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1. ANTECEDENTES 

1.1. Enfermedades Cardiovasculares 

Al menos hasta el año 2020, la Organización Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades 

cardiovasculares (CVD) fueron la principal causa de muerte a nivel mundial (OMS, 2020). 

Las causas más comunes de morbilidad y mortalidad por CVD son la cardiopatía isquémica, 

el evento vascular cerebral y la falla cardiaca congestiva (Gaziano et al., 2006). Estas 

enfermedades representan al menos el 80% de las CVD en todo el mundo. Todas ellas 

coinciden en tener como principal factor de riesgo la aterosclerosis Este fenómeno se 

caracteriza por el depósito de colesterol LDL en las paredes arteriales, formando estrías 

grasas que al ser oxidadas liberan partículas proinflamatorias como quimiocinas y moléculas 

de adhesión vascular (Sarre-Álvarez et al., 2018). Esto favorece la evolución hacia placas 

fibrosas que disminuyen progresivamente el diámetro de la luz arterial. El flujo turbulento 

de la sangre a través de un vaso parcialmente ocluido predispone al endotelio a daño por 

fuerzas de cizallamiento, las cuales pueden llevar a la ruptura de la placa, provocando 

trombosis o embolismo vascular, y, por lo tanto, dando pie a la aparición de cardiopatía 

isquémica en cualquiera de sus dos formas clínicas principales: angina o infarto agudo al 

miocardio (Baynes & Dominiczak, 2019; Pedro-Botet et al., 2020). 

En la actualidad, sin considerar las muertes por COVID-19, la cardiopatía isquémica es la 

principal causa de defunción en los países desarrollados y es uno de los principales 

contribuyentes a la carga de morbilidad en los países en desarrollo (OMS, 2020). En esta 

patología se centrará la descripción de este proyecto.  

 

1.1.1. Infarto Agudo al Miocardio 

El infarto agudo al miocardio (IAM) es la principal y más grave manifestación clínica de la 

cardiopatía isquémica. El IAM consiste en la obstrucción abrupta del flujo sanguíneo en 

ramas principales de las arterias coronarias, llevando a la isquemia de los cardiomiocitos 

(López et al., 2017). De no restaurarse la irrigación sanguínea, el tejido miocárdico afectado 
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sufrirá la disminución en el aporte de oxígeno (hipoxia), pasando a un estado de anoxia y 

finalmente, necrosis tisular.  

De forma general, el proceso de reparación cardíaca postinfarto puede dividirse en las 

siguientes fases (Ilustración 1):  

 

Ilustración 1. Fases de la reparación cardíaca postinfarto. Adaptada de “Hacia la 

regeneración del corazón: estrategias de bioingeniería para la inmunomodulación “(Ferrini 

et al., 2019). 

 

1. Fase inflamatoria  

En esta fase, la hipoxia durante el periodo de isquemia daña la integridad de las células 

endoteliales vasculares, aumentando la permeabilidad de los vasos sanguíneos y 

favoreciendo la infiltración por leucocitos. Si la isquemia es lo suficientemente prolongada, 

se activarán programas de muerte celular (principalmente, necrosis, y, en menor grado, 

apoptosis y autofagia), esto tendrá como resultado la liberación de patrones moleculares 

asociados a daño (DAMPs, por sus siglas en inglés), que al unirse a los receptores de 

reconocimiento de patrones del sistema inmune innato, activarán una cascada de 

mediadores de inflamación, incluyendo citocinas proinflamatorias (IL-1, TNF, IL-6, IL-

18), quimiocinas y moléculas de adhesión celular (Prabhu & Frangogiannis, 2016). 
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Fase reparativa y proliferativa  

Consiste en la inhibición y resolución de la fase inflamatoria. Este proceso es dependiente 

de la secreción de mediadores anti-inflamatorios (IL-10, TGF-β y mediadores lipídicos pro-

resolutivos, entre otros) (Brennan et al., 2021), que entorpecen la migración y entrada de 

neutrófilos, así como también, favorecen su apoptosis y fagocitosis por los macrófagos. En 

esta fase, los monocitos y macrófagos cumplen un papel fundamental al secretar 

metaloproteinasas y catepsinas para la degradación de la matriz extracelular. Las células 

vasculares responden con una regulación al alza del factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), que será de vital importancia para la neovascularización de la zona 

infartada (Zou et al., 2019). De igual forma, esta fase es caracterizada por la expansión de 

fibroblastos cardiacos y su transdiferenciación hacia miofibroblastos sintetizadores de 

colágeno, en un proceso mediado por TGF-β (Vallée & Lecarpentier, 2019). 

 

2. Fase de maduración  

Por último, la fase proliferativa es seguida por la maduración de la cicatriz formada durante 

la secreción de fibras de colágeno por los miofibroblastos. En esta etapa, la nueva matriz 

extracelular forma entrecruzamientos y las células reparativas son inactivadas. Los 

mecanismos moleculares implicados en la quiescencia de los miofibroblastos son 

desconocidos aún a la fecha, sin embargo, evidencia sugiere que la proteína-10 inducible 

por IFN-γ (IP-10) inhibe la migración de miofibroblastos y contribuye a la contención de 

la respuesta fibrótica en la zona infartada (Dobaczewski et al., 2006). 

 

Ilustración 2. Progresión de la cardiopatía isquémica. Adaptada de "Fundamentos de la terapia celular para el tratamiento 
de las enfermedades cardiovasculares: no hay una célula adecuada para todo", (Taylor & Robertson, 2009). 
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En este contexto, dentro de la progresión de la cardiopatía (Ilustración 2), una respuesta 

fibrótica hiperactiva provoca una remodelación excesiva, de forma tal que el IAM es también 

la causa más frecuente de falla cardíaca (Castillo & Sánchez, 2017). El tejido dañado, al ser 

reemplazado por tejido fibrótico, induce cambios geométricos, biomecánicos y bioquímicos 

en el corazón. Inicialmente, este proceso es crucial para prevenir la ruptura de la pared 

ventricular en el periodo postinfarto, sin embargo, una respuesta fibrótica exagerada conlleva 

efectos perjudiciales, al conducir a la pérdida progresiva de la función cardiovascular y con 

ello, a una falla cardíaca establecida (Talman & Ruskoaho, 2016).

 

1.2.  Cardiogénesis y programación fetal cardíaca 

La cardiogénesis tiene su origen en la formación del mesodermo durante la gastrulación 

(Ilustración 3). En el desarrollo embrionario, el factor de transcripción MESP1 es 

considerado como el principal regulador del destino cardíaco, al conducir hacia la 

diferenciación de cardiomiocitos a través de la inhibición dependiente de DKK-1 de la vía 

WNT. Una vez que el mesodermo cardiogénico se ha especificado, la vía canónica de WNT 

regula el mantenimiento de las células progenitoras cardíacas, mientras que la vía NOTCH 

su diferenciación. Más aún, la inducción de MESP1 permite la regulación positiva de varios 

factores de transcripción, involucrados en el desarrollo cardíaco (Ilustración 4), incluidos 

TBX5, NKX2, MEF2c, GATA4, HAND2, MYOCD e ISL1, entre otros (Burridge et al., 2012).  

 

 

Ilustración 3. La cardiogénesis tiene su origen en la gastrulación. Adaptada de: “Human embryonic development: from 
peri-implantation to gastrulation” (Zhai et al, 2021). 
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Una característica destacable del metabolismo cardíaco fetal es el uso predominante de 

carbohidratos para la producción de energía. En el período perinatal, este sistema es 

rápidamente reemplazado por la oxidación de ácidos grasos como sustrato energético. Esto 

se ve acompañado por la expresión de isoformas “adultas” de proteínas cardíacas. No 

obstante, en el corazón posnatal, existen condiciones patológicas (incluyendo hipoxia, 

isquemia, hipertrofia y diabetes) en las que ocurre un cambio en la expresión génica hacia un 

fenotipo embrionario, retornando así a la programación cardíaca fetal. Los cambios 

moleculares observados durante el proceso de hipertrofia patológica se asemejan a los 

observados durante el desarrollo cardíaco fetal y, por lo tanto, la hipertrofia cardíaca se 

describe a menudo como acompañada de la reactivación de un "programa de genes fetales". 

Durante la última década, la evidencia sugiere que algunos miembros de la familia de 

factores de transcripción Krüppel-like podrían desempeñar un papel fundamental en la 

regulación de genes cardíacos. Específicamente, dos factores clave, los factores Krüppel-like 

15 y 4 (KLF-15 y KLF-4), parecen funcionar de forma independiente para habilitar los 

mecanismos represores de la hipertrofia y la expresión génica "fetal", e inducir la maduración 

Ilustración 4. Descripción general del desarrollo del corazón. Adaptada de "Regulación molecular de la 
diferenciación de cardiomiocitos" ((Paige et al., 2015). LA indica aurícula izquierda; VI, ventrículo izquierdo; OFT, 
tracto de salida; RA, aurícula derecha; RV, ventrículo derecho; y SV, seno venoso. 
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de los cardiomiocitos (Pollak et al., 2018). Como ejemplo, se sabe que el factor KLF-15 

reprime directamente MEF2C y GATA4, así como también, se une a la región básica de la 

miocardina para dificultar la asociación de SRF, lo que da como resultado una expresión 

reducida de α-actina esquelética (Zhou & Herring, 2005).  

 

1.3.  Factores Krüppel-like: Definición  

Los factores de transcripción conocidos como KLFs son un grupo de proteínas que 

desempeñan un papel crucial en la regulación de la expresión génica. Estas proteínas, 

pertenecientes a la familia de factores de transcripción con dedos de zinc, se caracterizan 

por su capacidad de unirse al ADN y modular la transcripción de los genes (Zakeri et al., 

2022). El nombre "KLFs" se deriva de su similitud con la proteína Krüppel, que se encuentra 

en la especie de mosca de la fruta Drosophila melanogaster. La proteína Krüppel, es 

conocida por su traducción alemana "lisiado", ya que al estar mutada condiciona a 

malformaciones significativas en el tórax y (Rane et al., 2019), pertenece a la clase de genes 

gap y desempeña un papel esencial en el proceso de segmentación del tórax y el abdomen 

anterior durante el desarrollo embrionario de Drosophila (Schuh et al., 1986). Cabe destacar 

En organismos eucariotas, los KLFs son importantes reguladores de la transcripción génica, 

capaces de activar o reprimir la expresión de genes involucrados en procesos tan diversos 

como crecimiento, diferenciación y muerte celular, así como también, el desarrollo y 

conservación de tejidos especializados (Tetreault et al., 2013). 

 

1.3.1. Estructura y Función 

Hasta la fecha, se han identificado 17 KLF en el genoma humano, excluyendo el gen putativo 

KLF-18 que, debido a su proximidad cromosómica con KLF-17, se cree que aparece como 

una duplicación de este último (Pei & Grishin, 2013).  

En general, los KLF se definen por tres dominios de dedos de zinc C2H2 carboxilo terminales 

bien conservados en los que cada átomo de zinc está coordinado por dos cisteínas en un 

extremo de una hoja β y dos histidinas en una porción de hélice α C-terminal, favoreciendo  
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Ilustración 5. Adaptada de “Krüppel-like transcription factors: a functional family” (Pearson et al., 2009) 

 

una estructura tetraédrica que permite plegarse en una configuración de proteína ββα (Brayer 

& Segal, 2008; Swamynathan, 2010) (Ilustración 5.). Estos dominios se encuentran muy 

conservados en toda la familia y se adhieren a la secuencia de consenso C-X2-5-C-X3-(F/Y)-

X5-ψ-X2-H-X3-5-H, donde X representa cualquier aminoácido y ψ es un residuo hidrofóbico 

(Wolfe et al., 2000). Además, se puede encontrar un espaciador de siete aminoácidos 

TGEKP(Y/F)X entre cada dedo (Pearson et al., 2008). Los primeros dos dedos de zinc tienen 

25 aminoácidos cada uno, mientras que el tercero tiene solo 23 (McConnell & Yang, 2010). 

Cada motivo de dedo de zinc es capaz de unirse a tres pares de bases en regiones ricas en 

GC, incluidas varias secuencias de consenso (elementos CACCC-, GC-, GT-box) ubicadas 

en promotores de genes diana (Oishi & Manabe, 2018). El dominio amino terminal de los 

factores de transcripción KLFs exhibe una notable variabilidad en su organización, 

presentando una diversidad de dominios de unión que pueden ejercer tanto funciones 

represivas como activadoras. Asimismo, se ha observado la presencia de una señal de 

localización nuclear (NLS) en proximidad o incluso dentro de los dedos de zinc de estos 

factores de transcripción (Kaczynski et al., 2003). Estas características estructurales y 

funcionales del dominio amino terminal de los KLFs son de gran relevancia en la 

comprensión de su papel en la regulación génica y en la interacción con otros componentes 

del núcleo celular. 
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1.3.2. Clasificación Filogenética 

Debido a sus similitudes estructurales y dominios de unión, los KLF se pueden subdividir en 

tres grupos filogenéticos (Ilustración 6): 

• Grupo 1: Incluye KLF-3, KLF-8 y KLF-12. Estos factores desempeñan un papel crucial 

en la represión de la expresión génica al interactuar con la proteína CtBP a través de su 

dominio C-terminal (Chinnadurai, 2007). Una vez establecida la unión entre los KLFs y 

CtBP, se desencadena un proceso de correpresión que depende de la actividad de HDAC 

(histona desacetilasa), lo que conduce a una mayor compactación de la estructura del ADN 

debido al estrechamiento de las histonas asociadas al gen diana. Estos hallazgos fueron 

confirmados por Turner y Crossley, quienes demostraron que mutaciones en el motivo de 

unión de CtBP en el factor de transcripción KLF-3 resultaron en una pérdida de capacidad 

para reprimir la expresión génica en células SL2 (Turner & Crossley, 1998). Además de la 

represión mediada por HDAC, también se ha postulado la existencia de un mecanismo de 

represión génica independiente de HDAC, en el cual CtBP recluta el complejo de proteínas 

asociadas a PcG (polycomb group) (Chinnadurai, 2002).  

• Grupo 2: Incluye KLF-1, KLF-2, KLF-4, KLF-5, KLF-6 y KLF-7. Su mecanismo de 

acción principal implica el reclutamiento de factores de actividad de acetiltransferasa, como 

CBP, p300 y P/CAF, lo que conduce a la remodelación de la cromatina y en última instancia, 

a la activación de la transcripción génica (McConnell & Yang, 2010). Sin embargo, KLF-2 

y KLF-4 también poseen dominios con función represora adyacentes a sus dominios de 

activación (Kawata et al., 2022). 

• Grupo 3: Incluye KLF-9, KLF-10, KLF-11, KLF-13, KLF-14 y KLF-16, quienes fungen 

como represores transcripcionales a través de su unión a SinA3 (Memon & Lee, 2018). Esta 

interacción es posible gracias a la presencia de una secuencia de consenso hidrófoba en los 

dominios N-terminales de los factores KLF. Esta secuencia, conocida como motivo α-

helicoidal conservado AA/VXXL, facilita la unión al dominio de hélice anfipática 

emparejado de SinA3. A su vez, SinA3 actúa como un andamio para reclutar otros 

modificadores de la cromatina, como HDAC1, HDAC2, Mad, Ume6, MeCP2, N-CoR e 

Ikaros, lo que contribuye a la represión de la expresión génica (McConnell & Yang, 2010). 
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Finalmente, KLF-15, KLF-17 y KLF-18 aún no se han incorporado a ninguno de estos grupos 

filogenéticos, ya que sus dominios de interacción aún no se han determinado, pero se ha 

reportado expresión tisular en hueso, riñón y testículo. 

 

 

 

Ilustración 6. Árbol filogenético de los factores de transcripción Krüppel-like. Adaptado de 

“Mammalian Krüppel-like factors in health and diseases” (McConell & Yang, 2010). 

 

Los KLF como familia se pueden encontrar en varios sistemas de órganos, a saber, el sistema 

hematopoyético, gastrointestinal, respiratorio, nervioso, inmunológico y cardiovascular 

(Chang et al., 2017a). Por ejemplo, los KLF con un patrón de expresión ubicuo son los KLF 

6, 7, 8, 9, 10 y 11, mientras que otros con una expresión más restringida son KLF-1, que está 

presente en eritroides y mastocitos, y KLF-2, que está involucrado en el desarrollo de 

pulmones y vasos. En particular, KLF-1 y KLF-2 son fundamentales en la eritropoyesis 

embrionaria, ya que regulan genes involucrados en la proliferación celular y el control del 
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ciclo celular, como FoxM1, Sphk1, Pthr y CD24a, promoviendo así la maduración de los 

precursores eritroides (Vinjamur et al., 2014). En cuanto al corazón, se comienza a dilucidar 

la expresión y función de estos KLF. A continuación, se describirán sus funciones cardiacas 

tanto fisiológicas como patológicas, comenzando desde la cardiogénesis.  

 

1.3.3 KLFs y su involucramiento en el desarrollo embrionario del corazón 

Los factores de transcripción pertenecientes a la familia KLF han adquirido amplio 

reconocimiento debido a su papel primordial en el proceso de cardiogénesis, desde las etapas 

más tempranas del desarrollo embrionario. Entre estos factores destaca KLF-13, cuya 

relevancia radica en su contribución significativa a la activación de dos factores de 

transcripción cardíacos fundamentales, GATA-4 y TBX-5, los cuales se expresan de manera 

prominente en el endocardio y el miocardio durante el desarrollo embrionario. Análisis 

exhaustivos en corazones murinos han permitido identificar la aparición temprana de KLF-

13 en el día embrionario 9.5, manifestándose principalmente en el miocardio auricular en 

desarrollo, las trabéculas ventriculares, el septo interventricular, las válvulas 

atrioventriculares y el tronco arterioso. Sin embargo, su presencia experimenta una 

disminución posterior en el corazón posnatal. Los estudios en ratones knockout de KLF-13 

han evidenciado la presencia de hipotrabeculación ventricular, anomalías en el septo 

auricular y un retraso en la formación de los cojinetes auriculoventriculares, tal como fue 

reportado por Lavallée et al. en 2006 (Lavallée et al., 2006). 

Otro miembro crucial de la familia KLF durante el desarrollo embrionario es KLF-15, cuyo 

desempeño ha sido establecido en la regulación de la expresión de factores de transcripción. 

como GATA-4 y MEF2C, ambos esenciales para el desarrollo cardíaco (Leenders et al., 

2010). KLF-15 establece interacciones con estos factores para reprimir la expresión de un 

conjunto de genes cardíacos involucrados en el crecimiento del corazón. Dentro de este 

conjunto se incluyen los genes que codifican las cadenas pesadas de miosina, elementos 

esenciales para la contracción del músculo cardíaco y marcadores críticos del desarrollo 

cardíaco, así como Nppa, responsable de la producción del péptido natriurético atrial (ANP), 

una hormona sintetizada por el corazón encargada de regular la presión arterial y el equilibrio 

de líquidos. Por consiguiente, se considera a KLF-15 como un factor inhibidor de la 
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hipertrofia cardíaca, en contraste con las características observadas en KLF-13. El proceso 

de desarrollo cardíaco depende de respuestas hemodinámicas esenciales generadas por la 

fuerza de cizallamiento del flujo sanguíneo. Se ha constatado que las mutaciones presentes 

en el gen KLF-2, el cual responde a dicho flujo, pueden ocasionar una relocalización 

incorrecta de la proteína N-cadherina desde la superficie lateral hacia la apical de los 

cardiomiocitos, conduciendo a un fenotipo de extrusión abluminal. Se postula que este 

fenotipo se produce mediante la inhibición de la vía de señalización del Factor de 

Crecimiento Fibroblástico (FGF), proporcionando así nuevos conocimientos sobre la 

preservación de la integridad de la pared miocárdica mediada por KLF-2 (Rasouli et al., 

2018). Cabe destacar que la función de KLF-2 se extiende hacia la maduración de las valvas 

cardiacas, donde activa señales paracrinas de Wnt9b que son fundamentales para suprimir la 

proliferación de las células mesenquimales y promover su condensación en el subendocardio, 

lo cual culmina en la transformación de un cojín celular en una válvula madura (Goddard et 

al., 2017). Además de KLF-2, se ha vinculado a otros miembros de la familia KLF con el 

desarrollo valvular. Por ejemplo, investigaciones previas han evidenciado que mutaciones en 

KLF-3 están asociadas con la estenosis de la válvula aórtica, así como con hipertrofia 

biventricular y una disminución en el tamaño de las cámaras cardiacas (Ilustración 7). Este 

hallazgo adquiere una notable relevancia considerando que previamente no se le había 

atribuido una función cardíaca a KLF-3 (Kelsey et al., 2013). 

Ilustración 7. Engrosamiento valvular atribuido a mutación en KLF-3. Recuperado de Kelsey, L. et al. (2013). 
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1.3.4 KLFs en el metabolismo energético del corazón 

La familia de factores de transcripción KLF ha sido previamente vinculada al metabolismo 

y la bioenergética del corazón. En condiciones normales, el corazón satisface sus altas 

demandas energéticas principalmente mediante la oxidación de ácidos grasos (70%), 

mientras que la glucosa y otros sustratos como el lactato y los cuerpos cetónicos tienen un 

papel secundario (30%) (Lopaschuk et al., 2010). Sin embargo, el corazón exhibe una notable 

plasticidad metabólica que le permite adaptarse a situaciones de aumento en los 

requerimientos energéticos o escasez de carbohidratos, modificando la proporción de energía 

obtenida a través de la oxidación de ácidos grasos. En este contexto, KLF-15 desempeña un 

papel crítico como regulador del metabolismo lipídico en el corazón. Mediante su interacción 

con la enzima acetiltransferasa p300, KLF-15 induce cambios en la estructura de la cromatina 

y activa genes metabólicos clave implicados en el transporte, activación y descomposición 

de lípidos, así como en la β-oxidación mitocondrial y la función peroxisomal (Prosdocimo et 

al., 2014). 

De manera similar, se ha descubierto que KLF-5 desempeña una función crucial en la 

regulación de la producción de energía en el tejido cardíaco. Este factor de transcripción 

ejerce un papel crítico en la regulación del gen PPARα, implicado en el metabolismo de los 

ácidos grasos. Estudios realizados por Drosatos et al. han demostrado que KLF-5 actúa como 

un regulador positivo de PPARα en el corazón y que su inhibición conduce a disfunción 

cardíaca al reducir la expresión de diversos genes relacionados con la oxidación de ácidos 

grasos, como PPAR coactivador 1a (Pgc1a), acil-CoA oxidasa (Acox) y carnitina 

palmitoiltransferasa 1b (Cpt1b). Además, se ha observado una correlación entre los cambios 

en la expresión de KLF-5 y los niveles de expresión de PPARα en casos de diabetes. Estos 

hallazgos resaltan la importancia de KLF-5 en el mantenimiento de una función cardíaca 

adecuada y sugieren que KLF-5 podría representar un objetivo terapéutico potencial para el 

tratamiento de diferentes formas de disfunción cardíaca asociadas con alteraciones en PPARα 

y deficiencia energética (Drosatos et al., 2016). 

Por otro lado, se ha investigado el papel de KLF-15 en la homeostasis de la glucosa, 

revelando su participación vital en la regulación del transportador de glucosa GLUT-4, el 

cual es sensible a la insulina y se encuentra presente en el tejido muscular y adiposo. Estudios 
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realizados por Gray et al. han demostrado que la sobreexpresión de KLF-15 induce la 

expresión de GLUT-4, generando un incremento funcional en la captación de glucosa tanto 

en condiciones basales como en respuesta a la insulina (Gray et al., 2002). En el caso del 

tejido cardíaco, se ha establecido que, durante estados fisiológicos y patológicos como el 

ejercicio o la hipertrofia, el corazón depende cada vez más del metabolismo de la glucosa 

como fuente de energía (Tran & Wang, 2019). 

Además, se ha descubierto que KLF-15 está involucrado en la regulación del ciclo circadiano. 

La ausencia de KLF-15 conlleva alteraciones en el ritmo circadiano de varios genes, ya que 

se ha observado que KLF-15 regula genes relacionados con el catabolismo de lípidos y 

aminoácidos, los cuales desempeñan un papel crucial en la generación de ATP durante la 

fase activa del ciclo circadiano. Asimismo, KLF-15 controla la expresión diurna de Kv 

channel interacting protein 2 (KChIP2), una proteína esencial para la generación de corrientes 

de potasio en el corazón. La falta de KLF-15 interrumpe la variación diurna en la 

repolarización cardíaca, aumentando el riesgo de arritmias ventriculares. En resumen, KLF-

15 emerge como un regulador clave de eventos fisiológicos y patológicos dependientes del 

tiempo en el corazón, incluyendo la frecuencia cardíaca, la presión arterial, las arritmias, la 

muerte súbita cardíaca y el infarto de miocardio (Oishi & Manabe, 2018). 

 

1.3.5 KLFs en enfermedades cardiovasculares 

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) son la principal causa de muerte a nivel mundial, 

afectando los vasos sanguíneos y el corazón en diferentes niveles. Las CVD son diversas y 

abarcan varias condiciones, siendo la enfermedad coronaria, el accidente cerebrovascular y 

la insuficiencia cardíaca las causas más comunes de morbilidad y mortalidad a nivel global 

(Santoyo-Suarez et al., 2023). La etiología de las CVD es compleja y aún no se comprende 

completamente, sin embargo, enfoques recientes han destacado el papel de la familia KLF 

en numerosos mecanismos relacionados con estas enfermedades. En la siguiente sección nos 

centraremos en describir la participación de las proteínas KLF en la enfermedad de las 

arterias coronarias, la aterosclerosis y la remodelación cardíaca asociada a la hipertrofia y la 

insuficiencia cardíaca. 
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1.3.5.1 Enfermedad Arterial Coronaria y Aterosclerosis 

La enfermedad de las arterias coronarias (CAD), una afección cardiovascular, se caracteriza 

por la progresiva estrechez del lumen arterial, lo que resulta en una reducción del flujo 

sanguíneo al miocardio(Malakar et al., 2019). La aterosclerosis es la principal causa 

subyacente de la CAD, un proceso patológico en el cual se acumula colesterol LDL oxidado 

en las paredes arteriales, estimulando así la formación de células espumosas a partir de la 

diferenciación de macrófagos y la acumulación de leucocitos, lo que conduce a la formación 

de placas ateroscleróticas que obstruyen el lumen arterial (Ilustración 8) (Pedro-Botet et al., 

2020). 

La turbulencia del flujo sanguíneo a través de estas obstrucciones desencadena daño 

endotelial, lo que resulta en disfunción endotelial. La presencia de flujo sanguíneo turbulento 

en un vaso parcialmente obstruido (o incluso las variaciones normales en el curso de los vasos 

sanguíneos, como se observa en las bifurcaciones arteriales) provoca la lesión del endotelio 

debido a las fuerzas de cizallamiento (Baynes & Dominiczak, 2019). 

 

Ilustración 8. Aterosclerosis. Arteria normal comparada con arteria afectada por aterosclerosis. Modificada de  
Britannica, T. Editors of Encyclopaedia (2023, March 29). atherosclerosis. Encyclopedia Britannica. 

https://www.britannica.com/science/atherosclerosis 
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El patrón de flujo sanguíneo tiene un papel importante en la homeostasis de los vasos 

sanguíneos, ya que la mecanotransducción de fuerzas laminares y de cizallamiento es 

necesaria para la activación de varias vías de señalización de células endoteliales (EC) 

(Baeyens et al., 2016). KLF-2 se ha asociado a áreas de flujo sanguíneo laminar, en las que 

este último protege las paredes arteriales de la aterosclerosis al inducir un fenotipo protector 

en las células endoteliales. En regiones de bajo estrés de cizallamiento, se activa un complejo 

mecanosensorial compuesto por molécula de adhesión de células endoteliales plaquetarias 

(PECAM-1), cadherina endotelial vascular (VE-cadherina) y receptor de crecimiento 

endotelial vascular 2/3 (VEGFR2/3). Estos factores activan la vía MEK2/ERK2 para regular 

al alza el factor potenciador de miocitos-2 (MEF2) y, por lo tanto, permiten la actividad 

transcripcional de KLF-2(Chang et al., 2017b). KLF-2 luego ejerce un efecto ateroprotector 

ya que regula a la baja la molécula de adhesión vascular-1 (VCAM-1) y la E-selectina, 

moléculas que apoyan la migración y adhesión de leucocitos (Galkina & Ley, 2007). En este 

sentido, el ácido suberanilohidroxámico se ha identificado recientemente como un potente 

inductor farmacológico de KLF-2, capaz de reprimir la inflamación vascular y la 

aterosclerosis (Xu et al., 2017) 

Uno de los cambios cruciales en la progresión de la aterosclerosis es la transición de las 

células del músculo liso vascular (VSMC) de un fenotipo contráctil a uno proliferativo, con 

una mayor secreción de matriz extracelular, lo que lleva al engrosamiento de la capa íntima 

arterial (Gomez & Owens, 2012). Ante esta preocupación, la evidencia sugiere que KLF-5 

puede desempeñar un papel en la promoción de este cambio fenotípico, ya que se encontró 

que la expresión de KLF-5 aumentó en las placas ateroscleróticas en comparación con el 

tejido aórtico humano normal. 

KLF-4 no se expresa constitutivamente en VSMC, aunque puede inducirse transitoriamente 

después de una lesión vascular (Ghaleb & Yang, 2017). Después de la ligadura de la carótida, 

KLF-4 se activa rápidamente en las VSMC, lo que inhibe la expresión de los genes 

marcadores de diferenciación de las VSMC (SM-22 y α-SMA). Se ha demostrado que KLF-

4 bloquea estos marcadores durante la unión de las regiones promotoras que contienen el 

elemento de control de TGF-β en SM-22 y α-SMA (Adam et al., 2000). Por el contrario, no 

se encontró unión de KLF-4 en carótidas no lesionadas. Además, en otro estudio, ratones 
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KLF-4 KO exhibieron una mayor proliferación de neoíntima después de una lesión vascular, 

lo que contribuyó a la reducción de la luz arterial. Estos resultados sugieren que KLF-4 ofrece 

un papel como regulador negativo de la formación de neoíntima (Yoshida et al., 2008). Este 

efecto también se puede observar en células endoteliales no vasculares, en las que, aunque 

KLF-4 no afecta a los marcadores de diferenciación de SMC, regula a la baja la expresión de 

VCAM1 inducida por TNF-α al bloquear el sitio de unión de NF-κB al promotor de VCAM1. 

La expresión de moléculas de adhesión promueve la acumulación de células inflamatorias, 

que de manera similar contribuyen a la formación de neoíntima (Yoshida et al., 2014). 

La aterosclerosis y las fuerzas de cizallamiento asociadas a ella conducen a la ruptura de la 

placa, provocando trombosis o embolia vascular, dando lugar así a la aparición de cardiopatía 

isquémica en cualquiera de sus dos formas clínicas principales: angina o infarto agudo de 

miocardio (IAM) (Pedro-Botet et al., 2020). 

 

1.3.5.2 Infarto al miocardio y remodelación cardíaca  

El infarto de miocardio (IM) es la manifestación clínica principal y más grave de la 

cardiopatía isquémica. El IM consiste en la obstrucción brusca del flujo sanguíneo en las 

principales ramas de las arterias coronarias, que conduce a la isquemia de los cardiomiocitos 

(López et al., 2017). Si no se restablece el aporte sanguíneo, el tejido miocárdico afectado 

sufrirá una disminución del aporte de oxígeno (hipoxia), pasando a un estado de anoxia y 

finalmente de necrosis tisular. Estas condiciones patológicas promueven una transición en la 

expresión génica hacia un fenotipo embrionario, regresando así a la programación cardiaca 

fetal (Dirkx et al., 2013). 

Esto se evaluó en un estudio en el que ocho pacientes fueron tratados con oclusión 

intermitente del seno coronario controlada por presión (PISCO), encontrando factores de 

transcripción morfogénicos cardíacos (GATA4, MEF2C, TBX5 y HAND2) en muestras de 

sangre. Luego, los sueros se cocultivaron con fibroblastos humanos y cardiomiocitos, y se 

encontró una regulación positiva en KLF-4 como resultado de los factores solubles liberados 

(Mohl et al, 2018). Se ha demostrado que KLF-4 promueve la diferenciación de 

miofibroblastos cardíacos y la síntesis de colágeno en la fibrosis cardíaca inducida por 
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angiotensina II, a través de su unión al promotor TGF-β1. Esta interacción activa la vía TGF-

β1/Smad3, aumentando la expresión de actina del músculo liso a. (a-SMA), un biomarcador 

de miofibroblastos, y la secreción de colágeno tipo I y tipo III, lo que contribuye a la 

inducción de un fenotipo proliferativo en los cardiomiocitos (Zhang et al, 2013). 

El infarto de miocardio y sus alteraciones asociadas son la primera causa de insuficiencia 

cardiaca, condición de mal pronóstico, para la que el tratamiento de elección sigue siendo el 

trasplante cardiaco (Jencka, 2021). Dentro de la progresión de la cardiopatía isquémica, el 

músculo dañado, al ser reemplazado por tejido fibrótico, induce cambios geométricos, 

biomecánicos y bioquímicos en el corazón. Inicialmente, este proceso es crucial para prevenir 

la ruptura de la pared ventricular en el período posterior al infarto, sin embargo, una respuesta 

fibrótica exagerada tiene efectos perjudiciales, lo que lleva a una remodelación cardíaca y 

una pérdida progresiva de la función cardiovascular y, por lo tanto, a insuficiencia cardíaca 

establecida (Talman et al. al, 2016). 

KLF-5 se ha identificado previamente como un factor prohipertrófico aumentado tanto en 

pacientes con insuficiencia cardíaca terminal como en ratones con miocardiopatía isquémica. 

Se desconocen los mecanismos exactos en los que KLF-5 es capaz de inducir la hipertrofia 

cardíaca, sin embargo, en un estudio realizado por Hoffman et al, se confirmó que, en ratones 

sometidos a ligadura de la arteria coronaria izquierda, KLF-5 sufrió un aumento de 2 veces 

en expresión a las 24 horas, y 4 veces a las 2 y 4 semanas. Esta regulación positiva de KLF-

5 estuvo acompañada por una reducción en el acortamiento fraccional y la expansión de las 

dimensiones sistólica y diastólica final. Además, al utilizar el inhibidor farmacológico de 

KLF-5, ML264, se observó una mejoría de los parámetros ecocardiográficos, como la 

fracción de eyección, así como una reducción del volumen telediastólico y sistólico, 

ejerciendo un efecto protector frente a la miocardiopatía isquémica (Hoffman et al. al, 2021). 

Además, un grupo de investigación relacionado demostró que KLF-5 puede regular la 

expresión de PPAR-α y, por lo tanto, modificar la oxidación de ácidos grasos (FAO). El 

corazón depende de la FAO para producir ≈70% de su ATP y satisfacer sus demandas 

energéticas (Stanley et al, 2005), este proceso depende transcripcionalmente de PPAR-α, que 

puede ser activado por KLF-5 a través de unión directa al promotor (Drosatos et al, 2016; 

Pol et al, 2015). La ablación específica de miocitos cardíacos de KLF-5 resultó en una 



 36 

disminución de PPAR-α, FAO, niveles de ATP cardíaco y acumulación de triacilglicerol 

(Drosatos et al, 2016). Curiosamente, a pesar de que se suprimió KLF-5, el modelo 

experimental también desarrolló signos de miocardiopatía dilatada, como la reducción del 

acortamiento fraccional y el aumento de las dimensiones internas del ventrículo izquierdo, lo 

que demuestra que una acumulación excesiva de lípidos en el corazón puede conducir a 

dilatación miocardiopatía (Park et al, 2008). Aunque en este estudio se sugirió que la 

miocardiopatía se desarrollaba de manera independiente a KLF, la evidencia reciente muestra 

un vínculo entre KLF-5 y la biosíntesis de ceramida. KLF-5 ha sido propuesto como un 

regulador transcripcional directo de SPTLC1 y SPTLC2 (subunidad 1 y 2 de base de cadena 

larga de serina palmitoiltransferasa [SPT], respectivamente), enzimas involucradas en el paso 

limitante de la velocidad de la síntesis de la ruta de novo de las ceramidas, produciendo 

ceramidas a partir de serina y palmitoil coenzima A (Hoffman et al, 2022; Park et al, 2008). 

Además, en el tema de la miocardiopatía diabética (DbCM), KLF-5 se ha relacionado con el 

estrés oxidativo a través de la regulación positiva de NADPH oxidasa 4 (NOX4), al unirse 

directamente al promotor de NADPH oxidasa 4 e inducir la expresión de NOX4 y conducir 

a la acumulación de superóxido de cardiomiocitos, disminución de la abundancia 

mitocondrial y un cambio en el perfil del lipidoma cardíaco hacia un ambiente rico en 

ceramidas, por lo tanto, contribuyendo a la fisiopatología de DbCM (Kyriazis, et al., 2021). 

 

1.3.5.3 Cardiopatías congénitas 

Existe escasa información que relaciona a los KLFs con defectos de desarrollo. El síndrome 

de Holt-Oram, una enfermedad autosómica dominante caracterizada por defectos en las 

extremidades superiores, malformaciones cardíacas congénitas y enfermedades de la 

conducción eléctrica del corazón, se ha asociado típicamente a mutaciones en TBX5, un 

miembro de la familia de factores de transcripción T-box; sin embargo, nueva evidencia 

muestra que KLF-13 puede jugar un papel patogénico ya que ha sido identificado como un 

modificador genético de TBX5 (McDermott et al, 1993; Darwich et al, 2017). Estos dos 

genes se coexpresan en el miocardio de la almohadilla auriculoventricular, el tabique 

interauricular, el tabique interventricular y las trabéculas ventriculares en etapas tan 

tempranas como E11.5 en el desarrollo embrionario de ratones (Darwich et al, 2017). El 



 37 

análisis de secuencias in silico mostró la conservación de los sitios de unión en el promotor 

Nppa para ambos genes, así como otros varios factores clave de transcripción cardiaca como 

Nppb, Vegfa y Nos3, todos ellos esenciales para el desarrollo del corazón. Para probar la 

existencia de interacción genética entre estos dos factores de transcripción en la morfogénesis 

del corazón, Darwich y cols. crearon un modelo de ratones heterocigotos dobles Tbx5 y 

Klf13, encontrando una relación significativamente menor de masa ventricular izquierda 

sobre peso corporal y defectos del tabique auricular en el 80 % de los ratones. Los patrones 

de expresión génica de los reguladores del desarrollo del corazón (Gata4, Mef2a, Erbb4, 

Vegfc y Myh7, entre otros) también se analizaron en heterocigotos Klf13 o Tbx5 

fisiológicamente normales, así como en los dobles heterocigotos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 9. Malformaciones en extremidades superiores, encontradas en el Síndrome de Holt Oram. Recuperado de: 
"Holt-Oram syndrome: clinical and molecular description of 78 patients with TBX5 variants" (Vanlerberghe et al., 2019). 

 

Los resultados mostraron una regulación al alza en heterocigotos Tbx5 o Klf13, pero similar 

a los niveles de control en los ratones heterocigotos dobles. Estos hallazgos sugieren un 

efecto compensatorio entre la pérdida de Klf13 o Tbx5, pero la incapacidad de activar estas 
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vías compensatorias cuando la disminución simultánea de ambos factores de transcripción 

(Darwich et al, 2017). 

Además, en 2020, Li et al identificaron dos variantes de KLF-13 en pacientes con 

cardiopatías congénitas (CC). Se identificó una transversión de prolina en serina en la 

posición del aminoácido 163 (S156N) en un paciente con atresia de la válvula tricúspide, 

defectos del tabique ventricular y defectos del tabique auricular. Además, se encontró una 

transversión de serina en asparagina en la posición 156 (P163S) en una transposición de 

grandes arterias en un paciente de siete meses. Tanto S156N como P163S se ubicaron en la 

región de la Señal de localización nuclear 1 (NLS1), cerca del dominio de unión al ADN 

KLF-13. La expresión de la variante S156N fue notablemente más alta que la del tipo salvaje 

y tuvo una mayor actividad transcripcional al activar el promotor BNP, lo que sugiere que 

S156N es una mutación de ganancia de función. De lo contrario, con la variante P163S, que 

mostró una expresión similar en comparación con el tipo salvaje, pero con una actividad 

transcripcional más baja. La interacción física con TBX5 también se evaluó mediante 

coinmunoprecipitación. En este estudio, la variante P163S mostró una interacción física 

disminuida con la proteína TBX5. Por el contrario, S156N tenía una capacidad 

significativamente mayor para interactuar con TBX5. Aunque, los autores sugieren que la 

sobreexpresión de KLF-13 asociada a S156N podría estar acompañada de una mayor 

inestabilidad de la proteína, lo que resultaría en un fenotipo de pérdida de función (Li et al, 

2020).  

Resultados similares han sido descritos previamente por Lavallée y cols., donde identificaron 

KLF-13 como un modificador de GATA4, un factor de transcripción clave para los genes del 

péptido natriurético cardíaco NPPA y NPPB. En este estudio, KLF-13 Knockdown provocó 

defectos del tabique auricular, hipotrabeculación y miocardio hipoplásico en embriones de 

Xenopus (Lavallée et al, 2006). Mutaciones en GATA4 han sido reportadas previamente en 

pacientes con Tetralogía de Fallot, aunque aún no se ha establecido una relación directa entre 

KLF-13 y esta condición (Nemer et al, 2006). 

Además, KLF-13 puede interactuar física y funcionalmente con GATA-6, un factor de 

transcripción que se expresa en las células del músculo liso y en los cardiomiocitos (Lavallée 

et al, 2006). Wang y colaboradores en 2020 informaron sobre una nueva variante de pérdida 
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de función de KLF-13, con activación reducida de los promotores GATA-6, GATA-4 y ANP. 

Esta mutación fue identificada en una familia china de tres generaciones, en la que cinco de 

los 18 miembros vivos de la familia tenían ventrículo derecho de doble salida y defectos del 

tabique ventricular (Wang et al, 2020). Otras variaciones en KLF-13 se han relacionado con 

defectos cardíacos congénitos, como el mutante Glu144* KLF13 incapaz de transactivar los 

promotores del gen VEGF-a y ANP, asociado a conducto arterioso permeable y 

comunicación interventricular, así como válvula aórtica bicúspide (Abhinav et al, 2022).  

Por último, KLF-4 se ha relacionado recientemente con el síndrome de Marfan, un trastorno 

hereditario común del tejido conectivo causado por mutaciones en el gen de la fibrilina-1, 

que se caracteriza por características físicas como aumento de la estatura, escoliosis, 

aranodactilia, dislocación del cristalino y trastornos cardiovasculares, incluida la mitral, 

prolapso de válvula y aneurisma aórtico que pueden desencadenar disección aórtica 

(Sponseller et al, 1995; Brown et al, 1975). Usando secuenciación unicelular, Pedroza y cols., 

identificaron KLF-4 como uno de varios genes de expresión enriquecidos en células de 

músculo liso que experimentan una modulación fenotípica hacia fibroblastos, en tejido de 

aneurisma aórtico de un modelo murino del síndrome de Marfan Fbn1C1041G/+ (Pedroza et 

al, 2020). 

Con lo anteriormente expuesto, y considerando la escasa información existente sobre la 

mayoría de los KLF en la fisiopatología cardiovascular, el estudio de estos genes en el 

periodo de reparación tras IAM, es un área de oportunidad que pretendemos evaluar en un 

modelo murino de hipertrofia patológica similar a falla cardíaca postinfarto.  

 

1.4 Isoproterenol en la inducción de patologías cardiovasculares 

El isoproterenol, es el prototipo de fármaco agonista de receptores betaadrenérgicos. Se trata 

de una amina simpaticomimética sintética, estructuralmente relacionada con la adrenalina 

(Osborn, 2008). Sus efectos en el organismo incluyen aumento del gasto cardíaco, 

disminución de las resistencias vasculares periféricas y relajación del músculo liso bronquial 

e intestinal. Entre sus usos terapéuticos se encuentran bloqueos auriculoventriculares, paro 
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cardíaco, broncoespasmo y asma. Sin embargo, al tratarse de un agonista no selectivo, su uso 

en el entorno clínico ha ido disminuyendo, al ser reemplazado por drogas con mayor 

selectividad por receptores betaadrenérgicos individuales (Abel & Rorabaugh, 2007). No 

obstante, en el ámbito científico, el isoproterenol continúa siendo ampliamente utilizado para 

la inducción de patologías cardiovasculares. Además de lo ya descrito, el isoproterenol eal 

ser administrado, ejerce un efecto tanto cronotrópico como inotrópico positivo a nivel 

cardíaco, aumentando la velocidad y la fuerza de contracción del corazón. Esto puede inducir 

un desbalance en el consumo miocárdico de oxígeno, llevando a alteraciones como el infarto 

agudo al miocardio (Shapira-Schweitzer et al., 2009). Estos efectos han motivado la 

utilización del isoproterenol en diversos modelos animales de daño cardiaco, con dosis 

variables (Grimm et al., 1998; Liu et al., 2018; Boarescu et al., 2019; Ali et al., 2020). 

En lo concerniente a la realización de esta investigación, podemos destacar como 

antecedentes los siguientes modelos animales:  

• Grimm y cols., 1998. “Desarrollo de insuficiencia cardiaca tras la administración 

de isoproterenol en la rata: papel del sistema renina-angiotensina”. Utilizando ratas 

de la cepa Sprague-Dawley, se probaron 6 dosis diferentes de isoproterenol: 50, 100, 

150, 200, 250 y 300 mg/kg de peso corporal para determinar la dosis más eficaz que 

indujera un daño miocárdico significativo junto con una tasa de supervivencia 

aceptable. Se encontró que 150 mg/kg era la dosis óptima para lograr estos objetivos 

(Grimm et al., 1998). 

 

• Liu y cols., 2018. “La curcumina alivia la hipertrofia cardíaca y la fibrosis inducida 

por isoproterenol a través de la inhibición de la autofagia y la activación de mTOR”. 

Utilizando ratas de la cepa Sprague-Dawley, indujeron hipertrofia y fibrosis cardíaca 

al administrarles isoproterenol a dosis de 5 mg/kg/día por 7 días (Liu et al., 2018). 

 

• Boarescu y cols., 2019. “Efectos de las nanopartículas de curcumina en el infarto 

de miocardio inducido por isoproterenol”. Desarrollaron un modelo de infarto de 

miocardio en ratas Wistar, utilizando 100 mg/kg de isoproterenol administrados dos 
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veces, con la segunda dosis 24 horas después de la dosis inicial (Boarescu et al., 

2019). 

 

• Ali y cols., 2020. “La importancia de la frecuencia cardíaca en la disfunción 

cardíaca tipo takotsubo inducida por isoproterenol en ratas”. Este grupo de trabajo 

desarrolló un modelo de disfunción cardíaca similar a enfermedad de Takotsubo, 

donde una dosis única de 50 mg/kg de isoproterenol administrada de forma 

intraperitoneal fue suficiente para obtener resultados satisfactorios (Ali et al., 2020).
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2. JUSTIFICACIÓN 

Las enfermedades cardíacas, constituyen uno de los problemas de salud pública más graves 

a los que se enfrentan los Estados Unidos y el mundo en desarrollo. Solo en los Estados 

Unidos, más de 3 millones de personas viven con una afección cardíaca, una estimación ubica 

a un tercio de estos sujetos en la categoría de infarto al miocardio, lo que resulta en más de 

250 000 muertes al año (Mozafarian et al., 2016). En México, de acuerdo con datos 

preliminares del INEGI, en el período de enero a junio 2021 se registraron 113,899 muertes 

asociadas a enfermedades cardíacas, colocándose como la segunda causa de muerte a nivel 

nacional, tan sólo superada por COVID-19 (145,159 defunciones) (Instituto Nacional de 

Estadística Geografía e Informática [INEGI], 2021). Dado que el corazón tiene una capacidad 

regenerativa limitada, cuando éste se lesiona (como en el caso de la interrupción del flujo 

sanguíneo en el infarto), ocurre una serie de respuestas compensatorias, resultando en pérdida 

de cardiomiocitos, remodelación, hipertrofia, y, por último, fibrosis. El infarto al miocardio 

y las alteraciones asociadas a este, son la causa número uno de falla cardíaca, un 

padecimiento de mal pronóstico, para el cual, el tratamiento de elección continúa siendo el 

trasplante cardíaco (Jencka et al., 2021). En la actualidad, la principal restricción para esta 

terapia es el limitado número de donantes potenciales, teniendo en nuestro país, cifras de 

trasplantes por año tan bajas como 25 cirugías en 2021 y tan sólo 9 en 2020 (Centro Nacional 

de Trasplantes [CENATRA], 2021). En este contexto, una estrategia factible es regular al 

alza la maduración de las células cardíacas residuales, para establecer un microambiente 

apropiado para la homeostasis del corazón. Sin embargo, aún en la actualidad, los 

mecanismos moleculares de maduración y diferenciación cardíaca no han sido definidos de 

forma concreta, por lo que proponemos un estudio exploratorio del papel de los KLF en la 

remodelación cardíaca observada en procesos de hipertrofia. Bajo una perspectiva clínica, 

comprender estos procesos aumentará la probabilidad de desarrollar terapias más efectivas, 

al identificar puntos clave en vías de señalización, que puedan en un futuro ser blancos 

terapéuticos para limitar la remodelación, hipertrofia y fibrosis cardíaca, e invariablemente 

ayudar a reducir la incidencia de falla cardíaca. 
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3. HIPÓTESIS 

Los factores de transcripción Krüppel-like están implicados en la hipertrofia patológica 

similar a falla cardíaca postinfarto en el modelo murino. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1.  Objetivo general 

Estudiar la expresión de los factores de transcripción Krüppel-like en un modelo de 

hipertrofia patológica similar a falla cardíaca postinfarto.  

 

4.2.  Objetivos específicos 

 

1. Estandarizar un modelo murino de hipertrofia patológica similar a falla cardíaca 

postinfarto, mediante la inducción con isoproterenol. 

 

2. Cuantificar la expresión génica de factores de transcripción Krüppel-like en un 

modelo murino de hipertrofia patológica similar a falla cardíaca postinfarto.  

 

 

3. Cuantificar la expresión génica de factores de diferenciación cardíaca (Gata4, 

Mef2c y Tbx5) en un modelo murino de hipertrofia patológica similar a falla 

cardíaca postinfarto.  
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Ilustración10. Estrategia experimental general 
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1 Animales de Experimentación 

Todos los experimentos se realizaron empleando ratas de la cepa Wistar (≈ 200 gramos) estos 

fueron alojados en cajas de polimetilmetacrilato, mantenidas a 20 – 24 ° C en una habitación 

con un ciclo luz / oscuridad de 12 horas. El agua y comida (Labdiet5000) estuvo disponible 

ad libitum en la jaula. 

 

6.2  Determinación de la dosis óptima de isoproterenol para inducción de 

hipertrofia cardíaca 

Se manejaron cinco grupos de cuatro ratas cada uno, a los cuales se les administraron las 

siguientes dosis de clorhidrato de isoproterenol (SKU: I5627 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EE. UU.) de forma intraperitoneal: 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg y 85 mg/kg, 

así como también, un grupo control al que se le administró únicamente solución salina. A los 

21 días las ratas fueron sacrificadas y los corazones extraídos de los cuerpos. Éstos fueron 

pesados y medidos, y se seleccionó la dosis mínima que permita el desarrollo de hipertrofia 

con menor mortalidad a lo largo de los 21 días.  

 

6.3  Administración de isoproterenol 

Se administró de forma intraperitoneal la dosis seleccionada de clorhidrato de isoproterenol 

(SKU: I5627 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), disuelta en 0.5 mL de solución 

fisiológica (Cloruro de Sodio al 0.9%) a temperatura ambiente, en dosis única. Al grupo 

control se le administró 0.5 mL de solución fisiológica de forma intraperitoneal en dosis 

única.  
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6.4  Eutanasia por dislocación cervical 

Siguiendo los lineamientos de la NOM-062-ZOO-1999, se toma al animal por la base de la 

cola con una mano para su acomodo y se ubica sobre una superficie donde el animal se 

sostenga. Con los dedos índice y pulgar de la otra mano o bien en su defecto un instrumento 

delgado pero rígido, se coloca este sobre la base del cráneo y se ejerce tracción hacia atrás 

del animal a través de la base de la cola, para ocasionar la dislocación cervical. Los sacrificios 

fueron realizados en los días uno a 21 post-administración de isoproterenol, a intervalos de 

24 horas.  

 

6.5  Cardiectomía: Obtención y almacenamiento de las muestras 

Se accedió al tórax mediante una incisión en T invertida y esternotomía longitudinal. El 

corazón fue liberado pinzando y cortando los grandes vasos de la corona cordis (Ilustración 

7). Se extrajo el corazón del cuerpo de la rata y se tomaron tres muestras del área ventricular 

izquierda. Las muestras fueron suspendidas en 150µL de TRIzol® (Invitrogen; Thermo 

Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) y almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.  

 

6.6  Obtención de primers 

Se obtuvo una lista de primers previamente validados del repositorio Harvard Primer Bank y 

se verificó la especificidad de las secuencias mediante Nucleotide BLAST, bajo las siguientes 

condiciones de búsqueda:  

• Bases de datos: Estándar 

• Organismo: Rattus Norvegicus (taxid:10116) 

• Selección de programa: Algoritmo Blastn 
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6.7  Extracción de ARN total, Retrotranscripción y q-PCR 

El ARN total fue extraído con TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, EE. UU.), según el protocolo del fabricante (Apéndice 1). El ARN fue 

cuantificado midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando Nanodrop 3000 (Thermo Fisher 

Scientific, Inc.). El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado mediante reacción de 

transcripción inversa con 250 μg de ARN total utilizando la transcriptasa inversa del kit 

SuperScript™ VILO™ cDNA Síntesis Kit (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc.) 

(Apéndice 2). El ADNc fue usado como plantilla para la qPCR, que se realizó siguiendo el 

protocolo SYBR-Green® FAST (Thermo Fisher Scientific, Inc.) (Apéndice 3). Las 

condiciones de reacción fueron llevadas a cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante. 

Los niveles de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron utilizados para 

normalizar la expresión de los genes diana. Los niveles de expresión relativa de los genes 

fueron calculados utilizando el método de Pfaffl con eficiencias corregidas.  

 

6.8  Cálculo de eficiencia de primers 

El cálculo de la eficiencia de los primers fue realizado de la siguiente manera: 

Se realizaron diluciones seriadas de ADN complementario a las siguientes concentraciones: 

1000 ng, 200 ng, 40 ng, 8 ng y 1.6 ng. Posteriormente amplificó el ADN complementario 

utilizando primers tanto para el gen de interés como para el control interno (GAPDH). Se 

graficó el CT en el eje y frente a la dilución logarítmica de ADN complementario en el eje 

x, y se determinó la pendiente de la recta. A continuación, la eficiencia de la PCR se calculó 

mediante la ecuación E=10^(-1/m), donde m es la pendiente de la línea y E es la eficiencia. 

Siguiendo las guías del protocolo de Nature “Análisis de datos de PCR en tiempo real 

mediante el método CT comparativo”, las eficiencias de primers en los diferentes genes se 

consideraron lo suficientemente similares cuando se encontraron en un rango de 10% con 

respecto del otro (1.8 a 2.2). 
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 De acuerdo con las guías previamente mencionadas, la eficiencia de la PCR se puede 

aproximar por la forma de la gráfica de amplificación de la PCR. Este tipo de análisis solo 

debe realizarse en los gráficos de amplificación de PCR logarítmicos. Se espera que los 

primers que producen un gráfico de forma casi idéntica tengan una eficiencia similar. 

 

6.9  Cuantificación génica relativa por método de Pfaffl     

La cuantificación génica relativa por método de Pfaffl fue realizada mediante la siguiente 

fórmula: 

 

𝑹𝒂𝒕𝒊𝒐 𝒅𝒆 𝑬𝒙𝒑𝒓𝒆𝒔𝒊ó𝒏 𝒈é𝒏𝒊𝒄𝒂 =  
(𝑬𝑮𝑶𝑰)∆𝑪𝒕𝑮𝑶𝑰

(𝑬𝑯𝑲𝑮)∆𝑪𝒕𝑯𝑲𝑮
 

 

En donde los símbolos tienen los siguientes significados:  

E = Eficiencia de primers 

GOI = Gen de interés 

∆𝑪𝒕 = Diferencia en umbral de ciclos 

∆𝑪𝒕𝑮𝑶𝑰 = Ct control – Ct muestra en gen de interés 

HKG = Gen endógeno  

∆𝑪𝒕𝑯𝑲𝑮 = Ct control – Ct muestra en gen endógeno 

 

6.10 Análisis estadístico  

Los datos recopilados fueron analizaron utilizando el software SPSS versión 17.0 (SPSS, Inc. 

Chicago, IL, EE. UU.). Se realizó comparación de medias con el método de ANOVA de un 

factor y prueba posthoc de Dunnett bilateral. Se consideró significativo un valor de P ≤ 0,05. 
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7. RESULTADOS 

7.1  Determinación de dosis óptima de isoproterenol para inducción de 

hipertrofia cardíaca patológica 

La mortalidad en los grupos en los que se administró isoproterenol a dosis de 70 mg/kg, 75 

mg/kg, 80 mg/kg y 85 mg/kg fue del 100% a las 24 horas, no obstante, se decidió continuar 

el experimento utilizando la dosis de 65 mg/kg, la cual demostró una sobrevida del 100% a 

los 21 días (Tabla 1). Se estandarizó un abordaje quirúrgico para la extirpación del corazón, 

descrito en la Ilustración 11. Se realizaron mediciones de peso y tamaño del corazón desde 

el día uno hasta el día 21 tras la administración de isoproterenol, a intervalos de 24 horas 

(Tabla 2 y 3). 

 

 

Tabla 1. Supervivencia de grupos al día 21.  

Grupo Supervivientes Mortalidad (21 días) 

65 mg/kg 4 0% 

70 mg/kg 0 100% 

75 mg/kg 0 100% 

80 mg/kg 0 100% 

85 mg/kg  0 100% 

Sol. Salina  4 0% 

Ilustración 11. Abordaje Quirúrgico utilizado: Cardiectomía. A) Incisión en “T invertida”. B) Esternotomía longitudinal. 

C) Pinzamiento de grandes vasos a nivel de la corona cordis. D) Corte y extirpación cardíaca. 
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Tabla 2. Resultados de Morfometría cardíaca. 

 

Día Peso 

 corporal (g) 

Peso 

 cardíaco (g) 

Largo 

(mm) 

Ancho (mm) 

1 191 1 14.8 11.1 

245 1 13.6 12 

2 240 1 17.6 12 

184 1 14 9.7 

3 177 1 18.4 10.3 

170 1 18.4 10.9 

4 183 0.8 14.7 12 

170 1 14.5 10 

5 187 0.9 17.1 11.1 

181 0.8 17 10.7 

6 207 0.8 15 12.6 

221 1 18.3 13.7 

7 201 0.8 15.6 12.4 

203 1 17.3 13.6 

8 193 1 16.1 12.7 

199 0.9 12.2 15.2 

9 216 0.8 11.5 10.1 

188 0.7 13.2 12 

10 160 0.8 16.4 12.4 

282 2 18.5 14.8 

11 207 1.1 21.3 12.7 

218 1 20.3 13.7 
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Tabla 3. Resultados de Morfometría cardíaca (Continuación). 

 

 

Día Peso 

 corporal (g) 

Peso  

cardíaco (g) 

Largo  

(mm) 

Ancho (mm) 

12 196 0.9 17.2 13.8 

210 1 17.6 13.2 

13 193 0.8 11.2 16 

178 1 16.8 13.4 

14 221 0.9 15.6 11.4 

192 0.6 13.4 12 

15 166 1 16.3 14.2 

205 1.1 12 17.4 

16 184 1.1 16 12.3 

210 1 18.1 13.7 

17 186 0.7 16.9 12.4 

199 1.2 20.5 16 

18 279 2 20 14 

187 2 19 12 

19 207 2 20 12 

208 2 20.2 16 

20 206 1 17 13.4 

251 2 18 14.5 

21 184 1 10.5 18.8 

175 2 15.3 18 
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Los resultados obtenidos en la morfometría cardiaca fueron graficados como se plasma en la 

Ilustración 12, demostrando un crecimiento estadísticamente significativo al día 21 contra 

el tamaño del corazón control.  

 

Gráfica 1. Crecimiento cardíaco post-administración de Isoproterenol. Comparación de 

medias, ANOVA de un Factor (Post hoc: Dunnet bilateral). N= 42, ***P < 0,001 Día 21 

post-administración de Isoproterenol, frente al control 

 

A continuación, se presenta una ilustración de vista macroscópica del corazón control en 

comparación con el día 21 post-administración de isoproterenol (Ilustración 12).  
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Ilustración 12. Corazón control comparado con corazón del día 21 después de la inducción de daño cardíaco. 
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Adicionalmente, para evaluar el efecto del isoproterenol, se cuantificó por medio de RT-

qPCR la expresión génica del Péptido Auricular Natriurético (ANP) y la cadena pesada de 

miosina alfa (a-MHC), marcadores moleculares de estrés cardíaco e hipertrofia, 

respectivamente (Gráfica 2).  

 

A partir de este punto, el resto de los experimentos fueron realizados con el fin de analizar la 

fase inicial del desarrollo de hipertrofia patológica, yendo desde el día uno hasta el día nueve 

tras la administración de isoproterenol. Para fines de esta tesis, los genes seleccionados para 

análisis fueron KLF-3, KLF-4, KLF-6, KLF-11, KLF-12, KLF-13 y KLF-15, así como 

también, los factores de diferenciación cardíaca previamente mencionados: GATA4, TBX5, 

MEF2C.  

 

 

 

 

 

 

Gráfica 2. QRT-PCR (ANP: estrés cardíaco y α-MHC: hipertrofia) en los corazones de ratones inyectados con 65 

mg/kg de isoproterenol en comparación con controles a los 1 y 3 días. Datos de expresión génica normalizada a 

GAPDH y expresada como media ± SEM. ***P < 0.001 
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7.2  Pares de primers seleccionados 
 

Las secuencias nucleotídicas correspondientes a los pares de primers seleccionados para la 

amplificación por PCR de los factores de transcripción Krüppel-like, así como también, 

factores de reprogramación fetal cardíaca, se presentan en la tabla 4. Se incluyen secuencias 

de primers para todos los KLFs reportados, con el fin de que puedan ser utilizados en 

proyectos posteriores de la misma línea de investigación. 

Tabla 4. Listado de primers. 

  PRIMERBANK 

ID 

FORWARD 

5´- 3´ 

REVERSE 

5´- 3´ 

KLF-1 6754454a1 AGACTGTCTTACCCTCCATCAG GGTCCTCTGATTTCAGACTCAC 

KLF-2 6680580a1 CTCAGCGAGCCTATCTTGCC CACGTTGTTTAGGTCCTCATCC 

KLF-3 6680582a1 GAAGCCCAACAAATATGGGGT GACAAGGAAACCATGAGAGG 

KLF-4 6754456a1 GTGCCCCGACTAACCGTTG TCGTTGAACTCCTCGGTCT 

KLF-5 31981873a1 CCGGAGACGATCTGAAACACG  GTTGATGCTGTAAGGTATGCCT 

KLF-6 26343563a1 GTTTCTGCTCGGACTCCTGAT TTCCTGGAAGATGCTACACATTG 

KLF-7 31981436a1 TCCACGACACCGGCTACTT GGGAGCAGCAAGGGGTCTA 

KLF-8 146198805c1 TGGTTCGATGCAGGTATTCAAA AACAGAGCTGGGTTCTCCATT 

KLF-9 31542239a1 GCCGCCTACATGGACTTCG  GCCGTTCACCTGTATGCAC 

KLF-10 26335693a1 ATGCTCAACTTCGGCGCTT CGCTTCCACCGCTTCAAAG 

KLF-11 23510267a1 CATGGACATTTGTGAGTCGATCC CCTTTGGTAGATCAGGTGCAG 

KLF-12 118130075c2 CAAGGGTCTCCAAACGTCCAC TGATCTACAGGCAATGAGTCC 

KLF-13 ---  GATGGGAATGTCCCTGTGGG  CTCACCAGGCTCTCTGTTGG  

KLF-14 205360919c1 CTCCGTGTGCCTCAACAAGCTGC CAGGCGCACCCAGGATAGC 

KLF-15 12963561a1 GAGACCTTCTCGTCACCGAAA GCTGGAGACATCGCTGTCAT 

KLF-16 17505216a1 ATCCTGGCCGATCTGAGAGG GTGCGAAGACTTGTAATAGGCT  

KLF-17 88853590c3     TTCCCGTGGAGTCTCAGTGAT GGAGTGCAACATCTGATC(A)CATA 

GATA4 6679953a1 CCCTACCCAGCCTACATGG ACATATCGAGATTGGGGTGTCT 

MEF2C 13384624a1 ATGCCATCAGTGAATCAAAGGAT GTGGTACGGTCTCCCAACT  

TBX5 229577242c3 AATGGTCCGTAACTGGCAAAG GGATAATGTGTCCAAACGGGTC 

 

 

7.3  Extracción de ARN total y cuantificación por Espectrofotometría 

UV-Vis con Nanodrop 2000.  
 

ARN total de tejido cardíaco fue extraído utilizando el método Trizol-Cloroformo siguiendo 

el protocolo del fabricante. El ARN fue cuantificado por medio de Espectrofotometría UV-

Vis utilizando el equipo Nanodrop 2000. De igual forma se evaluaron parámetros de pureza, 
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procurando que la relación 260/280 se mantuviera en rangos de aproximadamente 2.0. A 

continuación, se presenta una imagen representativa de los espectros de absorción obtenidos 

(Ilustración 13):  

 

 

 

 

 

 

7.4  Retrotranscripción de ARN 

El ARN total fue retrotranscrito usando el kit SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis. El 

ARN fue cuantificado por medio de Espectrofotometría UV-Vis utilizando el equipo 

Nanodrop 2000. De igual forma se evaluaron parámetros de pureza, procurando que la 

relación 260/280 se mantuviera en rangos mayores a 1.8. A continuación se presenta una 

imagen representativa de los espectros de absorción obtenidos (Ilustración 14):  

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 13. Espectro de Absorción de ARN total de muestra de corazón control. 

Ilustración 14. Espectro de Absorción de DNA complementario de muestra de corazón, de 2 días posteriores a la 
administración de isoproterenol. 
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7.5  Cálculos de eficiencia de primers 

A continuación, se presentan algunas de las curvas de calibración utilizadas para los 

cálculos de eficiencia de primers. 

 

 

Tabla 5. Eficiencia de primers para el 

gen GAPDH. 

 

Gráfica 3. Eficiencia de primers para el gen GAPDH. 

 

 

Tabla 6. Eficiencia de primers para 

el gen KLF-6. 

 

Gráfica 4. Eficiencia de primers para el gen KLF-6. 

 

Tabla 7. Eficiencia de primers para 

el gen KLF-12. 

 

 

Gráfica 5. Eficiencia de primers para el gen KLF-12. 

 

  GAPDH 

Pendiente -3.856 

-1/Pendiente 0.259336099 

Eficiencia 1.81692123 

 KLF-6 

Pendiente -3.7406 

-1/Pendiente 0.267336791 

Eficiencia 1.850703264 

 KLF-12 

Pendiente -3.7609 

-1/Pendiente 0.265893802 

Eficiencia 1.844564313 
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Tabla 8. Eficiencias de primers 

para el gen KLF-15. 

 

 

 

Los resultados de las curvas de calibración restantes se resumen en la tabla 9.  

 

Tabla 9. Resultados del cálculo de eficiencia de primers. 

GEN Pendiente E E% 

GAPDH -3.856 1.82 81.69% 

GATA4 -3.3788 1.97 97.68% 

MEF2C -3.7626 1.84 84.41% 

TBX5 -4.205 1.73 72.91% 

NPA -3.7181 1.86 85.76% 

a-MHC -3.8936 1.81 80.65% 

  KLF-3 -3.8036 1.83       83.12% 

KLF-4 -3.8884 1.811 81.10% 

KLF-6 -3.7406 1.85 85.07% 

KLF-11 -3.6674 1.87 87.36% 

KLF-12 -3.7805 1.845 84.46% 

KLF-13 -3.7994 1.83 83% 

KLF-15 -3.5714 1.901 90.12% 

 

 

  KLF-15 

Pendiente -3.5839 

-1/Pendiente 0.279025642 

Eficiencia 1.90119053 

Gráfica 6. Eficiencia de primers para el gen KLF-15. 
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7.6  PCR en tiempo real 

Se realizó PCR en tiempo real utilizando el kit de mezcla maestra Fast SYBR™ Green. La 

corrida de la placa de reacción fue realizada en el equipo 7500 Fast Real time PCR (Applied 

Biosystems) siguiendo las condiciones de reacción universales sugeridas por el fabricante 

(Apéndice 3). 

 

A continuación, se presentan algunas de las curvas de disociación obtenidas tras la 

amplificación de los fragmentos de los genes de los factores de transcripción Kruppel-like, 

factores de reprogramación embrionaria y GAPDH:  

 

 

 

 

Ilustración 15. Curva de disociación de KLF-2. Ilustración 16. Curva de disociación de KLF-3. 
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Ilustración 17. Curva de disociación de KLF-4. Ilustración 18. Curva de disociación de KLF-6. 

Ilustración 19. Curva de disociación de KLF-7 Ilustración 20. Curva de disociación de KLF-11 
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Ilustración 21. Curva de disociación de KLF-12 Ilustración 22. Curva de disociación de KLF-13 

Ilustración 23. Curva de disociación de KLF-15 Ilustración 24. Curva de disociación de KLF-17 
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Ilustración 25. Curva de disociación de GAPDH Ilustración 26. Curva de disociación de GATA4 

Ilustración 27. Curva de disociación de MEF2c Ilustración 28. Curva de disociación de TBX5 
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7.7 Resultados de Expresión Génica Relativa 
 

Utilizando el método de Pfaffl fue posible realizar el análisis de la expresión génica relativa 

con corrección de eficiencia de primers. Como se mencionó previamente, el análisis se centró 

en la fase inicial del desarrollo de la hipertrofia patológica, yendo desde el día uno hasta el 

día nueve tras la administración de isoproterenol. Los resultados obtenidos fueron graficados 

comparándose contra el animal de experimentación control, al cual se le administró 

únicamente solución salina, utilizando como prueba estadística una comparación de medias, 

ANOVA de un Factor (Post hoc: Dunnet bilateral). Cada grupo consistió en un animal de 

experimentación y cada experimento fue realizado por triplicado.  
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Gráfica 7. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 
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Estos resultados se presentan en las Gráficas 7 - 16 y serán discutidos en segmentos 

posteriores de este escrito.  

Durante los primeros días después del daño cardíaco, se detectó un aumento significativo en 

la actividad génica del gen KLF-3, alcanzando niveles casi dos veces superiores al tercer día 

en comparación con el grupo de control. Sin embargo, a partir del cuarto día y hasta el noveno 

día, se observó una disminución en la expresión de este gen, que se mantuvo suprimida 

(Gráfica 7). 
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Gráfica 8. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 
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En el contexto del gen KLF4, se pudo apreciar una marcada elevación en su nivel de 

expresión relativa normalizada a GAPDH durante los días 2 y 3 del estudio. Se observó un 

aumento estadísticamente significativo en la expresión relativa de KLF-4, logrando un 

incremento de 1.7 veces en el día 2 y de 2.8 veces en el día 3, en comparación con el grupo 

de control, luego de la administración de isoproterenol (Gráfica 8).  
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Gráfica 9. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 

 

En relación con el gen KLF-6, se evidenció un incremento significativo en su expresión 

relativa durante el segundo día, y de forma aún más pronunciada en el tercer día, donde se 
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observó un aumento de hasta 2.4 veces en comparación con el grupo de control. 

Posteriormente, se observó que los niveles de expresión se mantuvieron estables, sin 

diferencias significativas con respecto al grupo de control (Gráfica 9). 
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Gráfica 10. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 

 

En el contexto del gen KLF-11, se registró un comportamiento fluctuante en términos de su 

expresión durante el transcurso del estudio. Específicamente, se ha observado un aumento 

estadísticamente significativo en la expresión de KLF-11 a partir del tercer día, el cual 

muestra una tendencia ascendente gradual hasta alcanzar puntos máximos en los días 5 y 6.  

Durante el quinto día, se ha registrado un aumento significativo de 2.96 veces en la expresión 

de KLF-11 en comparación con el grupo de control. Posteriormente, en el sexto día, se ha 
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observado un aumento aún mayor en la expresión de KLF-11, alcanzando un valor de 3.05 

veces superior al grupo de control. No obstante, se destaca que, al alcanzar este pico de 

máxima expresión, se ha observado una tendencia descendente en la expresión relativa de 

KLF-11, en comparación con el control (Gráfica 10). 
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Gráfica 11. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 

 

 

Con relación al gen KLF-12, se ha evidenciado un patrón notable en términos de su expresión 

a lo largo de todo el período estudiado. Específicamente, se ha encontrado un aumento 

estadísticamente significativo en la expresión de KLF-12, alcanzando niveles que 
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prácticamente se duplican en cada uno de los días analizados, en comparación con su 

expresión en el animal de experimentación control (Gráfica 11). 
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Gráfica 12. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 

 

Respecto al gen de KLF-13, se han observado cambios significativos en su expresión a lo 

largo del período de estudio, destacando incrementos notables en puntos específicos. En 

particular, se han identificado aumentos más pronunciados en los días 3 y 8 después del 

insulto cardiaco, en comparación con el grupo de control. Durante el día 3, se ha evidenciado 

un aumento estadísticamente significativo en la expresión de KLF-13, llegando a alcanzar un 

incremento de aproximadamente 3.8 veces en comparación con el grupo de control.  
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Asimismo, en el día 8, se ha observado otro incremento significativo en la expresión de KLF-

13, con un aumento de aproximadamente 4.7 veces en comparación con el grupo de control 

(Gráfica 12). 
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Gráfica 13. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 

 

En el contexto del gen KLF-15, se ha identificado un incremento significativo y 

prácticamente progresivo en su expresión a lo largo del período de estudio. Específicamente, 

se ha observado un aumento constante en la expresión de KLF-15 a partir del día cinco, 

alcanzando su punto máximo en el día ocho, donde llega a expresarse casi tres veces más con 

respecto al control (Gráfica 13). 
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En el contexto del gen Gata4, se ha observado un incremento significativo en la expresión de 

Gata4 a partir de las 8 y 24 horas posteriores a la inducción del daño, según se muestra en la 

Gráfica 14.  

Este aumento en la expresión génica de Gata4 fue casi progresivo en la mayoría de los puntos 

analizados a lo largo del período de estudio. Específicamente, se ha observado un incremento 

gradual en la expresión de Gata4, alcanzando niveles casi cuatro veces más elevados en los 

días ocho y nueve, en comparación con los niveles de expresión en el grupo de control. 
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Gráfica 14. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 
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Durante el transcurso del estudio, se pudo determinar que el gen Mef2c experimentó un 

patrón de expresión a lo largo de los días de análisis.  

Llama la atención que, al igual que en el gen Gata4, el gen Mef2c alcanzó su punto máximo 

de expresión en el noveno día de seguimiento. En este punto, los niveles de expresión de 

Mef2c se elevaron aproximadamente 2.5 veces en comparación con el grupo de control 

(Gráfica 15). 
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Gráfica 15. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 
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En el contexto del gen Tbx5, se realizaron interesantes observaciones en cuanto a su perfil 

de expresión a lo largo del tiempo. Durante los primeros cinco días posteriores a la 

administración de isoproterenol, se mantuvo una expresión relativamente estable de Tbx5, 

sin grandes variaciones en comparación con el grupo de control. Sin embargo, a partir del 

quinto día, se observó un incremento casi progresivo en su expresión, que continuó de manera 

ascendente hasta alcanzar su punto máximo alrededor del noveno día. Al llegar al noveno 

día, la expresión relativa de Tbx5 experimentó un notable incremento, aproximadamente 

triplicando su nivel en comparación con el grupo de control (Gráfica 16). 
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Gráfica 16. Datos de expresión génica normalizada a GAPDH y expresada como media ± 

SEM. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0,001 frente al control. 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1  Expresión génica relativa de KLF-3 

 

En relación con los resultados obtenidos, se observó un incremento significativo en la 

expresión del gen KLF-3 durante los primeros días posteriores al daño cardíaco, alcanzando 

casi el doble en el tercer día en comparación con el grupo de control. Sin embargo, dicha 

expresión disminuyó y se mantuvo suprimida del cuarto al noveno día (Gráfica 6). En 

estudios previos se ha identificado que KLF-3 se expresa principalmente en células eritroides, 

donde desempeña la función de reprimir genes innecesarios para la eritropoyesis (Funnell et 

al., 2012). En el contexto cardíaco, existe un único estudio que ha demostrado una relación 

entre KLF-3 y el tejido cardíaco, el cual data del año 2013. En este estudio, se encontró que 

una variante con pérdida de función de KLF-3 se asoció con alteraciones en el desarrollo del 

corazón, tales como el engrosamiento de las valvas aórticas y, de forma relevante para este 

proyecto, un marcado crecimiento biventricular (Kelsey et al., 2013). Estos hallazgos 

sugieren que, en nuestro modelo, una menor expresión de KLF-3 podría contribuir al 

desarrollo de hipertrofia cardíaca, de manera similar a lo observado en la variante con pérdida 

de función. 

En cuanto al incremento en la expresión de KLF-3 en el tercer día después de la inducción 

del daño cardíaco, si esto se correlaciona con la historia natural de la reparación postinfarto 

(Ilustración 1), podemos observar que el pico de máxima expresión de este factor se 

encuentra dentro de lo que se conoce como la fase inflamatoria de reparación, donde se 

produce la secreción de mediadores proinflamatorios (Ferrini et al., 2019). En este punto, se 

presume que KLF-3 podría regular este proceso inflamatorio, puesto que en estudios previos 

se ha demostrado que KLF-3 es capaz de reprimir al factor de transcripción p65 (RELA), una 

subunidad del complejo proteico factor nuclear kappa-B (NF-κB), y de esta forma, suprimir 

la expresión de genes proinflamatorios inducidos por esta vía, entre los que destacan el Factor 

de Necrosis Tumoral (TNF) e Interleucinas 6, 1B, 1A, entre otros (Knights et al., 2020).  
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8.2  Expresión génica relativa de KLF-4 

 

En el caso específico de KLF4, se pudo observar un incremento significativo en la expresión 

relativa normalizada a GAPDH durante los días 2 y 3 del estudio (Gráfica 7). KLF4 es 

ampliamente reconocido como uno de los factores de transcripción Krüppel-like más 

estudiados y relevantes, ya que forma parte de los 4 factores de Yamanaka utilizados para la 

inducción de pluripotencialidad en células somáticas (Takahashi y Yamanaka, 2006). 

Hasta la fecha, se ha avanzado considerablemente en la comprensión de las diversas vías de 

señalización y genes que son regulados por KLF4, siendo uno de ellos el importante factor 

de transcripción p53. Estudios previos han revelado que KLF4 es capaz de ejercer una 

influencia inhibidora sobre las proteínas p53 y BAX en el contexto de daño al ADN causado 

por radiación ultravioleta, lo que resulta en la detención del proceso apoptótico (Ghaleb et 

al, 2017). 

Si relacionamos estos resultados con la historia natural de la reparación postinfarto, podemos 

destacar una característica esencial de la fase inflamatoria, la cual implica la muerte de 

cardiomiocitos (Ferrini et al., 2019) (Ilustración 1). Es en este contexto que el aumento en 

la expresión de KLF4 en el tercer día adquiere relevancia, sugiriendo que KLF4 podría actuar 

como un mecanismo compensatorio contra la muerte de cardiomiocitos. Este hallazgo 

plantea la posibilidad de que KLF4 desempeñe un papel protector en la respuesta inflamatoria 

y en la preservación de la integridad cardíaca durante la fase inicial de la reparación 

postinfarto. 

 

 

8.3  Expresión génica relativa de KLF-6 

 

En cuanto al gen KLF-6, se encontró un aumento en la expresión relativa en el segundo día 

y de manera más marcada en el tercer día, para luego mantenerse en niveles similares al 

grupo de control (Gráfica 8).  
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KLF-6 se ha descrito típicamente como un gen supresor tumoral, que se ha encontrado 

inactivo en cánceres como el colorrectal y de próstata (Huang et al., 2008). Sin embargo, en 

el hígado, se ha observado que KLF-6 se regula al alza de manera importante en las células 

estrelladas hepáticas, lo que sugiere un papel como regulador de la fibrosis en este órgano, 

posiblemente por su capacidad de transactivar el promotor de colágena 1 alfa 1 (COL1α1) 

(Ratziu et al., 1998).  

En relación con el tejido cardíaco, existe un único reporte que demuestra que la deleción 

heterocigota de KLF-6 resulta en una reducción del tejido fibrótico en un modelo de fibrosis 

cardíaca inducida por la infusión de Angiotensina durante 14 días. En dicho estudio, se 

demostró que KLF-6 tiene como objetivo directo a la Trombospondina 4 (TSP4), y que la 

deleción heterocigota de KLF-6 se asoció con una sobreexpresión de TSP4 y una reducción 

en los marcadores de activación de los fibroblastos en dicho modelo (MMP9, TGFB1, CTGF, 

COL1A, entre otros) (Sawaki et al., 2015). Por lo tanto, en dicho estudio se sugiere que KLF-

6 desempeña un papel como regulador de la fibrosis cardíaca, no obstante, en nuestro modelo 

de hipertrofia, solo se encontró una sobreexpresión de KLF-6 en los días 2 y 3, durante la 

fase inicial de la reparación cardíaca. 

 

 

8.4  Expresión génica relativa de KLF-11 

 

En relación con KLF-11, se ha observado un incremento estadísticamente significativo en su 

expresión a partir del tercer día del estudio, el cual se incrementa de manera gradual hasta el 

sexto día, para luego disminuir (Gráfica 9). Estos resultados contrastan con el único estudio 

realizado hasta la fecha sobre el papel de KLF-11 en el miocardio dañado, donde se demostró 

que la inducción de insuficiencia cardíaca mediante métodos farmacológicos (Infusión con 

Angiotensina II o con Isoproterenol) y quirúrgicos (Constricción de la aorta transversa) se 

asoció con la subexpresión de este factor (Zheng et al., 2014). 

Sin embargo, es importante destacar que, en el estudio anteriormente mencionado, los niveles 

de ARNm y proteína de KLF-11 solo fueron cuantificados en el día 28, en el contexto de una 

insuficiencia cardíaca ya establecida. Este hecho puede explicar las diferencias encontradas 
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en nuestro modelo de estudio, ya que se están analizando los cambios en la expresión de 

KLF-11 únicamente durante la fase temprana de la reparación. Es posible que la variación en 

los resultados se deba a las diferencias en los momentos de muestreo y en los estados 

fisiopatológicos evaluados.  

 

 

8.5  Expresión génica relativa de KLF-12 

 

En el caso de KLF-12, se ha encontrado un incremento estadísticamente significativo en su 

expresión a lo largo de todos los días del estudio, llegando a duplicarse prácticamente en cada 

uno de ellos (Gráfica 10). A pesar de estos hallazgos, hay que destacar que, hasta el 

momento, no se le ha atribuido una función fisiológica específica a KLF-12 ni tampoco a 

otros miembros de la familia KLF, como KLF-17 y KLF-18 (Pollak et al., 2018). 

La falta de conocimiento sobre la función precisa de KLF-12 ha generado un interés 

científico para comprender mejor su papel en diversos procesos biológicos. Aunque la 

información disponible es limitada, se han realizado investigaciones en contextos patológicos 

como el cáncer de ovario, donde se ha observado que el microARN-141 promueve la 

resistencia a la anoikis (muerte celular desencadenada por la pérdida de contacto con la 

matriz extracelular) y la progresión metastásica al reprimir la expresión de KLF-12. Esta 

represión a su vez permite la transcripción de la Survivina, un inhibidor de la apoptosis (Mak 

et al, 2017). 

 Es importante mencionar que, en este estudio específico, se atribuye un efecto proapoptótico 

a KLF-12, lo que implica un posible papel en el control de la muerte celular programada. Sin 

embargo, en el contexto de las enfermedades cardiovasculares, el papel exacto de KLF-12 

aún sigue siendo desconocido y requiere de investigaciones adicionales. 
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8.6  Expresión génica relativa de KLF-13 

 

En cuanto a KLF-13, se encontró un aumento estadísticamente significativo en su expresión 

en varios puntos analizados, con incrementos más pronunciados en el día 3 y día 8 después 

del insulto cardiaco (Gráfica 11). 

A diferencia de KLF-4, KLF-13 fue descrito inicialmente como una proteína pro-apoptótica 

que inhibe BCL-XL, proteína que retrasa o detiene la muerte celular. Esto se observó en un 

modelo murino knock-out para KLF-13, donde se encontró un aumento en el tamaño del bazo 

debido a una mayor sobrevida de los esplenocitos (Zhou, 2007). Resultados similares se han 

observado en tejido cardiaco infartado mediante ligadura de la arteria coronaria izquierda, 

donde se observó un aumento en la muerte celular en ensayos de túnel y un mayor porcentaje 

de tejido fibrosado al inhibir la degradación de KLF-13 en el día 3 (Bayoumi et al., 2018). 

Comparando con nuestros resultados, podemos inferir que el aumento de KLF-13 en el día 

3, a diferencia de KLF-4, promueve la muerte de cardiomiocitos. 

Adicionalmente, KLF-13 colabora con GATA-4 para activar los péptidos natriuréticos A y 

B, los cuales son marcadores de estrés patológico que promueven la secreción de TNF-α, 

NF-κB e IL-1β (Lavallée et al., 2006). Considerando la historia natural de la enfermedad, el 

día de máxima expresión de KLF-13, que fue el día 8, coincide con la fase proliferativa de la 

reparación postinfarto, la cual se caracteriza por la secreción de mediadores proinflamatorios 

(Ferrini et al., 2019). Por lo tanto, se sugiere que KLF-13 podría tener un efecto 

proinflamatorio indirecto, a través de la regulación del Péptido Auricular Natriurético. 

 

 

8.7  Expresión génica relativa de KLF-15 

 

En relación con KLF-15, se ha observado un incremento casi progresivo en su expresión a 

partir del día cinco, alcanzando su punto máximo en el día ocho (Gráfica 12). 
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KLF-15 desempeña un papel crucial como factor regulador durante el desarrollo natural del 

corazón. Durante el período embrionario, se encuentra inactivo, pero experimenta un 

aumento drástico en su expresión en los primeros días después del nacimiento, donde 

funciona como un antagonista de la hipertrofia patológica (Prodoscimo et al., 2014). Uno de 

los mecanismos clave mediante los cuales KLF-15 ejerce su función es a través de la 

represión directa de los factores de transcripción MEF2 y GATA4. KLF-15 bloquea las 

regiones de unión al ADN de estos factores, impidiendo así su actividad transcripcional y su 

implicación en la hipertrofia cardiaca patológica. Además, KLF-15 inhibe la interacción del 

factor de respuesta al suero con su coactivador, la miocardina. Esta inhibición conduce a una 

disminución en la expresión de genes relacionados con el crecimiento cardiaco y la fibrosis 

(Prodoscimo et al., 2014). 

El aumento observado en la expresión de KLF-15 en nuestro estudio podría ser interpretado 

como un intento del organismo de limitar la remodelación patológica del miocardio dañado. 

Es posible que este incremento en KLF-15 sea una respuesta adaptativa destinada a 

contrarrestar los efectos perjudiciales de la hipertrofia cardiaca y la fibrosis excesiva. Estos 

hallazgos respaldan la importancia de KLF-15 como un regulador crítico en la homeostasis 

cardiaca y la respuesta al daño cardíaco.  

 

 

8.8  Expresión génica relativa de GATA-4 

 

En relación con el gen Gata4, se observó un incremento significativo en la expresión génica 

a partir de las 8 y 24 horas posteriores a la inducción del daño (Gráfica 13). Este aumento 

fue progresivo en la mayoría de los puntos analizados, alcanzando casi cuatro veces más 

expresión en los días ocho y nueve. Después de experimentar un estímulo hipertrófico 

inducido por el infarto, el corazón responde activando la cascada de señalización de la 

quinasa MAPK. Como resultado, se produce una fosforilación significativa de Gata4, lo cual 

favorece la transcripción de genes pro-hipertróficos (Tenhunen et al., 2004). Gata4 es un 

factor de transcripción que regula directamente la expresión de varios genes específicos del 

corazón, como el gen de la cadena pesada de miosina alfa (Myh6), la troponina C (Tnnc1), 
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la troponina I (Tnni3), los péptidos natriuréticos A y B (Nppa y Nppb, respectivamente), así 

como genes relacionados con el transporte de iones, como el intercambiador de sodio-calcio 

cardíaco (Slc8a1) (Dirkx et al., 2013). Estudios anteriores en modelos murinos han 

demostrado que la sobreexpresión específica de Gata4 puede inducir hipertrofia cardiaca, 

como lo evidenció Liang et al. (2001), quienes utilizaron animales transgénicos capaces de 

expresar Gata4 2.5 veces más que los individuos salvajes y observaron un aumento del área 

superficial de los cardiomiocitos de más del doble en comparación con el grupo de control. 

 

 

8.9  Expresión génica relativa de MEF2C 

 

El gen Mef2c alcanzó su punto máximo de expresión en el noveno día, con niveles 

aproximadamente 2.5 veces más altos que el grupo de control (Gráfica 14). 

Mef2c desempeña un papel crucial en la regulación de procesos similares a Gata4 en el 

corazón. Es responsable de la regulación de genes cardíacos implicados en la contracción y 

el crecimiento del corazón. Algunos de estos genes incluyen el gen de la creatinina cinasa 

muscular (Ckm), la cadena pesada de miosina isoforma alfa (Myh6), la cadena ligera de 

miosina 1 y 2 (Myl1 y Myl2, respectivamente), la actina alfa esquelética (Acta1), la troponina 

T (Tnnt2) y la ATPasa 1 de calcio del retículo sarcoplásmico (Atp2a2), entre otros (Dirkx et 

al., 2013). 

Estudios previos realizados en modelos murinos de hipertrofia inducida por sobrecarga de 

presión han demostrado que el silenciamiento de Mef2c mediante ARN de interferencia 

puede atenuar significativamente el crecimiento cardíaco hipertrófico. Esto se refleja en una 

disminución en el diámetro de los miocitos y en una reducción de la cantidad de fibras de 

colágeno secretadas en la matriz extracelular (Pereira et al., 2009). Estos hallazgos confirman 

el papel importante de Mef2c en la hipertrofia cardiaca y su implicación en la respuesta 

adaptativa del corazón ante el estrés. 
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8.10 Expresión génica relativa de TBX5 

 

En relación con el gen Tbx5, se observó una expresión estable hasta el quinto día, a partir del 

cual comenzó a aumentar de forma progresiva, alcanzando su punto máximo alrededor del 

noveno día después de la administración de isoproterenol. En comparación con el grupo de 

control, la expresión relativa de Tbx5 casi se triplicó en este punto (Gráfica 15). 

Al igual que los genes Gata4 y Mef2c, Tbx5 desempeña un papel crucial en la regulación de 

genes importantes para el desarrollo y la conductividad cardiaca. Algunos de los genes que 

se sabe que son regulados por Tbx5 incluyen Nppa, el factor de respuesta al suero (Srf) y la 

conexina 40 (Cx40), entre otros (Ng et al., 2002). 

Estudios anteriores realizados en modelos de hipertrofia inducida por angiotensina II han 

demostrado que el silenciamiento de Tbx5 conduce a una considerable disminución en el 

tamaño de los cardiomiocitos. Además, se observó una reducción en la expresión génica de 

factores relacionados con el estrés y la hipertrofia cardiaca, como Nppa y la isoforma beta de 

la cadena pesada de miosina (Myh7), respectivamente (Wang et al., 2017). 

Estos hallazgos sugieren que el incremento observado en la expresión de Tbx5 en nuestro 

estudio puede estar relacionado con la respuesta compensatoria del corazón frente al daño y 

el estrés cardíaco. Tbx5 desempeña un papel crucial en la regulación de genes involucrados 

en el crecimiento y la función del corazón, y su aumento de expresión podría ser un 

mecanismo adaptativo para promover la función cardíaca normal. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 

• En este estudio se encontró que las dosis de Clorhidrato de Isoproterenol mayores de 65 

mg/kg fueron letales en nuestro modelo animal, sin embargo, esta cantidad fue suficiente 

para inducir crecimiento cardíaco. Adicionalmente, la administración de isoproterenol 

indujo la elevación de marcadores tanto de hipertrofia, como de estrés cardíaco. 

 

• Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los patrones de expresión 

génica de los diferentes KLFs en el modelo murino de hipertrofia patológica en 

comparación con el control. 

 

 

• La inducción de insulto cardiaco con isoproterenol permitió la reactivación de un 

programa de genes fetales cardíacos (Gata4, Mef2c, Tbx5), los cuales son capaces de 

activar la transcripción de genes pro-hipertróficos.  

 

A continuación, se presenta un resumen gráfico de los posibles efectos atribuidos a los 

diferentes KLFs, a lo largo de la historia natural de la reparación cardíaca (Ilustración 29).  
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10. RESUMEN GRÁFICO

Ilustración 29. Resumen gráfico. Posibles funciones atribuidas a los KLFs analizados. 
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11. PERSPECTIVAS 

En el futuro, con el fin de complementar este trabajo de investigación, se sugiere la 

realización de cortes histológicos del tejido cardíaco, así como también, evaluar fases 

posteriores de la enfermedad. De igual forma, sería interesante cuantificar marcadores 

moleculares de fibrosis e inflamación, y realizar inmunohistoquímica de los productos 

proteicos de los genes diana de los distintos KLFs.  

Ya se ha iniciado el trabajo referente al análisis morfológico del tejido cardíaco, en conjunto 

con el Maestro en Ciencias Víktor Javier Romero Díaz, perteneciente al Departamento de 

Histología de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, con 

quien se colabora para la realización de tinciones de Hematoxilina y Eosina y Tricrómico de 

Masson (Figura 30). 

 

Ilustración 30. Corte histológico de corazón control en tinción de Tricrómico de Masson 300x. 
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De igual forma, hemos iniciado el estudio de fases posteriores al noveno día después de la 

administración de isoproterenol, incluyendo una gama más amplia de KLFs, marcadores de 

inflamación y fibrosis, así como también, genes relacionados a canales iónicos cardíacos, 

involucrados en el proceso de contracción (Gráfica 17 y 18).  
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GATA4               
MEF2C               
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KLF3               
KLF8               
KLF12                           

KLF5               
KLF6               
KLF7               
KLF2               
KLF4               
KLF1                           

KLF9               
KLF14               
KLF16               
KLF10               
KLF11                           

KLF15               
KLF17                           

COL 1               
IL1B               
IL6               

 

Gráfica 17. Expresión génica relativa cardíaca de factores de diferenciación, KLFs, Colágena 1 

 y citocinas proinflamatorias tras la administración de isoproterenol. 
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14. APÉNDICES 

13.1 Extracción de ARN con método de Trizol-Cloroformo 

 

1. Homogenizar tejido con taladro y brocas estériles. 

2. Añadir 150 uL de trizol, posteriormente congelar por 2hrs a -80 °C. 

EN ESTE PUNTO LAS MUESTRAS PUEDEN SER ALMACENADAS A 4°C 

TODA LA NOCHE O A -20°C HASTA POR 1 AÑO. 

3. En muestras con alto contenido de grasa centrifugar el lisado por 5 minutos a 12,000 x G 

a 4°C, trasferir el supernadante a un nuevo tubo. Incubar por 5 minutos.  

4. Añadir 200uL de cloroformo, mezclar por agitación e incubar 2 minutos.  

5. Centrifugar la muestra por 15 minutos a 12,000 G a 4°C. 

6. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo.  

7. Añadir 500 uL de isopropanol a la fase acuosa e incubar 10 minutos a 4°C. 

8. Centrifugar por 10 minutos a 12,000 G a 4°C. Se formará un precipitado blanco en el 

fondo del tubo.  

9. Descartar el supernadante con una micropipeta. 

10. Resuspender el sedimento en 1 mL de etanol al 75%. 

EN ESTE PUNTO EL ARN PUEDE SER ALMACENADO POR LO MENOS 

1 AÑO A -20°C O 1 SEMANA A 4°C. 

11. Utilizar el vortex para mezclar brevemente la muestra. Centrifugar por 5 minutos a 7,500 

G por 4°C. 

12. Descartar el supernadante con una micropipeta. 

13. Dejar secar la pastilla de ARN durante 5-10 minutos. 

14. Resuspender la pastilla en 20-50 uL de H2O libre de ARNasas y homogenizar con 

micropipeta subiendo y bajando la solución.  

15. Incubar en un baño de agua o en termoplaca de 55-60 °C durante 10-15 minutos. 

16. Congelar a -80 °C hasta su procesamiento.  
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13.2 Síntesis de ADNc 

La síntesis de la cadena sencilla de ADN complementario se realizó utilizando el kit 

comercial SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Fueron utilizados 2.5 

µg de muestra de ARN con parámetros de calidad A260/280 =1.8-2.0 como templado. 

1. Mezclar en frío 4 µL de 5X VILO™ Reaction Mix, 2 µL 10X SuperScript™ Enzyme Mix, 

ARN y agua libre de nucleasas para una reacción de 20 µL.  

2. Mezclar gentilmente.  

3. Incube a 25 °C durante 10 minutos. 

3. Incubar el tubo a 42 °C durante 60 minutos. 

4. Terminar la reacción a 85°C en 5 minutos. 

5. Almacenar a –20°C hasta su uso. 
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13.3 RT-qPCR. 

Las reacciones de amplificación fueron realizadas utilizando el kit comercial FAST SYBR® 

Green Master Mix. Se realizó la optimización de los componentes para una reacción de 20 

µL en placas ópticas de 96 pozos, de acuerdo con el siguiente protocolo:  

1. En un tubo eppendorf mantenido en hielo, añadir 10 µL de Fast SYBR® Green 

Master Mix (2✕), 1 µL FWD primer 400 µM, 1 µL REV primer 400 µM, 80 ng de 

templado ADNc y agua libre de nucleasas hasta completar 20 µL.  

2. Tape el tubo, mezcle por inversión suave, luego centrifugue el tubo brevemente para 

hacer girar el contenido y eliminar burbujas de aire.  

3. Transferir el volumen apropiado de cada reacción (20 µL) a cada pozo de una placa 

óptica.  

4. Selle la placa con una cubierta de adhesivo óptico, luego centrifugue la placa 

brevemente para hacer girar el contenido y eliminar las burbujas de aire.  

Nota: Procese la placa de reacción dentro de las 2 horas posteriores a la realización de la 

reacción. Si no puede hacerlo, guarde la placa a 4 °C. 

5. El análisis fue realizado con ayuda del instrumento 7500 Fast de Applied Biosystems 

utilizando las siguientes condiciones universales de amplificación:  

 

Tabla 10. Condiciones de reacción de amplificación. 

Paso Temperatura Duración Ciclos 

Activación AmpliTaq 

Fast ADN polimerasa 

95°C 20 segundos 1 

Desnaturalización 95°C 3 segundos 40 

Alineamiento/Extensión 60°C 30 segundos 

 

 


