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VIII. RESUMEN

Q.C.B. Oscar Rodriguez Niiiez

TITULO: “PAPEL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION KRUPPEL-LIKE EN UN
MODELO MURINO DE DIETA HIPERCALORICA Y DANO CARDIACO”

INTRODUCCION: Las enfermedades cardiovasculares (CVDs) son la mayor causa de muerte a
nivel mundial siendo con mayor frecuencia debido a un infarto agudo al miocardio (IAM). Se ha visto
que uno de los mayores factores de riesgo para la aparicion de CVDs es la presentacién del sindrome
metabdlico (SM) el cual suele deberse a una mala alimentacién; alta en grasas y carbohidratos con un
nivel elevado de calorfas diarias. Uno de los desenlaces mas comunes del SM es la aterosclerosis, que
conlleva un mayor riesgo de presentar un IAM. Hoy en dia los tratamientos para CVDs, tales como
trasplantes o marcapasos, son muy costosos, por lo que, se ha explorado la posibilidad de utilizar
moléculas pequefias, como factores de transcripcion como blancos terapéuticos o como terapia. Los
factores Kriippel-like son factores de transcripcion cuya participacién en el sistema cardiovascular se
ha estudiado antes, en este proyecto se buscard estudiar su comportamiento en un modelo de [AM
con una dieta alta en calorias. OBJETIVO: Evaluar los cambios en los perfiles de expresion en genes
de los factores Kriippel-like, de conductividad y de contractilidad en el ventriculo izquierdo de ratas
Wistar expuestas a dieta de cafeteria tras etapas tempranas del insulto cardiaco inducido con
isoproterenol. METODOLOGIA: En un modelo murino de alimentacién con dieta de cafeteria
heredada y de novo, se va a inducir un dafio cardiaco similar a IAM con administracion intraperitoneal
de isoproterenol. Se realizara recoleccién de tejido cardiaco a distintos tiempos post-insulto, se extrajo
ARN de las muestras por el método comercial de Trizol®. El ARN se someti6 a una retrotranscripcion
y se utiliz6 el cADN producido para medir los niveles de expresion de distintos genes seleccionados
por medio de gPCR. RESULTADOS: La dieta de cafeteria logré incrementar los niveles de expresion
de diversos KLFs asociados a proteccion y dafio cardiaco. Ademads, se observo una elevacion en la
expresién de los marcadores de inflamacion cuando se comparé con el modelo expuesto antes del
nacimiento a dieta hipercalérica. CONCLUSION: La dieta consumida por los animales fue capaz de
inducir una mayor hipertrofia cardiaca comparado con los controles sin dieta hipercalérica.
Adicionalmente aquellos que tienen una carga genética por ancestros que consumen esta dieta
hipercalérica pueden llegar a presentar una mayor actividad de la respuesta inflamatoria y un patrén
de expresi6n distinto en genes inflamatorios de KLF, comparado con aquellos con su primer contacto
con la dieta con alto contenido calérico.

e
Dr. C. José Francisco Islas Cisneros
Director de Tesis
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IX. ABSTRACT

Q.C.B. Oscar Rodriguez Niiiez

TITLE: “ROLE OF KRUPPEL-LIKE TRANSCRIPTION FACTORS IN A MURINE MODEL
WITH HYPERCALORIC DIET AND CARDIAC DAMAGE”

INTRODUCTION: Cardiovascular diseases (CVDs) are the most common cause of death
worldwide, the most frequent of them being the acute myocardial infarction (AMI). It has been seen
that one of the factors that contributes more to the development of a CVD is the presence of metabolic
syndrome (MS) which is usually caused by unhealthy diets, mostly those that have an elevated level
of lipids and carbohydrates with a high daily caloric intake. As of today, treatment for CVDs such as
transplants or peacemakers have become expensive and hard to acquire for the common population,
which is why there has been a recent increase in the research for alternative therapies applicable in
CVD. Such is the case of small molecules such as transcription factors. Kriippel-like factors are a
family of transcription factors that have been previously studied in the cardiovascular system. This is
why, this project Will focus on the behavior of these transcription factors in the heart of an animal
model fed with an hypercaloric diet and with induced heart damage. OBJECTIVE: Evaluate the
changes in the expression profile of the genes for the Kriippel-like factors, heart conductivity and
contractility in the left ventricle of Wistar rats exposed to a cafeteria diet after early phases of
isoproterenol-induced cardiac damage. METHODOLOGY: In a murine model exposed to a cafeteria
diet after early phases of isoproterenol-induced cardiac damage, animals were sacrificed in certain
days and a sample of heart tissue was taken. RNA was extracted from these tissues using the
commercial Trizol® method. The RNA obtained went through a retrotranscription process to obtain
c¢DNA, which was then used to measure the expression levels of chosen genes via qPCR. RESULTS:
Cafeteria diet was able to increase the expression levels of different KLFs in heart tissue associated
to cardiac protection and damage. Additionally, there was an increase in inflammation genes.
CONCLUSION: Hypercaloric diet is able to increase cardiac susceptibility to damage when
compared to regular diet controls. The animals whose ancestry consumed hypercaloric diet showed
an increase in damage as well as a different expression pattern in genes related to cardiac function
and KLFs.
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1.— ANTECEDENTES

1.0.- La edad moderna, el sedentarismo y la obesidad

En la época actual los avances tecnolégicos han propiciado el ambiente perfecto para una
vida sedentaria. Hoy en dia tener acceso a alimento, entretenimiento, e incluso a una vida
social o laboral, puede comodamente realizarse desde un sillon con tan sélo mover un dedo.
En los ultimos afios se ha visto un incremento en el tiempo que las personas pasan sentados
a comparacion del tiempo dedicado a la actividad fisica. En un estudio realizado por Medina
y colaboradores se describié un aumento de 17.3 minutos en el tiempo que ciudadanos
encuestados en la Ciudad de México pasaban sentados al dia. Este mismo estudio también
asocio el tiempo sentado con la prevalencia de obesidad y niveles elevados de glucosa
(Medina et al., 2017).

Afadido al sedentarismo, la sociedad actual depende mucho de dietas basadas en comidas
altamente procesadas con un alto contenido cal6rico, pero bajo aporte nutricional. Un estudio
realizado en 2022 demostrd que la calidad de la dieta de un mexicano promedio suele ser
mala en su mayoria, mostrando tener un exceso de azucares afiadidos, sales y grasas saturadas
(Curi-Quinto et al., 2022). Adicionalmente este mismo consumo excesivo de calorias no se
ve limitado solamente a los adultos, si no que se ha visto evidencia de que los padres
transmiten estos malos habitos alimenticios a sus hijos. Un ejemplo de esto es la composicion
de los alimentos que los nifios mexicanos consumen en las escuelas, ya sea proporcionado
por la escuela o por sus padres. En un estudio realizado en nifios mexicanos de entre 6 y 9
afios se evidencié que el alimento que consume un alumno de educacion basica mexicano en
su horario escolar podia llegar a aportar hasta 657kcal (méas del 30% de las kcal diarias
recomendadas) y siendo muy probable que a estos nifios les falten entre 2 a 3 comidas mas

para consumir en el dia (Flores-Moreno et al., 2022).

El sedentarismo y la mala alimentacion han causado un incremento en padecimientos tales
como obesidad, hipertension y enfermedades cardiovasculares en México (Barquera et al.,
2016). Por lo que hoy en dia el riesgo de padecer cualquier enfermedad de las antes
mencionadas es mucho mayor y posiblemente se vea un incremento con el tiempo. Ademas,

como ya se menciond anteriormente, este tipo de conductas se imponen en la descendencia,
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propiciando la obesidad infantil e incrementando la probabilidad de padecimientos

metabolicos a una edad temprana.
1.1.- El corazén y sus aspectos fisioldgicos

El corazon es el 6rgano central del sistema circulatorio; compuesto por los vasos sanguineos
y la sangre. El corazon es un organo con forma oblicua, que se encuentra desplazado
levemente a la izquierda en la cavidad toréacica (Pawlina & Ross, 2020) Esta compuesto de
cuatro cavidades o bovedas cardiacas: dos auriculas (izquierda y derecha) y dos ventriculos
(izquierdo y derecho), como se observa en la Figura 1. Las auriculas tienen como funcién la
recepcion de sangre del sistema vascular y los ventriculos envian la sangre a través del
sistema arterial (Ira Fox, 2011). Ambos pares de auricula y ventriculo tienen como funcién
el bombeo y presurizacion de la sangre para ser transportada a través del cuerpo, por lo que
se suele considerar a cada par como una bomba, dividiéndose en bomba izquierda (auricula
y ventriculo izquierdos) y bomba derecha (auricula y ventriculo derechos). Estas bombas son
las que dividen el sistema circulatorio en dos grandes partes, el sistema circulatorio pulmonar,
que tiene como funcidn oxigenar la sangre, y el sistema circulatorio sistémico, que provee al

cuerpo de sangre oxigenada y la regresa al corazon (Raff & Levitzky, 2013).

Arteria pulmonar izquierda
Auricula izquierda Vena pulmonar izquierda// Vena cava superior

Aocrta

Vena pulmonar derecha

Tabique interauricular

Auricula derecha

Valvula adrtica

Valvula mitral

Valvula tricispide W4

Ventriculo derecho

Masculos _::f": Ne's. Ventriculo derecha
—y ) papilares ' y
Tabique intraventricular
(porcion muscular)

Ventriculo
izquierdo

Figura 1: Anatomia del corazdn. Recuperado de Pawlina & Ross. (2020)
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El sistema pulmonar comienza con la sangre pobre en oxigeno que llega a la bomba cardiaca
derecha, el corazon envia esta sangre a las arterias pulmonares hasta llegar a los pulmones
donde se oxigena y es regresada al corazén por las venas pulmonares hasta la bomba
izquierda. El sistema circular sistétmico en cambio comienza en la bomba izquierda, donde
la sangre es enviada a través de la aorta; una arteria de gran calibre y altamente elastica que
conduce la sangre a través de los distintos vasos ubicados alrededor del cuerpo para
finalmente proveer oxigeno. Una vez se da el intercambio de gases, oxigeno y didxido de
carbono, la sangre regresa al corazon por medio del sistema venoso y llega a la bomba
derecha (Raff & Levitzky, 2013). Cada una de las bdvedas cardiacas por lo tanto tiene la
tarea de bombear sangre hacia, y desde, distintas partes del sistema cardio-pulmonar, con el
ventriculo izquierdo siendo el que debe ejercer una mayor fuerza, para poder enviar el flujo
sanguineo al resto del cuerpo. Esta demanda de fuerza en el ventriculo izquierdo también
ocasiona gue esta bomba requiera mayores niveles de oxigeno y un tejido muscular de mayor

calibre capaz de ejercer esta fuerza (ECG Waves, n.d.)

En cuestiones histologicas, el corazon estd compuesto en gran parte de tejido muscular
cardiaco, aunque también podemos encontrar tejido fibroso formando un esqueleto fibroso
que separa las cavidades cardiacas y tejidos especializados como el tejido que conforma el
sistema de conduccion cardiaco. El tejido muscular cardiaco se compone de gran cantidad de
filamentos capaces de acortarse debido a la presencia de unidades fibrilares llamadas
sarcomeros (Pawlina & Ross, 2020). El tejido del sistema de conduccion, que es necesario
para transmitir las sefiales eléctricas que mantienen la constante y ritmica contraccion del
musculo cardiaco, se compone de una red de células musculares modificadas llamadas fibras

de Purkinje.
1.2.- La enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (CVDs por sus siglas en inglés) son un grupo de
desérdenes en el funcionamiento del corazén o los vasos sanguineos. Entre estas se
encuentran la enfermedad coronaria, la enfermedad cerebrovascular, enfermedades cardiacas
congeénitas, entre otras (Benjamin et al., 2018). De acuerdo con la Organizacion Mundial de
Salud (OMS), las CVDs han prevalecido como la primer causa de muerte a nivel mundial,

causado 17.9 millones de defunciones en 2019. Segun los reportes mas recientes, incluso se
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ha observado una disminucion en la edad promedio para la aparicion de esta enfermedad
(World Health Organization, 2022). De las causas de muerte mas comunes entre todas las
CVDs se encuentra el infarto agudo al miocardio (IAM), llegando a presentar hasta un 85%
de todas las muertes relacionadas a CVDs (World Health Organization, 2021). EI desenlace
de una CVD avanzada suele resultar en una falla cardiaca que suele ser la principal causa del

fallecimiento de los pacientes.

Hoy en dia el tratamiento de las CVDs es un reto constante, siendo el mayor de estos la
resolucion de una falla cardiaca avanzada que, de acuerdo con las guias de practica clinica
mexicana, debe resolverse por medio de la instalacion de aparatos como marcapasos 0
desfibriladores implantables o incluso, dependiendo del avance de la perdida de funcion, se
recomienda el trasplante cardiaco (IMSS, 2009). Sin embargo, los costos y la accesibilidad
tanto de los implantes como los trasplantes son un impedimento para recurrir de forma

regular a cualquiera de estas dos formas de terapia.
1.2.1. — Infarto agudo al miocardio e isquemia cardiaca

El IAM es una afeccion cardiaca comun que tiene su origen cuando el corazédn es incapaz de
recibir la cantidad necesaria de oxigeno para su correcto funcionamiento y esto causa la
rapida muerte de las células del miocardio, los cardiomiocitos (NIH National Heart, Lung,
2022b). Comunmente el origen de esta falta de oxigeno es un bloqueo en el flujo de la arteria
coronaria, lo que causa isquemia. La isquemia cardiaca (IC) se define como el dafio causado
en el tejido cardiaco por la falta de oxigeno previo al IAM (Mayo Clinic, 2021). La falta de
oxigeno tiene una mayor repercusion en el ventriculo izquierdo, debido a su alto requisito de
oxigeno y al grosor de su capa muscular, ya que esta evita que pueda oxigenarse por la misma
sangre que bombea (ECG Waves, n.d.)

Usualmente el bloqueo de la arteria coronaria que origina la IC se debe a la presencia de
coagulos o a la constriccion de los vasos sanguineos; en la mayoria de los casos, la reduccion
de la luz de la arteria coronaria es causada por una acumulacion de placas compuestas
principalmente de materia grasa lo cual es conocido, como aterosclerosis (Voigt & Abraham,
2021). La aterosclerosis es una enfermedad que puede llegar a afectar cualquier arteria. Se

caracteriza por la formacion de placas ateroscleréticas como resultado de la acumulacién de
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colesterol y grasas en el cuerpo, junto con la aparicion de dafio en arterias principales que
recluta células de la respuesta inmune dentro de estas placas (NIH National Heart, Lung,
2022).

1.1.2. — La aterosclerosis una enfermedad inflamatoria

La aterosclerosis fue propuesta como una enfermedad inflamatoria apenas a finales del siglo
XX (Ross, 1999) y desde entonces se ha intentado elucidar el papel de la inflamacion en esta
enfermedad. La primer presentacion de cualquier cuadro de aterosclerosis es la aparicion de
la Ilamada estria lipidica (Hansson & Hermansson, 2011) la cual se origina cuando los lipidos
que son transportados por la lipoptroteina de baja densidad (LDL) en el torrente sanguineo
se adhieren a las paredes de las arterias mayores oxidandose para convertirse en LDL oxidado
(oxLDL) y esto las vuelve reconocibles por receptores tipo Toll (TLR) ubicados en la pared
arterial (Wolf & Ley, 2019). La union a estos TLR causan el reclutamiento de células
inmunes como macréfagos y células T, promoviendo una respuesta proinflamatoria que
puede ir aumentando hasta llegar a la formacion de placas ateroscleroticas (Curtiss & Tobias,
2009; Ley et al., 2011). En la Figura 2 se puede encontrar un resumen gréfico de este

proceso.

Adicional a los oxLDL, la placa aterosclerética se conforma principalmente de células
espumosas. Estas son células que sufrieron un cambio fenotipico tras el consumo de los
oxLDL en un intento por llevar a cabo su eliminacion (Kong et al., 2022). La acumulacién
de células espumosas resulta de una insuficiencia del sistema inmune por llevar a cabo su
funcién de eliminar a los lipidos oxidados. Este estado de célula espumosa es incluso capaz
de inducir apoptosis debido a una liberacion de citocinas descontrolada, que, por
consecuencia, recluta mas macréfagos que se convierten en mas células espumosas (Kong et
al., 2022).

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de la aterosclerosis, relacionados
principalmente con la acumulacion inicial de LDL en el torrente sanguineo. La gran mayoria
de estos factores de riesgo estan relacionados con el cuidado personal y el estilo de vida de
cada individuo. Algunos de estos factores que aumentan el riesgo de formar depoésitos de

LDL en las arterias son la obesidad, la hipertension, la dislipidemia, la diabetes mellitus de
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tipo 2 (DM2) y el sindrome metabdlico (SM) (Mauricio et al., 2020). EI aumento en la
incidencia de las CVDs especialmente las relacionadas a IAM se debe a que la aterosclerosis
y sus factores de riesgo se ven altamente afectadas por las dietas altas en grasas y la falta de

actividad fisica que frecuentemente se puede observar en paises desarrollados (Mauricio et

al., 2020; Wang Miao, 2020).
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Figura 2: Mecanismo de formacion de la placa aterosclerética. Adaptado de Kong et al.

(2022)
1.2. - Sindrome metabdlico

Uno de los desencadenantes mas comunes para las CVDs es el SM. Reconocido por primera
vez por la OMS en 1999, el SM es la adicion de aflicciones incluidas la hipertension,
obesidad, la resistencia a la insulina y la dislipidemia aterogénica que en conjunto ocasionan

un mayor riesgo de desarrollar CVDs, enfermedades metabdlicas o cancer (Rochlani et al.,
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2017). El diagnodstico del SM en pacientes se hace a través de diversos hallazgos clinicos,
mas no se ve delimitado a la aparicion de cada uno de ellos 0 a una aparicion de sintomas
especificos para ser reconocido como tal. La Asociacion Americana del Corazén (AHA) en
conjunto con el Instituto Nacional del corazén, pulmén y sangre (NHLBI) de EUA,
establecen que ademas de la presentacion clinica, hay algunos biomarcadores asociados al
SM como lo son LDL en sangre y la elevacién de proteina C reactiva (CRP) que suele ser
también un indicador de inflamacion (Grundy, Hansen, et al., 2004).

La asociacion de CVDs y SM se ha investigado al grado de probar que el SM es un factor
predictivo para la aparicion de CVDs, dado que aun sin un antecedente familiar, la presencia
de SM ha podido predecir hasta un 25% de los nuevos casos de cualquier CVD, con enfoque
en los pacientes masculinos (Grundy, Brewer, et al., 2004; Lakka et al., 2002). En el caso de
pacientes femeninos se observd que ocurre un incremento de hasta dos veces de padecer una
CVD tras ser diagnosticadas con SM, con una prevalencia aumentada a edades tempranas
entre 20-39 afos de edad (Macut et al., 2021).

1.2.1. - Relacion entre el sindrome metabdlico y el IAM

Diversos factores pertenecientes al SM como la resistencia a la insulina, la obesidad y la
hipertension se han asociado a la aparicion de un episodio de IAM vy a la prevalencia de este
en distintas poblaciones (Hedblad et al., 2002; Kannel, 1995; Wolfram et al., 2006). Aun asi,
se ha buscado establecer la relacion entre el sindrome como conjunto de enfermedades y se
ha establecido que este afecta a la aparicion o probabilidad de padecer un IAM
concretamente, por encima de alguna CVD (Mente et al., 2010). Si bien el SM no tiene una
composicion regular de sintomas, si no que varia de persona a persona (Grundy, Hansen, et
al., 2004) y por ello, continua la busqueda de factores involucrados en el SM y como estos

pueden afectar la probabilidad de padecer un IAM.

En un estudio por Fedorowski y colaboradores (Fedorowski et al., 2009) se demostrd que la
probabilidad de un IAM en pacientes con SM se vio significativamente asociada con la
concentracion de LDL en sangre, el grado de resistencia a insulina 'y la excrecion de albumina
en orina por encima de otros parametros estudiados. Por otra parte, se ha visto que una

historia familiar de SM y CVD también es un factor determinante para el desarrollo de un

25



posterior SM (Irakoze et al., 2021; Khan et al., 2014). Ademas, se ha observado en otros
estudios que la historia familiar de CVD o SM puede incluso ligarse directamente a un IAM
en los pacientes (An et al., 2022; Friedlander et al., 2001).

1.3. - Programacion fetal

En 2001, Barker publicé su investigacion en la que explica como la alimentacion deficiente
de una mujer durante el embarazo puede demostrar un efecto perjudicial en el producto,
incluso demostrando enfermedad postnatal (Barker, 2001). Esta investigacion originé lo que
se conoce como la hipdtesis de Barker, que establece que el inducir un cambio o afectacion
en una etapa critica como lo es el desarrollo embrionario predispone al feto a enfermedades
tras nacer, a este fendmeno se le adjudico el nombre de programacion fetal (Kwon & Kim,
2017).

Anteriormente ya se ha investigado la relacion entre la alimentacion de la madre durante el
embarazo y como esta suele ser uno de los factores que mayor efecto tiene en el feto,
induciendo enfermedades como la resistencia a la insulina, dislipidemias o incluso
predisponiéndolo a CVDs (Marciniak et al., 2017; Ramirez-Vélez, 2012). Se ha asociado
que, especificamente, en un estado de sobre alimentacion materna, el feto suele presentar un
incremento en la probabilidad de adquirir DM2 y CVD (Eriksson et al., 2014). En otras
referencias se ha reportado que la programacion fetal puede inducir cambios en los habitos
alimenticios de las crias y a su vez estos llevar a un desbalance metabdlico (Samuelsson et
al., 2008).

1.3.1. - Dieta de cafeteria en programacion fetal

Por naturaleza, los seres vivos tienden a tener una preferencia por los sabores dulces,
encontrando que es un sabor agradable. Hoy en dia la industria alimenticia hace gran uso de
esta preferencia por el sabor dulce y a partir de la adicién de azucares a los alimentos
procesados persuade al consumo de productos altamente procesados con alto contenido de
azucares y grasas pero con bajo contenido nutricional (Drewnowski et al., 2012). Estudios
realizados en EUA demostraron que la preferencia a la comida alta en grasas y azucares,
como las bebidas carbonatadas, la comida rapida, y los dulces y postres producidos en masa

han llevado a un aumento no sélo en el consumo de estos alimentos, también en el peso
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promedio de la poblacion y la prevalencia de enfermedades metabolicas como la resistencia

a lainsulinay el riesgo de desarrollar DM2 (Pereira et al., 2005).

En modelos animales se ha explorado una alternativa a esta dieta alta en grasas y azucares
comunmente consumida en la cultura occidental, esta se conoce como dieta de cafeteria
(Caf). Se ha comprobado anteriormente que el utilizar la dieta Caf en modelos murinos
produce efectos comparables con los observados en el SM en humanos (Gomez-smith et al.,
2016). En otros estudios se ha visto que el realizar programacion fetal con dieta Caf puede
Ilegar a incrementar la concentracion de citocinas inflamatorias en suero y, mas importante,
en el tejido nervioso de la descendencia (Beilharz et al., 2014; Cruz-carrillo et al., 2020;

Trujillo-villarreal et al., 2021).

En un estudio, Lopez-Jaramillo y colaboradores establecen que en modelos animales se ha
visto el incremento en el tejido adiposo en animales cuyas madres tuvieron una dieta Caf
(Lopez-Jaramillo et al., 2015). Aunado a esto se vio que las crias de estos animales
programados con dieta Caf presentaban un estado inflamatorio aumentado, presentando
incrementos en la expresidn de factores proinflamatorios como IL-6, TNF-a y CRP. Ademas
de observarse una disminucion proporcional en la expresion de factores antiinflamatorios
como IL-10 e IL-4. Estos cambios a causa de la programacién fetal se han observado en otros
estudios relacionados a la inflamacion causada por programacion con dieta Caf (Montalvo-
Martinez et al., 2022).

1.4. - Efectos de las CVDs en la conductividad y contractilidad cardiaca

El corazdn constantemente esta expuesto a impulsos eléctricos que mantienen su funcion de
bombeo a un ritmo determinado, esto se debe a la presencia del sistema eléctrico cardiaco.
El sistema eléctrico cardiaco se compone de neuronas con una gran cantidad de bombas de
iones con la capacidad de conducir sefiales eléctricas del sistema nervioso a través de
diferencias en el potencial de accion (Bhattacharyya & Munshi, 2020). Algunas de las
bombas con funcién importante para la conduccion eléctrica en el corazon son las bombas
codificadas en los genes SLC8A1 y KCNA2 (Doshi & Marx, 2009).

En un evento de IAM el corazon pierde una parte de su capacidad conductiva, pudiendo verse

una disminucion en la conduccion de ciertas areas del tejido, dependiendo de la localizacion
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del infarto (Zimetbaum & Marine, 2024). Principalmente se han observado desviaciones en
la capacidad conductiva de las células ubicadas en el ventriculo izquierdo, aunque se ha visto
que una disminucion de la capacidad conductiva no es, por su cuenta, un factor que afecta el
estado de un paciente post-IAM (Athar et al., 2011).

A nivel celular la contraccion cardiaca esta controlada por los sarcomeros de los
cardiomiocitos, por medio del intercambio de iones de calcio (Ca*?) y depende directamente
de la capacidad de la célula para absorber y responder a la presencia del Ca*? (Solaro, 2011).
La regulacion de la contractilidad estd mediada por diversos genes como RyR2, que codifica
para el receptor de rianodina, un canal que libera el Ca*?del sarcomero, SERCA2a que
codifica para una MgATPasa, que transporta el Ca*? del citoplasma al sarcomero, y NCX,
que es el gen codificante para la bomba que intercambia iones sodio (Na*) con iones de Ca*?
causando la diferencia de potencial que induce la contraccién (Solaro, 2011).

Las CVDs suelen desencadenar la falla cardiaca, un proceso en el cual las valvulas del
corazon ven su funcion afectada, como puede verse después de un IAM (Rodeheffer &
Redfield, 2010; Stephenson, 2020; H. Zhang et al., 2011). En estos casos se ha podido
observar que ciertas proteinas de la contractibilidad cardiaca se han visto afectadas en funcién

0 en estructura (Pasipoularides, 2016; Rueda et al., 2014).
1.5. - Factores Krippel-like

Los factores Krippel-like (KLF) son una familia de proteinas con un amplio rango de perfiles
de expresion en los diversos tejidos. Los KLF estdn implicados en el mantenimiento y
homeostasis de las células, asi como la respuesta adaptativa a estimulos fisiolégicos o
patobiolégicos. Muchos KLF regulan procesos celulares principalmente al controlar genes

involucrados en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis (McConnell & Yang, 2010).

Los KLF son proteinas de dedos de zinc compuestas de dos dominios mayores, un dominio
de unién a ADN y un dominio de transactivacion (McConnell & Yang, 2010). EI dominio de
unién a ADN esta ubicado en el extremo C-terminal de la proteina y consiste en tres dedos
de zinc compuestos por 23 a 25 aminoacidos. Estos motivos de union a ADN estan altamente

conservados en las isoformas de los KLF lo que le confiere a los KLF la propiedad de unirse
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a una secuencia consenso en cis, principalmente a secuencias de GT-box y la secuencia
CACCC (Garcia-Loredo et al., 2024; Pollak et al., 2018).

Por otro lado, los dominios de transactivacion, posicionados en el extremo N-terminal, son
la distincidn entre las isoformas de KLF. La variabilidad en las secuencias producen regiones
unicas para interacciones proteina-proteina con especificidad variada lo que causa que todos
los KLF posean una diversidad funcional, uniéndose a diferentes blancos y actuando de
formas distintas (Swamynathan, 2010). Aun asi, se puede observar cierto grado de homologia

entre los dominios N-terminal de los KLF permitiendo clasificarlos en grupos.
1.5.1 Clasificacion de los KLF por grupo

A la fecha existen registros de 18 diferentes isoformas de KLF (numerados del 1 al 18
respectivamente), los cuales se pueden dividir en tres grupos mayores de acuerdo con sus
caracteristicas estructurales y similitud en sus funciones (Pollak et al., 2018). EI grupo 1 se
compone de los KLF 3, 8y 12 y se ha reportado que funcionan principalmente como factores
represores de la transcripcion. Los KLF del grupo 2 son el KLF1, 2, 4,5, 6 y 7 los cuales
funcionan principalmente como activadores de la transcripciéon. Por Gltimo, el grupo 3
incluye a los KLF 9, 10, 11, 13, 14 y 16 son reconocidos por su capacidad de reprimir la
transcripcion, por medio de union a un blanco distinto al grupo 1. Los KLF 15, 17 y 18 no se
incluyen en las 3 familias debido a diferencias en sus secuencias de amino&cidos que no les

permiten unirse a los blancos de alguno de los grupos (Pollak et al., 2018).
1.5.2 - Papel de los KLF en el tejido cardiaco

Anteriormente ya se ha visto que hay participacion de algunos KLFs en la homeostasis
cardiaca normal, asi como en su desarrollo. Entre los ejemplos mas importantes, tenemos al
KLF-15, el cual anteriormente se demostrd que era esencial para el desarrollo cardiaco fetal
(Noack et al., 2012). Otra participacién importante conocida de los KLFs en el corazon es el
papel del KLF-13, el cual tiene como parte de sus funciones la activacion del gen GATA4,
un gen esencial para el desarrollo cardiaco en la etapa fetal y, adicionalmente, la estabilidad
del gen es necesaria para evitar la aparicion de enfermedades cardiacas congénitas (Lavallée
et al., 2006).
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1.5.3 - Papel de los KLF en las CVDs

Debido a su distribucidon a través de varios tejidos, se ha buscado estudiar la participacion de
distintos KLF en diversas vias de sefializacién en una gran variedad de tejidos y 6rganos
como tal. Debido a que los KLF se han encontrado involucrados en diversas vias asociadas
alas CVD como lo son la inflamacion o la proliferacion, se comenzd a buscar la participacion

de los KLF en el corazon y su funcién en CVDs.

En un articulo de revision por Santoyo-Suarez y colaboradores se describe ampliamente la
participacion de los KLF en las CVDs vy la investigacion realizada hasta ahora (Santoyo-
Suarez et al., 2023). Entre estos hallazgos podemos destacar el papel de los KLF en la
aterosclerosis donde algunas investigaciones han establecido si los KLF pueden utilizarse
para la proteccion o promocion de esta enfermedad. Un ejemplo de esto es la participacion
de KLF-2, que se ha observado es capaz de reducir la inflamacién en el endotelio arterial a
través de la inhibicidn de la proteina 1 de adhesién de células vasculares (VCAM -1) y E-
selectina (Nayak et al., 2011). Al reducir el riesgo de inflamacion en el endotelio vascular se
puede prevenir la formacion de la estria lipidica causada por el dafio inflamatorio. De forma
similar KLF-4 también se ha visto que puede presentar un efecto protector, al evitar la
formacion de tejido cicatricial en el endotelio vascular por inhibicién de actina de musculo
liso (SMA-a) (Adam et al., 2000). Aun asi se ha visto que la represion de KLF-4 también
puede tener efectos benéficos, por lo que se le puede atribuir un efecto promotor de
aterosclerosis por ejemplo al inhibir el fenotipo inflamatorio en células de musculo liso para
detener el crecimiento o formacion de las placas aterosclerdticas cuando se inhibe la
expresion de KLF-4 (Shankman et al., 2015). En otros ejemplos, KLF-7 se ha visto
relacionado con la enfermedad coronaria, encontrandose un aumento de la expresion de este
en el tejido epicardico, que a su vez se relacion6 con el aumento de tejido adiposo en el

organo (Huang et al., 2020).

1.6. — Antecedentes directos

En nuestro equipo de trabajo anteriormente ya se habia determinado que el KLF15 tiene un
papel esencial en la diferenciacion de células madre mesenquimales en cardiomiocitos, esto

en la tesis del M.C. Pablo Carriquiry. En este trabajo ademas se establecio una relacion entre
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la expresion de KLF15 y algunos genes fetales cardiacos, sugiriendo la relacion entre los

niveles de expresion de KLF15 y el corazén.

Posteriormente en el trabajo de tesis de la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez se establecio un
modelo de induccion de hipertrofia cardiaca por dafio con isoproterenol en ratas hembra.
Adicionalmente se establecié una metodologia para extraer el corazén de un animal de
estudio por medio de cardiectomia quirdrgica. En este trabajo se obtuvieron patrones de
expresion de los genes de los KLF en la primer semana posterior a una administracion de
isoproterenol en un modelo murino en ratas Wistar hembras, encontrando diferencias
significativas en los KLFs 4, 7, 12, 13 y 15 (Santoyo-suarez, Garcia-loredo, et al., 2023) los
cuales se estudiaran en este trabajo. Adicionalmente se obtuvieron patrones de expresion para
algunos genes fetales cardiacos y de la respuesta inflamatoria. En este trabajo se va a utilizar
la metodologia ya establecida por la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez y se van a tomar sus

resultados como referencia para analizar nuestros datos.
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2. - JUSTIFICACION

La CVD es la primera causa de muerte a nivel mundial. Ademas, la dieta puede empeorar el
prondstico de los pacientes con CVDs, fendbmeno que se observa comunmente en la

poblacion general.

Los tratamientos para las CVDs suelen ser invasivos y costosos. Es por esto por lo que se
han buscado nuevos blancos terapéuticos para ellas. Los KLF han sido estudiados como
posibles blancos de tratamiento en enfermedades cardiacas. Sin embargo, por el momento no
existe una investigacion que demuestre el comportamiento de los KLF en un modelo de dafio

cardiaco y dieta hipercaldrica.

En este trabajo se piensa realizar un estudio exploratorio que identifique el papel de los KLF
en un modelo murino que sea capaz de demostrar el efecto de la dieta cuando ocurre un

episodio similar al IAM.
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3. - HIPOTESIS

Los niveles de expresion de los genes de los factores Kruppel-like con funcién cardio-
protectora posterior a un dafio cardiaco disminuyen y los promotores de dafio aumentan en

modelos de alimentacion hipercalérica.
4. - OBJETIVOS

4.1. - Objetivo general

e Evaluar los cambios en los perfiles de expresion en genes de los factores Kriippel-
like, de conductividad y de contractilidad en el ventriculo izquierdo de ratas Wistar
expuestas a dieta de cafeteria tras etapas tempranas del insulto cardiaco inducido con

isoproterenol.
4.2. - Objetivos especificos

e Establecer un modelo murino de alimentacion con dieta de cafeteria y dafio cardiaco.

e Analizar los niveles de expresion de los genes de los factores Kriippel-like en rata
Wistar alimentadas con dieta de cafeteria con insulto con isoproterenol.

e Determinar los niveles de expresion de genes relacionados con inflamacion,
conductividad y contractilidad cardiaca en rata Wistar alimentada con dieta de

cafeteria con insulto con isoproterenol.
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5. - ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1

Programacion fetal y protocolo
de alimentacion postnatal con
dieta de cafeteria

Madres

Crias

|
e, i
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eutanasia y cardiectomia
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Dias 1-7 |

Extraccion de RNA con
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!

Administracion de isoproterenol,
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}%__:
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Figura 3: Estrategia Experimental.
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6. - METODOLOGIA

6.1. - Animales de Experimentacion

Todos los experimentos se realizaron empleando ratas hembra de la cepa Wistar (= 200
gramos) estas fueron alojadas en cajas de polimetilmetacrilato, mantenidas a 20 — 24 ° C en
una habitacion con un ciclo luz / oscuridad de 12 horas. El agua y comida (con dieta de

cafeteria o dieta control Labdiet5000) estuvo disponible ad libitum en la jaula.
6.2. - Modelo de alimentacion con dieta de cafeteria

La dieta de cafeteria (Caf) se prepar6 siguiendo la lista de ingredientes propuesta por De la
Garza y colaboradores cuya receta se incluye en el Apéndice 1 (de la Garza et al., 2023). El
modelo de alimentacidn se dividio de acuerdo con los grupos de estudio. EI grupo 1 consistio
en animales cuyas madres se hayan alimentado con dieta Caf y su alimentacion se haya
basado en la misma dieta, seré el grupo denominado Caf-Caf. El segundo grupo consistio en
animales cuyas madres hayan consumido dieta control y su alimentacion tras el destete fuera

dieta Caf, este grupo sera denominado Ctrl-Caf.

Para el protocolo del grupo Caf-Caf, se alimentaron con dieta Caf durante 3 semanas a ratas
Wistar hembras de 3 meses de edad. Posteriormente se colocaron en jaulas de cruza con una
rata macho durante una semana en la cual ain tuvieron acceso a alimentarse con dieta Caf.
Al terminar la semana se separaron en jaulas individuales hasta terminar su periodo de
gestacion y lactancia lo cual conllevaria un periodo adicional de 6 semanas. Tras el destete
las crias se alimentaron durante 3 semanas con dieta Caf. El grupo Ctrl-Caf pasé por las
mismas fases de tiempo para las ratas hembra, pero con acceso solamente a dieta control, las

crias de estas fueron alimentadas con dieta Caf por 3 semanas tras el destete.
6.3. — Administracion de isoproterenol

Se administro de forma intraperitoneal la dosis de 55mg/kg de clorhidrato de isoproterenol
(SKU: 15627 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), disuelta en 0.5 mL de solucion

fisiolégica (Cloruro de Sodio al 0.9%) a temperatura ambiente, en dosis Unica. Al grupo
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control se le administrd 0.5 mL de solucidn fisiologica de forma intraperitoneal en dosis

unica.
6.4 Eutanasia por dislocacion cervical

Siguiendo los lineamientos de la NOM-062-Z0O0-1999, se tom¢ al animal por la base de la
cola con una mano para su acomodo Yy se ubicarad sobre una superficie donde el animal se
sostenga. Con los dedos indice y pulgar de la otra mano o bien en su defecto un instrumento
delgado pero rigido, se coloco este sobre la base del craneo y se ejercié traccion hacia atras

del animal a través de la base de la cola, para ocasionar la dislocacion cervical.
6.5  Cardiectomia: Obtencion y almacenamiento de las muestras

Se utiliz6 el método quirdrgico estandarizado por la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez.
Inicialmente se accedid al térax mediante una incision en T invertida y esternotomia
longitudinal. El corazén se liberd pinzando y cortando los grandes vasos de la corona cordis
(Figura 4). Se extrajo el corazon del cuerpo de la rata y se tomaron tres muestras del area
ventricular izquierda de aproximadamente 1mm?3 cada uno. Las muestras fueron suspendidas
en 150ul de TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) y
fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Para realizar cortes histolégicos se tomé
el resto del corazon muestreado y se resguardé en 50mL de formaldehido al 4% por cada

centimetro cubico de tejido.
6.6 Tinciones histolégicas

El corazon extraido se colocé en 50mL de formaldehido al 4% refrigerado y se mantuvo a
4°C durante 24 horas. Posteriormente el tejido se incluyd en parafina utilizando un
procesador automatico de tejidos KD-TS1A de Zhejiang Jinhua Kedee Instrumental
Equipment Co. Ltd (Zhejiang,China).

El tejido incluido se embebié en un bloque de parafina y posteriormente se cortd por
microtomo para obtener laminas de 5um de grosor. Se realizaron cortes por triplicado de un
control y de muestras de animales de ambos grupos en el dia 7 post-insulto con isoproterenol.

Los cortes se desparafinaron en una incubadora a 65°C durante 20 minutos. Posteriormente
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se rehidrataron siguiendo los pasos encontrados en el Apéndice 2. Los cortes obtenidos se
tifieron con tincién de Hematoxilina y Eosina (Apéndice 3) y Tricromico de Masson
(Apéndice 4).

6.7 Disefio de primers

Se realiz0 la busqueda de secuencias de genes diana en la plataforma ENSEMBL del Instituto
Europeo de Bioinformética (EBI) parte del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular
(EMBL) . Las secuencias de cDNA se descargaron en formato FASTA. Dichas secuencias
se analizaron utilizando el programa Oligo 7 de DBA Oligo, Inc. (Vondelpark, Colorado
Springs, CO) y se seleccionaron pares de cebadores para cada gen diana buscando cumplir
con las siguientes condiciones: longitud de 18-24 pares de bases ;contenido de G+C
alrededor del 50-60%;Tm entre 55 — 80° C;evitar la formacion de estructuras secundarias.

6.8  Extraccion de ARN total, Retrotranscripcion y g-PCR

El ARN total se extrajo con TRIzol® (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, EE. UU.), segun el protocolo del fabricante (Apéndice 5). EI ARN se cuantificd
midiendo la absorbancia a 260 nm utilizando Nanodrop 3000 (Thermo Fisher Scientific,
Inc.). Se midieron parametros de pureza mediante el calculo de las relaciones A260/280 y
A260/230. La integridad del ARN se verificd por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1%. ElI ADN complementario (ADNCc) se sintetizO mediante reaccion de transcripcion
inversa con 250 pug de ARN total utilizando la transcriptasa inversa del kit SuperScript™
VILO™ ¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc. (Apéndice 6). El
ADNCc se utilizé como plantilla para la gPCR, que se realiz6 siguiendo el protocolo SYBR-
Green® FAST (Thermo Fisher Scientific, Inc.) Las condiciones de reaccion se llevaron a
cabo de acuerdo con el protocolo del fabricante (Apéndice 7) y tras haber logrado la correcta
optimizacion de los primers para genes diana utilizando el termociclador 7500Fast . Los
niveles de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y de B-actina se utilizaron para
normalizar la expresion de los genes diana. Los niveles de expresion relativa de los genes se

calcularon utilizando el método 2-22¢,
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Se incluiran resultados de las muestras procesadas en la tesis de la M.C. Michelle G. Santoyo
Suarez, los cuales servirian como un control sin dieta y con dafio cardiaco por isoproterenol,
este grupo se indicard como Ctrl-Ctrl. Esto enriquecera el anlisis de los datos obtenidos en
este trabajo, aunque la tesis de la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez no hace medicién de

todos los genes incluidos en este trabajo.
6.9. — Andlisis estadistico

Se analizaron los datos utilizando el software GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad
Software Inc. Boston, MA, EE. UU.). Se realiz6 comparacion de medias con el método de
ANOVA de un factor y prueba posthoc de Dunnett bilateral. Se considerara significativo un
valor de P <0,05.
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/.- RESULTADOS

7.1 Establecimiento del modelo de dieta hipercalérica y dafio cardiaco

Para el establecimiento del modelo los animales alimentados durante el tiempo establecido
fueron medidos, registrando su peso y el largo de su fémur. Posteriormente se les administro
isoproterenol por via intraperitoneal a una dosis Unica de 55mg/kg. Estos animales fueron
muestreados durante 7 dias posterior a la inyeccion de isoproterenol. Para este muestreo se
establecié un abordaje quirurgico que permitiera la obtencion del corazén, proceso que se
observa en la Figura 4. Al érgano extirpado también se le realizaron mediciones, tomando

medidas de su peso y su tamafio.

Figura 4: Abordaje Quirurgico utilizado: Cardiectomia. A) Incision en “T invertida”. B) Esternotomia
longitudinal para exponer la cavidad toracica. C) Pinzamiento de los grandes vasos a nivel de la
corona cordis. D) Corte y extirpacion del 6rgano.

Tabla 1: Morfometria grupo Caf-Caf

Largo del Largodel  Ancho del
. Peso . Peso . .
Dia corporal (g) fémur cardiaco (g) corazon corazon
(mm) (mm) (mm)
Control 183 314 1 12.8 9
1 192 37.4 11 13.6 7.6
2 188 26.7 1 13.6 9.3
3 180 24.6 0.5 13.7 8.3
4 195 26.5 0.7 15.7 9.3
5 178 26.6 0.7 16.8 10.6
6 185 27 0.8 16 11
7 188 25.2 0.7 16 11.3
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Tabla 2: Morfometria grupo Ctrl-Caf

Peso Largo del Peso Largo del  Ancho del
Dia corporal fémur cardiaco  corazén corazén

(9) (mm) (9) (mm) (mm)

Control 248.5 30.4 0.8 14.15 10.35
1 207 27.9 1 14.9 10.7
2 204.5 30.95 1.1 14.9 10.88
3 188.5 28 1.35 16.6 10.95
4 220.5 26.6 1.25 16 11.25
5 216 26 1.35 17.9 13.35
6 212 31.65 1.2 17.95 12.85
7 194.5 32.3 1.45 19.3 13.9

Una vez obtenidos los datos morfométricos se utilizé la formula para el calculo de volumen

de una elipse para calcular el volumen total del corazon muestreado. Una vez obtenidos los

datos del volumen cardiaco, estos se graficaron (Figura 5) a modo de poder observar el

efecto de hipertrofia dado por la administracion de isoproterenol.
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Figura 5: Cambios en el volumen cardiaco post-insulto con isoproterenol. Comparacion
de media. n=32. p<0.01 Dia 7 post administracion de isoproterenol, frente a control.
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Se realizaron cortes histolégicos (Figura 6) que permitieran evidenciar el dafio estructural

en los corazones de ambos grupos estudiados.

icos de tejido cardiaco. Ay B) Control. C y D) Control. Ey F)
Muestra del dia 7 post-insulto con isoproterenol del grupo Caf-Caf. G y H) Muestra del dia
7 post-insulto con isoproterenol del grupo Caf-Caf. 1 y J) Muestra del dia 7 post-insulto con
isoproterenol del grupo Ctrl-Caf. Ky L) Muestra del dia 7 post-insulto con isoproterenol del
grupo Ctrl-Caf. Hematoxilina y eosina (HYE); Tricrémico de Masson (TCM) Flechas azules:
Nucleos. Flechas amarillas: Fibras musculares. Flechas blancas: Disminucion del didmetro
de fibras musculares. Flechas naranjas: Fibrosis. Flechas verdes: Hemorragia. Flechas
rojas: Infiltrado Inflamatorio.

Aungue no se realiz6 una cuantificacion de la fibrosis o area de necrosis en los cortes
histoldgicos es importante recalcar que fue posible observar el dafio ocasionado por la
administracion de isoproterenol en ambos grupos. Se encontré presencia de fibrosis y
necrosis en ambos grupos, asi como una disminucion de la integridad de las fibras

musculares.

Ya que se habia establecido correctamente el modelo de alimentacion y dafio se procedi6 con
el anélisis de expresion de genes. Como se menciond anteriormente, este proyecto se enfoco
al anélisis de genes de KLF, de inflamacion, de contractilidad y conductividad cardiaca. Los
genes se evaluaron la primer semana posterior al infarto obteniendo una medicion diaria
durante siete dias.

41



7.2 Disefio y eleccion de primers

En la siguiente tabla (Tabla 3) se muestran las secuencias nucleotidicas seleccionadas para

el disefio de los pares de primers tanto de los KLFs como de los genes seleccionados que se

involucran en inflamacion, conductividad y contractilidad cardiaca. Cabe aclarar que se

incluye la fuente de identificacién en PrimerBank en caso de haberse utilizado para el disefio

de los primers utilizados en el presente trabajo.

Tabla 3: Listado de Primers

PRIMERBANK
GEN D FORWARD 5°-3 REVERSE 5°-3
KLF4 67544561 GTGCCCCGACTAACCGTTG TCGTTGAACTCCTCGGTCT
KLF7 31981436°1 TCCACGACACCGGCTACTT GGGAGCAGCAAGGGGTCTA
KLF11 23510267%1 | CATGGACATTTGTGAGTCAATCC | CCTTTGGTAGATCAGGTGCAG
KLF12 118130075¢2 CAAGGGTCTCCAAACGTCCAC | TGATCTACAGGCAATGAGTCC
KLF13 N/A GATGGGAATGTCCCTGTGGG CTCACCAGGCTCTCTGTTGG
KLF15 1296356121 GAGACCTTCTCGTCACCGAAA GCTGGAGACATCGCTGTCAT
IL-1B8 6680415°1 GCAACTGTCCCTGAACTCAACT | TGGATGCTCTCATCTGGACAG
IL-6 1362431141 TAGTCCTTCCTACCCCAACTTCC | TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
TNFa N/A CATCCGTTCTCTACCCAGCC CCCAGAGCCACAATTCCCTT
NF-xB N/A GAAAATGGTGGAGTTTGGGAA CTCCTTGTCTTTGATTTCGGG
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ATP2A2 N/A CAAAGGCTTTTACAGGGCGAG CACCATCACCAGTCATAGCTG
KCNAZ2 N/A GACACAGTGGCTTAAATTCCC ATATGGGTGACCAGGAACTAA
SLC8al N/A CCGTCTGGTGGAGATGAGTGA CTCTCCTCCTCCTCTTTGCTG

RYR2 29165716°1 ACCGCAACCATCCACAAAG AAAGTCTGTTGCCAAATCCTCCT

7.3 PCR en tiempo real

Se realiz6 qPCR utilizando el kit de Fast SYBR™ Green. Las muestras se corrieron por
triplicado, recordando que se tomaron tres muestras de cada animal de experimentacion. Las
placas de PCR se corrieron en el equipo 7500 Fast Real-time PCR (Applied Biosystems)

siguiendo las condiciones del proveedor del kit (Apéndice 3).

A continuacion, se muestran los graficos obtenidos tras el procesamiento de los datos con el
método 224, Los datos se analizaron del dia 1 al dia 7 post-insulto con isoproterenol,
tomando en cuenta que se llevara a cabo la comparacién entre el grupo Ctrl-Caf y Caf-Caf.
Los datos fueron normalizados utilizando la muestra control (sin dieta Caf ni administracion
de isoproterenol) para obtener una expresion relativa de las muestras experimentales. Debido
a esto un resultado significativo por encima de un valor de 1.0 nos indicaria una

sobreexpresion y un valor significativo por debajo de 1.0 nos indicaria una subexpresion.

En caso de contar con los datos, se incluirdn resultados de las muestras procesadas en la tesis
de la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez, los cuales servirian como un control sin dieta y con
dafio cardiaco por isoproterenol, este grupo se indicara como Ctrl-Ctrl. Esto enriquecera el

analisis de los datos obtenidos en este trabajo.
7.3.1 Resultados de los genes asociados a KLFs

7.3.1.1 KLF4
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En la figura 2 se presentan los cambios en los niveles de expresion (Fold Change) del gen
para KLF4, de los dias 1 al 7 post-insulto con isoproterenol. Se muestran los tres grupos
experimentales de este proyecto: Caf-Caf Ctrl-Caf y Ctrl-Ctrl (derivado de la tesis de
maestria de la M.C. Michelle G. Santoyo Suarez). En la Figura 2 podemos observar una
sobreexpresion del gen KLF4 durante los 7 dias analizados para los dos grupos de
experimentacion (Caf-Caf y Ctrl-Caf) en comparacion con el grupo de referencia Ctrl-Ctrl.
Adicionalmente, se observé un aumento significativo en los niveles de expresion del grupo
Caf-Caf en comparacion con las muestras del grupo Ctrl-Caf desde el primer dia hasta el
sexto. ése encontro una similitud en el patron de expresion en ambos grupos (Caf-Caf y Ctrl-
CAF), observando que su pico de maxima expresion se encuentra en el dia 1 y posteriormente
baja para volver a subir en dias posteriores.
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Figura 7: Niveles de expresion genética de KLF4 normalizada a GAPDH y expresado como
media £ SEM. *P<0.05

7.3.1.2 KLF7
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Similar al caso con KLF4, en la Figura 8 podemos observar los Fold Change de la expresion
del gen de KLF7. En el gréfico podemos observar que hay un aumento de la expresion en los
grupos Caf-Caf y Ctrl-Caf en comparacion al grupo de control. Al igual que en el caso
anterior, el grupo Caf-Caf presenté una mayor expresion global de KLF7 a comparacién del
grupo Ctrl-Caf, siendo el dia 5 la Gnica excepcion. Podemos observar que nuevamente los
grupos comparten un patron similar de expresion, teniendo el méximo nivel de expresion
dias después de la induccion de dafio, el dia 5 para el grupo Ctrl-Caf y el dia 6 para el grupo
Ctrl-Caf. Finalmente es importante sefialar que el dia 7 hubo un nivel de expresion de KLF7

significativamente menor al resto de los dias.

B caf-caf
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Figura 8: Niveles de expresidn genética de KLF7 normalizada a GAPDH y expresado como
media = SEM. *P<0.05

7.3.1.3 KLF11

Siguiendo con el patron de expresion de KLF11 podemos observar que este tuvo mayores
niveles de Fold Change que los dos grupos presentados anteriormente, llegando a magnitudes
de 1x10* unidades. En la Figura 9 podemos observar dos cuestiones interesantes, la primera,

este nivel de expresion abundante para el grupo de Caf-Caf comparando con los otros dos
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tratamientos, y la segunda, la similitud en el patron de expresion para ambos grupos en los
dias 3, 4 y 5, donde podemos observar una regulacién de los niveles, manteniéndose
constantes durante estos tres dias, fendmeno que no se ha observado en los genes analizados
anteriormente. Adicionalmente podemos observar, nuevamente, la sobreexpresion del gen en
ambos grupos en comparacion con el grupo de control. Es interesante hacer notar que a
diferencia de los KLFs observados anteriormente, KLF11 presenta picos de expresion
méaxima en dias distantes para ambos grupos, siendo el dia 1 para el grupo de Caf-Caf y el
dia 7 para Ctrl-Caf. Este patron podria indicar que la respuesta de KLF11 al estimulo de dafio

es mas tardia en el grupo de Ctrl-Caf al compararse con el grupo Caf-Caf.
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Figura 9: Niveles de expresion genética de KLF11 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.1.4 KLF12

La Figura 10 de expresion de KLF12 se observo que hay Fold Change mayor en el grupo de
Caf-Caf que Ctrl-Caf; el grupo Ctrl-Ctrl carece de datos ya que no se realizaron mediciones
para este gen en este grupo. El grupo Ctrl-Caf tiene mayor nivel de expresién que el grupo

Caf-Caf, en el dia 5 y 7. En cuanto a los dias de maxima expresién podemos observar que,
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como en el caso de KLF11, los dias son distintos para ambos grupos, siendo el dia 1 para el

grupo Caf-Caf y el dia 5 para el grupo Ctrl-Caf.
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Figura 10: Niveles de expresion genética de KLF12 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.1.5 KLF13

En la Figura 11 se observan los patrones de expresion de KLF13, nuevamente no se incluyen
datos del grupo Ctrl-Ctrl. De la misma forma que en los genes anteriormente analizados, el
grupo Caf-Caf presentd un mayor nivel de expresion global a lo largo de la semana analizada,
pero este grupo tuvo un menor Fold Change que el grupo Ctrl-Caf en los dias 4 y 7. En este
gen podemos observar un comportamiento singular de los patrones de expresion ya que,
notoriamente, se observa que los grupos tienen un comportamiento opuesto. El grupo Caf-
Caf tiene su pico de maxima expresion en el primer dia post-insulto y posteriormente,
comienza a disminuir la expresion hasta volverse equivalente al control en el septimo dia. El
grupo Ctrl-Caf en cambio comienza con una sobreexpresion de menor magnitud que el grupo
Caf-Caf en el dia 1 y esta se eleva con el paso de los dias hasta llegar a su pico de maxima

expresion en el dia 7.
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Figura 11: Niveles de expresion genética de KLF13 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.1.6 KLF15

Finalmente se tienen los resultados de cambios en el nivel de expresion del KLF15,
incluyendo el grupo Ctrl-Ctrl (Figura 12). Se observo que el grupo sin efecto de la dieta,
Ctrl-Ctrl mostr6 una subexpresion generalizada a través de los 7 dias analizados contrario a
los grupos pertenecientes a este trabajo. Ademas, se encontrd que ocurrié un aumento en los
niveles de expresion en gran parte de las muestras del grupo Caf-Caf, pero hubo un dia en el
que este se encontrd subexpresado, el dia 7. EI grupo Ctrl-Caf en cambio tuvo niveles
menores en comparacion, pero nunca hubo una subexpresion del gen de KLF15. Cabe resaltar
también que el comportamiento del grupo Ctrl-Caf es mas similar al patron que presento el
grupo Ctrl-Ctrl; esto puede ser un indicio de que la variable de una dieta hipercalorica durante

la gestacion pueda ser una variable con mayor peso en este gen.
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Figura 12: Niveles de expresion genética de KLF15 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05
A continuacion, se incluye una tabla que resume los resultados obtenidos:

Tabla 4: Resumen de resultados de gPCR para genes de KLF

Gen Dia de maxima Dia de minima
expresion expresion

Ctrl-Caf Caf-Caf Ctrl-Caf Caf-Caf

KLF4 Dia 1 Dia 1 Dia 3 Dia 7
KLF 7 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 7
KLF 11 Dia7 Dia 1 Dia 2 Dia 7
KLF12 Dia5 Dia 1 Dia 6 Dia 7
KLF 13 Dia7 Dia 1 Dia 1 Dia 7

KLF 15 Dia7 Dia 1 Dias 1-3 Dia7



7.3.2 Resultados de los genes asociados a respuesta inflamatoria
7.3.2.11L-18

Los resultados (Figura 13) nos muestran como hubo un aumento en la expresion del gen
IL1B en los grupos Caf-Caf y Ctrl-Caf conforme al grupo Ctrl-Ctrl. Adicionalmente notamos
que hubo una expresion mas elevada en el grupo Ctrl-Caf en comparacién al grupo Caf-Caf,
sobre todo en el dia 1 posterior al tratamiento, lo cual difiere de los resultados para los genes
de KLF donde el grupo Caf-Caf tenia mayores niveles de expresién global. Podemos
observar que el pico maximo de ambos dias varia, siendo el dia 1 para el grupo Ctrl-Caf y el
dia 6 para el grupo Caf-Caf, esto contrastando con lo observado para los genes de KLF 4,
KLF 11, KLF 12, KLF 13 y KLF 15, donde la expresion maxima de los genes era temprana
para el grupo Caf-Caf y tardia para Ctrl-Caf. También se encontr6 que la expresion de IL-1

B presentaba un con una tendencia de subir y bajar progresivamente.
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Figura 13: Niveles de expresion genética de IL-18 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05
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7.3.2.21L-6

Al igual que en el caso del gen anterior, IL-6 se ve mayormente expresado en el grupo de
Ctrl-Caf. Se puede observar que el grupo de Ctrl-Caf incrementa en su nivel de expresion del
gen de IL-6 desde el dia 1 y continGa aumentando hasta su pico maximo en el dia 7. En
cambio, el grupo Caf-Caf llega a su pico maximo en el dia 3 y posteriormente presenta niveles
equivalentes a los del grupo Ctrl-Ctrl. Esto lleva a pensar que la alimentacion de cafeteria

puede llevar a incrementar la respuesta inmune.
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Figura 14: Datos de expresion genética de IL-6 normalizada a GAPDH y expresado como
media + SEM. *P<0.05
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7.3.2.3 TNF-a

Este gen también codifica para un factor de la respuesta inmune. Los resultados de este gen,
asi como los siguientes en este trabajo, carecen de mediciones del grupo Ctrl-Ctrl. Ambos
grupos presentan una elevacion del nivel de expresion, pero se puede observar que el grupo
Caf-Caf tiene un nivel significativamente mayor que el grupo Ctrl-Caf. En este caso la
elevacion de TNF-a en el grupo Caf-Caf es mucho méas marcada y esta continta elevada hasta
su pico maximo alcanzado a los 6 dias post tratamiento, para luego descender al nivel del
grupo Ctrl-Caf en el dia 7. El grupo Ctrl-Caf por su parte, aunque sobreexpresado, no llega
a los niveles del grupo Caf-Caf; este grupo alcanza su pico maximo al dia 5 y posteriormente
vuelve a descender. Estos datos podrian indicar que la regulacién de TNF-a es menos

controlada en el grupo de Caf-Caf.
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Figura 15. Niveles de expresion genética de TNF-a normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.2.4 NF-xB

El grupo de Caf-Caf tiene mayores niveles de expresion de NF-xB a lo largo de los 7 dias y
comienza con un pico de maxima expresion al dia 1 que va disminuyendo con el paso de los
dias. El grupo Ctrl-Caf en cambio tiene su pico de minima expresion en el dia 1 y sube hasta

alcanzar su maximo expresion en el dia 5, para finalmente volver a disminuir a niveles
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basales al séptimo dia. Como en el caso de los tres genes de la respuesta inmune antes

presentados, el gen de NF-kB presenta un patron muy distinto entre ambos grupos.
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Figura 16: Niveles de expresion genética de NF-xB normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.3 Resultados de los genes asociados a conductividad y contractilidad cardiaca
7.3.3.1 ATP2A2

Los datos obtenidos por gPCR (Figura 17) nos muestran que ambos grupos (Caf-Caf y Ctrl-
Caf) presentan una sobreexpresion del gen, hasta el dia 7 donde las muestras de ambos grupos
presentan una subexpresion significativa infiriendo una desactivacion de la transcripcion de
este gen. Ademas, se observaron que los patrones de expresion de ATP2A2 son similares con
respecto al tiempo, con la distincion de los picos de méxima expresion del grupo Caf-Caf,
que, si bien se encuentran en los mismos dias, cuentan con un Fold Change mucho mayor.
Adicionalmente el hecho de tener niveles mas elevados en el grupo de Caf-Caf marcan un

indicio de la importancia de la dieta de una madre gestante.
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Figura 17. Niveles de expresion genética de ATP2A2 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.3.2 RYR2

En la Figura 18 se muestran los niveles de expresion de RYR2, observamos que el grupo
Caf-Caf nuevamente tiene los niveles de expresion mas altos, y, adicionalmente, el grupo
Ctrl-Caf sélo presenta una sobreexpresion del gen RYR2 en el dia 5 tras la inyeccién de
isoproterenol. El grupo Caf-Caf en cambio tiene su punto de maxima expresion en el dialy

se llega a subexpresar en el dia 7.
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Figura 18: Niveles de expresion genética de RYR2 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.3.3 SLC8A1

Los resultados que observamos por analisis de gqPCR nos muestran un aumento en la
expresion del gen SLC8ALl en ambos grupos. Ademads, se puede recalcar que el
comportamiento de las muestras del grupo Ctrl-Caf indican que ocurre un aumento de la
expresion de este gen a etapas tardias del insulto, ya que su punto maximo de expresion es al
dia 7 y el dia anterior la expresion ya se encuentra elevada. En el caso del grupo Caf-Caf,
hay una elevacién marcada en el dia 6, siendo este el pico maximo, pero llega incluso a haber

subexpresiones de este gen, como se observa en el dia 5.
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Figura 19: Niveles de expresion genética de SLC8A1 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

7.3.3.4 KCNA2

El gen KCNAZ2 al igual que SLC8A1 tuvieron una mayor expresion en el grupo de Ctrl-Caf,
observando que incluso se ve subexpresado en todos los dias en que se analizo para el grupo
Caf-Caf. Esto nos hace ver que la variable que esta teniendo mayor efecto debe ser asociada
a la dieta que siguid la madre durante la gestacién. También se puede observar que, aunque
sean diferentes en magnitudes, ambos grupos siguieron el mismo patron de expresién, con el

dia 6 como su dia de méaxima expresion.
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Figura 20: Niveles de expresion genética de KCNA2 normalizada a GAPDH y expresado
como media + SEM. *P<0.05

Como fue en el caso de los niveles de expresion de los genes de KLF, se resumen los
resultados mas relevantes de los genes relacionados a funcion cardiaca y a respuesta inmune
en la Tabla 5.



Tabla 5: Resumen de resultados de gPCR de genes asociados a respuesta inmune y funcion

cardiaca
Gen Dia de maxima expresion Dia de minima expresion
Ctrl-Caf Caf-Caf Ctrl-Caf Caf-Caf
IL-1p Dial Dia 6 Dia 3 Dia5
IL-6 Dia 7 Dia 3 Dia 2 Dia 6
TNF-a Dia5 Dia 6 Dia 2 Dia7
NF-xB Dia5 Dia 1l Dia 1l Dia 4
ATP2A2 Dia5 Dia 6 Dia 7 Dia7
RYR2 Dia5 Dia 1l Dia 7 Dia7
SCL8A1 Dia6y?7 Dia 6 Dia 4 Dia5

KCNAZ2 Dia 6 Dia 6 Dia 2 Dia 1



8.- DISCUSION

Actualmente a pesar de los avances que se tiene del desarrollo y progresion de las CVD poco
se conoce de los mecanismos moleculares clave que estan involucrados durante el desarrollo
de la fibrosis y que conllevan a el deterioro de la funcion normal de corazon. En la actualidad,
los tratamientos para las CVD, como los trasplantes o los marcapasos, son muy costosos. Por
ello, se ha explorado la posibilidad de utilizar moléculas pequefias, como los factores de

transcripcion, como blancos terapéuticos o como formas de terapia.

Dentro de los nuevo abordajes se encuentran algunos factores de transcripcién como los
factores de la familia de los Krippel-like. Los KLFs poseen una funcion cardiaca escencial
durante el desarrollo del corazén. Sin embargo, su papel durante el fallo de la funcién
cardiaca y su modulacion en un escenario del establecimiento de la fibrosis posterior al
infarto han sido poco explorados. Con el fin de establecer posibles blancos terapéuticos o
utilizar a los mismos KLFs como terapia bioldgica fue estudiada su participacion durante

este trabajo.

Nos centramos en estudiar los niveles de expresion de los KLFs, en un modelo de dafio
cardiaco inducido por isoproterenol, expuesto a dieta alta en calorias de modo que se
pudieran emular las condiciones que suele sufrir un paciente comun con CVD. Basandonos
en un modelo de hipertrofia cardiaca establecida anteriormente por el equipo de trabajo, se
afiadio el efecto de una dieta Caf con el fin de conocer el impacto de una dieta alta en calorias
en el desenlace y dafio ocasionado por una CVD. Ademas se estudi6 la relacion de la dieta
con los niveles de expresion de un grupo de genes relacionados con inflamacion,
conductividad y contractilidad cardiaca durante una fase temprana del insulto cardiaco,
correspondiente a la primer semana tras inducir el dafio en un modelo murino expuesto a

dieta Caf desde el desarrollo embrionario o desde la edad temprana.

La dieta CAF es una dieta hipercaldrica alta en grasas y azucares procesadas; ya hay diversos
reportes del efecto de la dieta CAF en el metabolismo cardiaco y como afectan a un modelo
animal. Entre lo reportado, se sabe que una alimentacion con dieta de cafeteria ocasiona un
aumento en el peso corporal del modelo animal, asi como un incremento en la acumulacién

de tejido adiposo en el area abdominal (L. E. Mballa et al., 2021). Nuestros resultados siguen
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esta tendencia, pudiendo observar que el peso de los animales alimentados con dieta CAF
(Tabla 1 y 2) tienen un peso que en promedio excede los 2009 a las 5 semanas de edad.
Adicionalmente se sabe que la dieta de cafeteria tiene un efecto directo en el volumen
cardiaco, el cual aumenta en animales que son alimentados con dieta CAF (Hatton-Jones et

al., 2022) fendmeno que también pudimos observar en nuestras muestras.

Encontramos la sobreexpresion generalizada de Klf4 a través de los 7 dias estudiados en el
grupo Caf-Caf y Ctrl-Caf en comparacion del grupo Ctrl-Ctrl. Se ha visto que KLF4 tiene
funcién para inhibir la apoptosis al inhibir a TP53 y reducir la expresion de BAX (Ghaleb &
Yang, 2017). Esto nos habla que KLF4 al méas elevado en el grupo Caf-Caf que Ctrl-Caf en
nuestro modelo tras el insulto con isoproterenol, esté gen puede estar relacionado a la
cantidad de apoptosis que esta produciéndose en el tejido de los animales alimentados con
dieta hipercaldrica.

Los niveles de expresion maxima de KLF4 fueron en el dia 1, para posteriormente disminuir
y, aunque ocurren repuntes en ciertos dias, nunca alcanzar el nivel del primer dia tras el
insulto. El corazon pasa por un proceso de remodelacion posterior a un 1AM, conformado
por tres fases, la fase inflamatoria, la fase proliferativa y la fase de maduracién (Figura 20)
las cuales se caracterizan por distintas poblaciones celulares y procesos regenerativos (Ferrini
etal., 2019; Weil & Neelamegham, 2019)
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Figura 21: Fases de la remodelacion cardiaca. Adaptado de Ferrini y colaboradores. 2019
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De acuerdo con proceso natural de remodelacion que sufre el corazon tras el 1AM, la fase en
la que se observa la mayor expresion de KLF4 es la fase inflamatoria, caracterizada
principalmente por la muerte celular; ademés, su disminucion progresivamente puede ser
debido al cambio a la fase proliferativa, en la que ya no habria necesidad de que KlIf4 siga

regulando la apoptosis.

Segun el trabajo de Ferrier y colaboradores, a partir del dia 4 post 1AM, inicia la fase
proliferativa en la que, ademas de secretar mediadores antinflamatorios, se empieza a
presentar la produccion de MEC o ECM (Ferrini et al., 2019) Esta MEC o0 ECM es secretada
por miofibroblastos, los cuales proliferan durante esta fase al estarse diferenciando de los
normalmente quiescentes, fibroblastos cardiacos (Weil & Neelamegham, 2019).
Anteriormente ya se ha establecido que KLF4 tiene un papel especifico en la promocién de
esta diferenciacion de fibroblastos cardiacos a miofibroblastos(Yi Zhang et al., 2013), por lo
que, a mayor nivel de KLF4 expresado, mayor va a ser la taza de diferenciacion y por ende
mayor el nimero de miofibroblastos productores de MEC en el 6rgano. Esto sugiere que el
grupo Caf-Caf, que posee mayor expresion de KIf4 a partir del dia 4, puede tener una mayor
cantidad de miofibroblastos en su tejido y por ende su fibrosis va a ser mas severa. Aun asi,
es necesario analizar esto de forma cuantitativa, ya sea por medio de analisis morfométrico
0 por citometria para detectar la poblacién de miofibroblastos en muestras, para determinar
si el grupo de Caf-Caf en verdad tiene un mayor dafio que el grupo Ctrl-Caf como sugieren
los niveles de expresion de KLF4. Esto nos hace pensar que la dieta alta en calorias durante
la gestacion y la edad reproductiva puede llegar a agravar los efectos de una CVD maés de lo

que lo hace en un organismo que solo consumio la dieta durante la edad reproductiva.

Se evalu6 KLF7, conocido por estar expresado alrededor de diversos tejidos humanos,
acufiandosele el nombre de “KLF ubicuo” y ya se conoce que tiene una participacion
importante en el desarrollo de tejido neuronal y adiposo (Mao et al., 2023). Adicionalmente
se le ha relacionado con algunas enfermedades afines al metabolismo, la DM2 (Kanazawa et
al., 2005; Kawamura et al., 2006) y con cancer pulmonar (Niu et al., 2020), gastrico (Z. Jiang
etal., 2017) y pancreéatico (Gupta et al., 2020) entre otros.

Los resultados obtenidos con el gen KLF7 demuestran una sobreexpresion a todos los

tiempos evaluados, con excepcion del dia 7, donde se observa que hay una subexpresion. El
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grupo de Caf-Caf presentd niveles superiores al grupo de Ctrl-Caf. En ambos grupos
podemos observar una elevacion de la expresion en los primeros dias que comienza a
disminuir al dia 4, antes de volver a elevarse hasta su pico maximo en el dia 6. Anteriormente
ya se ha estudiado la relacion del KLF7 con la respuesta inflamatoria en el corazén. En un
estudio realizado con muestras de pacientes que sufrian de enfermedad coronaria, se encontro
que habia una elevacion en el nivel de expresion de KLF7 en muestras de tejido adiposo
epicardico (TAE) (Huang et al., 2020). Esta elevacion, se relacioné ademés con los niveles
de expresion de algunos marcadores inflamatorios y quimioatrayentes en el TAE, los cuales
se vieron elevados significativamente junto con KLF7 y se concluyd que eran parte de la
causa para la enfermedad coronaria. Aunque esto haya sido reportado en TAE, puede que
este teniendo el mismo efecto en el tejido cardiaco, una elevacion de KLF7 en los primeros
dias post-insulto esta activando genes de la respuesta inflamatoria y que son capaces de atraer
células de la respuesta inmune, como las que se encontraron en los cortes histologicos

realizados (Figura 6) hacia adentro del tejido ventricular.

Aunque estas elevaciones iniciales en la expresion de KLF7 se pudieran relacionar con la
fase inflamatoria de la remodelacion cardiaca (Figura 21) su pico de maxima expresion no
se encuentra dentro de los dias de la fase inflamatoria, como sucedio para el KLF4. El pico
de méaxima expresion de KLF7 fue en los dias 5 y 6 para los grupos de Ctrl-Caf y Caf-Caf
respectivamente. Esto sugiere que la elevacion inicial de este gen se deba a la respuesta
inflamatoria de este proceso de remodelacion, pero sus posteriores picos de maxima

expresion deben de ocurrir debido a un proceso adicional.

En un estudio por Wang y colaboradores se determiné que KLF7 tiene un papel en la
modulacion del metabolismo de un corazédn patolégico, como lo es un corazon con hipertrofia
0 que ha llegado al nivel de falla cardiaca (C. Wang et al., 2023). En el estudio se habla de
cOmo tanto una sobreexpresion como un silenciamiento del gen de KLF7 puede causar un
desbalance metabdlico en el tejido cardiaco, este desbalance a su vez es capaz de agravar la
patologia cardiaca, poniendo un énfasis en la hipertrofia cardiaca. En un estudio similar, se
encontrd que tanto en pacientes con DM2, como en modelos murinos de DM2 una expresion
elevada de KLF7 en secciones de aorta, indicando una conexion entre el estado metabdlico
sistémico y los niveles de KLF7 en el corazon (Hulshoff et al., 2023). De forma similar, el
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efecto de los lipidos en el endotelio arterial se estudio por medio de un modelo similar a la
aterosclerosis utilizando células de cordon umbilical suplementadas con ox-LDL, en donde
se observo que ocurria una disminucion de la expresion del gen de KLF7 y esta disminucién
a su vez disminuia la viabilidad de las células (H. Jiang & Lv, 2021). Estos estudios sugieren
que KLF7 puede estar mayormente involucrado en la funcion metabolica del corazon y del

organismo como tal.

Los resultados obtenidos para este gen en el analisis de g°PCR muestra que hay una activacion
inicial del gen tras el insulto con isoproterenol. Debido a su participacién reportada en la
respuesta inmune y su actividad de reclutar células inflamatorias, nuestros resultados
sugieren gue el gen de KLF7 esta siendo activado para actuar en la respuesta inflamatoria
correspondiente a la administracion del farmaco. Los estudios descritos anteriormente
sugieren que KLF7 puede estar modificando sus niveles de expresion no sélo como parte de
la modulacion de la respuesta inmune, sino también por participar en la modulacion de
diversas vias metabolicas. Esto también seria una forma de explicar la diferencia entre los
grupos de este estudio, que contaban con dieta CAF, y los grupos de trabajo de la M.C.
Michelle G. Santoyo Suarez, donde los niveles de expresion son mucho menores y hubo
alimentacion solamente con dieta control. KLF7 pareciera tener una participacion importante
en la modulacion energética de un corazén con cualquier proceso de dafio. Por todo lo
anterior considerd que seria interesante observar si KLF7 es capaz de modularse para poder

evitar o revertir el dafio causado en modelos similares a los utilizados en este trabajo.

Evaluamos KLF11 debido a que es un factor de transcripcion con poco estudio en la funcion
cardiaca, pero se tiene bien establecido que la expresion de este gen esta relacionada con la
enfermedad diabética de tipo MODY (Sun et al., 2021) para la cual incluso se ha considerado
que pueda llegar a ser un gen de diagndstico predictivo. Adicionalmente también se ha
asociado a KLF11 con distintos tipos de cancer como lo son el adenocarcinoma pulmonar
(Guangyin Zhao et al., 2023), osteosarcoma (Y. Wang et al., 2021) y cancer de mama (Lin
et al., 2023), aunque, de forma mas significativa para el sistema cardiovascular, también se
ha estudiado la participacion de KLF11 en las afectaciones cerebrovasculares (Yin et al.,
2013) llegando a considerarse un gen con una funcion protectora esencial en el sistema
cerebrovascular (X. Zhang et al., 2020; Zhou et al., 2022).
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En cuanto a los resultados obtenidos para la expresion de KLF11, se encontro la
sobreexpresion en los grupos Caf-Caf y Ctrl-Caf contra el Ctrl-Ctrl. En cuanto a su patron de
expresion se obtuvo un pico méximo al dia 1 en el grupo de Caf-Caf y un pico en el dia 7
para el grupo Ctrl-Caf, el cual coincide con el pico de minima expresion del grupo Caf-Caf.
Esto nos lleva a pensar en que la activacion de la transcripcion para el gen de KLF11 es en
etapas tempranas para el grupo de Caf-Caf y tardia en el grupo de Ctrl-Caf. Se ha reportado
la relacion que tiene el nivel de KLF11 en la homeostasis de las células endoteliales y lo
esencial de este para mantener la integridad del tejido cardiaco. La sobreexpresion de KIf11
en nuestro modelo murino puede deberse a un esfuerzo del organismo de mantener la

integridad del tejido endotelial cardiaco posterior al insulto de isoproterenol.

Adentrandonos un poco en la funcion conocida de KLF11, se conoce que KLF11 es esencial
para la proteccion del sistema cerebrovascular en el caso de sufrir por un proceso de dafio o
isquemia. Se ha estudiado que KLF11 puede inducir la transcripcion del gen de PPARy (Yin
et al., 2013), el cual es capaz de reducir la expresion del mir-15a, reconocido por sus
funciones proapoptdticas en tejido nervioso, promoviendo la proteccion de células
endoteliales en el tejido cerebrovascular. Adicionalmente, un estudio de la capacidad de
KLF11 de mantener la funcién y estructura de las células endoteliales vasculares en la barrera
hematoencefalica revel6 que KLF11 es capaz de unirse al promotor del gen de la ocludina y
el gen ZO-1 (X. Zhang et al., 2020), productores de proteinas esenciales para las uniones
estrechas entre células endoteliales y encargados de mantener la estructura de los vasos
sanguineos construidos por estas. De forma similar se ha visto este fendmeno en el endotelio
vascular del sistema cardiovascular, donde se encontré que pacientes y modelos animales
con aneurisma aortica tenian una disminucion de la expresion de KLF11 en el tejido
endotelial de la aorta, ademas de un aumento muerte celular por apoptosis (Guizhen Zhao et
al., 2021).

Entre otras funciones conocidas de KLF11 también se ha estudiado su papel en la activacion
de la respuesta inmune. En un estudio por Zhou y colaboradores se encontré que la delecion
gendémica de KLF11 en un modelo murino de dafio cerebral ocasion6 un incremento en la
polarizacion de la microglia en un fenotipo inflamatorio y una disminucion en la poblacion

de microglia antinflamatoria (Zhou et al., 2022). En un modelo animal de delecion del gen
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de KLF11 y dafio renal se encontré una mayor infiltracién de macréfagos en el tejido y una
elevacion en la expresion de citocinas proinflamatorias esto comparado con un control sin
delecion de KLF11 (De Lorenzo et al., 2022). En células endoteliales se ha observado que la
expresion de KLF11 es inversamente proporcional a la intensidad del fenotipo
proinflamatorio , esto al estudiar la sobreexpresion del gen por medio de un vector lentiviral,
sin ningln estimulo de dafio, mientras que en modelos animales con dafio por LPS se observo
un mayor reclutamiento de leucocitos en el endotelio vascular cuando hay delecion de KLF11
(Fan et al., 2012). Con la informacion presentada, se sugiere que KLF11 es capaz de proteger
contra un perfil proinflamatorio en los tejidos, por lo tanto, en el caso de nuestros grupos de
estudio la funcion puede ser similar. Los niveles de expresion elevados de KLF11 en
comparacion con el control, pueden deberse a una respuesta compensatoria de la inflamacién

ocasionada por el dafio causado por la administracion de isoproterenol.

Finalmente se ha podido relacionar a la expresion de KLF11 con modificaciones en la
expresion de genes relacionados con la fibrosis posterior a un dafio, principalmente por vias
activadas por medio de TGF-B (De Lorenzo et al., 2022). En este caso una disminucion de la
expresion de KLF11 por medio de delecién, incrementd la expresion de genes profibréticos
como Statl, SMAD1-5 y Plau (De Lorenzo et al., 2022). Este fendmeno podria explicar el
segundo incremento en la expresion de KLF11 en el grupo de Caf-Caf en el dia 6 y el pico
de méaxima expresion del grupo Ctrl-Caf en el dia 7. Seguin el fenébmeno de remodelacion
cardiaca mencionado anteriormente (Figura 21) a partir del dia 4 post dafio cardiaco,
empieza a haber una produccion de matriz extracelular, incluyendo fibras de colageno. Esto
sugiere que en este escenario KLF11 esta actuando como mecanismo de compensacion para

este proceso de produccién de matriz extracelular al contrarrestar la expresion de TGF-p3.

El gen de KLF12 tiene un papel importante en el desarrollo de distintos tipos de cancer. Entre
las actividades que se le han adjudicado a la expresidon de KLF12 se encuentra la de promover
la supervivencia de las células cancerigenas. En estudios de cancer de pulmén de células
pequefias se ha observado que KLF12 es capaz de unirse al promotor del gen de PD-L1 el
cual es capaz de detener la respuesta inmune contra multiples tipos de células cancerosas
(Pan et al., 2023). Esta capacidad de promover la produccién de PD-L1 ha sido aprovechada

para inducir sensibilidad a ciertas quimioterapias dirigidas a este receptor en tipos de cancer
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que suelen tener una baja expresion de PD-L1 y KLF12 (Zheng et al., 2023). En un estudio
en cancer de mama se encontré que KLF12 es capaz de inhibir la transcripcion de p21, por
medio de ubiquitinacion de la proteina p53 (Y. Li et al., 2023). Por altimo, en estudios de
células madre de tumor pancreaticas se encontro que la expresion de KLF12 esta relacionada
con la capacidad de estas células de mantenerse pluripotenciales, y al inhibir la expresion de

KLF12 se logrd reducir la poblacion de células madre de tumor pancreéticas

Nuestro andlisis de los niveles de expresion de KLF12 revel6 que el gen se vio
sobreexpresado en el grupo de Caf-Caf, alcanzando un pico méximo en el dia 1 post-insulto.
El grupo Ctrl-Caf en cambio tuvo una expresion basal, con excepcién del dia 5 y 7 donde
hubo una sobreexpresion, siendo el dia 5 el punto maximo. Aungue no hay estudios que
discutan el papel de KLF12 en el tejido cardiaco, por su papel conocido en distintos tipos de
cancer, se puede concluir que KLF12 tiene capacidades relacionadas tanto con la
supervivencia celular como con la induccién de la pluripotencialidad de las células. Estas
caracteristicas de KLF12 sugieren que el gen se ve sobreexpresado cuando esté induciendo
un efecto protector contra la apoptosis, como el que puede ocurrir para proteger de un dafio.
Siendo que el grupo Caf-Caf tuvo un pico de alta expresion de KLF12 en el dia uno, es
posible sugerir que este pico se deba a una actividad compensatoria por parte del KLF12 en
respuesta a la muerte celular excesiva ocasionada por el insulto cardiaco en etapas agudas
del dafio. En cuanto al grupo de Ctrl-Caf cuyo pico maximo ocurre posterior, es posible que
sea debido a que el dafio en este grupo tarda mas tiempo en llegar a un punto en el que
requiera ser modulado. Esto podria indicar que el bagaje generacional de la dieta Caf esta
haciendo al grupo Caf-Caf mas susceptible al dafio causado por el isoproterenol. Sin embargo
mas estudios. Son necesarios para llegar a la comprension de su funcion y participacion en
las CVD.

Los resultados obtenidos del analisis de expresion del gen KIf13 mostraron una
sobreexpresion significativa en los grupos de Ctrl-Caf y Caf-Caf. El grupo de Caf-Caf tiene
una elevacion desde el dia 1 post-insulto con isoproterenol, siendo este el de mayor expresion
en la semana de estudio, para posteriormente disminuir progresivamente hasta llegar a su
punto de minima expresion, el dia 7. Al contrario, el grupo Ctrl-Caf tiene su dia de minima

expresion observada en el dia 1 posterior al dafio, y se elevaba progresivamente hasta llegar
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a su pico de maxima expresion en el dia 7, aunque sin llegar al mismo nivel de expresion que

presentaba el grupo Caf-Caf en su pico maximo.

KLF13 es un factor que tiene un papel definido en el desarrollo cardiaco, ya que es esencial
para la activacion de el gen de desarrollo cardiaco fetal, GATA-4; incluso se ha observado
que la mutacion en el gen de KLF13 es causante de enfermedades cardiacas congénitas
(Lavallée et al., 2006) como la miocardiopatia dilatada congénita (Guo et al., 2022). Debido
a esto, en estudios mas recientes se han hecho investigaciones con el proposito de determinar
el efecto que tiene el factor KLF13 en un corazon adulto y en un corazon con dafio. Entre los
resultados publicados se ha observado que KLF13 es esencial para proteger a los
cardiomiocitos de dafio en el DNA y muerte celular ocasionada por administracion de
farmacos como la doxorrubicina, y su silenciamiento podria llevar a una falla cardiaca por
cardiotoxicidad relacionada a farmacos (Cruz-Topete et al., 2016) indicio del papel de
proteccion cardiaca del KLF13. En otro modelo celular de dafio cardiaco, se establecié que
la expresion de KLF13 puede ser modulada por el RNA largo no codificante FTX, donde la
sobreexpresion de FTX, y por consiguiente de KLF13, se relaciond con una supresion de la
apoptosis tras la induccion de dafio con perdxido de hidrogeno (Yamin Zhang et al., 2020).
De forma alin mas reciente, se ha descubierto que la sobreexpresion de KLF13 en un modelo
de induccién de dafio por LPS o por sepsis, fue capaz de disminuir el dafio en el tejido
cardiaco y disminuir la apoptosis de cardiomiocitos mediada por la respuesta inmune,
comprobando ademas que mecanisticamente este efecto fue dado por la capacidad de KLF13

de inhibir vias de inflamacion como la de NF-kB (Zeng et al., 2023).

Los resultados obtenidos en este trabajo para el grupo de Caf-Caf indican que KLF13 esta
Ilevando a cabo su respuesta de proteccion contra el dafio desde el dia 1 post-insulto y al
disminuir su nivel con el paso de los dias se puede sugerir que la expresion de este factor
pierde su capacidad de combatir el dafio o que la muerte celular va en caida, como lo sugiere
el proceso natural de remodelacion cardiaca. EI grupo de Ctrl-Caf en cambio muestra una
activacion progresiva de KLF13 donde el ultimo dia llega a su pico maximo, indicando que
es posible que KLF13 solo requiera llevar a cabo su funcion antiapoptdtica en dias
posteriores, lo cual indicaria que el nivel de muerte celular fue menor en el grupo de Citrl-

Caf, cosa que ya se ha visto sugerida por los resultados en las mediciones de otros miembros
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de la familia de los KLFs. Aun asi, resulta necesario medir mas marcadores de dafio cardiaco
o de muerte celular para afirmar que KLF13 estd cumpliendo con esta funcion propuesta de

proteccion contra la muerte celular de los cardiomiocitos.

Finalmente en términos de los KLF, tenemos a KLF15, un factor que, a diferencia de los
otros en este estudio, no se encuentra clasificado dentro de algun sub grupo de la familia de
los KLFs (Garcia-Loredo et al., 2024). Aunque este factor se ha visto relacionado con
distintas enfermedades, es de los pocos KLFs que se ha estudiado con un enfoque en el tejido
cardiaco y su participacion en el mismo. En este estudio se decidié medir el nivel de
expresion de este gen debido a la cantidad de efectos que tiene este en la homeostasis

cardiaca.

Una de las razones por las cuales se ha enfocado el estudio de KLF15 en el tejido cardiaco
es porgue ya se ha reportado que KLF15 es un factor esencial para el desarrollo prenatal del
corazoén, siendo capaz de controlar la distribucion y diferenciacion de las células progenitoras
de tejido cardiaco (Noack et al., 2012b). Se ha visto incluso que la expresion de ciertos genes
controladores del ciclo celular con capacidad de reprimir la expresion de KLF15 pueden
Ilegar a ocasionar disfuncion cardiaca en dias tempranos postnatales (Hashimoto et al., 2022).
Adicionalmente ya se ha determinado que los niveles de expresion de mMRNA de KLF15 en
necropsias de corazones con falla cardiaca se encuentran disminuidos en comparacion con
muestras control sin dafio (Haldar et al., 2010). En nuestros podemos observar cdmo nuestros
grupos parecieran asemejarse con estas mediciones realizadas en humanos por Haldar y
colaboradores, esto debido a que los niveles de expresion del gen parecieran disminuir con
el paso de los dias, al igual que sucede en un corazoén con falla cardiaca.

Un ejemplo del mecanismo compensatorio que puede estar llevando a cabo KLF15 en el
tejido cardiaco dafiado es la inhibicion de la hipertrofia cardiaca. En afios anteriores, se ha
reportado que una sobreexpresion del nivel de KLF15 en modelos in vitro de hipertrofia por
dosis de angiotensina Il (Ang I1) en cardiomiocitos es suficiente para prevenir el crecimiento
de las células (Leenders et al., 2012) esto debido a su capacidad de disminuir la expresion de
diversos genes pro-hipertroficos cardiacos (Patel et al., 2017, 2018). Otra de las funciones
protectoras de KLF15 esta relacionada a su capacidad de inhibir el factor de crecimiento de

tejido conectivo (CTGF), el cual es un factor activador de fibrosis presente en la cicatrizacion
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cardiaca (B. Wang et al.,, 2008) que se presenta en la segunda y tercera fase de la
remodelacion cardiaca posterior a un dafio (Ferrini et al., 2019). Por ultimo, KLF15 participa
también como modulador de la respuesta inmune en los procesos de remodelacion cardiaca
al disminuir los niveles de expresion de los genes CXCL1 y CXCR2, productores de una
quimiocina y su receptor que son capaces de reclutar macrofagos al tejido cardiaco en
modelos celulares de hipertrofia por adicion de Ang Il (He et al., 2021). En general KLF15
funciona como un protector de dafio en el tejido cardiaco, siendo uno de los genes que se
encuentra diferencialmente expresados en la mayoria de los tratamientos contra dafio
cardiaco, por ejemplo, en el tratamiento con la proteina CTRP12 para dafio por isquemia
reperfusion cardiaca (Liao & Tian, 2022) y en tratamientos contra la enzima WWP1 conocida

por su papel en cardiomiopatias no isquémicas (X. Lu et al., 2023).

De acuerdo con los resultados en los niveles de expresion de KLF15 (Figura 12) se puede
observar en el grupo Ctrl-Caf, se mantienen en su mayoria en un nivel de expresion basal,
equivalente a un Fold Change de 1, con excepcion de los dias 4, 5y 7. El grupo de Caf-Caf
en cambio se observa sobreexpresado en todos los dias de estudio, con excepcion del dia 5
donde se encuentra a un nivel basal y el dia 7 donde se ve significativamente subexpresado.
Los picos presentados en el inicio de nuestras mediciones para el grupo de Caf-Caf, y en dias
esporadicos para el grupo de Ctrl-Caf, sugieren un mecanismo de compensacién por parte de
KLF15, que, acorde a lo reportado funciona como inhibidor de hipertrofia, inflamacion, o
fibrosis, con el fin de reducir el dafio al tejido cardiaco. La disminucion de KIfl5 en dias
posteriores sucede en la mayoria de los casos de IAM donde KLF15 se encuentra
subexpresado (Haldar et al., 2010). Por dltimo, comparandolo con el grupo Ctrl-Ctrl,
observamos que los resultados son de subexpresién en los 7 dias de estudio, sugiriendo que

la variable de la dieta pueda ser la causante de estas discrepancias en los niveles de expresion.

Debido a que KLF15 es un regulador importante del metabolismo cardiaco de lipidos,
recordando que estos son su fuente principal de energia (Prosdocimo et al., 2014)
(Prosdocimo et al., 2015). ; creemos que el incremento en la expresién de KLF15 desde el
dia 1 post-insulto con isoproterenol en el grupo Caf-Caf puede deberse a esta sobreactivacion
de la via de oxidacion de lipidos ocasionado por la dieta consumida por el animal de estudio
y por su ascendencia. Es por ello, que la mayor expresion esta en Caf-Caf y Ctrl-Caf con
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respecto al Ctrl-Ctrl. Con estos resultados podemos pensar que una dieta alta en grasas puede
inducir la sobreactivacion de KLF15 en el tejido cardiaco, efecto que se ve agravado cuando

existe una carga generacional de consumo de este tipo de dieta.

En este trabajo se midieron los niveles de expresion de cuatro genes relacionados con la
respuesta inflamatoria, estos fueron IL-1[3, IL-6, TNF-a y NF-kB; estos genes se activan en
respuesta a un dafio en los tejidos, pero en este estudio la finalidad fue encontrar una relacion
entre la activacion de estos y los niveles de los KLFs estudiados.

IL-18 es una citocina de tipo proinflamatorio que se ve elevada normalmente después de un
episodio de IAM en el tejido cardiaco (Cheng et al., 2023). En un estudio realizado en el afio
2023 incluso se determind que el dia 3 postinfarto es el dia donde se alcanza el pico
poblacional de monocitos productores de IL-1B en el tejido cardiaco (T. Li et al., 2022). En
el caso de este estudio se logrd determinar que hubo una sobreexpresion significativa del gen
durante los siete dias de estudio con los niveles mas altos de IL-1B encontrados en el dia 1
post insulto en el grupo de Ctrl-Caf. En ambos grupos podemos observar una tendencia de
iniciar con un nivel alto en el dia 1 para posteriormente bajar hasta el dia 3 y volver a elevarse
a partir del dia 4. Este patron puede ser explicado por las fases de la remodelacion cardiaca,
recordando que la fase inflamatoria, donde se esperaria que hubiera mayores niveles de IL-
1B consiste en los dias 1 al 3 post IAM (Ferrini et al., 2019). Estas elevaciones en dias
iniciales de la expresién del gen se pueden deber a este proceso de remodelacion, en cambio
los picos posteriores en los que hay una sobreexpresion pero de menor magnitud pueden
deberse al fendmeno de reclutamiento de células de la respuesta inmune ya que, como se
menciono antes, se alcanza la poblacion mas alta de células productoras de IL-1B hasta el
dia 3 post IAM (T. Li et al., 2022) lo que ocasionaria que a partir del dia 4 hubiera un

incremento de esta interleucina, similar a lo observado en nuestros gréaficos.

La IL-6 es también una citocina que se ha encontrado que se eleva en el tejido cardiaco
posterior a un IAM (Cheng et al., 2023). Adicionalmente esta citocina se ha visto
directamente relacionada con el area de infarto en el tejido cardiaco observado en necropsias
(Groot et al., 2019) sugiriendo que los niveles elevados de expresion de este gen son indicio
de un dafio tisular mayor. Al igual que IL-1p las fases de la remodelacion cardiaca también

nos sugieren que este gen se deberia de ver sobreexpresado durante la fase inflamatoria
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(Ferrini et al., 2019). En el caso de este trabajo podemos observar que efectivamente hay una
sobreexpresion del gen de IL-6 en los grupos de estudio durante los 3 primeros dias post
IAM, pero observamos que a partir del dia 4 hay una disminucion significativa de la
expresion en el grupo de Caf-Caf mientras que el grupo de Ctrl-Caf llega a un nivel de
expresion aun mayor al observado en los primeros tres dias. Esto sugiere que, segun el
modelo de alimentacion utilizado, hay un fendmeno que esta disminuyendo la capacidad de
respuesta al dafio de IL-6 en el grupo de Caf-Caf o estd aumentando la respuesta de IL-6 en

el grupo Ctrl-Caf.

El (TNF-a) es una citocina proinflamatoria con participacion en la activacion de distintas
vias de sefializacion como lo son la apoptosis, la fibrosis y la oxidacion de especies reactivas
(TNF Tumor Necrosis Factor [Homo Sapiens (Human)] - Gene - NCBI, n.d.). Esta también
se ha visto elevada después de un IAM en el tejido cardiaco y en suero (Cheng et al., 2023).
De manera especifica, se ha vinculado a la elevacion de TNF-a con la produccion de fibrosis,
al participar en la activacion de genes codificantes para la produccion de fibras de colageno
y matriz extracelular (Mo et al., 2020). Los resultados obtenidos (Figura 15) nos demuestra
un incremento en los niveles de expresion del gen de TNF-a para ambos grupos, con un
aumento mas marcado en el grupo de Caf-Caf. Ademas, se observa que ambos grupos
tuvieron un pico de expresion en la segunda fase de la remodelacion cardiaca, la fase
proliferativa. Esta fase se caracteriza por una produccion de matriz extracelular y la
acumulacion de células de la respuesta inmune (Ferrini et al., 2019) lo cual podria estar
relacionado a la expresion del gen de TNF-a que tiene funciones para produccion de fibras.
En el grupo de Caf-Caf se observa un aumento inicial en el dia 1 post-insulto con
isoproterenol significativo al compararse con el grupo de Ctrl-Caf, que, tomando en cuenta
las propiedades y funciones de TNF-a, puede deberse a un estado inflamatorio inicial mas

grave en el tejido obtenido del grupo Caf-Caf.

El dltimo gen medido en relacion con la respuesta inflamatoria fue NF-kB, este es un gen
que codifica para una proteina con funcién de factor transcripcional. Se conoce que NF-kB
es capaz de translocarse al nucleo de las células y estimular la transcripcién de genes
asociados a diversos procesos, comunmente asociados a la inflamacion y en procesos

apoptoticos y se sabe que puede ser activado por el resto de los genes inflamatorios
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estudiados, IL-1B, IL-6 y TNF-a. Se ha reportado que niveles elevados de NF-kB se asocian
con la disfuncién cardiaca debido a un aumento en la apoptosis de cardiomiocitos (L. Zhao
et al., 2017). Adicionalmente, ya se ha determinado que hay una elevacion en los niveles de
expresion de NF-kB en modelos animales de |AM tratados especificamente con isoproterenol
como es el caso de este trabajo (Manjunatha et al., 2020). Nuestros resultados muestran una
elevacion significativa en los niveles de expresion del gen para NF-kB con un aumento
maximo en el dia 1 post-insulto para el grupo Caf-Caf y un aumento gradual hasta llegar al
maximo en el dia 5 para el grupo Ctrl-Caf. Estos picos maximos pueden estar relacionados a
la cantidad de dafio presente en el tejido, como se mencion6 por Manjunatha y colaboradores,
sugiriendo que el grupo Caf-Caf sufrié un mayor dafio tras la administracién de isoproterenol
(Manjunatha et al., 2020). Finalmente también se ha observado que la programacion fetal
puede inducir una expresion elevada en un gran numero de citocinas proinflamatorias
(Matuszewska et al., 2021) donde se incluyen aquellas estudiadas en este trabajo. Las
diferencias entre los grupos experimentales evaluados en el caso de los genes inflamatorios,
la diferencia en las magnitudes de expresion se puede deber justamente a este fendmeno de

programacion fetal.

Nuestro ultimo grupo de genes estudiado fueron aquellos pertenecientes a funciones
esenciales cardiacas, la contractilidad y la conductividad. Estos genes pertenecen a dos genes
encargados de controlar el proceso de contraccion muscular en el corazén, ATP2A2 y RYR2,
y dos genes encargados de la conduccién de la sefial eléctrica de marcapasos cardiaco,
SLC8AL y KCNAZ2. Esta eleccion de genes fue gracias a un estudio bioinformatico previo

de nuestro equipo de trabajo, donde se predijeron genes blanco de KLF en diversas CVDs.

Como se menciono anteriormente, ATP2A2 es el gen codificador para la enzima SERCAZ2a,
encargada de la translocacion de calcio hacia el reticulo sarcoplasmico (Q. Lu et al., 2022)
lo que permite la contraccion del musculo cardiaco. Anteriormente ya se ha reportado que la
enzima SERCAZ2a pierde su capacidad funcional normal después de un IAM, reduciéndose

la capacidad contractil del corazén (Dally et al., 2006).

En nuestros resultados observamos un comportamiento opuesto, donde en realidad se
encontré una sobreexpresion de los niveles del gen ATP2A2 en la mayoria de las muestras

estudiadas, lo que sugiere que deberia haber una ganancia de la funcion de su enzima. Aun
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asi, existe un solo reporte, aunque de una fecha antigua, que evidencia que la expresion del
gen ATP2A2 a nivel de proteina no sufre ningun cambio tras un IAM, pero la enzima sufre
una disminucion en su capacidad de transporte de calcio (Schwinger et al., 1995). Con la
poca literatura sobre el estudio de este gen, se puede inferir que la expresion del gen puede
tener variacion, pero los niveles proteicos se mantienen, siendo la pérdida de su funcién la
verdadera causa por la que el corazon pierde su capacidad contractil. Debido a esto es
necesario profundizar mas en las vias en las que actla la enzima SERCA2a y encontrar cual

es la causa de que la proteina no pueda cumplir con sus funciones.

El gen de RYR2 codifica para la proteina receptora de rianodina, y es la misma proteina
encargada de liberar el calcio de reticulo sarcoplasmico (Szentandrassy et al., 2022),
complementando la accion del gen ATP2A2. El receptor de rianodina es el encargado de
realizar la relajacion del musculo cardiaco, por lo cual debe ser capaz de actuar en momentos
determinados, al igual que SERCAZ2a. En cuanto a modificaciones en su expresion, en un
estudio por Waddell y colaboradores, se observé que la proteina RYR2 gana sensibilidad al
calcio posterior aun IAM por un mecanismo desconocido, aunque existen algunas propuestas

explicadas en el mismo estudio (Waddell et al., 2023).

Aungue no hay reportes de modificaciones en la expresion del gen RYR2 a nivel de proteina
o de mRNA, los resultados de este trabajo muestran una expresion basal en el grupo de Ctrl-
Caf de forma global durante los 7 dias estudiados, pero se observa una sobreexpresion en el
grupo de Caf-Caf. La literatura sugiere que RYR2 se vuelve sensible al calcio, ocasionando
que actle y libere calcio del reticulo sarcoplasmico antes de tiempo, y por lo tanto el musculo
cardiaco se relaje cuando no deberia. Esto, adicionado con la produccion elevada de la
proteina de RYR2 que podria estar pasando en el grupo de Caf-Caf, podria ser un indicador
de una menor capacidad contractil en el tejido cardiaco del grupo Caf-Caf en comparacién al
grupo Ctrl-Caf. Cabe aclarar que esto es una suposicién y se deben realizar pruebas
adicionales de flujo cardiaco para determinar si esta posibilidad existe.

El gen de SLC8AL codifica para una bomba de intercambio de sodio y calcio cuyo rol
principal es la conduccién de la sefial eléctrica desde el nodo atrial hasta el nodo
atrioventricular, funcionando como el marcapasos del masculo cardiaco (Sano et al., 2014).

De lo poco que se sabe de los niveles de expresion de este gen es que un aumento en la
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expresion se ha visto relacionado con un incremento en el area de dafio postinfarto en el
tejido cardiaco (Xie et al., 2021). En el caso de nuestro proyecto, podemos observar que los
resultados de expresion de ambos grupos de estudio estan elevados en comparacion al
control. Adicionalmente se puede observar que la expresion de SLC8AL incrementa con el
paso de los dias post insulto con isoproterenol. La informacion de la literatura y nuestros
resultados en conjunto, sugieren que con el paso de los dias la expresion de SLC8AL y el

area de dafo en el tejido cardiaco van en aumento.

Finalmente, el gen de KCNAZ2 codifica para un canal de potasio dependiente de voltaje. Este
estd encargado de recibir y transmitir las sefiales eléctricas que controlan el ritmo cardiaco
(Lee et al., 2013), de la misma forma que hacen los canales de SLC8AL. Ya se ha reportado
anteriormente que la actividad de KCNAZ2 se reduce como funcién cardioprotectora para
reducir el ritmo cardiaco y de esa forma no forzar el musculo cuando pierde su capacidad
contractil (Chen et al., 2010). Nuestros resultados demuestran una disminucion de la
expresion de KCNAZ2 en el grupo de Caf-Caf, como se menciona en la publicacién de Chen
y colaboradores. EI grupo Ctrl-Caf en cambio se encuentra sobreexpresado en 6 de los 7 dias
analizados, lo cual podria indicar que no hay necesidad de proteger contra dafio, esto se
relaciona con los resultados del resto de genes de contractilidad y conductividad cardiaca, ya
que a lo largo de este estudio se han observado resultados que sugieren que el grupo Ctrl-Caf
padece de un menor nivel de dafio que el grupo de Caf-Caf. Aun asi, se requieren resultados
adicionales ya que con solo saber los niveles de expresion y sus variaciones a través de los
dias no podemos tener certeza del estado de las muestras utilizadas, desde el dafio ocasionado
por la administracion de isoproterenol, como los estados histoldgicos segun las fases de

remodelacion cardiaca.

En cuanto a los efectos de la dieta de cafeteria sobre ciertos genes, ya se ha reportado
anteriormente el efecto de la dieta CAF en genes relacionados a la inflamacion, fibrosis,
produccion de especies reactivas y apoptosis. En un estudio por Abdelwahab y colaboradores
se encontrd que la dieta de cafeteria ocasiona un aumento en los niveles proteicos de IL-6 y
TNF-a tanto en suero como en corazon, ademas una activacion de genes profibréticos y un
aumento en la muerte celular debido a una activacion de la transcripcion de los genes Bax y

caspasa-3 (Abdelwahab et al., 2023). Esto se ve relacionado con nuestros resultados donde
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también pudimos observar la sobreexpresion de los genes IL-6 y TNF-o, ademas del aumento
en la expresion de NF-kB que, como se menciond anteriormente, es capaz de activar genes
profibroticos y por ultimo observamos el incremento en expresion de KLFs que responden a
la apoptosis, incluso desde el dia 1 tras el insulto con isoproterenol, como el KLF4, KLF7,
KLF 12 y KLF13.

Otro factor que resalta en nuestros resultados son las diferencias entre el grupo de Caf-Caf y
el Ctrl-Caf, cuya Unica diferencia esta en si la dieta tiene mas de una generacion siendo usada
como alimento. El efecto de la dieta de una madre durante la gestacién y la lactancia sobre
su descendencia es lo que se conoce como programacion fetal, la cual ya fue introducida en
los antecedentes. La original teoria de la programacion fetal, también conocida como teoria
del origen fetal, menciona que la CVD se ve estrechamente relacionada con adaptaciones
ocasionadas por una desnutricion desbalanceada en el desarrollo fetal y esta puede afectar
causando que la descendencia tenga un peso mas bajo durante su desarrollo (Barker, 2001).
Esto puede ser evidenciado en nuestros resultados donde se observa que pese a tener la misma
edad y alimentarse con la misma dieta, los animales pertenecientes al grupo Caf-Caf tienen
un tamarfio de fémur, peso corporal y volumen cardiaco menor a los animales del grupo Ctrl-
Caf. Este efecto puede atribuirse al fendbmeno descrito por Barker, en el que la mala nutricién

de la madre afectd el tamafio de las crias durante el desarrollo postnatal.

Aunque originalmente la teoria propuesta por Barker mencionaba que la desnutricién era la
causante de algunas CVDs, se ha reportado que cualquier tipo de malnutricion, agente toxico
0 estrés al que se exponga la madre durante la gestacion y lactancia puede tener un efecto
directo sobre la descendencia (Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). Adicionalmente se ha
observado que los modelos de programacion fetal tienen un aspecto en comun, el cual es la
disminucion de cardiomiocitos y la presencia de fibrosis cardiaca desde la infancia
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). Este fendmeno se puede ver relacionado con lo
observado en los cortes histologicos (Figura 6) donde podemos encontrar una mayor
cantidad de fibras aparentes en los cortes tefiidos con tricromico de Masson del grupo de Caf-
Caf, aunque cabe aclarar que hace falta un analisis semicuantitativo de estas imagenes para

poder llegar a afirmar este fenomeno.
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9.- CONCLUSION

En este estudio se encontrd que hubo un efecto de la dieta consumida sobre la expresion de
los genes de KLF, asi como aquellos relacionados a la inflamacion y a la funcion cardiaca.
Se pudo observar que los grupos de trabajo de este proyecto tenian una mayor expresion de
todos los genes analizados al compararse con el control de dieta con dafio cardiaco. Esto nos
da a entender que, al menos para el caso de los genes inflamatorios, la dieta es capaz de
aumentar la agresividad de la respuesta inflamatoria o tal vez esta se encuentre activa antes
del mismo insulto cardiaco. Adicionalmente los genes de KLFs también se vieron afectados
por la dieta y dado a que todos estos estan relacionados con actividad de reparacion y
respuesta a dafio, la dieta de cafeteria es capaz de inducir la activacion de estos procesos.
Aunque pareciera positivo el activar las vias de regeneracion, reparacion y respuesta al dafio
relacionadas a los KLFs, es posible que la dieta, al incrementar en exceso la expresion de
estos genes, esté ocasionando un dafio mayor de lo que logra reparar, pero para establecer
esto es necesario seguir estudiando el efecto de las dietas consumidas hoy en dia sobre la
actividad cardiaca. Una vez se logre elucidar todas las interacciones entre moléculas
reguladoras como lo son los KLFs y algunas proteinas importantes para el tejido cardiaco, va
a ser posible utilizar a los KLFs como un blanco terapéutico o como terapia como tal. Sigue
siendo importante el continuar estudiando las CVDs y de esta forma comprender mejor los

procesos que las componen y las formas de inhibirlos.
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10.- PERSPECTIVAS

Para lograr complementar este trabajo se sugiere realizar el analisis de expresion de los genes
estudiados a nivel de proteina por medio de Western Blot, de esta forma asegurando que los
resultados obtenidos de mARN tengan correlacion con la actividad de las proteinas
codificadas. Ademas, seria interesante realizar inmunohistoquimicas para detectar las areas
de actividad de los distintos KLFs ya que se desconoce en qué células y en queé areas de estas
es que llevan a cabo su actividad. Por Gltimo, es de nuestro interés explorar las metilaciones
presentes en los promotores, por medio de CHIP, en los genes de KLF, debido a que son los

mecanismos de regulacion mas importantes para estos.

Parte de este trabajo ya se ha iniciado, especificamente la medicion de las proteinas por medio
de inmunohistoquimica, esto en colaboracion con el Departamento de Histologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Hasta ahora se cuentan
con cortes realizados en tejidos que se utilizan como control positivo para la presencia de los
genes de estudio, como se muestra a continuacion. Estos nos permitieron estandarizar la

técnica y verificar la funcién de los anticuerpos adquiridos.

Figura 22: Cortes de testiculo de rata marcados con anticuerpo anti-KLF15 con contraste de
Hematoxilina.
Este trabajo se complementaria también con analisis en fases posteriores tras la induccion de
dafo cardiaco, ya que aqui se analizé solamente la fase temprana o inicial de lo que se
asemeja a un proceso postinfarto. Sin mencionar que seria buen complemento explorar mas
genes relacionados a la actividad de los aqui estudiados, asi como el resto de los KLFs que

no se incluyen en este proyecto.
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Esta parte de las perspectivas también se ha estado trabajando de forma que ya se ampli6 la
lista de genes para analizar por PCR en tiempo real y se han estado realizando mediciones

hasta el dia 21 post tratamiento. Datos que se han resumido en un mapa de calor.
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Figura 23: Expresion genética relativa cardiaca de diferentes genes asociados a funcion

cardiaca e inflamacion.

Los resultados que se obtengan de estos estudios adicionales se analizaran y se incluiran en
el manuscrito original basado en este proyecto, el cual se encuentra en proceso de

preparacion.
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13. - APENDICES

13.1 Extraccion de ARN con metodo de Trizol-Cloroformo
Homogenizar tejido con taladro y brocas estériles.
Afadir 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 ANO.
En muestras con alto contenido de grasa centrifugar el lisado por 5 minutos a 12,000 x G
a 4°C, trasferir el sobrenadante a un nuevo tubo. Incubar por 5 minutos.
Afiadir 200uL de cloroformo, mezclar por agitacion e incubar 2 minutos.
Centrifugar la muestra por 15 minutos a 12,000 G a 4°C.
Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo.
Afadir 500 uL de isopropanol a la fase acuosa e incubar 10 minutos a 4°C.
Centrifugar por 10 minutos a 12,000 G a 4°C. Se formara un precipitado blanco en el
fondo del tubo.
Descartar el sobrenadante con una micropipeta.
Resuspender el sedimento en 1 mL de etanol al 75%.
EN ESTE PUNTO EL ARN PUEDE SER ALMACENADO POR LO MENOS
1 ANO A -20°C O 1 SEMANA A 4°C.
Utilizar el vortex para mezclar brevemente la muestra. Centrifugar por 5 minutos a 7,500
G por 4°C.
Descartar el sobrenadante con una micropipeta.
Dejar secar la pastilla de ARN durante 5-10 minutos.
Resuspender la pastilla en 20-50 uL de H20O libre de RNasas y homogenizar con
micropipeta subiendo y bajando la solucién.
Incubar en un bafio de agua o en termoplaca de 55-60 °C durante 10-15 minutos.

Congelar a -80 °C hasta su procesamiento.
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13.2 Desparafinado y rehidratacion de laminas con tejido cardiaco
Colocar las laminillas en una estufa a 60°C por 20min.

Sumergir las laminillas con tejido en xilol durante 5 minutos.

Cambiar las laminillas a una solucion 1:1 de xilol-etanol por 5 minutos.

Sumergir las laminillas en etanol absoluto por 2 minutos.

Colocar las laminillas en etanol al 96% por 2 minutos.

Cambiar las laminillas a una solucién de etanol al 70% por 2 minutos.

Enjuagar suavemente las laminillas en agua destilada.
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13.3 Tincién de Hematoxilina y Eosina
Seguir los pasos de rehidratacion del Apendice 2.
Sumergir las laminillas en hematoxilina por 2 minutos.
Enjuagar suavemente los tejidos en agua de la llave.
Realizar una inmersion répida de las laminillas en alcohol acido.
Enjuagar suavemente los tejidos en agua de la llave.
Sumergir rapidamente las laminillas en agua amoniacal dos veces.
Enjuagar suavemente los tejidos en agua de la llave.
Lavar los cortes en agua destilada por inmersion.

Sumergir rapidamente las laminillas en eosina 6 veces.

. Enjuagar brevemente con alcohol al 96%.

. En otro bafio de alcohol al 96% reposar las laminillas 1 minuto.
. Sumergir las laminillas en alcohol absoluto por 2 minutos.

. Colocar las laminillas en solucién 1:1 de xilol-alcohol por 3 minutos.
. Sumergir las laminillas en xilol por 5 minutos.

. Colocar una gota de resina sintética o Entellan en la laminilla y colocar un cubreobjetos,

posteriormente dejar reposar hasta secar.
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13.4 Tincion de Tricromico de Masson
Sumergir las laminillas en solucion de Bouin por 60min a 56°C o toda la noche a
temperatura ambiente.
Lavar las laminillas con agua de la llave hasta barrer el color de la solucién de Bouin.
Enjuagar suavemente con agua destilada.
Sumergir las laminillas en Hematoxilina férrica de Weigert durante 10 minutos.
Lavar con agua de la llave durante 5min.
Enjuagar suavemente con agua destilada.
Tefir los cortes con solucion de Fucsina-Escarlata por 5seg.
Lavar con agua destilada hasta que las laminillas dejen de desprender color.
Colocar las laminillas en solucion de acidos fosfotingstico-fosfomolibdico durante 10
min.
Enjuagar suavemente con agua destilada.
Sumergir las laminillas en solucién de azul de anilina durante 15seg.
Lavar con agua destilada hasta que las laminillas dejen de desprender color.
Colocar las laminillas en solucién de &cido acético acuoso por 1min.
Deshidratar las laminillas en alcohol al 96% por 5seg.
Sumergir las laminillas en alcohol absoluto por 2 minutos.
Colocar las laminillas en solucién 1:1 de xilol-alcohol por 3 minutos.
Sumergir las laminillas en xilol por 5 minutos.
Colocar una gota de resina sintética o Entellan en la laminilla y colocar un cubreobjetos,
posteriormente dejar reposar hasta secar.
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13.5 Sintesis de DNAc

La sintesis de la cadena sencilla de ADN complementario se realiz6 utilizando el Kit
comercial SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Fueron utilizados 2.5
pg de muestra de ARN con pardmetros de calidad A260/280 =1.8-2.0 como templado.

1. Mezclar en frio 4 pL de 5X VILO™ Reaction Mix, 2 pL 10X SuperScript™ Enzyme Mix,

ARN vy agua libre de nucleasas para una reaccion de 20 L.
2. Mezclar gentilmente.

3. Incube a 25 °C durante 10 minutos.

3. Incubar el tubo a 42 °C durante 60 minutos.

4. Terminar la reaccion a 85°C en 5 minutos.

5. Almacenar a —20°C hasta su uso.
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13.6 RT-qPCR.

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas utilizando el kit comercial FAST SYBR®
Green Master Mix. Se realiz6 la optimizacion de los componentes para una reaccion de 20
WL en placas Opticas de 96 pozos, de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. En un tubo eppendorf mantenido en hielo, afiadir 10 pL de Fast SYBR® Green
Master Mix (2X), 1 uL FWD primer 400 uM, 1 pL REV primer 400 uM, 80 ng de
templado ADNC, y agua libre de nucleasas hasta completar 20 pL.

2. Tape el tubo, mezcle por inversion suave, luego centrifugue el tubo brevemente para
hacer girar el contenido y eliminar burbujas de aire.

3. Transferir el volumen apropiado de cada reaccién (20 pL) a cada pozo de una placa
Optica.

4. Selle la placa con una cubierta de adhesivo 6ptico, luego centrifugue la placa

brevemente para hacer girar el contenido y eliminar las burbujas de aire.

Nota: Procese la placa de reaccion dentro de las 2 horas posteriores a la realizacion de la

reaccion. Si no puede hacerlo, guarde la placaa 4 °C.

5. Elandlisis fue realizado con ayuda del instrumento 7500 Fast de Applied Biosystems

utilizando las siguientes condiciones universales de amplificacion:

Tabla 10. Condiciones de reaccion de amplificacion.

Paso Temperatura Duracion Ciclos

Activacion  AmpliTag 95°C 20 segundos 1
Fast DNA polimerasa

Desnaturalizacion 95°C 3 segundos 40

Alineamiento/Extension  60°C 30 segundos
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