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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiacas representan el 31% de las causas de muerte a nivei mundial. La
hipertrofia cardiaca es considerada un factor de riesgo determinante en lo que morbilidad v
mortalidad respecta por enfermedades cardiacas (Assayag y col.,, 1997; Narula y col,, 1998).
La hipertrofia cardiaca se clasifica en patolégica (proceso irreversible), y fisioldgica (proceso
reversible) distinguida por la ganancia de peso en el musculo cardiaco debido a la sobrecarga
hemodinamica ante un desafio fisioldgico (como embarazo o ejercicio extenuante). La
hipertrofia se presenta como una respuesta adaptativa para normalizar el estrés mecanico
sobre la pared del ventriculo izquierdo y optimizar la funcién del corazon (Carrefio y col., 2006;
Herron y col., 2010; Mehrotra y col,, 2013; Merkle y col., 2007; Wilkins y Molkentin, 2002). Se
ha descrito que durante el embarazo, el corazon pasa por un evento hipertrofico fisiolbgico
reversible en respuesta al estrés mecanico sabre las paredes miocardicas, compuestas
primordialmente por células musculares de contraccién nombradas miocitos o cardiomiocitos
(Grossman y col,, 1975; Nagatomo y col,, 1999). Durante la hipertrofia cardiaca los miocitos
sufren un hinchamiento debido al desafio hipo-osmoético, que aunado a la baja permeabilidad
que poseen los miocitos, compromete la adaptacion estructural por el cambio osmotico vy la
regulacion del volumen celular (Wright y Rees, 1998). Para contrarrestar los efectos adversos
del estrés en miocitos, existe la acumulacion de moléculas organicas de bajo peso molecular
denominadas osmolitos organicos, que ayudan a la regulacién del volumen celular. Los
osmolitos son clasificados en azlcares, polioles, metilaminas, aminoacidos y derivados, y se
pueden acumular en altas concentraciones sin causar perturbacion a nivel celular, aportando

grandes beneficios por sus caracteristicas de ser solutos compatibles (Yancey, 2005).

Glicina betaina (GB) es una amina cuaternaria, osmolito y donador de grupos metilo
proveniente de la oxidacidn de colina (Lever y Slow, 2010). Los mamiferos utilizan GB para
ayudar a la regulacion del volumen celular (osmoprotector y osmoregulador), y es una fuente
importante de grupos metilo que favorece la remetilacidon de homaocisteina a metionina
reduciendo los riesgos cardiovasculares (Feng y col, 2001; Lang, 2007; Schliess y
Hiussinger, 2002). El paso final de la sintesis de GB se lleva a cabo a través de una reaccién
de oxidacion, catalizada por la enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), que ademas
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es esencial en el catabolismo de poliaminas, la sintesis del neurotransmisor acido gamma-
aminobutirico (GABA) y la biosintesis de carnitina (Boyd y col., 1991; Canovas y col., 1998;
Ciares y Garcia, 2004; Lamark y col., 1991).

La BADH (EC 1.2.1.8) es una de las enzimas mas ancestrales de respuesta estrés, la
cual pertenece a la superfamilia de aldehido deshidrogenasas (ALDH9), implicada en la
detoxificacion de aldehidos. Conforman un grupo de enzimas que catalizan la oxidacion de
betaina aldehido (BA) a GB, dependiente de la coenzima nicotinamida adenina dinucieétido
NAD* (Hempel y col,, 1993). La BADH se purificd por primera vez en higado de ratas Sprague-
Dawley, obteniendo fracciones citosdlicas y mitocondriales, se demostré que BADH en rata se
encuentra mayoritariamente en citoplasma y solo el 7% de la actividad total se localiza en
mitocondria (Pietruszko y Chern, 2001; Vaz y col., 2000; Wilken y col,, 1970).

La BADH se purificd y se caracterizé de la mucosa intestinal de rata, lo que demostrd
que esta enzima comparte ciertas propiedades con la isoenzima E3, argumento que apoya
que la ALDH9 proviene del mismo gen en mamiferos. La distribucion y actividad de BADH en
distintos tejidos de mamiferos demostrd, que la BADH en el misculo cardiaco posee baja
actividad enzimatica en comparacion con otros 6rganos (higado y musculo esquelético)
(Gonzalo izaguirre y col., 1997). Las bajas concentraciones de BADH en corazdn sano, es la
posible causa de la falta de investigaciones de BADH en €l tejido cardiaco. Es importante
destacar que BADH es una enzima de respuesta a estrés, la cual puede elevarse bajo
condiciones de estrés como en la hipertrofia cardiaca fisiologica inducida por el embarazo en
ratas Sprague-Dawley.



ANTECEDENTES

El Corazdn

Estructura y funcion

El corazon es un érgano encargado de bombear la sangre a todo el organismo, transportando
oxigeno y nutrientes a las células. La parte interna esta constituida por cuatro cavidades:
auricula derecha, auricula izquierda (encargadas de recibir la sangre), ventriculo derecho y
ventriculo izquierdo (encargados de bombear sangre). La pared cardiaca esta constituida por:
pericardio, miocardio y endocardio. El pericardio es un espacio gelatinoso que encierra a todo
el corazén brindandole proteccion y tiene la caracteristica de evitar la friccion. El miocardio, es
el tejido mas grueso compuesto por capilares sanguineos, linfoides y tejido nervioso, vy el
endocardio esta constituido por epitelio y tejido conectivo (Sunthareswaran, 1999).

Las auriculas se encuentran divididas por un tabique muscular interauricular y los
ventriculos son separados por el tabique interventricular. La pared ventricular izquierda es
gruesa debido a que se encarga de bombear la sangre oxigenada a todo el cuerpo, mientras
que la pared ventricular derecha es mas deigada, pues bombea la sangre desoxigenada a
pulmén, donde hay una menor resistencia en el flujo (Macaya, 2007).

El ventriculo izquierdo es mas largo y estrecho que el derecho, cuenta con capacidad
para relajarse rapidamente {lo que le permite formar parte de la relajacion diastélica y de
lienado), contraerse rapidamente (participando en la contraccion sistdlica y eyeccion) y
aumentar o disminuir fa capacidad de bombeo cuando hay cambios en la presién o volumen
sanguineo (Macaya, 2007). La hipertrofia afecta principaimente al ventriculo izquierdo, y es
una de las anomalias mas frecuentes causadas por la hipertension arterial y un alto riesgo
como factor cardiovascular (Villamil y Zilberman, 2000).

Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca (HC) es un factor de riesgo de morbilidad y mortalidad en personas con
enfermedades cardiovasculares (ECV). Siendo ECV la principal causa de muerte a nivel
10



mundial (OMS 2017). La HC se caracteriza por el engrosamiento de la pared ventricular y
reduccion del funcionamiento mecanico (Assayag y col, 1997; Chung y Leinwand, 2014;
Narula y col., 1998).

La HC se caracteriza por €l aumento en el tamario de los miocitos (Kaur y col., 2013;
Lee y col, 2012; Merkle y col., 2007), en respuesta a la sobrecarga hemodinamica causada
por un dafo o desafio fisiologico (como embarazo o ejercicio extenuante). HC es una
respuesta adaptativa que normaliza el estrés biomecanico sobre la pared ventricular y optimiza
la funcidn del corazdn (Carrefio y col., 2006; Herron y col., 2010; Mehrotra y col,, 2013; Merkle
y col, 2007; Wilkins y Molkentin, 2002).

La hipertrofia puede clasificarse en fisiologica o patologica, a su vez pueden ser
concéntricas o excéntricas, una es ocasionada por la sobrecarga de presion y la ofra por
sobrecarga de volumen (Chung y Leinwand, 2014). Cuando se presenta un estimulo
patoldgico, la sobrecarga de presion produce un aumento en la presion sistélica resultando en
hipertrofia concéntrica, la cual estd caracterizada por engrosamiento de las paredes
miocardicas por la acumulacion de colagena. Esta hipertrofia se clasifica como patologica y es
la respuesta del miocardio a cualquier enfermedad como la hipertension arterial, infartos de

miocardio y mutaciones genéticas (Lang y col., 20086).

En la hipertrofia fisiologica existe sobrecarga de volumen, produciendo aumento en la
tension de la pared diastOlica, resultando en hipertrofia excéntrica. Este tipo de hipertrofia se
presente en alteraciones como insuficiencias valvulares y en respuestas fisiologicas
adaptativas que son reversibles en ejercicio extenuante y embarazo. Durante la etapa del
embarazo el corazén presenta adaptaciones fisiologicas desde las primeras semanas, los mas
significativos son cambios cardiovasculares, entre los cuales se destaca el aumento de flujo
sanguineo en algunos oOrganos cubriendo mayores necesidades metabdlicas. El gasto
cardiaco de una mujer durante el embarazo se incrementa 1.5 veces en comparacion con la
mujer no gestante {Christianson, 1976; Purizaca, 2010), observandose cambios significativos
en los primeros dos trimestres y alcanzando sus niveles mas altos en la semana 16 de
gestacion. A las 20 semanas de gestacion este valor deja de aumentar, pero se mantiene en
sus valores mas altos hasta el parto (Hunter y Robson, 1992).
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El corazén durante la prenez

En estado de prefiez, el corazén sufre un crecimiento hipertréfico fisiologico reversible en
respuesta al aumento del gasto cardiaco y €l estrés biomecanico. Uno de los principales
cambios en el embarazo es el desarrollo de hipertrofia cardiaca, este cambio esta acompariado
del aumento en: 1) el gasto cardiaco, 2) el volumen latido, 3) el volumen sanguineo, 4) la
frecuencia cardiaca, 5) el flujo sanguineo renal y 6) la tasa de filtracion a nivel glomerular
(Purizaca, 2010). Al mismo tiempo se presenta una dismiNucién en: 1) la resistencia vascular
periférica, 2) la presion sanguinea media durante el segundo y tercer trimestre, 3) la
disminucién del tiempo de eyeccion del ventriculo izquierdo a lo largo de todo el periodo de
gestacion (Baylis y Reckelhoff, 1991; Capeless y Clapp, 1989; Chapman y col,, 1997; Gilson
y col,, 1992; Katz y col., 1978; Mabie y Sibai, 1994; Slangen y col., 1997; Spaanderman y col.,
2000; M. Spaanderman y col, 2000). En el caso de la prefiez, una de las sefales del inicio de
la hipertrofia es la distension arterial durante el flenado ventricular. La hipertrofia generada por
sobrecarga de volumen generalmente es menor que la producida por sobrecarga de presion
(Grossman y col., 1975; Nagatomoy col,, 1999).

Osmolitos organicos como mecanismos de adaptacién durante la hipertrofia cardiaca
fisiologica

La adaptacion durante la hipertrofia cardiaca fisiologica se origina por elementos promotores
de crecimiento en la pared ventricular, para normalizar el estrés al que se encuentra sometido
el ventriculo frente a una carga hemodinamica. Durante los eventos de crecimiento, embarazo
0 actividad fisica extenuante, la sobrecarga hemodinamica produce aumento del tamafio en
miocitos (H. E. Cingolani y col.,, 2008; O. H. Cingolani y col, 2011; EMnis y col., 2008).

En la hipertrofia cardiaca los miocitos se ven involucrados en un evento hipo-osmético,
es decir niveles intracelulares altos en agua y baja concentracién de solutos. Considerando
que las células cardiacas tienen baja permeabilidad en comparacion con células sanguineas
y renales, los miocitos cardiacos se ven mayormente comproMetidos a la adaptacién del

cambio osmético (Wright y Rees, 1998).
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La hipertrofia fisioldégica en el embarazo se acompafia de complejos procesos que
permiten a la madre adaptarse a sus nuevas necesidades (Yannone, 1972). Durante estas
condiciones de estrés en cardiomiocitos se conoce que existen moléculas organicas las cuales
ayudan en la regulacion del volumen celular. Estas moléculas son llamadas osmolitos y se han
descrito como pequerios solutos que utilizan las células de gran cantidad de organismos para
regular el volumen celular. Estos solutos son aminoacidos y derivados (glicina, prolina, taurina,
alanina, etc.), azucares (trehalosa), policles (glicerol, inositoles, sorbitol, etc.) y metilaminas
(N-oxido de trimetilamina [TMAQ] y GB) (Yancey, 2005).

Glicina betaina

La GB comunmente conocida como betaina es una amina cuaternaria (Fig.1) que fue
descubierta por el cientifico aleman Scheibler en 1860 (Scheibler, 18693, 1870), una base
organica proveniente de la remolacha azucarera (Beta vuigaris) y por ello su nombre de origen.
Los grupos funcionales cationicos de GB no pueden ser desprotonados y conservan su carga
a pH elevado, es muy soluble en agua y casi insoluble en la mayoria de los disolventes
organicos (De Zwart y col., 2003). Se conoce que GB posee importantes funciones en el

metabolismo de los mamiferos (Lever y Slow, 2010).

GB es un osmolito esencial y donador de grupos metilo proveniente de la oxidacion de
colina (Lever y Slow, 2010). Comunmente se encuentra en todos los organismos vivos y su
metabolismo se lleva a cabo en el cicle de remetilacion de homocisteina a metionina en una
reaccion catalizada por la betaina homocisteina metiltransferasa (BHMT), su funcién como
donador de grupos metilo es de gran participacion en las reacciones de metilacion de DNA y
RNA (realizadas en higado). Se acumula en gran variedad de tejidos ayudando a la regulacién
del volumen celular (Feng y col.,, 2001; Lang.,, 2007; Schliess y Hiussinger, 2002). Ademas,
actia como una fuente de nitrogeno y protector en células de mamiferos, ayuda en la
formacion de {fosfatidilcolina, un impeortante constituyente de la bicapa lipidica de las
membranas celulares (Frontiera y col., 1994; Smolin y Benevenga, 1989; Stryer, 1985). GB
también es un soluto compensatorio © contrarrestante, que mejora la estabilidad proteica
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{(Gilles, 1997) y es particularmente eficaz para contrarrestar el efecto desnaturalizante de la
urea (Venkatesu y col., 2009; Yancey y Somero, 1979).

o Hj
© e
e —_— =
@—«:00 H3C rquHZCOO @——-COO
N NG
HaC” “CHy CH, HoC' “CHa
Betonicina Glicina betaina Prolina betaina
coo®
()
| =] @ O/
Hy C"?(%CHzCOO (CHa)aNCHZCI)HCHZCOOe hll
CH3 OH CHs
Arsenobetaina Carnitina Trigonelina
cog
® NH_ s HC o e
{CHa)sN--CH-CHz—v\( Y SCH,CH,CO0
Ly HsC
Ergotioneina Dimetilsulfoniopropionato (DMSP)

Figura 1. Betaina y sus derivados.
Fuente: (Lever y Slow, 2010).

La produccion de GB se lleva a cabo en dos etapas de oxidacion sobre colina, via
que ya se ha descrito tanto en eucariotas como en procariotas (McCue y Hanson, 1990).
Existen dos diferentes rutas para la biosintesis de GB, las enzimas involucradas en los
diferentes procesos son: colina monooxigenasas (CMO) y betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH) dependiente de NAD+ (Brougquisse y col., 1989; Weigel y col., 1986). En células de
mamiferos y microorganismo como Escherichia coli la sintesis es iniciada por la colina
deshidrogenasa (CDH) enzima unida a la membrana dependiente de oxigeno, en combinacion
con BADH (Fig. 2) (Boyd y col,, 1991; Canovas y col.,, 1998; Lamark y col., 1991; Landfald y
Strem, 1986; Weigel y col,, 1986; Wilken y col., 1970).
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H,c-N=CH, NAD" NADH H,c-N-CH, NAD" NADH H,c-N:CH,
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Colina Betaiqa Betaina
Aldehido

Figura 2. Biosintesis de Glicina Betaina.
Fuente: (Sakamoto y Murata, 2000).

Betaina aldehido deshidrogenasa

La BADH es una de las enzimas mas ancestrales de respuesta a estrés, que pertenece a la
superfamilia de aldehido deshidrogenasas (ALDHS), fas cuales poseen una amplia disfribucion
filogenética (Fig. 3). La BADH se encuentra ubicada en el grupo de las ALDH9 junto con las
BADH de mamiferos, plantas y bacterias (Sanchez y col., 2007}.

ALDH son enzimas importantes de las vias celulares gue metabolizan distintos
aldehidos y que se le han atribuido funciones importantes en la desintoxicacion y defensa
celular (Hempel y col., 1993); (Kurys y col, 1989). En humanos se observan clases
estructurales distintas con distribuciones subcelulares especificas, enzimas unidas a NAD* &
NAD(P) dependientes que actlan sobre una amplia variedad de sustratos aldehidos
convirtiéndolos a acidos carboxilicos. Se han descrito las estructuras primarias de una serie
de ALDHSs provenientes de bacterias, hongos y plantas (Ambroziak y col,, 1991; George y col,
2007; Gonzalo {zaguirre y col., 1997; G {zaguirre y col., 1997; Sanchez y col.,, 2007; Sunkar y
col., 2003)

Existen tres isoenzimas de ALDHs ligadas a NAD*, que poseen alta especificidad de
sustrato y valores bajos de Km para aldehidos alifaticos de cadena corta que son producidas
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en el organismo como isoenzimas E1 (ALDH1)}, E2 (ALDH2) y E3 (ALDH9). Estas isoenzimas
se purificaron y caracterizaron en higado humano (Greenfield y Pietruszko, 1977; Kikonyogo
y Pietruszko, 1996; Kurys y col., 1989; Ryzlak y Pietruszko, 1988) y también se ha purificado
y caracterizado parcialmente de higado de rata (Ambroziak y Pietruszko, 1991; Goldberg y
McCaman, 1968), donde también se han obtenido fracciones citosélicas y mitocondriales. Con
la evidencia de que su actividad es 93% citosélica y que solo el 7% total de la actividad se
localiza en mitocondria. Las isoenzimas E1 y E2 no presentan actividad frente al sustrato
betaina aldehido, sin embargo la E3 utiliza como sustratos preferentes a y-aminobutiraldehido
y betaina aldehido (Chern y Pietruszko, 1995). Se ha determinado que la E3 cataliza las
deshidrogenacion de y-trimetilaminobutiraldehido el cual resulta ser un intermediario en la
biosintesis de carnitina, por lo cual la BADH podria considerarse en otros mecanismos como
en la biosintesis y regulacién de carnitina (Pietruszko y Chern, 2001)

Figura 3. Arbol filogenético de ALDH's.
Fuente: (Julian-Sanchez y col, 2007).
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BADH conforma un grupo de enzimas que catalizan la oxidacion irreversible de BA a
GB (Fig. 4), convirtiendo aldehidos a sus correspondientes &cidos carboxilicos con la ayuda
de la coenzima NAD*, a partir de colina u otros de sus precursores (Ciares y Garcia, 2004).

HO 2
CH " i CH H
A U bW
CH,—N"—C-C — . CH~N'—C—(C
' 1 ~ & <o 7 1 Y
(H, H H & cH, H ©
NAINP)”  NAD(PH

Figura 4. Reaccién de oxidacion de BA a GB catalizada por la BADH
Fuente: (Mufioz-Clares y Velasco-Garcia, 2004).

Las BADH son especificas a sus sustratos aldehidos, pueden desempefiar distintas
funciones fisioldgicas; y en relacién con su especificidad de coenzima. BADH se ha purificado
a partir de una variedad de organismos, incluidas bacterias, animales y plantas. Estan
codificadas por el gen: ALDH9 en mamiferos, ALDH10 en bactefias y plantas (Clares y Garcia,
2004; Dragolovich y Pierce, 1994; Falkenberg y Stram, 1990; Valenzuela-Soto y Murioz-
Clares, 1994). Ademas de sintetizar GB la BADH participa en el catabolismo de poliaminas, la
sintesis del neurotransmisor inhibidor acido y-aminobutirico (GABA) y biosintesis de carnitina
(Yancey y col., 1982). La regulacion de la actividad de BADH en respuesta al estrés osmotico
se ha documentado en bacterias y algunas plantas (Falkenberg y Strem, 1990; Ishitani y col.,
1995), donde GB actiia como efector osmotico dentro de la célula.

Estudios realizados respect0 a la distribucion del mRNA y proteina, asi como la
actividad de betaina aldehido deshidrogenasa en tejido cardiaco en humanos, demostro que
su distribucion es consistente con la funcion fisiologica en la sintesis del osmolito GB. El
estudio demostrd que la actividad mas alta se presentd en higado y glandula adrenal, una
actividad 4.2 veces mas alta en comparacion con muasculo cardiaco (Izaguirre y Prietruszko,
1997). Sin embargo, se requieren estudios adicionales para conocer los niveles de BADH bajo
condiciones de estrés, como la hipertrofia cardiaca fisiclogica.
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JUSTIFICACION

La hipertrofia cardiaca fisiologica se presenta en respuestas fisiologicas adaptativas que son
reversibles como el entrenamiento fisico y embarazo. El proceso de adaptacion requiere de la
activacion de vias de sefializacién intracelular para conservar las funciones contractiles y
conversién mecanica de los miocitos en respuesta a aumento de estrés por la hipertrofia. Se
ha descrito la participacién de GB en procesos de osmoregulacion, osmaproteccion y donacion
de grupos metilo durante enfermedades cardiovasculares. A su vez, se ha identificado a la
enzima BADH, como la via encargada de catalizar el producto de GB. Se ha estudiado
ampliamente la caracterizacion y distribucion tejido especifico de ALDHS en rata, destacando
que, en condiciones normales se encuentra en bajos niveles de concentraciéon. Sin embargo,
se desconoce la concentracién de BADH durante la hipertrofia cardiaca fisiolégica inducida
por el embarazo y su proceso reversible en el posparto. Por lo anterior, en este trabajo se
cuantificd la concentracion de BADH antes, durante y después del embarazo en ventriculo

izquierdo de rata.
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HIPOTESIS

La concentracion de la BADH aumenta durante el embarazo en ventriculo izquierdo de rata, y

disminuye en el posparto.

OBJETIVOS

Cuantificar el nivel proteico de BADH durante hipertrofia cardiaca fisiologica inducida por el

embarazo en ventriculo izquierdo de rata.

Objetivos Especificos

» Detectar la BADH mediante el método de Western Blot en extractos citoplasmaticos de
ventriculo izquierdo de rata antes, durante y después del embarazo.
e Cuantificar la BADH mediante la tecnologia libre de tincion del sistema ChemiDoc

Touch Stain-Free Enabled Imaging Systems.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales y coleccion de muestras.

Se utilizaron en el estudio ratas hembras Sprague-Dawley de tres meses de edad que fueron
separadas en los siguientes grupos: Controles o no prefiadas (NP), prefiez temprana (P12),
prenez tardia (P18), ratas postparto (PP). Todas las ratas fueron provistas con agua y alimento,
se mantuvieron individualmente en cajas de acrilico, proporcionandoles 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad, con una temperatura y humedad promedio de 24 — 25 °C y 60 — 70%,
respectivamente.

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con 50 mg/kg de pentobarbital sddico
antes de ser sacrificadas. Inmediatamente se realizd la extraccién de corazdn y la diseccién
de ambos ventriculos (izquierdo y derecho), los cuales fueron congelados rapidamente y
almacenados a -80° C para los analisis posteriores.

Extraccion y cuantificacion de proteinas citoplasmaticas.

La obtencidon de proteinas citoplasmaticas se realizd utilizando el kit NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (ThermoFisher Scientific), a los cuales se les adiciono
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y coctel inhibidor de proteasas (Sigma, P8340) para
evitar la degradacion de las proteinas.

Se homogenizaron 20 mg de ventriculo izquierdo en 100 pL del buffer de extraccion
citoplasmética | (CER |) usando el homogeneizador POLYTRON PT 10-35 GT (Kinematica),
se mezcld el contenido usando el Vortex Mixer (Fisher Scientific) posteriormente se incubd en
hielo durante 10 min, se agregaron 5.5 pL de buffer de extraccion citoplasmatica Il (CER Il) y
se mezclé el contenido usando el vortex. Posteriormente, se incubd en hielo durante 1 min y
se centrifugd 5 min/13,500 RPM/4 °C. Finalmente, el sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo y se almaceno a -80C.
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La cuantificacion de las proteinas se realizd usando el reactivo Quick Start Bradford
(Bio-Rad) a partir de una dilucién Unica (1:20, extracto:Hz20) que fue dividida en dos alicuotas
para su evaluacion. Se realizd una mezcla del extracto con el reactivo Bradford, se incubd 5
minutos a 25°C y se midid la absorbancia a 595nm en el espectrofotéometro 67 Series, 670
UV/vis Spectrophatometer (Jenway). La concentracion de proteina se determiné utilizando una
curva patron de albdmina de suero bovino de 0.125 a 2 mg/mL.

Deteccion del nivel de proteina de BADH (ALDH9A1) mediante Western Blot.

Se mezclaron 20 pg de proteina citoplasmatica con buffer Laemmli, se hirvieron (90°C x 10
minutos) y se cargaron en geles SDS-TGX-Stain-Free 10%, se separaron en condiciones
electroforéticas de 120 V por 40 minutos, fueron documentados para verificar la separacion de
proteinas usando el equipo ChemiDoc MP system. Las proteinas se transfirieron a membranas
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) usando el sistema de transferencia Trans-Blot Turbo
aplicando un campo eléctrico de 2.5 A constante hasta 25 V por 15 minutos (Bio-Rad),
posteriormente se documentaron los geles para verificar la transferencia de proteinas.

Las membranas de PVDF se bloquearon a temperatura ambiente durante 1.5 horas
con Tris Buffered Saline-Tween 20 (TBS-T) y caseina al 1% (Bio-Rad, 1706404), se realizaron
3 lavados con TBS-T y se incubaron a 4°C durante la noche (24 horas) con el anticuerpo
primario anti-ALDH9a1 (Abcam ab79726) diluido a 1:1,000 en TBS-T caseina al 1%. Las
membranas se lavaron por triplicado en intervalos de 8 minutos con TBS-T y se incubaron
durante 1 hora con el anticuerpo secundario IgG cabra anti-conejo diluido 1:20,000 en TBS-T
caseina al 1%.

Las proteinas transferidas a la membrana e incubadas con los anticuerpos fueron
detectadas por método de quimioluminiscencia siguiendo las instrucciones para la preparacion
de substrato Clarity Western ECL Blotting Substrates (Bio-Rad Cat. No. 1705060). Las
membranas fueron visualizadas usando el sistema Chemi-Doc XRS (Bio-Rad Laboratarios),

se analizd la cuantificacion de las proteinas usando el software image-Lab 5.2.1 (Analysis tool
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box), las densidades de las bandas fueron normalizadas acorde a la guia Western Blot
Normalization With Image-Lab y la evaluacion del rango de linealidad en base a ia
concentracion preparada y detectada en geles de poliacrilamida.

Cuantificacion de la concentracion de BADH mediante la tecnologia libre de tincion.

La normalizacién total de proteina a través de la tecnologia libre de tincion aplicada en ia
metodologia de Western Blot con el uso de geles TGX-Stain-Free, inicié con la obtencién de
una imagen en donde se superpone la corrida electroforética y la correspondiente a las
proteinas en la membrana PVDF. El analisis con el softiware Image-Lab, requiere Ia
cuantificacion de las intensidades de todas las bandas contenidas en un carrit del gel, que se
representa como proteina total. La intensidad capturada, se analiza en contraste con ka
intensidad de cada una de las bandas correspondientes a la enzima de interés, llevando a
cabo el proceso de normalizacion respecto al control,

Analisis Estadistico

Se utilizé un diseno estadistico completamente al azar en donde se analizaron los diferentes
grupos. El analisis de varianza (ANOVA) se llevé a cabo en el software Origin Lab 9.0
(OriginLab, Northampton, MA) con un factor de comparacion de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference) y Fisher LSD (Least Significant Difference) empleando un nivel de
confianza del 95% v a las ratas no prefadas como control. Se comprobd la normalidad de los
datos con la prueba de Kolmogoroy-Smirnov.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de BADH (ALDH9a1) en ventriculo izquierdo de rata durante la
hipertrofia cardiaca fisioldgica.

Se realizd un control de carga en gel de poliacrilamida TGX-Stain-Free de cada una de las
muestras de los tratamientos (Fig. 5), en donde se muestra el perfil de bandas y la
homogeneidad entre ios grupos. En cada carril se cargd 20 pg de proteina total
correspondiente cada uno de los grupos (NP, P12, P18 y PP), para la cuantificacién de BADH
en ventriculo izquierdo de rata mediante Western Blot. La incubacién de las proteinas
transferidas a la membrana de PVDF con anticuerpo primario Anti-ALDH9a1 (dilucién 1:1,000)
y €l anticuerpo secundario (dilucién 1:20,000) muestra la interaccion especifica detectada a
los 54 KDa la cual corresponde a la subunidad de la BADH en todas las muestras (Fig. 6).
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Figura 5. Analisis de concentracion de proteinas en geles TGX-Stain-Free utilizando el

marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standars 250 KDa.
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Figura 6. Inmunodeteccion de bandas de BADH a 54 KDa con anticuerpo Anti-ALDHSa1 en
membranas de PVDF.

En el analisis de normalizacion de datos, fue posible superponer las proteinas en sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) con la respuesta de la
interaccion de proteina-anticuerpo obtenida por quimioluminiscencia (Fig. 7). Con ello, se
confirma que el peso molecular de la banda que presentd interaccion con el anticuerpo,
corresponde al descrito para la BADH. A su vez los resultados de la correlacion entre la
proteina total cargada en el gel y la intensidad total registrada por carril, presentd un indice de
correlacion de R2= 0.9775 (Fig. 8). Ademés, se evalud la respuesta de linealidad de la sefial
guimioluminiscente del anticuerpo Anti-ALDHSa1 con ia proteina BADH obteniendo una indice
de correlacion de Re= 0.9389 (Fig. 9). La correlacién dei control de carga y la sefial con el
anticuerpo, demuestran que la BADH puede ser detectada mediante Western-Blot vy
cuantificada mediante el protocolo descrito en la normalizacion de datos de la tecnologia libre
de tincién. La tecnologia libre de tincién tiene que ser estandarizada para la evaluacion de
cada proteina, debido a que se deben verificar la sehales de manera independiente, como lo

reporta fa literatura (Girtler y col.,, 2013).
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Figura 7. Control de carga SDS-PAGE (verde) e inmunodeteccion de BADH en membrana
de PVDF (Rojo), con variante de concentracion proteinica. Carril 1 marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Dual Color Standars 250 KDa, carril 2 grupo P18 [5 pg],
carril 3 grupo P18 [10 pg], carril 4 grupo P18 [15 ug], carril 5 grupo P18 [20 pg], carril 6 grupo
P18 [25 pg], carril 7 grupo P18 [30 pg], carril 8 grupo P18 [35 ug], carril 9 grupo P18 [40 ug] v
carril 10 grupo P18 [50 ug).
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Figura 8. Analisis de la correlacién de carga total de proteina en SDS-PAGE y volumen

(intensidad) en gel libre de tincion.
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Figura 9. Andlisis de la correlacion de carga total de proteina en SDS-PAGE y volumen
(intensidad) del anticuerpo ALDH9A1.

Los resultados en la cuantificacién de los niveles de BADH a los distintos estadios muestran
que no hay una diferencia en P12 respecto a NP (Fig. 10). Sin embargo, los niveles de BADH
aumentaron 1.95 veces durante P18 respecto a NP y disminuyen por debajo de los niveles
basales durante el PP. Los resultados obtenidos, concuerdan con los generados en nuestro
grupo de trabajo, en donde, el nivel de expresion de mRNA de BADH aumentd 2.55 veces
durante P18 en comparacion con NP y los niveles disminuyeron a niveles basales durante el
PP. Asi mismo, la actividad enziméatica de BADH aumenté 1.65 veces en P18 respecto a NP.
Incluso, GB aument6 1.53 veces en P18 y permanecieron aumentados 1.40 veces durante PP
en contraste con NP.

Integrando toda la informaciéon generada, se indica que la expresién del mRNA para
BADH en la hipertrofia cardiaca fisiolégica inducida por el embarazo se activa desde la etapa
temprana de la prefiez, pero es durante la prefiez tardia en donde se presentan los mayores
niveles de expresién, proteina y actividad de BADH y a su vez, una mayor acumulacion del
osmolito GB. Ei comportamiento de BADH va acorde a la funcion descrita durante
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enfermedades cardiovasculares, brindando proteccion a las células cardiacas en eventos de

osmoproteccion, osmoregulacion y reduccion de riesgos vasculares.
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Figura 10. Cuantificacion de BADH mediante la tecnologia libre de tincién en las muestras C,
P12, P18 Y PP. Los asteriscos denotan diferencia estadistica significativa (P<0.05) respecto
al control (C).

Es importante destacar, que en la literatura no se encuentran reportes de los niveles
de BADH ante alteraciones cardiacas. De hecho, los estudios de eNzimas deshidrogenasas
son escasos. La Unica que hasta al momento se ha investigado y relacionado con la hipertrofia
cardiaca es la enzima ALDH2 (Campos y col, 2015), implicada en la desintoxicacion de
aldehidos reactives e involucrada en el metabolismo de etanol. En el estudio, la elevacién de
la ALDH2 en ratas hipertensas presentaron mejor funcionamiento ventricular, ademas, brinda
proteccion en enfermedades cardiovasculares y miocardiopatia alcohdlica, la elevacion de
ALDH2 se relaciona con un efecto cardioprotector y la reduccién del dafio isquémico evitando
los eventos de apoptosis en cardiomiocitos (Gomes y col., 2014).

En nuestros resultados obtuvimos incremento de l0s niveles de actividad, proteina y
mRNA de BADH durante la hipertrofia cardiaca fisiologica, sugiriendo que BADH regula los
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niveles de GB para brindar proteccion a los miocitos ante la adaptacion del desafio hipo-
osmotico y mejoramiento en la permeabilidad de las células cardiacas. Durante las condiciones
de estrés los osmolitos se encargan de regular el flujo del volumen celular en beneficio de las
células, GB depende directamente de la actividad de BADH, por lo que el incremento de BADH
repercute en el aumento de concentracion y acumulacion de GB en el tejido cardiaco. Ademas,
Lever y Slow (2010) destacan la importancia de este osmolito como donador de grupos metilo,
que aporta grandes beneficios en la reemetilacion de homocisteina, favoreciendo la reduccion
de efectos adversos durante la presencia de enfermedades cardiovasculares.

Por otra parte, se sabe que la acumulacion de aldehidos toxicos esta relacionado con
la progresion de enfermedades cardiovasculares crénicas, en contraste la sintesis de GB
reduce la acumulacion de aldehidos toxicos de tal manera que evita el agotamiento de glutation
y el desarrollo de estrés oxidativo (Conklin y Bhatnagar, 2010). Nuestros resultados indican
que la enzima BADH puede estar participando en el mecanismo de respuesta y adaptacion
durante la hipertrofia cardiaca fisiologica causada por el embarazo, para la produccion de GB

y su efecto de ayudar en la regulacion del volumen celular ante condiciones de estrés.
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CONCLUSION

Se demostro que los niveles de BADH aumentan durante la prefiez tardia, con un efecto
reversible en el posparto. Lo anterior, sugiere que BADH participa en la respuesta adaptativa
de la hipertrofia cardiaca fisiologica, acorde a las funciones de GB en la regulacion del volumen
celular de proteccion a los miocitos y reduccion de homocisteina. Sin embargo, es necesario
continuar los estudios para valorar la regulacion e iMpacto de la enzima BADH en el

mecanismo de adaptacion a hipertrofia fisiolggica.
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