
Ca2* [29].

Las reacciones de Fenton que ocurren durante la reperfusion se han implicado en el proceso
oxidativo. La reaccion de Fenton es la formacion de radicales libres de oxigeno como el ion

hidroxilo a partir de la interaccion del Fe3* con el radical libre superéxido [29].

La presencia de glucosa durante el periodo hipoxico también juega un papel importante en
la prevencion del dafio por reoxigenacion. Cuando el muasculo papilar cardiaco es privado
de glucosa y oxigeno, aparecen arritmias dependientes de Ca?* y cuando la glucosa es
afiadida durante el periodo hipoxico, previene el desarrollo de arritmias en el periodo de
reperfusion. Esto se ha explicado por dos mecanismos: uno es porque la glucosa interviene
como un agente antioxidante, manteniendo el flujo a través de la via de las pentosas y el
otro es porque la glucosa mantiene un continuo aporte de energia y con esto se conserva el

control de Ca?* citosélico [29].

Cambios fisiologicos y bioguimicos observados en el miocardio con hipoxia-reperfusion:
Los cardiomiocitos toleran breves episodios de hipoxia-reperfusion miocérdica transitoria.
La hipoxia tisular reversible en primera instancia no provoca muerte celular pero si puede
lesionar estas células. Las oclusiones totales hasta por 15 minutos de un segmento proximal
de una arteria coronaria causa dafio reversible, y después de ese tiempo, puede producir
lesion irreversible. Los periodos de isquemia de 15 minutos inducen numerosos cambios en
los miocitos que hacen que no se contraigan o que su contraccion sea débil, incluyendo la

deplecion de glucdgeno, etc [30].

Cuando hay una oclusién subita de una arteria epicardica después de unos segundos, el
metabolismo energético pasa de aerdbico a glucolisis anaerébica con la consiguiente
acumulacion de acido lactico y de iones hidrégeno H* produciéndose acidosis y un leve
edema intracelular que estresa y estira la membrana con lo que se puede llegar a lesionarla.
Una vez re-establecida la reperfusion en la normalizacion del flujo sanguineo coronario, en
el tiempo post-isquémico, los miocitos se recuperan, siempre y cuando la tensién producida

por el edema no haya lesionado de forma irreversible la membrana [30].
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Durante los primeros minutos de hipoxia miocardica, se liberan de estos tejidos diversas
sustancias, tales como la bradicinina, opiaceos, noradrenalina y angiotensina 11, acetilcolina
y endotelina hacia el liquido extracelular. El calcio intracelular aumenta, pues el aumento
de hidrégeno H* intracelular de la hipoxia hace que aumente el sodio intracelular a través
del intercambio Na*/H*. El aumento de sodio intracelular deberia servir para atraer calcio al
interior de las células por intercambio sodio/calcio; esta sobrecarga de calcio activa
fosfolipasas y proteasas. En resumen los principales factores que condicionan el dafio
miocardico una vez restablecido el flujo coronario después de un episodio de isquemia

miocardica son los siguientes: [30]

A) radicales libres: Con la llegada subita de oxigeno, aparece un gran exceso de radicales

libres que alcanzan un pico dentro de los 4-7 minutos del inicio de la reperfusion.

B) reentrada de calcio: el aumento de la permeabilidad de la membrana permite el acceso
masivo de calcio al interior del cardiomiocito. Se producen alteraciones en la troponina y
en el acoplamiento excitacion-contraccion, ya que en presencia de niveles supranormales de
calcio las contracciones son de menor magnitud que la normal por disfuncion del reticulo

sarcoplasmico e insensibilidad de los miofilamentos al calcio.

C) intercambiadores sodio/hidrégeno y sodio/calcio: los cuales se activan para reestablecer

el pH.

D) células inflamatorias: durante la reperfusion se acumulan leucocitos en el area
isquémica. Los neutréfilos y monocitos activados se unen a las células miocardicas a través
de las moléculas de adhesion, liberando sustancias toxicas para las células endoteliales y
miocardicas incluyendo radicales superédxido, proteasas, elastasas lo que altera los

mecanismos de vasorelajacion y antitrombético del endotelio.

E) oxido nitrico: contribuye a la formacion de radicales libres como el peroxinitrito.
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1.9.- Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (NO) un radical libre gaseoso, es una molécula lipofilica muy versatil que
actla como un mensajero intracelular y transcelular; de ella se empezd hablar en 1980,
gracias a los estudios realizados por Furchgott y Zawadzki quienes inicialmente la
denominaron factor relajante del endotelio. Actualmente se sabe que interviene en

diferentes procesos fisiologicos y patologicos [31].

El NO se libera de manera pulsétil, es muy labil, posee un electrén no pareado y tiene una
vida media muy corta, aproximadamente seis segundos. Por ser un radical libre, es una
molécula inestable que logra estabilizarse al unirse a otras especies paramagnéticas como el

oxigeno formando nitritos (NO2-) y nitratos (NOs-) [31].

El NO es el activador endogeno de la guanilato ciclasa soluble que permite la formacién de
guanosin monofosfato ciclico (GMPc), que actla como «segundo mensajero» en muchos
tipos de células, incluidas las células nerviosas, las células del muasculo liso, los monocitos
y las plaquetas. El nitrégeno y el oxigeno son vecinos en la tabla periddica y el NO
comparte bastantes propiedades con el O2. En concreto, tiene una alta afinidad por el grupo
hemo y otros grupos con hierro y azufre. Esto es importante para la activacion de la
guanilato ciclasa, que contiene un grupo hemo, para la inactivacion del NO por la
hemoglobina y para la regulacion de la difusion del NO desde las células endoteliales (que

expresan la cadena a de la hemoglobina) al mdsculo liso vascular [32].

1.9.1.- Sintesis de Oxido Nitrico

Las enzimas éxido nitrico sintasa (NOS) son fundamentales para el control de la biosintesis
del NO. Existen tres isoenzimas conocidas de la NOS: una forma inducible (iNOS o NOS2;
se expresa en macrdfagos y células de Kupffer, neutréfilos, fibroblastos, musculo liso
vascular y células endoteliales en respuesta a estimulos patoldgicos, como los
microorganismos invasores) y dos formas constitutivas, que estan presentes en condiciones
fisioldgicas en el endotelio (eNOS o NOS3) y las neuronas (NNOS o NOS1). Las enzimas

constitutivas generan pequefias cantidades de NO, mientras que la isoforma iNOS sintetiza
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cantidades mucho mayores debido a su actividad mas intensa y su abundancia, al menos en

los estados patoldgicos asociados a la liberacion de citocinas [32].

1.9.2.- Estructura de la NOS

Las tres isoenzimas NOS son dimeros; estructural y funcionalmente son complejas. Cada
isoenzima contiene protoporfirina 1X férrica (hemo), dinucleétido de adenina flavina
(FAD), mononucleétido de flavina (FMN) y tetrahidrobiopterina (BH4) como grupos
prostéticos unidos a ellas. También contienen lugares de unidon para L-arginina,
dinucledtido de nicotinamida adenina fosfato reducido (NADPH) y el complejo calcio-
calmodulina. Estos ligandos y grupos prostéticos controlan el acoplamiento de la enzima en
el dimero activo. Las enzimas NOS combinan actividades oxigenasa y reductasa. El
dominio oxigenasa contiene hemo, mientras que el dominio reductasa se une al complejo
calcio-calmodulina. En estados patoldgicos, la enzima puede sufrir un cambio estructural
que origina la transferencia de electrones entre sustratos, cofactores enzimaéticos y
productos que se «desacoplan», de modo que los electrones se transfieren al oxigeno
molecular para producir anién superoxido en lugar de NO, el anién superoxido reacciona

con el NO para generar un producto toxico el anion peroxinitrito (Figura 3) [32].

-00C

* Dominio oxigenasa

*Dominio reductasa

Figura 3: Estructura Esquematica de la NOS (Tomado de: Groves y Wang 2000).

Después de que se generd el NO, este difunde a las células préximas y son dos las

principales vias de sefializacion del NO: (1) la producciéon de GMPc y (2) la S-nitrosilacion
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de grupos tioles proteinicos, que estdn moduladas, respectivamente, por la fosfodiesterasa 5
(PDES5) [33].

El NO se une a la porcion hemo de la guanilil ciclasa soluble (GCs), a la que activa y
aumenta la produccion de GMPc que, a su vez, activa a la proteincinasa G (PKG) y modula
la actividad de diversas fosfodiesterasas (PDE). A bajas concentraciones de NO (rango
nM), el GMPc inhibe la PDE3, con el consiguiente aumento en los valores de AMPc, que
activan la PKA y la corriente de entrada de Ca*™ a través de los canales L de la membrana
(Ica++L). A mayores concentraciones de NO (rango umol/l), la PKG inhibe la lca++L Y
fosforila la troponina I, disminuyendo la sensibilidad de los miofilamentos al Cat++ y la
formacion de enlaces cruzados durante la diastole [33].

1.9.3.- Funcion del Oxido Nitrico en el Corazén

El 6xido nitrico puede ser producido por practicamente todas las células del corazén, actla
como regulador paracrino, autocrino e intracrino de la funcién cardiaca a través de acciones
directas sobre los cardiomiocitos y de acciones indirectas, consecuencia de sus efectos
vasculares [33].

En el miocardio, el NO regula, entre otros procesos, el acoplamiento excitacion-
contraccion, la frecuencia cardiaca, el tono autonémico, la respiracion mitocondrial
(metabolismo energético), los procesos de hipertrofia y apoptosis, y la fase tardia del
precondicionamiento isquémico. A escala vascular, el NO regula el tono vascular, la
perfusién coronaria, la permeabilidad capilar y la agregacion plaquetaria y, ademas,
desempefia un importante papel en el control de la angiogénesis, la inflamacion y la
proliferacion celular vascular. La regulacion de todos estos procesos es sumamente
compleja y depende no solo de las concentraciones de NO, sino también del
compartimiento celular donde se esté generando y de la via de sefializacion activada, la
situacion fisiopatoldgica analizada, el estado redox celular y la presencia de otros
mediadores celulares. La eNOS se expresa en el endotelio vascular y endocardio, asi como
en los cardiomiocitos en donde se localiza en las caveolas del sarcolema'y, en particular, de
los tabulos T [33].
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La principal regulacion postranscripcional de eNOS tiene lugar a través de la fosforilacion
de la Ser1177, que aumenta su actividad. Este es el punto de accion de las proteincinasas B
(Akt), A (PKA), C (PKC) y G (PKG) [33].

El NO disminuye la frecuencia cardiaca en cardiomiocitos aislados; controla la actividad de
los canales de Ca++ tipo-L y RyR2. La eNOS acelera la relajacion, aumenta la longitud de

los cardiomiocitos en diastole [33].

1.10.- Receptores que Activan la Proliferacion Peroxisomal (PPARS)

1.10.1.- Definicion

Los PPARs son proteinas transductoras que pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares. Los receptores nucleares (RNs) son factores de transcripcion (FT) activados por
ligando que modulan la expresion de diferentes genes [34]. Estos estan implicados en la
adipogeénesis, el metabolismo de lipidos, la inflamacion y el mantenimiento de la
homeostasis metabdlica. En mamiferos, hasta ahora se han descrito tres isoformas
diferentes de PPAR: PPAR-a, PPAR-B/6 y PPAR-y [35].

1.10.2.- Estructura de los PPARS

La estructura de los RNs esta conformada por dominios conservados denominados A/B, C,
D y E/F, partiendo del extremo N-terminal al C-terminal. La region A/B comprende el
primer dominio de activacion transcripcional (AF-1) que varia en secuencia y longitud
entre los diferentes miembros y contiene determinantes estructurales para la interaccion con
la maquinaria de transcripcion basal y la regulacion de su actividad, posteriormente se
encuentra la regién C que presenta el dominio de union al ADN (DBD) la cual consiste en
dos dedos de zinc que promueven la union del PPAR a los elementos de respuesta de los
receptores que activan la proliferacion peroxisomal (PPRE) en la region del promotor de
los genes blanco. La region D ademés de contener una secuencia de localizacion nuclear
(NLS), actia como una estructura de “bisagra” entre la region C y E involucrada en los
cambios conformacionales de los RNs. La region E contiene el dominio de unién al

ligando (LBD) y un segundo dominio de funcion de activacion transcripcional (AF-2).
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Algunos RNs presentan una region F relacionada con la modulacion de su actividad
(Figura 4) [34].

ESTRUCTURA GENERAL DE LOS RNs

AF-2
) B A/B l C D E F — C
AF-1 DBD NLS LBD

Figura 4: Dominios funcionales de los RNs. (Tomado de: Ortega D. et al. 2015)

Localizacién de PPARs: PPAR-o se expresa principalmente en tejidos demandantes de
energia que muestran altas tasas de B-oxidacion (es decir, higado, rifidn, corazén, endotelio,
musculo liso y esquelético). Por otro lado, PPAR-B /5 es el mas extensamente distribuido,
es decir se expresa de forma ubicua en humanos, mientras que en ratones se expresa en
mayor grado en el tubo gastrointestinal, especificamente estdmago, intestino grueso y

delgado. PPAR-y se expresa en niveles elevados en el tejido adiposo [35].

1.10.3.- RXR y Heterodimerizacion

A diferencia de los receptores de hormonas esteroides, que funcionan como homodimeros,
los PPARs forman heterodimeros con el receptor de retinoide X (RXR). Al igual que los
PPARs, el RXR existe como tres isoformas distintas: RXRa, B, y v, todas las cuales son
activadas por el agonista enddgeno 9-cis acido retinoico. Adn no se han elaborado roles
especificos para estas diferentes isoformas dentro del complejo PPAR: RXR. Sin embargo,
los agonistas de RXR sintéticos (“resinoides™) pueden activar el complejo y obtener
resultados antidiabéticos similares a los observados con los agonistas de PPAR en modelos

de diabetes tipo 2 en ratones [36].

1.10.4.- Mecanismo de Accidn

La union del ligando ya sea enddgeno o exdgeno hace que los receptores nucleares PPARs
forman un heterodimero con el receptor nuclear del acido 9-cis retinoico (RXR). La

formacion de este heterodimero es esencial para muchas de las funciones reguladoras de los
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PPARs, el cual se une entonces a la region reguladora de varios genes para regular su
transcripcion. Este complejo activador (PPAR-RXR) se une al ADN y reconoce una
secuencia especifica de nucleoétidos conocida como PPRE (elemento de respuesta a PPAR),
constituida por dos semi-dominios repetidos y separados por un solo nucleétido. Cuando al
heterodimero se unen sus ligandos respectivos (por ejemplo, acido graso insaturado de
cadena larga al PPAR y acido cis-retinoico al RXR), se lleva a cabo un reclutamiento
proteico activador y se inicia la transcripcion del gen. El heterodimero puede también
reprimir la transcripcion de genes al unirse directamente a las regiones promotoras y ser
activados por sus ligandos; en este caso interactuan directamente con represores proteicos

de los genes blanco [37].

1.10.5.- PPREs

Los elementos de respuesta del proliferador de peroxisomas (PPRES) son elementos de
repeticion directa (DR) -1 que consisten en dos hexanucle6tidos con la secuencia de
consenso AGGTCA separados por un unico espaciador de nucledtidos. Tal secuencia, 0 una
similar, se ha encontrado en numerosos genes inducibles por PPAR, entre los que se
incluyen la acil-CoA oxidasa y la proteina de unién a los &cidos grasos de los adipocitos.
Los elementos Cis adyacentes al sitio central de PPRE (especialmente 57) parecen jugar un
papel en la unidn selectiva de estos elementos de respuesta. Curiosamente, PPAR: RXR se
une al PPRE con una polaridad inversa en comparacion con los receptores de vitamina D
(VDR): RXR vy receptor de tiroides (TR): RXR en los elementos DR-3 y DR-4,
respectivamente [36].

1.10.6.- Coactivadores y Correpresores

Se han identificado varias proteinas cofactores, coactivadores y corepresores que median la
capacidad de los receptores nucleares para iniciar (0 suprimir) el proceso de transcripcion.
Los coactivadores interactian con los receptores nucleares de forma dependiente de
agonistas a traves de un motivo conservado LXXLL (donde X es cualquier aminoacido)
[36].
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Varios coactivadores, incluidos CBP/ p300 y coactivador de receptor de esteroides (SRC) -
1, poseen actividad de histona acetilasa que puede remodelar la estructura de la cromatina.
Un segundo grupo, representado por los miembros del complejo DRIP/TRAP, como la
proteina de union a PPAR (PBP)/TRAP220, forma un puente entre el receptor nuclear y la

maquinaria de inicio de la transcripcién [36].

El rol preciso de un tercer grupo, que incluye PGC-1, RIP140 y ARAT70, no se conoce bien
a nivel molecular. En su forma mas simple, una secuencia de eventos en la que
coactivadores con complejo de actividad de histona acetilasa con ligando, receptores
PPAR/RXR unidos a PPRE, interrumpan nucleosomas y estructura de cromatina "abierta
(se abra)" en la vecindad de la region reguladora de un gen. Los complejos tales como
DRIP/TRAP se reclutan y proporcionan un enlace directo a la maquinaria de transcripcion

basal. Como resultado, se induce el inicio de la transcripcién [36].

1.10.7.- Ligandos

Todos los ligandos conocidos de los PPARs tienen cierta similitud estructural , al menos en
ciertas regiones de la molécula, y la interaccion PPAR-ligando se produce principalmente
por interacciones cuya estabilidad estd determinada por fuerzas del tipo Van der Waals
[38].

Ligandos de PPAR-a: se puede activarse mediante una amplia variedad de &cidos grasos
saturados e insaturados, que incluyen acido palmitico, &cido eicosatetraenoico (ETA), el
acido linoleico (AL), el &cido linolénico (ALN), acido oleico, y é&cido araquidénico
(derivados del &cido araquidonico por las vias de la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa). Se
ha encontrado que varios &cidos grasos se unen al receptor directamente con afinidades
micromolares. El metabolito 8- hidroperdxido del &cido eicosatetraenoico 8(S)-HETE de la
lipoxigenasa se identific6 como un ligando submicromolar para PPARa pero
aparentemente no esta presente en niveles suficientemente altos en la célula para ser
clasificado como un verdadero ligando natural. En lugar de ligandos enddgenos de alta
afinidad, es plausible que PPARa funcione principalmente como un sensor de los niveles

de é&cidos grasos libres en los tejidos donde se expresa [36]. Ligandos sintéticos:
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GW501516, GW0742, hipolipemiantes fibratos como: clofibrato, gemfibrozil y fenofibrato
[38].

PPAR-B/6: compuestos sintéticos: bezafibrato [38].

Al igual que otros PPAR, el PPARS interactiia con 4cidos grasos saturados e insaturados;
su selectividad de ligando es intermedia entre la de PPARyY y PPARa. En particular, los
acidos grasos poliinsaturados acido dihomo-y-linolénico, EPA y acido araquidonico tenian
afinidades micromolares bajas para PPAROS. El 4cido palmitico y su andlogo
metabdlicamente estable, el &cido 2-bromopalmitico, también se identificaron como
agonistas de PPARS. Se ha demostrado que varios eicosanoides, incluidos PGAl y PGD2,
activan PPARS. La carbaprostaciclina, una prostaglandina semisintética, también es un
agonista micromolar de PPARS. Los niveles fisiologicos de su precursor natural, la

prostaciclina, sin embargo, son desconocidos debido a su inestabilidad metabdlica [36].

PPAR-y: ligandos sintéticos: glitazonas, tiazolidinedionas.

Ligandos naturales: acidos grasos y los derivados de eicosanoides se unen y activan PPARy
en concentraciones micromolares. PPARy claramente prefiere los 4cidos grasos
poliinsaturados, incluidos los &cidos grasos esenciales como &cido linoleico, acido
linolénico, &cido araquidénico y acido eicosapentaenoico. Sin embargo, sus rangos de
concentracion intracelular son desconocidos. La conversion de &cido linoleico a 9-HODE y
13-HODE por 15-lipoxigenasa puede proporcionar agonistas micromolares adicionales de
PPARy [36].

Un derivado de PGD2, 15-deoxi-A-prostaglandina J. (15d-PGJ2), demostr6 ser un ligando
agonista débil (2-5 uM) de PPARY, aunque la relevancia fisiologica de este ligando no esta

claro porque las concentraciones celulares no se pueden determinar con precision [36].

1.10.8.- PPARa

El PPARa murino fue el primer miembro de esta subclase de receptor nuclear que se cloné.

Posteriormente se ha clonado a partir de rana, rata, conejo y humano. El PPARa humano se
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ha mapeado en el cromosoma 22 adyacente a la region 22q12-g13.1 [36]. PPAR-a es
también llamado NR1C1, su activacion ocurre principalmente en condiciones de privacion
de energia. Esto conduce a la regulacion al alza del metabolismo energético intracelular,
induciendo finalmente la produccion de ATP a partir de la fosforilacion oxidativa. El
ARNmM de PPAR-a se regula positivamente en el higado de raton durante el ayuno,
mientras que los ratones knock-out (KO) de PPAR-o muestran una hipoglucemia
significativa, hipocetonemia, hipotermia y aumento de los &cidos grasos libres en plasma,

sugiriendo una inhibicién de la absorcion y oxidacion de acidos grasos [35].

Se ha demostrado que PPARo desempefia un papel fundamental en la regulacion de la
recaptura, activacién y la g-oxidacion de los acidos grasos los cuales, son utilizados como
fuentes de energia por otros tejidos, asi como cuerpos ceténicos en el cerebro. PPARa
induce la expresion de la proteina de transporte de &cidos grasos (FATP) y FAT, dos
proteinas que transportan los &cidos grasos a través de la membrana celular. La activacion
de PPARa también regula directamente la transcripcion de la acetil-CoA sintasa de &cido
graso de cadena larga, asi como la acetil CoA oxidasa (ACO), la enzima multifuncional
enoil-CoA hidratasa / deshidrogenasa y la ceto-acil-CoA tiolasa enzimas en la via de la B-
oxidacion peroxisomal [36]. Asi como también regula la transcripcion de genes importantes
cetogénicos como 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2 (HMGCS2), 3-hidroximetil-3-
metilglutaril-CoA liasa (HMGCL) y acetil-CoA acetiltransferasa 1 (ACAT1) [35].

La carnitina palmitoiltransferasa | (CPT 1) cataliza el paso limitante de la velocidad en la
translocacion de los acidos grasos activados a la membrana interna de las mitocondrias,
donde ocurre el paso mas productivo en su catabolismo. Esta enzima esta fuertemente
inducida por los ligandos de PPARGa, y se ha identificado un PPRE funcional. También se
han informado otros genes que responden a PPARa en esta via metabolica mitocondrial,

incluidas varias acil-CoA deshidrogenasas [36].

Los fibratos y otros proliferadores de peroxisomas activan la expresion de los CYP4A, y se
han encontrado PPREs funcionales en las regiones reguladoras de los genes CYP4A. En
resumen, PPARa es un importante sensor de lipidos y regulador del metabolismo de la

energia celular [36].
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La induccion de PPAR-o también ejerce una actividad antiinflamatoria en modelos de
raton, aunque se informan datos contrastantes. La primera evidencia de la participacion de
PPAR-a en la regulacion de la inflamacion fue proporcionada por el grupo de Wahli hace
mas de 20 afios. Los autores demostraron que el leucotrieno B4 actGa como un ligando para
la transcripcion de PPAR-q, y la respuesta inflamatoria se prolonga en los ratones KO para
PPAR-a. Por el contrario, el tratamiento dietético con agonistas de PPAR-o aument6 los
niveles plasmaticos de factor de necrosis tumoral (TNF-a) que en cambio se reduce en
ratones deficientes en PPAR-a [35].

1.10.9.- PPARw en la Hipoxia-Reperfusion

Estudios previos han sugerido que los agonistas de PPARa, ademas de sus efectos
beneficiosos sobre la homeostasis de los lipidos, podrian reducir la progresion de las
lesiones aterosclerdticas mediante una accion anti-aterogenica y antiinflamatoria directa.
De hecho, la activacion de PPARa da como resultado la induccion de enzimas
antioxidantes y la inhibicion de la expresion de genes proinflamatorios, como la
interleucina 6, la ciclooxigenasa 2 y la endotelina dentro de las células vasculares a través
de la regulacion negativa de las vias de sefializacion controladas por el factor nuclear kb
(NFxB) y la proteina activadora-1 (AP-1). Tabernero et al. (2002) [39] realiz6 un estudio
para evaluar el efecto de los PPARa sobre la lesion por isquemia reperfusion en ratones
cepa C57BL/6, en donde al grupo control se le administrd placebo y a otro grupo se le
administrd fenofibrato mezclado en la comida (15 mg/dia) y dentro de los resultados mas
relevantes que obtuvieron fue que el tratamiento con fenofibrato redujo significativamente
el tamafio del infarto de miocardio inducido por isquemia en mas de 3 veces con respecto a
los ratones de control después de 30 minutos de isquemia y 1 hora de reperfusion y que
después de IR todos los corazones de los ratones tratados con fenofibrato recuperaron tanto
la fuerza contréctil como la frecuencia cardiaca [39].

1.10.10.- Fenofibrato

Fenofibrato pertenece al grupo de fibratos, o derivados del &cido fibrico y esta indicado en

el tratamiento de pacientes con dislipidemia de diversos tipos. La hidrélisis en plasma de
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fenofibrato proporciona la forma activa: el acido clofibrico, forma halogenada del &cido

fenoxiisobutirico o &cido fibrico; de ahi que se les denomine fibratos [40].

Hoy dia se prescriben fibratos de segunda generacion, con estructuras quimicas mas o

menos relacionadas con el acido fibrico, como bezafibrato, ciprofibrato, fenofibrato y
gemfibrozilo [40].
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I1.- JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud (OMS), las principales causas de
mortalidad en el mundo son las enfermedades isquémicas del corazén, las cuales
ocasionaron 15,2 millones de defunciones en 2016. En México, las principales causas de
morbimortalidad no difieren de las del resto del mundo, pues de acuerdo al INEGI, en
2015, la primera causa de muerte fue la diabetes mellitus y en segundo lugar, las
enfermedades isquémicas del corazén, por lo que constituyen un problema social y de salud
publica a nivel mundial. Debido a la relevancia que han cobrado estas patologias durante
las Gltimas décadas, es importante que las instituciones educativas, de salud y de
investigacion lleven a cabo estrategias para disminuir su morbimortalidad. Las destrezas a
desarrollar deberan estar enfocadas hacia la prevencién, a una mejor comprension de la
fisiopatologia con el objetivo de administrar el mejor tratamiento y sin tantos efectos
adversos, asi como también un diagndstico temprano; todo esto con el fin de mejorar la

calidad de vida de las personas que las padecen.

Tanto las enfermedades isquémicas del corazén como la diabetes mellitus, generan ROS,
produciendo el proceso denominado estrés oxidante, haciendo que los tejidos sufran dafio y
consiguientemente sean menos funcionales. Por lo tanto, al disminuir este mecanismo

fisiopatolégico se mejorara la funcionalidad del corazon.

Hoy en dia se lleva a cabo el escrutinio de farmacos nuevos, usos terapéuticos novedosos
de farmacos ya existentes o la combinacion de farmacos, para tratar estos padecimientos.
Dentro de estos farmacos se encuentran los agonistas de los receptores activadores de la
proliferacion peroxisomal alfa (PPAR-a) como fenofibrato. Por lo tanto, este estudio evalud
el efecto del fenofibrato sobre cultivos celulares de cardiomiocitos sometidos a alta glucosa
e hipoxia-reperfusion para, de esta manera proponer nuevas herramientas farmacoldgicas
para disminuir la incidencia y prevalencia de las enfermedades isquémicas del corazon y la

disminucion de las lesiones presentadas por el aumento de la glucosa.

50



111. HIPOTESIS

La estimulacion de los PPARa por fenofibrato produciran un aumento en la expresion de
las enzimas antioxidantes lo cual modulara de manera efectiva el estrés oxidante generado
en los cultivos de cardiomiocitos expuestos a alta glucosa e hipoxia-reperfusion,
disminuyéndose de este modo el dafio a macromoléculas importantes como lipidos y ADN.
El fenofibrato producira un aumento en la expresién de la sintasa del oOxido nitrico
endotelial durante los procesos de hipoxia-reperfusion y alta glucosa; ademas al modularse
en forma mas efectiva la presencia de especies reactivas de oxigeno se disminuird la
oxidacion de BH4. La modulacion del estrés oxidante mejorard la ultraestructura de los

cardiomiocitos sometido a hipoxia-reperfusion y alta glucosa.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los efectos del tratamiento con fenofibrato en cardiomiocitos sometidos a
hipoxia-reperfusion, alta glucosa y la combinacion de ambas condiciones sobre el estrés
oxidante y el dafo estructural.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Obijetivo particular I:

Establecer las condiciones 6ptimas para el cultivo de cardiomiocitos de rata sometidos in

vitro a hipoxia-reperfusion y alta glucosa.
Obijetivo particular II:

Determinar el efecto de fenofibrato sobre la viabilidad celular y la ultraestructura de los
cardiomiocitos expuestos a hipoxia-reperfusion, alta glucosa y la combinacion de ambas

condiciones.
Obijetivo particular IlI:

Estudiar si la estimulacion por fenofibrato disminuye la produccion de especies reactivas de
oxigeno y/o aumenta la participacion de enzimas antioxidantes (SOD-Cu?*/Zn?*, SOD-
Mn?* y catalasa), en cultivos de cardiomiocitos sometidos a hipoxia-reperfusion, alta

glucosa y la unién de ambas condiciones.

Obijetivo particular 1V:

Determinar el efecto del fenofibrato sobre el dafio a macromoléculas inducido por hipoxia-

reperfusion, alta glucosa y la union de ambas condiciones.
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Obijetivo particular V:

Evaluar si el fenofibrato mejora el acople de la sintasa del 6xido nitrico endotelial (eNOS)
en cardiomiocitos sometidos a hipoxia-reperfusion, alta glucosa y la combinacién de ambas

condiciones.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1.- Material

Se obtuvo de BioRad lo siguiente: acrilamida, beta-mercaptoetanol, bis-acrilamida, glicina,
leche descremada, glutaraldehido, marcador de peso molecular SDS-PAGE, SDS, TEMED,
Tris base; de sigma se obtuvo: albimina sérica bovnia, fenofibrato, EDTA, etanol absoluto,
glicerol, HCI, KoHPO4, NaHCOs, tris-HCI, triton X-100, tween20, tetradxido de osmio,
cacodilato, EPON 812, acetato de uranilo; de roche daignostics: complete (inhibidor
proteasas); de merck: rojo de fenol, éter etilico; de técnica quimica: KCI; de calbiochem:
metanol absoluto; de J.T.baker: Na,HPOs, NasVOs, NaCl, NaF, manitol, hidroxido de
sodio, persulfato de amonio; de delmed: solucidon isotonica de cloruro de sodio al 0.9%; de
gibco: medio F-10 (1X), 0.25% tripsina (1X), anti-anti (100X) antibiotico-antimicotico, HI
FBS suero fetal bovino, d- glucose USP (dextrosa); de biopack; acido tricloroacético; de

fischer scientific: azul de tripan, metanol.
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6.2.- Métodos

6.2.1.- Animales

Para la realizacion de este trabajo, se emplearon ratas Wistar, tanto hembras como machos
de 1 a 3 dias de vida extrauterina, otorgados por el bioterio del Centro de Investigacion de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV) y por el bioterio del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavéz” (INCICh). El protocolo se realiz6
siguiendo los lineamientos del comité institucional de ética, asi como los de la Norma

Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio NOM-062-Z0O0 1999.

6.2.2.- Cultivo de Miocitos

Para la realizacion de los cultivos de cardiomiocitos se necesitaron entre 30 a 35 ratas de 1
a 3 dias de nacidas. Los animales se sumergieron en alcohol al 70%, se decapitaron con
tijeras estériles y se realiz6 toracotomia comprimiendo el térax y exponiendo el corazon
para posteriormente extraerlo. Este se coloc6 en 5 ml de una solucién estéril de PBS
completo. Una vez obtenidos todos los corazones, se limpid la caja petri por fuera con
alcohol y se llevo a la campana de flujo laminar. Cada pedazo de corazon se cort6 en
fracciones muy finas. Se lavaron los pedazos picados de 5 a 6 veces con PBS completo. El
tejido lavado se pas6 a un matraz erlenmeyer de 20 ml y se le adiciond 10 ml de tripsina, el
tejido junto con la tripsina se removi6 durante 15 minutos con un agitador. Se tripsinizo de
3 a 5 veces. Las dos primeras tripsinizaciones se desecharon. Las siguientes tripsinizaciones
se recolectaron en un tubo estéril y frio, que contiene 2 ml de PBS completo y 5 ml de
medio de cultivo completo frio. Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos; se
retirG el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 5 ml de medio completo; se dejo reposar

durante 1 hora en la incubadora para posteriormente sembrar las células.

Los cultivos celulares se dividieron en los siguientes grupos experimentales: grupo 1:
control (sham), grupo 2: control (sham) tratado con DMSO al 0.1%, grupo 3: control
(sham) tratado con fenofibrato (10 uM), grupo 4: control tratado con manitol (19.5 Mm),
grupo 5: alta glucosa (25 mM), grupo 6: alta glucosa (25 mM) tratado con DMSO al 0.1%,
grupo 7: alta glucosa (25 mM) tratado con fenofibrato (10 puM), grupo 8: hipoxia
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reperfusion, grupo 9: hipoxia reperfusion tratado con DMSO al 1%, grupo 10: hipoxia
reperfusion tratado con fenofibrato (10 uM), grupo 11: alta glucosa e hipoxia reperfusion,
grupo 12: alta glucosa e hipoxia reperfusion tratado con DMSO al 0.1%, grupo 13: alta
glucosa e hipoxia reperfusion tratado con fenofibrato (10 uM). EI DMSO vy el fenofibrato

se administro 60 minutos antes de someter el cultivo a hipoxia reperfusion.

6.2.3.- Alta Glucosa

Al inicio los cardiomiocitos se cultivaron con medio con glucosa 5 mM. Cuando se tuvo
una confluencia del 80%, el medio de cultivo se sustituyd por medio con alta glucosa (25
mM) y se dejaron 48 horas de exposicion a los cardiomiocitos con esta concentracion de

glucosa, para posteriormente realizar los experimentos [41].

6.2.4.- Hipoxia-Reperfusion

La hipoxia en los cultivos de miocitos se produjo con la colocacion de un coverslip durante
2 horas y se reperfundié por 1 hora (retirando el coverslip). La colocacion de un
cubreobjetos de pléstico crea una barrera a la difusion de oxigeno produciendo
inmediatamente hipoxia y subproductos metabolicos por lo que representa las condiciones
Optimas de isquemia in vivo. Inmediatamente después de la generacion de la hipoxia

reperfusion se realizaron los experimentos respectivos [42].

6.2.5.- Viabilidad Celular

La viabilidad celular se calcul6 como el nimero de células viables dividido por el nimero
total de células dentro de las cuadriculas de la cAmara de Neubauer. Si las células tomaron
el azul tripan, se consideraron inviables. Se agreg6 0.1 mL de la solucién stock de azul de
tripan a 1 ml de células, se carg6 la camara de neubauer y se examiné inmediatamente bajo
un microscopio a un aumento de 10x. Se contd el numero de células tefiidas de azul y el
numero total de células. La viabilidad celular debe ser al menos del 95% para considerar un
cultivo sano en fase-logaritmica. Se utiliz6 la siguiente formula para calcular la viabilidad

celular (expresada como el porcentaje de células que estan vivas): numero total de células
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vivas (blancas) + namero total de células vivas y muertas (tanto blancas como azules) x
100.

6.2.6.- Microscopia Electronica

Para determinar la ultraestructura del cardiomiocito en los diferentes grupos experimentales
se siguio el método descrito por Gonzalez- Moran (43). Los miocitos se fijaron con 2.5%
de glutaraldehido por 1 hora; posteriormente se guardaron en buffer de cacodrilato 0.1 M
toda la noche. Después de esta post-fijacion, la muestras se fijaron en tetradxido de osmio
0.1 M en buffer de cacodilato. Las muestras se deshidrataron en un gradiente de etanol y se
embebieron en EPON 812. Se obtuvieron secciones ultrafinas (aproximadamente de 60 nm
de grosor) empleando un micrétomo Leica Ultracut y se montaron posteriormente en
rejillas de cobre. Las secciones se contrastaron con acetato de uranilo y se evaluaron con un
microscopio tipo JEM-1011 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) en 60kV. Las imagenes de los
miocitos de cada grupo se tomaron al azar y se evaluaron empleando aumentos de 25,000 y
50, 000X [43].

6.2.7.- Malondialdehido (MDA)

El malondialdehido se determind en una suspension de miocitos por electroforesis capilar
de zona. La muestra se desproteinizd con metanol frio en proporcion 1:1; se centrifugd a
16°000xg durante 15 minutos y para filtrar se usaron filtros de membrana de nitrocelulosa
de 0.22 um (Millipore, Billerica, MA, USA); se diluy6 1:10 con hidréxido de sodio 0.1 M
frio y se analizé directamente. Para tal efecto, se utilizo el sistema P/ACE™ MDQ de
Beckman Coulter, al cual se le preacondicioné el capilar haciendo pasar una solucion 0.1 M
de hidroxido de sodio durante 10 minutos; posteriormente agua destilada por espacio de 10
min y finalmente el amortiguador de corrida (boratos 10 mM + CTAB 0.5 mM a pH 9.0)
durante 10 minutos. Las muestras se inyectaron bajo presion hidrodinamica a 0.5 psi/10 s.
La separacion se realizé a -25 kV durante 4 min a 267 nm. El capilar se lavd entre corridas
con NaOH 0.1 M durante 2 minutos, agua destilada por espacio de 2 min y amortiguador
durante 4 minutos. La concentracion de MDA se expreso en uM y se determind mediante el

empleo de una curva estandar [44].
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6.2.8.- 8-Hidroxi-2-Deoxiguanosina (8-OH-2-dG)

La 8-OH-2-dG, se determind por electroforesis capilar de zona y deteccion UV por arreglo
de diodos. La muestra de suspension de miocitos se desproteiniz6 con acido tricloroacético
al 20%, en proporcion 10:1. Se centrifugd a 16°000xg durante 15 minutos y se filtré con
filtros de membrana de nitrocelulosa de 0.22 um; se diluyd 1:10 con hidréxido de sodio 2
M y se analizé directamente con el sistema P/ACE™ MDQ de Beckman Coulter. Este
equipo se preacondiciond el capilar haciendo pasar una solucion 2 M de hidréxido de sodio
durante 30 min, posteriormente agua desionizada por espacio de 30 min y finalmente el
amortiguador de corrida (boratos 10 mM a pH 9.0) durante 30 min. La muestra se inyecto6
bajo presion hidrodindmica a 0.5 psi/10 s. La separacion se realiz6 a 20 kV durante 8 min a
200 nm. El capilar se lavo entre corridas con hidroxido de sodio 2 M durante 2 min y agua
destilada por espacio de 2 min. Los resultados se expresaron en pmoles/ml. La
concentracion de la 8-OH-2dG se determind mediante el empleo de una curva estandar
[45].

6.2.9.- Expresion de eNOS, eNOS-p, SOD-Cu?*/Zn?*, SOD-Mn?*, Catalasa, NOX-4,
p47Phox,

La separacion de proteinas en las muestras se llevo a cabo mediante electroforesis para la
cual se empleo el equipo de electroforesis Miniprotean Il de BioRad. Se llevé a cabo la
preparacion del gel concentrador y de corrida con la composicion que se muestra a

continuacion:

Gel de corrida poliacrilamida al 10% para eNOS, eNOS-p: 6250 uL de agua desionizada,
3750 pL de Tris-Cl/SDS pH 8.8, 5000 puL de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8%, 50 pL de
persulfato de amonio 10%, 10 uL. de TEMED.

Gel de corrida poliacrilamida 12.5% para SOD-Cu?*/Zn**, SOD- Mn?*: 5250 pL agua
desionizada, 3750 puL de Tris-Cl/SDS pH 8.8, 6000 puL de acrilamida 30%/bisacrilamida
0.8%, 50 uL de persulfato de amonio 10%, 10 uL. de TEMED.
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Gel concentrador 4%: 3005 uL de agua desionizada, 1250 uL de Tris-CI/SDS pH 6.8, 650
puL de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8%, 25 pL. de persulfato de amonio 10%, 5 uL de
TEMED.

En ambos casos las cantidades preparadas para llevar a cabo la electroforesis fueron
suficientes para preparar 2 geles de 8x11 cm. Se prepar0 el gel de corrida, se llen6 con éste
la cdmara de electroforesis hasta 1.5 cm antes del borde superior de las placas. Se completd
el volumen de la camara con SDS al 1%, y se nivel6 la camara con un nivel de burbuja, de
tal manera que se formo una interfase lo mas homogénea y lineal posible. Se dejo
polimerizar el gel de 30 a 40 minutos. Unos 5 minutos antes de que esté listo el gel, se
inicio la preparacion del gel concentrador. Cuando el gel de corrida se polimerizd, se retird
el SDS (1%) y se enjuagd con agua desionizada, se seco con un papel filtro y cuidando de
no tocar demasiado el gel con el papel. Se coloco rapidamente el gel concentrador hasta que
se llend hasta el borde de las placas de vidrio. Se insert6 cuidadosamente el peine para
formar los pozos. Se esper6 de 10 a 15 minutos y se retir6 el peine.

Se colocaron volimenes apropiados de suspension de miocitos de los distintos grupos en 50
uL de solucion buffer de carga con concentracion de proteina de 30-50 pg. Las proteinas se
desnaturalizaron en un bafio a 95°C por 1 minuto y se colocaron inmediatamente en hielo.
Una vez cargadas las muestras en el gel, se corrid la electroforesis usando buffer de corrida
de Tris-Glicina-SDS pH 8.3, el voltaje aplicado fue de 100 mV durante 2 horas. Se usaron
marcadores de peso molecular conocidos que se corrieron conjuntamente para determinar
los pesos aproximados de las proteinas separadas (prestained SDS-PAGE Standard, high
range, BioRad). Una vez corrida la electroforesis, el gel se utiliz para llevar a cabo la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa (PVDF). Para este paso se empleo el sistema
Trans-Blot SD Semydry Transfer Cell de BioRad.

Se prehumedeci6 la membrana de PVDF en metanol absoluto por 1 minuto
aproximadamente y después en buffer de transferencia por otros 5 minutos. El gel también
se mantuvo humedo en buffer de transferencia. La transferencia se llevé a cabo aplicando

corriente (110 mA) por una hora. Al finalizar la transferencia, la membrana se retird con
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cuidado y se dejo con solucion bloqueadora de PBS-leche al 5% por 1 hora. Posteriormente

se incubo con el anticuerpo primario segun lo muestra la siguiente tabla:

Anticuerpo primario Dilucion

eNOS (anticuerpo policlonal de conejo | 1:100 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz Biotechnology)

SOD Mn?* (Anticuerpo policlonal de conejo | 1:50 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz Biotechnology)

SOD-Cu?*Zn?* (Anticuerpo policlonal de | 1:100 en PBS-leche al 1%

conejo Santa Cruz Biotechnology)

NOX-4 (Anticuerpo policlonal de conejo | 1:100 en PBS-leche al 1%
Santa Cruz Biotechnology)

p22phox (Anticuerpo policlonal de conejo | 1:100 en PBS-leche al 1%

Santa Cruz Biotechnology)

La incubacion de la membrana con el anticuerpo primario se llevé a cabo por 12 horas a
4°C. Al término de la incubacién, se realizaron 3 lavados con PBS-Tween (1%) por 15
minutos cada uno. Después, se incub0 con el anticuerpo secundario correspondiente diluido
1:3000 en PBS-leche al 1% por 1 hora. Posteriormente se lavd 3 veces con PBS-Tween
(0.05%) por 15 minutos cada uno. El revelado se llev6 a cabo usando quimioluminiscencia
de acuerdo al protocolo del fabricante (Immobilon Western chemiluminescent HPR
substrate, Millipore). La membrana se puso en contacto con pelicula kodak MXB durante 1
minuto. Se reveld la pelicula y se llevo a cabo la cuantificacion de la proteina existente por
densitometria, utilizando el sistema KODAK EDAS 120 system.

6.2.10.- HIF-1a: Aislamiento de RNA y Cuantificacion por PCR en Tiempo Real

Usando el reactivo de Trizol se aislé el RNA del equivalente a 3 pozos de cardiomiocitos
(un millén de células por pocillo). La integridad del RNA fue comprobada por medio de un
gel de agarosa al 1%. Primero se realiz6 una reaccién con Transcriptasa reversa (RT) con
2.5. microgramos de RNA total en presencia de 200 U de transcriptasa reversa proveniente
del virus murino Moloney (Invitrogen). La cantidad de mRNA de HIF-1a fue cuantificado
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por PCR en tiempo real en el ABI Prism 7300 Sequence Detection System (TagMan, ABI,
Foster City, CA) a través de la reaccién con SyberGreen. Como control enddgeno se usé
GADPH vy las secuencias de los sebadores para HIF-1a que se usaron fueron las siguientes:
Sentido ATACCAGCAGTAACCAGCCG, Antisentido CTGTGGCTGAGAGTCCTTCG.

El método para calcular la cantidad de HIF-1 fue ACT (incremento del umbral del ciclo).
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VII.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos que se obtuvieron del efecto fueron presentados como la media + error estandar.
Se determin0 si hay diferencias entre los grupos por medio de una prueba post hoc de
Tukey una vez que el analisis de varianza (ANOVA de una via 0 ANOVA de dos vias si el
caso lo requierid) reveld diferencias entre las poblaciones. La significancia estadistica se
aceptd cuando P<0.05. Para la comparacion entre dos grupos se utilzé un prueba de t de

Student no pareada.
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VIIl.- RESULTADOS

8.1.- Evaluacion de HIF1a

Para determinar si el método empleado para producir hipoxia era efectivo determinamos la
expresion del factor inducible de hipoxia (HIF1a). Esta se realizo a través de gPCR vy de
Western Blot. HIF1 activa genes que codifican las proteinas que aumentan la disponibilidad
del oxigeno y permiten la adaptacion metabdlica en ausencia de oxigeno, controlando la
expresion de decenas de productos de los genes y proteinas. Nuestros resultados muestran
que HIF1a se encuentra aumentado significativamente en los cultivos sometidos a hipoxia-
reperfusion comparado con el control (Figura 5y Figura 6). Estos resultados sugieren que

si se gener6 hipoxia en los cultivos de cardiomiocitos a traves del coverslip.

HIF1a
8
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Figura 5: Cuantificacion de HIFla en cultivos primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia
reperfusiéon (HR). La cuantificacién se realizd a través de ¢PCR; HIF1S  Sentido:
ATACCAGCAGTAACCAGCCG. HIF1A Antisentido: CTGTGGCTGAGAGTCCTTCG. t de Student
no pareada, *** p<0.001 control vs hipoxia.
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Figura 6: Expresion de HIFlo en cultivos primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia
reperfusion (HR). La deteccion de los niveles de expresion se realizd a través de Western Blot. Los
valores representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.) de 5 experimentos diferentes.

t de Student no pareada ****p< 0.0001 control vs hipoxia reperfusion.

8.2.- Evaluacidn de la Viabilidad Celular

El azul de tripan es un colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad de tefiir a
tejidos y células muertas. Este colorante es uno de los mas empleados para evaluar la
viabilidad de células por exclusion de captacion ya que no puede penetrar y tefiir las células
vivas con membranas integras. De acuerdo a esto, nuestros resultados indican que: en
nuestros grupos control, control DMSO (vehiculo del fenofibrato), control fenofibrato y
control manitol la viabilidad celular se mantuvo por arriba del 95% indicando que nuestros
cultivos estadn en condiciones 6ptimas. Por otro lado en los cultivos expuestos a hipoxia
reperfusion, alta glucosa y la combinacion, se observo una disminucion significativa de la
viabilidad celular comparada con los grupos controles, mientras que si se trata con
fenofibrato atenda la muerte celular significativamente en los grupos hipoxia-reperfusion y
alta glucosa mas hipoxia reperfusion. Ademas, observamos que el fenofibrato en el grupo
alta glucosa no modifica la viabilidad celular (Figura 7). Se realiz6 un grupo adicional en
el cual se administré el fenofibrato 4 horas antes de las 48 horas de exposicion de alta
glucosa y observamos que mantiene la viabilidad a niveles similares a los controles, esto

indica que si el fenofibrato se administra antes de la alta glucosa protege a los
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cardiomiocitos y cuando se administra posterior al insulto no se observa el efecto protector
sobre la viabilidad celular. Cabe mencionar que se realizd un control manitol para
determinar que el efecto deletéreo que observamos en los grupos alta glucosa es por el dafio

que ocasiona la glucosa per se y no por un proceso de hiperosmolaridad.

ELr

100

80

60

40

20

Viabilidad celular (%)

Control Hipoxia- Alta Alta glucosa
reperfusion glucosa hipoxia-
reperfusion

Figura 7: El fenofibrato (10 uM) atenta la muerte celular en cultivos primarios de cardiomiocitos
sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La viabilidad se realiz6 con azll de
tripan; los valores representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos
diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. **** p<0.0001, ** p<0.01.

Se llevé a cabo el bioensayo del MTT, el cual es un método colorimétrico cuantitativo que
se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT). EI MTT es un compuesto que pertenece a la familia de sales de
tetrazolio, soluble en agua y con color amarillo. Este se reduce por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color violeta e insoluble en agua (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células. Este método ha sido
muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. Los resultados que se
obtuvieron con esta técnica son los siguientes: la funcién mitocondrial se mantiene en los

grupos controles casi al 100%, mientras que en los grupos de hipoxia- reperfusion, alta
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glucosa y la combinacidn se ve disminuida comparada con los controles y cuando se trata

con fenofibrato aumenta la funcién mitocondrial (Figura 8).
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Figura 8: El fenofibrato (10 uM) aumenta la funcionabilidad mitocondrial en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La funcionabilidad se

realiz6 a través de MTT; los valores representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.)
de R pXNerimentns diferenteg

8.3.- Evaluacion de la Ultraestructura de los Cardiomiocitos

La ultraestructura de los cardiomiocitos fue evaluada en condiciones de hipoxia-
reperfusion, alta glucosa y alta glucosa/ hipoxia-reperfusion con el objetivo de observar el
efecto producido por la estimulacion de los receptores activadores de la proliferacion
peroxisomal alfa sobre la ultraestructura del cardiomiocito. Se observo que en los grupos
control y control/fenofibrato hay una distribucion homogénea de las mitocondrias, se
observaron las crestas mitocondriales, asi como una continuidad en la membrana. Se pudo

distinguir claramente el aparato de Golgi y el nicleo con una membrana integra.

Cuando se generd hipoxia-reperfusion las crestas mitocondriales se observaron tubulares y
menos densas que las controles; ademas, de un vaciamiento de su contenido. Al examinar
las membranas se observé una disrupcion de estas. El nacleo se observo con condensacion

de la cromatina y ruptura en su membrana. Por otra parte, las células con hipoxia-
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reperfusion tratadas con fenofibrato se observaron con una mejora en su ultraestructura, las
mitocondrias se observaron densas aunque ligeramente reducido su tamafio y alargadas;
hubo integridad en su membrana interna y externa. Estas caracteristicas nos indican que la
mitocondria se encuentra funcional. Asimismo se pudo observar el nicleo con una menor
condensacion de la cromatina y no hay disrupcion de la membrana nuclear. Los resultados
anteriores indican que el fenofibrato mejord la ultraestructura de los cardiomiocitos

expuestos a hipoxia-reperfusion.

La exposicion a alta glucosa produce que las mitocondrias sufran un proceso de
vacuolizacion, estas son mas pequefias y se encuentran hinchadas, la membrana plasmatica
se observo fragmentada. En las células con alta glucosa y fenofibrato se observé que las
mitocondrias tienen un tamafio normal y se observaron densas, indicando que la
mitocondria se encuentra funcional. Cuando se observan los cardiomiocitos con alta
glucosa/ hipoxia-reperfusion no se observo el ndcleo, y las mitocondrias se encuentran
lisadas y pequefias. Por lo tanto, el alta glucosa/ hipoxia-reperfusion dafié mas la
ultraestructura de los cardiomiocitos. Los cardiomiocitos expuestos a alta glucosa/hipoxia-
reperfusion y tratados con fenofibrato se observaron con mitocondrias pequefias pero
densas, sin disrupcion de su membrana. Ademas, se pudo observar también el nucleo con
un poco de condensacion de la cromatina, su membrana se observa sin rupturas. Estos
resultados indican que el fenofibrato protegi6 al cardiomiocito sometido a alta glucosa e

hipoxia-reperfusion en su ultraestructura.
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Figura 9: El fenofibrato (10 uM) atentia el dafio a la ultraestructura en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusiéon (HR) y/o alta glucosa (AG). Detalles de la
ultraestructura por microscopia electrénica: 500 nm, 50,000x. 9A: control, 9B: control fenofibrato,
9C: alta glucosa, 9D: alta glucosa fenofibrato, 9E: hipoxia- reperfusion, 9F: hipoxia- reperfusion
fenofibrato, 9G: alta glucosa més hipoxia- reperfusion, 9H: alta glucosa mas hipoxia- reperfusion y
fenofibrato. Las imagenes son representativas de 6 experimentos por grupo.
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8.4.- Evaluacion del Efecto Antioxidante

Un antioxidante es una sustancia (ya se enddgena o exdgena al organismo) 0 enzima
(enddgena) que en concentraciones normales posee una afinidad mayor que cualquier otra
molécula para interaccionar con un radical libre (RL). El antioxidante al colisionar con él,
le cede un electron oxidandose y transformandose en un RL débil no toxico. Por lo tanto,
los antioxidantes estan presentes, retardan e inhiben la oxidacion de sustratos susceptibles
al ataque de las EROs. Para explorar el papel de la estimulacion de los PPARa en la
defensa antioxidante, se midié la expresion de las enzimas SOD-Cu?*/Zn?*, SOD-Mn?" y
catalasa en hipoxia reperfusion (HR), alta glucosa (AG) y alta glucosa/ hipoxia-reperfusion
(AG/HR). Los resultados obtenidos muestran que la SOD Cu?'/Zn** y la SOD-Mn?*
disminuyeron su expresion en HR, AG y AG/HR. De manera interesante, el tratamiento con

el farmaco aumento significativamente la expresion de estas enzimas (Figura 10).
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Figura 10: El fenofibrato (10 pM) aument6 la defensa antioxidante en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La deteccién de los
niveles de expresion de la enzimas se realizé por Western Blot; los valores representan la media + el
error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de
Tukey. **** p<0.0001, *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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De manera similar, la expresion de la catalasa disminuyd su expresion. Estos resultados
sugieren que la activacion de PPARo inducida por el fenofibrato disminuyd el estrés

oxidante por el aumento en la expresion de las enzimas antioxidantes (Figura 11).
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Figura 11: El fenofibrato (10 uM) aumenté la defensa antioxidante en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La deteccion de los
niveles de expresién de la enzima se realiz6 por Western Blot; los valores representan la media + el
error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de
Tukey. **** p<0.0001. ** p<0.01. * p<0.05.

Con el propésito de investigar con mayor profundidad el mecanismo antioxidante del
fenofibrato, se determind el efecto del fenofibrato sobre la expresion del factor relacionado
al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). Este es un factor de transcripcién que se activa en
respuesta a cambios en el estado redox celular. La activacion y localizacion nuclear de Nrf2
induce la expresion de genes de respuesta antioxidante, entre ellos, los genes de las enzimas
SOD, CAT y GPx, que se encargan de eliminar a las EROs; debido a ello se evalud la
expresion de Nrf2. Nuestros resultados indican que en AG, HR y AG/HR disminuyo6 la
expresion de Nrf2, mientras que con el tratamiento de fenofibrato aumento
significativamente su expresion; por lo tanto se puede sugerir que por esta via el fenofibrato

actla proporcionando a los cardiomiocitos un ambiente antioxidante (Figura 12).
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Figura 12: El fenofibrato (10 pM) aument6 la expresion de Nrf2 en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La deteccion de los
niveles de expresién de Nrf2 se realiz6 por Western Blot; los valores representan la media * el error
estandar de la media (S.E.M.) de 5 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey.

Para determinar si la activacion de los PPARa por fenofibrato estaba relacionada con la
disminucion del estrés oxidante durante procesos como HR, AG y la combinacion de estos,
se evallio la capacidad antioxidante total (CAT). Asi, se observd que los cultivos control
tuvieron valores de 0.2228+0.06462 pmol/ mg de proteina, mientras que los cultivos con
AG, HR y AG/HR disminuyen la capacidad antioxidante con relacién a el control a
0.0573+0.01033, 0.0422+0.01313 y 0.0374+0.004396 pmol/ mg de proteina,
respectivamente; aunque esta no es significativa. De manera interesante, el tratamiento con
fenofibrato aumentd significativamente la capacidad antioxidante en los cultivos AG, HR y
AG/HR a valores de 0.2812+0.09333, 0.2965+0.05878 y 0.1968+0.0261 pmol/ mg de

proteina, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13: El fenofibrato (10 uM) sobre la capacidad antioxidante total en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La concentracién de la
capacidad antioxidante total, se midi6 por espectrofotometria visible a 572 nm (pmol/mg proteina);
los valores representan la media + el error estdndar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos
diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. **** p<0.0001.

8.5.- Evaluacion de la Expresion de las Subunidades de la Enzima NADPH oxidasa

Cuando se induce la activacion del sistema NADPH oxidasa por diferentes estimulos, inicia
la produccién de EROs. Este mecanismo comienza con la migracion de las proteinas
citosolicas (p47Pho%, p67P"™y p40P"™) hacia la membrana citoplasmatica. Durante esta
activacion, p47P"> es fosforilada mediante la accion de fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) y
la proteina quinasa C (PKC). La p47P"* interactdia con los deméas componentes citosolicos
del sistema oxidasa. Por otro lado NOX4, es la isoforma expresada mas abundantemente, se
encuentra no solo en la membrana plasmatica sino también en las membranas del reticulo
endoplasmico, el nucleo y posiblemente en las mitocondrias, lo que la convierte en una
fuente potencial de EROs mitocondriales, por lo que en este estudio se llevd a cabo la
determinacion de la expresion de estas subunidades de la enzima y observamos que tanto
p47P"°* como NOX4 aumentaron su expresion en los grupos HR, AG y AG/HR, mientras

que con fenofibrato su expresion disminuyo (Figura 14). Con estos resultados se puede
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sugerir que la activacion de PPARa por fenofibrato disminuyo la expresion de la subunidad

p47P"° y NOX4 haciendo que no se active una fuente importante de EROs.
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Figura 14: El fenofibrato (10 uM) disminuy6 la expresion de NADPH oxidasa en cultivos primarios
de cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La deteccion de los
niveles de expresion de las subunidades se realiz6 por Western Blot; los valores representan la
media + el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias,
post hoc de Tukey. **** p<0.0001.
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8.6.- Evaluacion de Indicadores de Estrés Oxidante

Los &cidos grasos poli-insaturados que predominantemente se ubican en las membranas
celulares son particularmente susceptibles al ataque de los radicales libres. El
malondialdehido (MDA) es un dialdehido de tres carbonos altamente reactivo es generado
como uno de los principales bioproductos de la peroxidacion de &cidos grasos poli-
insaturados. Nuestros resultados indican que el MDA se encontré elevado en los grupos
AG, HR y AG/HR con los siguientes valores: 0.3063+0.03045, 0.2194+0.02836 y
0.4639+0.1075 pmol/mg de proteina, respectivamente, comparado con el control
(0.08123+0.006852 pmol/mg de proteina). Ademas, el MDA disminuy6 significativamente
en los grupos AG, HR y AG/HR tratados con fenofibrato a 0.05668+0.006422,
0.01543+0.002980 y 0.03640+0.004012 pmol/mg de proteina, respectivamente (Figura
15).
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Figura 15: Efecto producido por fenofibrato (10 uM) sobre el malondialdehido en cultivos
primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La
concentracion de MDA, se midi6 por HPLC (pmol/mg proteina) y los valores representan la media +
el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc
de Tukey. **** p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01.
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Las EROs generan dafio a nivel del ADN. Cuando el ataque oxidante es a nivel de las bases
pdricas, una de las modificaciones mas frecuentes ocurren por la adicion del radical
hidroxilo a la posicién C8 del anillo de la guanina, produciendo un radical que puede ser
oxidado a 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OH-dG). Por lo tanto, la concentracion de 8-OH-
dG se considera un marcador por excelencia del dafio oxidativo causado por los RL sobre el
ADN. Nuestros resultados indican que en el grupo control se encuentran valores de
0.2478+0.01009 pmol/mg de proteina. Asimismo, en los grupos AG, HR y AG/HR se
encuentran aumentados a 0.8785+0.1320, 0.8493+0.1310 y 1.0941+0.1253 pmol/mg de
proteina, respectivamente. De manera interesante, el tratamiento con el activador de
PPARa disminuyo significativamente los valores de este marcador de dafio al ADN a
0.02780+0.003183, 0.05810+0.008038 y 0.05341+0.007092 pmol/mg de proteina (Figura
16).
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Figura 16: Efecto producido por fenofibrato (10 uM) sobre 8-hidroxi-2 -deoxiguanosina en cultivos
primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La
concentracion de 8-OH-dG, se midié por electroforesis capilar (pmol/mg proteina) y los valores
representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. **** p<0.0001.



La oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) utiliza para la sintesis de NO, cofactores como
tetrahidrobiopterina (BH4). Sin embargo cuando este cofactor se encuentra deficiente o
cuando las EROs lo oxidan se genera dihidrobiopterina (BH2), esto da por resultado el
desacople de la eNOS produciendo anion superdxido en lugar de NO. El estrés oxidante
estd aumentado en los procesos de alta glucosa, hipoxia reperfusion y alta glucosa/ hipoxia
reperfusion por lo que se produce la oxidacion de BH4 a BH2. Por lo tanto, se determind la
concentracion de BH4 y BH2 por electroforesis capilar. Los resultados muestran que los
niveles de BH4 se encuentran disminuidos en los grupos AG, HR y AG/HR
(0.007532+0.001095, 0.01403+0.008354, 0.01094+0.001827). Ademas, el tratamiento con
fenofibrato previno la oxidacién de BH4 por lo que aumentd de manera significativa la
concentracion de BH4. Por otro lado, los niveles de BH2 aumentaron en los grupos AG,
HR, AG/HR (0.2543+0.01131, 0.1888+0.03156, 1.137+0.09304), mientras que el
tratamiento con fenofibrato mantuvo este pardmetro en niveles similares al grupo control
(Figura 17). Estos resultados sugieren un mejor acople de la eNOS debido a la dsiminucién

de la oxidacién de BH4 en los procesos en que esta involucrado el estrés oxidante.
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Figura 17: El fenofibrato (10 uM) evito el desacople de la NOS al impedir la oxidacion de BH4
en cultivos primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa
(AG). La concentracién de BH4 Y BH2 se midi6 por electroforesis capilar (pmol/mg proteina) y
los valores representan la media + el error estdndar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos

diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. **** p<0.0001.

8.7.- Evaluacion de la Expresion de eNOS y eNOS Sert’”

Nuestros resultados sugieren que la HR, AG y la combinacion de ambas inducen un
decremento en la expresion de la eNOS asi como su fosforilacion debido a la oxidacion de
BH4. Sin embargo la administracion de fenofibrato evita este efecto. Para investigar si la
estimulacion de los PPARa por fenofibrato ejerce un efecto a nivel post-transcripcional
sobre eNOS evaluamos la expresion de eNOS Ser!'’” en los cardiomiocitos sometidos a los
diferentes eventos. Observamos que el tratamiento con fenofibrato aumenté de manera
significativa la expresién en los grupos tratados con este (Figura 18). Estos datos sugieren
que el fenofibrato pudo aumentar el potencial de produccion de éxido nitrico via la
fosforilacion de eNOS en la SER1177.
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Figura 18: El fenofibrato (10 uM) aumenta la expresion de eNOS y eNOS Ser'*”” en cultivos
primarios de cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusién (HR) y/o alta glucosa (AG). La
deteccion de los niveles de expresion de eNOS y eNOS Ser''”” se realizd6 por Western Blot; los
valores representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. **** p<0.0001, ***p<0.001.

8.8.- Evaluacion de la Expresion de PPARa

Los receptores PPARa desempefian un papel fundamental en la regulacion de la recaptura,
activacion y la g oxidacion de los acidos grasos. La induccion de los PPARa también ejerce
una actividad antiinflamatoria, antioxidante entre otras. Nuestros resultados indican que el
tratamiento con fenofibrato aumentd significativamente la expresion de los PPARa en los
grupos a los que se les administr6 el farmaco (Figura 19). Esto sugiere de manera indirecta
que el fenofibrato interactud con su receptor y que los cambios que observamos en los

resultados anteriormente presentados es derivado de esta interaccion.
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Figura 19: El fenofibrato (10 uM) aumenta la expresion de PPARo en cultivos primarios de
cardiomiocitos sometidos a hipoxia reperfusion (HR) y/o alta glucosa (AG). La deteccion de los
niveles de expresion de los PPARa se realizo por Western Blot, 10s valores representan la media +
el error estandar de la media (S.E.M.) de 6 experimentos diferentes. ANOVA de dos vias, post hoc de
Tukey. **** p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01.
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IX.- DISCUSION

En el presente trabajo demostramos que, la estimulaciéon de PPARa por fenofibrato (10
KUM) in vitro favorece un ambiente antioxidante estimulando la expresion de enzimas
antioxidantes disminuyendo el estrés oxidante generado por la hipoxia-reperfusion, alta
glucosa y la combinacion de estas condiciones experimentales. Esto en conjunto contribuye
a la atenuacion del dafio ocasionado en la ultraestructura del cardiomiocito y sobre la

viabilidad celular.

El término hipoxia-reperfusion es una condicion que se presenta cuando la demanda de
oxigeno en el cardiomiocito supera el aporte y es insuficiente para mantener la oxidacion
celular, la reperfusion es el restablecimiento de las concentraciones de oxigeno. En nuestro
estudio para determinar que efectivamente la técnica empleada producia hipoxia en los
cultivos celulares, se empleo la determinacién de HIF (Factor Inducible por Hipoxia) por
medio de la técnica de la PCR tiempo real y la expresion proteica de este factor. HIF es
un factor de transcripcion que regula la respuesta celular a la hipoxia y actia como
regulador de la homeostasis del oxigeno. Nuestros resultados indican que el método
empleado para producir hipoxia en nuestro estudio (empleo de coverslip sobre los cultivos)
aumentaba significativamente su expresion en los cultivos celulares sometidos a hipoxia
(Figura 5y 6). El resultado obtenido coincide con lo reportado por Jia y cols. (2017), [46]
en donde en un modelo de rata con isquemia reperfusion intestinal, (isquemia realizada por
oclusion durante 1 hora de la arteria mesentérica superior a traves de laparotomia y
reperfusion por 2 horas) se evalud la expresion de HIFla y se encontré que estaba
aumentada en aquellas ratas con isquemia reperfusion intestinal comparadas con las

control.

Dentro de las alteraciones que ocurren durante la hipoxia-reperfusion hay una subita
reintroduccion de oxigeno a la célula por lo que se facilita la formacion de radicales libres y
con ello se produce dafio a los cardiomiocitos [29]. Wang y cols. [23] realizaron hipoxia
reperfusion en células H9c2 (cardiomiocitos) agregando 500 pmol/L de H2O2 en DMEM
con suero fetal bovino (FBS) al 2% durante 18 horas y observaron que la produccion de las

especies reactivas de oxigeno se encontraban aumentadas en estos cultivos celulares. En
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este mismo estudio se evalud la expresion de la enzima superdxido dismutasa manganeso
(SOD Mn?*) y se observd que esta se encontraba disminuida resultando en un dafio
oxidativo para el cardiomiocito. La presente investigacion demostro esta condicion ya que
al exponer a los cultivos de cardiomiocitos a hipoxia- reperfusion la expresion de las
enzimas antioxidantes (SOD-Cu?*/Zn?*, SOD-Mn?* y catalasa) se encontraban disminuidas
de manera significativa asi como la capacidad antioxidante (Figuras 10, 11 y 13). El
tratamiento con fenofibrato aumento de manera significativa la expresion de enzimas
antioxidantes asi como, la capacidad antioxidante. Estos resultados de proteccion por el
fenofibrato son semejantes a los obtenidos por Liu y cols.[47], los cuales al estudiar la
retinopatia diabética en un modelo de diabetes tipo 1 en ratones C57BL/6J-2Ins? !
observaron que existia una sobreregulacion de la enzima productora de radical superéxido
NADPH oxidasa, asi como también una disminucion en la expresion de las enzimas
antioxidantes SOD Cu?*Zn?*, todas estas acciones se ven revertidas por accion del

fenofibrato en estos.

Las alteraciones que inexorablemente traen consigo las concentraciones elevadas de
glucosa son el incremento del estrés oxidativo por diversos mecanismos, entre los cuales se
encuentran: la autooxidacion de la glucosa, la glicacion de proteinas, la activacion de la via
de los polioles y la disminucion de las defensas antioxidantes [10]. Zhou y cols. [24],
realizaron cultivos de cardiomiocitos de ratas Sprague-Dawley, y determinaron la medicion
de EROs el grupo expuesto a alta glucosa (30 mmol/L). Sus resultados indican que la
generacion de EROs fue mayor en el grupo al que se administrd alta glucosa. En este
mismo estudio se evalu6 el dafio a macromoléculas importantes en las células como los
lipidos mediante la medicion de MDA y la expresion de enzimas antioxidantes. Sus
resultados indican que el dafio a proteinas se encontraba aumentado mientras que la defensa
antioxidante dada por la expresion de las enzimas antioxidantes se encontraba disminuida
(Figuras 10 y 11). Los resultados que obtuvimos en nuestra investigacion son semejantes a
los obtenidos por Zhou y cols, [24], en donde, al someter a los cardiomiocitos a alta glucosa
disminuyen la capacidad antioxidante y la expresion de SOD Cu?"zZn?* SOD Mn %'y
catalasa, también se aumentd el dafio a macromolélulas importantes como lipidos y ADN.

Sin embargo el tratamiento con el farmaco recupera el estado oxidante de la célula y
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observamos una disminucion en el dafio macromoléculas celulares importantes (lipidos y
ADN) y enzimas celulares importantes como la eNOS, la cual en nuestra investigacion

aumenta su expresion. (Figuras 15, 16, 17 y 18).

El Nrf2 es un factor de transcripcién que se activa en respuesta a cambios en el estado
redox celular [22]. Estudios han demostrado que Nrf2 juega un papel fundamental en la
proteccion contra el dafio ocasionado por la hipoxia-reperfusion y alta glucosa [48].
Xiaoqing y cols. [48] reportaron el efecto protector de Nrf2 sobre el dafio oxidativo in vitro
(en cardiomiocitos). Ellos realizaron cultivos de cardiomiocitos de ratones Knockout (KO)
del gen Nrf2 y de ratones Wilde Type (WT) y los trataron con altos niveles de glucosa (40
mM). Los cultivos de cardiomiocitos KO del gen de Nrf2 exhibieron un nivel notablemente
elevado de EROs incluso en ausencia de alta glucosa comparado con los cultivos de
cardiomiocitos WT. De igual forma Nrf2 juega un papel en la proteccion cardiaca contra la
hipoxia-reperfusion. Xu. y cols. [49] demostraron que ratones knockout de Nrf2
incrementaron el tamafio del infarto posterior a la isquemia reperfusién realizada. Ademas,
un estudio reciente [50] demostrd que el fenofibrato atenta el estrés oxidante en retinopatia
diabética por activacion de Nrf2 y se reportd en este que el fenofibrato activaba Nrf2 al
inducir la degradacion de Keap-1 a través de una forma dependiente de la autofagia. Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran semejanza a los estudios anteriormente
mencionados, ya que con la activacion de PPARa aumenta la expresion de Nrf2 (Figura 12)
en los diferentes insultos realizados a los cardiomiocitos, favoreciendo un estado

antioxidante en nuestras condiciones experimentales planteadas.

Existen estudios [29] [51] que indican que en la hipoxia-reperfusién, alta glucosa y la
combinacion de estos procesos se produce un aumento en la produccidén de especies
reactivas de oxigeno y que la principal fuente de éstas es la activacion de la NADPH
oxidasa. De acuerdo a nuestros resultados se sugiere que la estimulacion de los PPARa, por
fenofibrato, disminuye la expresion de subunidades tanto citosélicas como membranales de
la enzima con lo que se impide que se acople la enzima y forme el radical superdéxido. Este
resultado es semejante a lo observado en el estudio llevado a cabo en corazon integro
sometido a isquemia en donde estas subunidades por accion del clofibrato disminuyen su

expresion significativamente [52].
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Para la sintesis de NO, la eNOS requiere del cofactor sensible a la oxidacion: BHA4.
Estudios previos [52] muestran que, la disminucién en la concentracion de BH4 no
solamente evita la formacion de NO por parte de la eNOS, sino que también aumenta la
formacion de anion superdxido convirtiéndose en una fuente potencial de este radical.
Debido a la importancia que tiene este cofactor en el buen funcionamiento de la eNOS,
evaluamos el efecto de la estimulacion de los PPARa con fenofibrato sobre la
concentracion de BH4, y observamos que en los cultivos de cardiomiocitos expuestos a
hipoxia-reperfusion, alta glucosa y la combinacion disminuy6 la concentracién de BH4, la
disminucion de este cofactor se acompafné del aumento de la concentracion de BH2 (Figura
17), la cual es el producto de oxidacion de la BH4. Con estos resultados sugerimos que
BH4 esté siendo oxidada durante los insultos favoreciéndose un ambiente oxidante en los
cardiomiocitos, estos resultados son consistentes con lo observado por lIbarra y cols. en
2012 [52] quienes estudiaron el corazones de rata y observaron que en estos disminuye
BH4 posterior a dos horas de isquemia. Sin embargo en periodos de isquemia de méas de 45
minutos se produce pérdida de >90% de BH4. En nuestro estudio el tratamiento con
fenofibrato (10 puM) aumentd la concentracion de BH4 y disminuyd la de BH2. Estos
hallazgos coinciden con lo demostrado por otros grupos que demostraron que estos
pardmetros aumentan durante la isquemia miocardica [53]. La estimulacion de los PPARa
por fenofibrato disminuye la actividad de otra posible via productora de especies reactivas
de oxigeno, favoreciéndose un ambiente antioxidante que evita la degradacion de BH4 y

por lo tanto favorece el acople de eNOS.

Para determinar el efecto de la estimulacion de los PPARa sobre la expresion de eNOS y su
activacion al ser fosforilada en la SER1177, evaluamos su expresion proteica. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que en el proceso de hipoxia-
reperfusion, alta glucosa y la combinacion de estas condiciones efectivamente disminuye la
expresion de eNOS vy su fosforilacion (Figura 18). Reportes previos [54] demostraron que
la hipoxia activa proteasas celulares, por lo que entonces este evento puede deberse a la
degradacion de la proteina eNOS. EI tratamiento con fenofibrato aumenta
significativamente la expresion de esta enzima y su fosforilacion, estos resultados son

similares a los obtenidos en el estudio llevado a cabo por Goya y cols. [55] en donde
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demostraron que, el pretratamiento con WY 14309 (activador de los PPARa) en células
endoteliales aorticas bovinas, aumenta la expresion de eNOS. Nuestros resultados podrian
explicarse debido a un mejor acople de la eNOS, ya que los niveles de BH4 se encuentran
aumentados y se puede deducir que hay un menor estrés oxidante por el aumento en la

expresion de enzimas antioxidantes.

La viabilidad celular se evalu6 mediante la exclusion del colorante de azul de tripan, la cual
es la técnica que mas se utiliza para tal efecto. Estudios han demostrado que la hipoxia-
reperfusion genera muerte celular. Zhang & Yu (2017) [56], sometieron a un proceso de
hipoxia-reperfusion células H9c2 (cardiomiocitos). La hipoxia- reperfusiéon la generaron
mediante una solucion hipdxica e isquémica la cual, consistié en que el medio de cultivo no
contenia glucosa ni suero fetal bovino. Ademas, las incubaron con aire mixto: 1% de Og,
94% de N2, 5% de CO> durante al menos 2 h para producir una solucion anoxica saturada
de aire; Luego, las células se incubaron en una incubadora a 37°C durante 10 h. La solucién
hipoxica e isquémica fue retirada. Luego, las células se suplementaron con suero bovino
fetal al 10% (FBS) y se cultivaron en una incubadora (95% de aire y 5% de CO2) a 37 ° C
durante 2 h (reperfusion). Posteriormente evaluaron la viabilidad celular con anexina V a
través de citometria de flujo, en donde se observé que la viabilidad de las células H9c2 con
hipoxia-reperfusion se encontraba disminuida de manera significativa comparada con el
control. Por otro lado, Zhang y cols. (2019) [57], expusieron a células H9c2 a un proceso de
alta glucosa (55 mmol/L) durante 24 hrs y evaluaron la viabilidad mediante la técnica MTT
en donde se observd que estaba disminuida de manera significativa comparada con las
células control. Nuestros resultados muestran semejanza a los estudios mencionados
previamente; en los grupos controles que fueron: control, control DMSO, control
fenofibrato y control manitol (el cual se realizd para descartar que el efecto dafiino que
observamos por el alta glucosa es ocasionado por la glucosa per se y no por un efecto de
hiperosmolaridad) la viabilidad se encuentra casi al 100%, lo que nos indica que los
cultivos se encuentran en buenas condiciones. Por otro lado, los cultivos con hipoxia-
reperfusion, alta glucosa y la combinacion disminuye de manera significativa el porcentaje
de viabilidad celular comparado con el control. De manera interesante, el fenofibrato

disminuyd la muerte celular en los cultivos con alta glucosa y la combinacion alta glucosa
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hipoxia-reperfusion de manera significativa; pero en los grupos con exposicion alta glucosa
durante 48 horas y la administracion posterior de fenofibrato durante 4 horas, no se observa
cambio alguno en el porcentaje de viabilidad celular (Figura 7), por lo que esto nos sugiere
que la administracion fenofibrato posterior al insulto (exposicion a alta glucosa 48 hrs) no
tiene ningun efecto de reversion del dafio ocasionado ya por la alta glucosa. Se obtuvieron
resultados similares al evaluar la viabilidad celular pero ahora mediante la técnica de MTT,
en donde esta técnica nos refleja también la funcionabilidad de la mitocondria (Figura 8).

Para determinar si el fenofibrato disminuia la muerte celular este se administr6 4 horas
antes de la exposicion a las 48 hrs con alta glucosa y observamos que la viabilidad se
mantiene casi a niveles normales (Figura 7), esto nos indica que el fenofibrato cuando se
administra antes del insulto tiene un efecto protector sobre los cardiomiocitos que hace que

se mantenga la viabilidad celular.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que la estimulacion de los PPARa
por fenofibrato atenua el dafio ocasionado por la hipoxia-reperfusion, alta glucosa y la
combinacion en la ultraestructura de los cardiomiocitos (Figura 9). Se observo en la
hipoxia-reperfusion las crestas mitocondriales tubulares y menos densas que las controles;
ademas, de un vaciamiento de su contenido y al examinar las membranas se observé una
disrupcion de estas. El nucleo presentd condensacién de la cromatina y ruptura en su
membrana. En los grupos con alta glucosa se observd que las mitocondrias sufren un
proceso de vacuolizacion, se encuentran hinchadas, la membrana plasmética se observé
fragmentada. En los cardiomiocitos sometidos a alta glucosa e hipoxia-reperfusion se
observa un mayor dafio en la ultraestructura y no se puede distinguir la citoarquitectura
celular. Sin embargo, la estimulacion de los PPARa por fenofibrato atenda el dafio en
estructuras celulares fundamentales para el cardiomiocito. Sugerimos que la disminucion
del dafio observada en los cardiomiocitos se debe a: 1) disminucion del estrés oxidante por
una disminucion de la expresion de subunidades de la enzima NADPH oxidasa (principal
enzima productora del radical superoxido) 2) se favorece un ambiente antioxidante por un
aumento en la expresion de enzimas antioxidantes, de Nrf2, 3) disminucion del dafio
generado a macromoléculas como lipidos de membrana y ADN; y 4) Aumento la
activacion eNOS (fosforilacion en la SER1177).
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X.- CONCLUSION

De acuerdo a nuestros resultados podemos concluir que tanto la hipoxia reperfusion como
la alta glucosa y la combinacion de ambas condiciones experimentales generan estrés
oxidante en el cardiomiocito lo que trae consigo dafio a macromoléculas importantes en la
célula como como lipidos, ADN y proteinas. Ademas, disminucidn en la viabilidad celular
y dafio en la ultraestructura cardiaca. El tratamiento con fenofibrato mejora la ultrestructura
cardiaca y la viabilidad celular, disminuyendo las vias que favorecen la produccién de
especies reactivas de oxigeno (estado oxidante) y mejorando el estado antioxidante de la

célula.
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XI.- PERSPECTIVAS A FUTURO

Al investigar parte de los mecanismos y bases moleculares que subyacen en materia de la
cardioproteccion en un modelo de cultivo de cardiomiocitos expuestos a hipoxia-
reperfusion, alta glucosa y la combinacion de ambas condiciones experimentales; se podra
investigar las acciones novedosas de farmacos sobre las diversas funciones celulares, donde
juegan un papel importante en la bioregulacién y limitacion del dafio en las células
cardiacas. Con sustento en lo anterior, la utilizacion de fenofibrato se podria utilizar como
tratamiento coadyuvante para el control y como prevencion del dafio ocasionado por las
enfermedades isquémicas del corazon y la diabetes mellitus.

Estudiar el fenofibrato en concomitancia con otros farmacos que se utilizan
especificamente para las enfermedades isquémicas y en la diabetes mellitus y sirvan de
sustento y base molecular; cuya aportacién conduzca a nuevas estrategias terapéuticas o
preventivas, disminuyendo sus posibles complicaciones. Ademas, de la comprension de los

eventos bioldgicos implicados en ellas.

Evaluar con detenimiento mediante diversas técnicas, el efecto observado en el presente

estudio del fenofibrato sobre la membrana celular el cual fue su estabilizacion e integridad.

Estudiar mediante estudios clinico el efecto de fenofibrato en pacientes con alguna
enfermedad cardiovascular y/o diabetes mellitus y comparar estos con los ya obtenidos en

estudios in vivo e in vitro.
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XI11.-APENDICE

Preparacion de soluciones.
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Solucion de PBS pH 7.2

Mezclar 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 41.15 g Na;HPO4 y 0.02 g KoHPO4. Se ajusta el pH 7.2 y se

afora a un litro.
Solucién PBS pH 7.2 completo

Mezclar PBS pH 7.2, rojo fenol, antibiotico-antimicotico (5 ml por cada 500 ml), albimina
al 5% (5 ml por 500ml), glucosa al 10% (5ml por cada 500ml).

Medio de cultivo completo

Mezclar 500 ml de medio de cultivo F10, 50 ml de suero fetal bovino y 5 ml de antibi6tico-

antimicotico.

Solucién bloqueadora de PBS leche al 5%

Disolver 5 g de leche descremada en polvo en 100 ml de PBS pH 7.2.
Solucién bloqueadora de PBS leche al 1%

Disolver 1 g de leche descremada en polvo en 100 ml de PBS pH 7.2.
Solucion de corrida 4X.

Se pesan 12.12 g de Tris-base, 57.6 g de glicinay 4 g de SDS y se disuelven en 750 ml de
agua bidestilada, después se afora a 1 litro. Almacenar de 2° - 8° C.

Solucion amortiguadora de transferencia

Pesar 14.4 g de glicina y 3.03 g de Tris-base, disolver en 250 ml de agua bidestilada,

agregar 200 ml de metanol absoluto y aforar a 1 litro.

Solucién amortiguadora de carga
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Se agrega en un tubo falcon de 50 ml los reactivos siguientes:

Agua destilada: 4 ml, Tris HCI (0.05 M) pH 6.8: 1 ml, SDS (10%): 0.8 ml,
Betamercaptoetanol: 1.6 ml, Azul de bromofenol: 0.5 ml. Se almacena a temperatura

ambiente.

Solucion de Fosfatos y Tween 20

Se agrega a 1 litro de PBS (pH 7.2) 500 pl de Tween 20.

Persulfato de amonio al 10%

Pesar 5 g de persulfato de amonio y disolverlo en 100 ml de agua bidestilada. Guardar a
4° C.

Solucion 4X Tris-HCI/SDS pH 6.8

Disolver 6.05 g de Tris base en 40 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 6.8. Aforar a 100
ml, filtrar la solucién y agregar 0.4 g de SDS, mezclar y almacenar a 4° C.

Solucion 4X Tris-HCI/SDS pH 8.8

Disolver 91 g de Tris base en 300 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.8. Aforar a 500

ml, filtrar la solucién y agregar 2 g de SDS, mezclar y almacenar a 4° C.
Solucién patrén de acrilamida

Se disuelve 80 g de acrilamida y 30 g de bisacrilamida (N,N-metilen-bis-acrilamida) en

agua bidestilada. Se afora a 100 ml y se almacena protegida de la luz a 2-8° C.

Buffer de corrida para electroforesis capilar de zona (CZE)
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El amortiguador de corrida para CZE consiste en (mM): acido borico 100 y &cido tartarico
3ypHO.

Reactivo Bradford

Adicionar a 50 ml de etanol absoluto 100 mg de azul de Coomassie y agitar hasta disolver,
posteriormente adicionar 100 ml de acido fosforico y agitar durante 60 segundos. Aforar a

200 ml con agua desionizada, filtrar y guardar en frasco ambar.

Preparacion del sistema de transferencia de proteinas

Colocar los materiales siguientes en el orden que se indica:

1.- Papel filtro (3 cuadros previamente humedecidos en buffer de transferencia)

2.- Membrana PVDF (Preparada como indica el proveedor Millipore)

3.- Gel de acrilamida. (Conteniendo las proteinas previamente separadas por electroforesis)
4.- Papel filtro (3 cuadros previamente humedecidos en buffer de transferencia)

Colocar el emparedado en la unidad de transferencia
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