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RESUMEN

La insuficiencia cardiaca es un sindrome clinico heterogéneo que supone un problema
de salud a nivel global. En esta patologia se han reconocido mecanismos de
inflamacion, estrés oxidativo y apoptosis, por o que nos proponemos caracterizar la
linea celular H9c2 de cardiomioblastos y diferentes estimulos para generar un modelo
in vitro que nos permita emular estas condiciones en el laboratorio. Estudiamos ademas
si se producen cambios en el citoesqueleto como consecuencia de dichas alteraciones
metabdlicas. Tras los estudios comprobamos que los estimulos para estudiar el perfil
inflamatorio, LPS y TNFa, no son capaces de poner en marcha las rutas de sefializacion
esperadas, mientras que el estimulo mimético de hipoxia, CoCl;, si que es capaz de
activar la linea de cardiomiocitos. Seria necesaria la realizacion de mas experimentos
para una completa caracterizacién y uso del modelo propuesto para el estudio de la
insuficiencia cardiaca in vitro.

Palabras clave: Insuficiencia cardiaca, cardiomiocitos H9c2, CoCl;, LPS, TNFaq,
inflamacién, estrés oxidativo y apoptosis.

ABSTRACT

Heart failure is a heterogeneous clinical syndrome that represents a global health
problem. In this pathology, mechanisms of inflammation, oxidative stress, and apoptosis
have been recognized. Therefore, our goal is to characterize the H9c2 cardiomyoblast
cell line and different stimuli to generate an in vitro model that allows us to emulate these
conditions in the laboratory. We also investigate whether changes occur in the
cytoskeleton because of these metabolic alterations. After conducting the studies, we
found that the stimuli used to study the inflammatory profile, LPS and TNFa, are unable
to activate the expected signaling pathways, while the hypoxia-mimicking stimulus,
CoClz, is capable of activating the cardiomyocyte line. Further experiments would be
necessary for a complete characterization and utilization of the proposed model for the
study of in vitro heart failure.

Keywords: heart failure, cardiomyocites H9C2, CoCl;, LPS, TNFa, inflammation
oxidative stress and apoptosis.



INTRODUCCION
INSUFICIENCIA CARDIACA

La insuficiencia cardiaca (IC) es un sindrome clinico, heterogéneo, caracterizado por la
reduccion de la capacidad cardiaca para bombear o recibir sangre, ocasionado por un
trastorno estructural o funcional. (1,2) En 1997 es definida como pandemia (3), y
actualmente es un problema de salud publica ya que es una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en paises industrializados, con una estimacién de 64.3
millones de afectados en 2017. (4) La hipertension, la diabetes, el sedentarismo, la
hiperlipidemia y el tabaquismo son algunos de los factores de riesgo de este sindrome,
mediados por una enfermedad coronaria, o directamente asociados a IC. (1,5) Los
sintomas cardinales de la IC son disnea, fatiga, intolerancia al ejercicio y retencion de
liquidos y pueden ir acompafados de signos como presién venosa yugular elevada,
crepitantes pulmonares, edema periférico o ascitis. Estos signos y sintomas son
inespecificos y para un correcto diagnéstico se requiere de la realizacién de pruebas
clinicas que los justifiquen. (6,7)

La IC se considera un sindrome complejo y multifactorial, porque puede verse como la
etapa crénica de cualquier patologia que conduce a un deterioro de la funcion cardiaca,
lo que dificulta asignarle una causa especifica. Gran parte de los pacientes que sufren
IC padecen multimorbilidad, es decir, es comun la coexistencia de diversas causas, que
comparten una serie de factores de riesgo con la IC y tienen un papel en la patogénesis
del sindrome, esta comorbilidad se asocia a una mayor gravedad de los sintomas, y se
asocia con una peor calidad de vida y con un peor prondstico. (5) Algunas de las causas
subyacentes que pueden contribuir al desarrollo de este sindrome, son las que aparecen
en la Tabla1. (1,7)

Tabla 1. Causas que contribuyen al desarrollo de la insuficiencia cardiaca.

Causa Ejemplos de presentacion
Enfermedades cardiovasculares Cardiopatia isquémica
Enfermedad valvular y reumatica
Hipertension Insuficiencia cardiaca con funcion
sistélica preservada
Factores infectivos Virus de Chagas

Miocarditis viral
Enfermedad de Lyme
Farmacos y sustancias quimicas Inhibidores del sistema inmune
Inhibidores de proteasoma
Antraciclinas
Tratamientos anticancerigenos Quimioterapia
Radioterapia

La incidencia y la prevalencia de la IC varian geograficamente en funciéon de diversos
factores culturales, sociales, econémicos, personales e interpersonales. (5,8) En
términos generales, se estima que la prevalencia a nivel global es del 4.2% en la
poblacion general, alcanzando el 11.8% en personas mayores de 65 anos (4) y se
calcula que actualmente la incidencia es de 1-20 casos por cada 1000 personas por
ano. (1). En Espafia, la prevalencia en pacientes mayores de 18 afios es del 1.89%,
mientras que en pacientes octogenarios alcanza el 9%, por otro lado, la incidencia del
pais en 2019 fue de 2.78 casos por cada 1000 personas y afio. (9)



Se cree que tanto la prevalencia, como la incidencia de la IC aumentaran como resultado
de la mayor esperanza de vida, y el aumento de la poblacion mundial, pero de forma
paralela disminuiran debido a la mejora de la supervivencia tras un diagnéstico de IC,
junto con la disponibilidad de tratamientos o el mejor manejo de la enfermedad
(1,2,4,7,10).

Debido a su gran impacto a nivel global, la investigacion en el ambito clinico de este
sindrome tiene una gran relevancia. Numerosos estudios han demostrado que la IC se
caracteriza por una inflamacion sistémica persistente, que puede estar relacionada con
el estrés oxidativo entre otros mecanismos. (11). Debido a la gran importancia de estos
procesos metabdlicos en el desarrollo de este sindrome, dedicaremos unas secciones
propias a la inflamacién y la oxidacion.

REMODELACION DEL CITOESQUELETO EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

La arquitectura del citoesqueleto de las células cardiacas esta adaptada para soportar
la carga de trabajo del corazén y debe ser capaz de adecuarse a condiciones de estrés
como el deporte, la hipertension o las lesiones isquémicas. (12)

En pacientes con cardiopatias se observa aumento en los niveles de tubulina total, de
la red de microtubulos, de la expresién de MAP estabilizadores, de la detirosinacion de
los microtubulos y acetilaciéon, y una marcada regulacion positiva de los filamentos
intermedios. En la IC avanzada junto con la densificacién de microtubulos y filamentos
intermedios, a menudo se produce la pérdida de contenido y organizacion de
actomiosina. (12) Ademas, se ha comprobado que el estrés oxidativo es una fuerza
impulsora de cambios del citoesqueleto celular que acompafa a la remodelacion
cardiaca. (13)

Una alteracion de los niveles de ROS puede afectar de forma directa a la funcion
contractil de las células cardiacas al modificar proteinas centrales para el acoplamiento
de excitacion-contraccion. También estimulan la proliferacion de fibroblastos cardiacos
y activan las metaloproteinasas de matriz, lo que conduce a la remodelacion de la matriz
extracelular. Estos eventos celulares estan implicados en el desarrollo y la progresion
del remodelado miocardico desadaptativo y la IC. (2)

RESPUESTA INFLAMATORIA EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

La inflamacion es una respuesta adaptativa desencadenada por diversos estimulos y
condiciones nocivas, como las infecciones o las lesiones tisulares. Por lo general, una
respuesta inflamatoria controlada es beneficiosa, pero puede volverse perjudicial si no
se regula. (14)

La inflamacién sistémica ha sido reconocida como una caracteristica patobioldgica
comun de la IC, en concreto se ha vinculado al desarrollo, progreso y complicaciones
del sindrome. (15) Se ha observado que los pacientes que padecen IC presentan
elevados niveles de endotoxinas y citocinas inflamatorias en circulacion, entre las que
se encuentran TNFa, IL-1B o IL-6, este aumento de mediadores inflamatorios esta
relacionado directamente con el deterioro funcional y de rendimiento cardiaco. (11)

Los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como los TLR juegan un papel
crucial en la activacion de este sistema. El TLR con mayor expresion en el corazén es
TLR4, y contribuye a la inflamacién de miocardio caracteristica de IC y otras patologias
cardiacas. (15,16) Los PRR se expresan en la superficie de los cardiomiocitos y



reconocen ligandos especificos denominados patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs) y patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). (15)

Cuando los DAMPs o PAMPs activan TLRs se inicia una cascada de sefalizacion que
resulta en la activacion del inflamasoma NLRP3 y la expresion de numerosos genes
proinflamatorios como TNFa e IL-6, y factores de transcripcién como NF«B. Figura 1. A
corto plazo, son respuestas citoprotectoras, pero a largo plazo son desadaptativas y
participan en el reclutamiento de células inflamatorias y en el remodelado cardiaco
adverso. (15,17)
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Figura 1. Via de sefalizacion de inflamacién y apoptosis de TNFa y LPS a través de PRR.
Modificado a partir de (18,19)

La IC esta asociada con una funcion epitelial intestinal alterada, lo que deriva en un
aumento de la permeabilidad epitelial y una reduccién de la absorcion, permitiendo que
bacterias y endotoxinas como el LPS se transloquen a la circulacion sistémica,
induciendo o agravando el estado de inflamacion crénica asociado a IC, afectando
indirectamente la funcién de los cardiomiocitos y derivando en una disfuncién cardiaca
irreversible. Se ha observado que los pacientes con IC tienen una mayor cantidad de
bacterias fecales patdgenas y una mayor densidad de bacterias adheridas a la mucosa
del colon, lo que se asocia con la permeabilidad intestinal. (21)

El LPS es un componente toxico e inmunogénico de las bacterias Gram-negativas que
entra en la circulacion sistémica a través del tracto intestinal y es uno de los PAMPs que
puede activar los PRR. (15). La activacion de TLR4 por LPS induce la puesta en marcha



de varias vias que participan en la produccion de factores inflamatorios que, a su vez,
actuan sobre los cardiomiocitos. (15,22—-24)

Los niveles de LPS en sangre se correlacionan directamente con la inflamacion
sistémica en pacientes con IC descompensada y disminuyen una vez se ha
compensado. (20) Existe una evidencia considerable de que la sepsis inducida por LPS
altera la integridad endotelial y la homeostasis vascular. (25) Multiples estudios han
demostrado que los niveles circulantes de LPS se incrementan con la edad
probablemente debido a una disfunciéon de la barrera intestinal. (26)

El TNFa es una de las principales citocinas inflamatorias, tiene efectos bidireccionales
en funcion de sus receptores, impide la apoptosis de los cardiomiocitos induciendo
sefales cardioprotectoras o puede empeorar el prondstico y desarrollo, por lo que se
hipotetiza que ejerce un efecto funcional distinto a través de sus dos receptores, TNFR1
y TNFR2. (27) La sobreproduccion de citocinas proinflamatorias, como TNFa o IL6
puede derivar en muerte de los cardiomiocitos y por consiguiente disfunciéon miocardica.
(20) ElI TNFa induce hipertrofia de los cardiomiocitos, activa metaloproteinasas y
neutraliza los inhibidores de estas, lo que resulta en fibrosis miocardica. (15) Se han
observado valores elevados de TNFa en el plasma de pacientes con insuficiencia
cardiaca, lo que sugiere que las citocinas inflamatorias podrian estar involucradas en la
fisiopatologia del sindrome.(28)

ESTRES OXIDATIVO EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

Numerosos estudios han demostrado que la IC se caracteriza por una inflamacion
sistémica persistente de causa desconocida, aunque se han propuesto numerosos
mecanismos para justificarla, entre los que se encuentra el estrés oxidativo. Ensayos
clinicos y experimentales proporcionan evidencia solida que el estrés oxidativo y la
isquemia estan involucrados en el desarrollo y progresion de la IC, ya que inducen
citocinas inflamatorias como TNFa, a través de la produccién de ROS con activaciéon
secundaria del factor de transcripcion NFkB. (2,11,29)

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS) llevan a cabo funciones de
sefalizacion y mantenimiento de la homeostasis en el corazén sano, pero una
produccién excesiva y desregulada de estas moléculas puede promover el estrés
oxidativo y por consiguiente dafio en los cardiomiocitos. (30) El estrés oxidativo se
puede definir como la produccién excesiva de ROS/RNS en relacion con los
mecanismos antioxidantes de defensa. (31) El exceso de ROS produce disfuncion
celular, peroxidacion de lipidos y proteinas, dafos en el ADN, y puede derivar en un
dafo irreversible y muerte celular. ROS activa una red de quinasas de senalizacion de
hipertrofia y factores de transcripcién que participan en la apoptosis. (2) Ademas, ROS
induce un déficit energético al afectar la funcién de las proteinas implicadas en el
metabolismo energético. (31)

La hemo-oxigenasa 1 (HO-1), es una enzima inducible por numerosos estimulos, entre
los que se encuentran oxidantes, citocinas, factores de crecimiento, hormonas, metales
pesados y causas fisicas como la isquemia o la hipoxia y es especialmente sensible a
estimulos prooxidantes. Varios estudios clinicos han confirmado que HO-1 protege a las
células del estrés oxidativo y la inflamacién y mantiene la integridad y funcion
mitocondrial promoviendo la supervivencia celular. Ademas, debido a la regulacion del
metabolismo del hierro, HO-1 también desempena un papel relevante en la ferroptosis,
como se puede apreciar en la Figura 2. (32-34)



RELACION INFLAMACION-OXIDACION EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

La inflamacion y el estrés oxidativo son dos mecanismos estrechamente relacionados
en la IC. La lesién por isquemia aumenta la produccién de ROS que a su vez activa la
respuesta inflamatoria, activando diversas vias metabdlicas celulares y promoviendo la
expresion de mediadores inflamatorios, produciendo un estado inflamatorio que
favorece la remodelacion cardiaca y la IC. Debido a su estado proinflamatorio intrinseco,
la IC se caracteriza por elevados niveles de mediadores inflamatorios circulantes como
TNFa. La sobreexpresion de esta proteina dafia el ADN mitocondrial e inhibe los factores
antioxidantes aumentando asi la produccién de ROS. (30,35) Ademas, estos dos
procesos metabdlicos estdn muy relacionados con procesos de muerte celular.

Se ha demostrado que la ferroptosis esta altamente relacionada con la muerte de
cardiomiocitos. La ferroptosis es una de las formas de muerte celular dirigida, regulada
de manera ROS-dependiente asociada con dos caracteristicas bioquimicas principales,
la acumulacién de hierro y la peroxidacion lipidica (36—38) Las ROS inducidas por estrés
oxidativo producen la activacion de peroxidacion lipidica, lo que deriva en muerte celular
por ferroptosis, que resulta en la produccion de DAMPs por parte de las células dafadas,
lo que promueve una inflamacion estéril que deriva en la activacion de NF«xB. Por otro
lado, GPX4, actua como regulador principal de la ferroptosis, inhibiendo este proceso
por inhibicidn de la oxidacién del acido araquiddnico e inhibiendo las rutas inflamatorias
que se han activado. Ademas, los procesos de isquemia/reperfusion estan
acompanados de disfuncién mitocondrial, peroxidacion lipidica e inflamacion, ademas
de muerte celular ferroptotoica, que resulta en dafo tisular, dafo neurolégico y fallo
cardiaco que puede ser reducido por inhibicién de ferroptosis aumentando los niveles
de GSH, GPX o quelantes de hierro. (39) Figura 2.

- * INSUFICIENCIA CARDIACA
Y — . }f’fﬁ[ﬁmﬁﬁfﬁﬁmsm“‘ » DANO NEUROLOGICO
Vo ——— (o » INFARTO * DANOTISULAR
*e 3 Quelantes de hierro
L]
GPX4
Inductores [
] ™ s *
de
ferroptosis PEROXI‘DACION e .@%@"
@ L]
: LIPiDICA * ., % . N
® ° L . * .
A

Dafio ADN A
APOPTOSIS | +——— | ESTRES OXIDATIVO FERROPTOSIS LDL MODIFICADO ACIDO
P53 ARAQUIDONICO
r
I— l l cox |

POLARIZACION

LOX
e é-NFkB
T TNFa
T NLRP3
I

»

INFLAMACION

Figura 2. Esquema de la relacién de las vias de inflamacion y estrés oxidativo con distintos
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Ademas de ferroptosis, la inflamacion y el estrés oxidativo derivan en otro tipo de muerte
celular, la apoptosis. La apoptosis o muerte celular programada es el proceso altamente
conservado por el cual una célula deja de crecer y dividirse y entra en un proceso que
finaliza con la muerte controlada de la célula, sin expulsar su contenido al medio
extracelular, es un proceso asociado a un conjunto de cambios bioquimicos y fisicos
que involucran el citoplasma, el nucleo y la membrana plasmatica. (40). Figura 3.

El comienzo de este proceso depende de la activacion en respuesta al dafio celular de
una cascada de proteasas denominadas caspasas, que resulta en la fragmentacién del
ADN por activacion de endonucleasas que destruyen proteinas nucleares y el
citoesqueleto.  (41,42). El estrés oxidativo puede inducir la apoptosis de los
cardiomiocitos por activacion de la via extrinseca, contribuyendo a la hipertrofia cardiaca
y a la disfuncién contractil. (30)

Para detectar el dano producido en el ADN podemos utilizar y-H2AX como biomarcador.
H2AX es un factor clave en el proceso de reparacion del ADN dafado, en presencia de
este, es fosforilado en el residuo de serina 139 y es cuando pasa a denominarse y-
H2AX. (43)
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Figura 3. Vias de senalizacion de la apoptosis y cascada de caspasas. Modificado a partir de(44).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

Los procesos inflamatorios y el estrés oxidativo juegan un papel importante en la
insuficiencia cardiaca, por ello en esta investigacion trabajamos en la optimizacién del
cultivo de la linea celular H9c2 para desarrollar un modelo in vitro capaz de emular
condiciones de inflamacion y estrés oxidativo en células cardiacas mediante la
estimulacién de estas con CoCly, LPS y TNFa.

OBJETIVOS

Considerando esta informacion, los objetivos de este estudio son:

o Estudio del efecto de diversos estimulos en la expresién de proteinas
pertenecientes a rutas relacionadas con la inflamacion, el estrés oxidativo y la
apoptosis en cardiomioblastos H9c2.

e Estudio del funcionamiento de la linea celular H9c2 en condiciones de estrés
oxidativo.

e Estudio de posibles alteraciones del citoesqueleto al someter a los
cardiomioblastos a condiciones de inflamacion y estrés oxidativo.

12



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Anticuerpos

Anticuerpo primario
Caspasa-3
HO-1
NF-kB-p65
Paxilina

Phosphohistone
B-actina

Anticuerpo secundario

Anti-Mouse
Anti-Rabbit
Alexa fluor 546 anti-mouse

Reactivos

Reactivos
BSA
DMEM
Faloidina FITC

FBS
H2 02
TBS
TEMED
Tripsina/EDTA

Estimulos

Estimulos
CoClz

LPS

TNFa

Software

BioRender

Image J
Microsot Excel
Word

Zotero

GraphPad Prism 8.3.0

Referencia
9664S
Spc-112
Sc-8008
610051

H2AX-S139
A5441

Referencia

NA9310
NA9340
A21123

Referencia
A3059
15-013-CV
D5282

SC-2333
T-8133
25200-072

Referencia
C8661

L2630

13343016

Casa comercial
Cell Signaling
Stress marq
Santa Cruz

BD Transduction
Laboratories™
ABclonal

Sigma

Casa comercial
Cytiva
Cytiva

Thermo fisher

Casa comercial
SIGMA
CORNING
Sigma-Aldrich

Gibco
Merk Milipore
SANTA CRUZ

SIGMA

Gibco

Casa comercial
SIGMA

SIGMA

INMUNOTOOLS

Concentracion
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

1:1000
1:30000

Concentracion

3,5ulen 5mLde TTBS
3,5ulen 5mLde TTBS

10 ug/mL

Técnica
Western Blot
Cultivos celulares
Microscopia de
fluorescencia
Cultivos celulares
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Cultivos celulares

Dosis
600 uM
800 uM
5 ug/mL
10 ug/mL
20 ng/mL

40 ng/mL
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METODOS

Cultivo celular. Linea celular. H9c2.

H9c2 es la primera linea celular derivada de corazén establecida mediante pases en
serie de células del ventriculo cardiaco de corazéon embrionario de rata (Rattus
norvegicus) en la década de 1970. (45). En esta investigacion trabajamos con el subclon
H9c2(2-1) (Elabscience, Catalog No.: CL-0089 Lote: L860324022014), mioblastos de
miocardio adherentes de gran tamafo, mononucleares, planos y fusiformes. Figura 4.

Figura 4. Linea celular H9c2.

Las células fueron cultivadas en frascos de cultivo de 75 cm? en medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) con L-glutamina 1%, glucosa 4.5¢g/L y piruvato sodico (1%), y fue
suplementado adicionalmente con Suero Bovino Fetal (FBS) 10% inactivado por calor,
y una mezcla de antibiéticos penicilina-estreptomicina (P/S) (10000 U/mL) al 1%. Las
células fueron incubadas en aire humidificado en atmésfera al 5% de CO; a 37°C. El
medio de cultivo se reemplazé cada 2-4 dias, cuando las células alcanzaron una
confluencia de entre el 70-80%, para ello, se afiaden 3 mL de Tripsina/EDTA 0.25% para
despegar las células del frasco de cultivo, cuando se observa que se han levantado se
pasan a un nuevo frasco de cultivo de 75 cm? entre 1:2 o0 1:4 de los 3 mL de tripsina
(0,6-1,5). Los experimentos se llevaron a cabo con células entre los pases 3-26. Para la
realizaciéon de los experimentos, una vez obtenida la confluencia celular deseada, el
medio es reemplazado por medio DMEM sin suero o con 1% de FBS, segun el
experimento, para 4h después estimular las células y dejar overnight (ON) en el
incubador.

Extraccién de proteina

Las células H9c2 se sembraron en placas de cultivo de 60mm (P60) con 3 mL de medio
DMEM completo por placa, y se incubaron hasta que alcanzaron una confluencia
aproximada del 70-80%, una vez obtenida esta confluencia se reemplazé el medio por
2 mL de medio DMEM con FBS 1% durante 2-4h. Transcurrido este tiempo se afiaden
los estimulos: LPS (5 ug/mL, 10 ug/mL), TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL), o CoClz (600 uM,
800 uM) y se deja ON en el incubador.

Recogemos 1 mL de sobrenadante que se utilizara en ensayos ELISA. Las células se
lavaron dos veces con tampdn PBS frio, y se extrajeron utilizando RIPA con un cdctel
de inhibidores de proteasas (10 uL/mL PFSF, 0,2 uyL/mL AP, 1 uL/mL LP, 20 uL/mL NaF,
5 uL/mL NaszVOs4 y 4 uL/mL EDTA) al que posteriormente se afiade Buffer Laemmli 5x.
Se hierve 5 minutos a 100°C y se pasa dos veces por una jeringuilla de insulina para
romper el ADN. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.
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Cuantificacién de proteina por BCA

Utilizamos el Kit Pierce ™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific), este ensayo de
colorimetria permite determinar de forma precisa la concentracion de proteina presente
en las muestras respecto a una curva patron. Trabajamos siguiendo las indicaciones del
fabricante. Cuantificamos midiendo la absorbancia a 562 nm en el espectrofotometro en
el lector de microplacas VersaMax™ Microplate Reader from Molecular Devices.

Western Blot

El Western Blot (WB), inmunoblot o electrotransferencia, es un procedimiento de
inmunodeteccion de proteinas especificas post-electroforesis en extractos proteicos,
lisados celulares y muestras de sangre o tejido. (46) Figura 5.

Figura 5. Pasos que realizar en un Western blot De izquierda a derecha, extraccion de proteina,
electroforesis, transferencia, adicion de anticuerpos tras el bloqueo, revelado y visualizacion.

Esta técnica requiere el uso de una electroforesis vertical (SDS-PAGE) para separar las
proteinas de la muestra en funcién de su peso (KDa). Para ello preparamos geles de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio del 10-15%. Cargamos en cada pocillo del gel
la cantidad de proteina correspondiente segun lo calculado con los resultados obtenidos
en el ensayo de BCA (en torno a 30ug por pocillo). La electroforesis se lleva a cabo a
voltaje constante (140V) hasta que el frente sale del gel por la parte inferior.

El segundo paso del WB es la transferencia de las proteinas del gel a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PVDF), previamente hidratada.

Secamos las membranas (30 minutos) y las rehidratamos con metanol 100% y H-0.
Sumergimos las membranas en solucién de bloqueo (TTBS, azida y BSA al 5% o leche
dependiendo de si trabajamos con proteinas fosforiladas o no respectivamente) durante
1 hora a temperatura ambiente.

Incubamos con anticuerpo primario ON a 4°C en balancin. Realizamos diversos lavados
con TTBS e incubamos 1h a RT con un anticuerpo 2° correspondiente a la especie del
primario. Tras los lavados, incubamos 1 minuto a RT con 4 mL de ECL (0.5% luminol,
0.22% acido p-cumarico, y 10% Tris pH 8.5) y 4 pL de H20, por membrana. Revelamos
las peliculas fotograficas (Super RX-N) utilizando la procesadora automatica Curix 60
que sumerge las peliculas en liquido revelador, agua y fijador.

Cuantificamos las bandas utilizando el software de andlisis de imagen Image J. Se utiliz6
la B-actina como proteina constitutiva de referencia. Los resultados fueron normalizados
relacionando la banda con la proteina de interés frente a la banda correspondiente a la
B-actina.
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Estudio del citoesqueleto mediante microscopia de fluorescencia.

En una placa de 4 pocillos se cultivan 1000 células en 100 ul de medio DMEM completo
en un cristal de polilisina por cada pocillo. Tras unas 4 horas aproximadamente se
observa si las células se han adherido adecuadamente, en caso afirmativo se afiaden
400 ul de medio completo por cada pocillo y lo dejamos incubando a 37°C ON. Se
cambia el medio por medio sin suero y se estimulan con diversas dosis de LPS (5
pug/mL,10 pg/mL), TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL), o CoCl2 (600 uM, 800 uM) y se deja ON
a 37°C. A continuacion, se fijan con 4% (p/v) PFA y se permeabilizan con TritonX-100
0.1% en PBS. Seguidamente se bloguean con 1% PBS-BSA durante 5 minutos a 37°C
y se incuban con faloidina-FITC y el anticuerpo anti-Paxilina 1 hora a 37°C en oscuridad.
Tras 3 lavados, se incubaran con anticuerpo 2° IgG marcado con AlexaFluor 546 (10
ug/mL) en oscuridad durante 1 hora a 37°C. Seguidamente se incuban con DAPI (0.3
ug/mL) y tras 2 lavados, se observan en microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i
equipado con camara DS-Ri1. Se ajustan los parametros de tiempo de exposicién y la
ganancia analogica.

Ensayo ELISA

El principio fundamental que rige la realizaciéon de un inmunoensayo o Enzyme-Linked
InmunoSorbent Assay (ELISA), es la uniéon de un anticuerpo a un antigeno especifico
para formar un complejo antigeno-anticuerpo exclusivo, sirve para la deteccion de un
antigeno concreto a partir de un anticuerpo enlazado a una enzima o a un anticuerpo
secundario con una enzima capaz de producir un cambio de color que permite la
medicion indirecta por espectrofotometria de la cantidad de antigeno de la muestra.

En este estudio se utilizan para determinar los niveles de fator inflamatorio interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Para realizar estos ensayos se
utilizaron los kits: IL-6 (DY506-05 R&D Systems) y TNFa (DY510-05 R&D Systems)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Medimos la absorbancia a 450 nm y 540 nm
en el espectrofotémetro (VersaMax™ Microplate Reader from Molecular Devices).

Kit de nitritos

Utilizamos el Kit de ensayo colorimétrico de nitritos (MAES0072 AssayGenie) para
estudiar variaciones en la concentracion de nitritos de nuestras muestras respecto del
control. Seguimos el protocolo indicado en el Kit.

Cinética de estrés oxidativo

Se siembran 7500 células/pocillo en una placa de 96 pocillos, una vez se han fijado a la
base cambiamos el medio por DMEM sin suero y sin rojo fenol y lo dejamos ON a 37°C.
Anadimos la sonda DCFH-DA (10uM). Tras 30 minutos, estimulamos y medimos en el
Cytation (BioTek Cytation 5 Cell Imaging Multimode Reader) cada 15 minutos durante 6
horas.

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado, todos los datos cuantitativos son
expresados como la media + SEM. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el
software GraphPad Prism versién 8 (La Jolla,CA, USA). Se utilizé un analisis de varianza
(one-way ANOVA) seguido del test de Tuckey. Se consideraron los P>0.05 como
significativos.
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RESULTADOS

En este trabajo estudiamos la accion de los estimulos CoClz, LPS y TNFa sobre la linea
celular de cardiomioblastos H9¢c2 y observamos su influencia en la activacién de vias
inflamatorias estudiando variaciones de p-P65, IL-6, y TNFa, o en vias oxidativas,
observando si se producen cambios en los niveles de nitritos o de HO-1, y estudiamos
si se produce activacion de la respuesta apoptética mediante el estudio de la caspasa 3
y Y-H2AX. Ademas, estudiamos la estructura del citoesqueleto mediante microscopia de
fluorescencia para comprobar si alguna de estos estimulos se produce en cambios
estructurales en la célula.

Estudio de activacion de vias inflamatorias por el CoCl;, LPS y TNFa en células
H9c2.

o Estudio del efecto de diversos estimulos en la induccién de p-P65

El factor de transcripcion NF-kB tiene un papel importante en la modulacién de la
transcripcion de citocinas y proteinas relacionadas con la inflamacion y el estrés
oxidativo. Por ello, estudiamos si existe una alteracion de la presencia de p-P65 en las
células al ser estimuladas con CoCl; (600 uM, 800 uM), LPS (5 pug/mL, 10 pg/mL), y
TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) durante 24 h.

Como podemos ver en la Figura 6, ninguno de los estimulos produce alteraciones
significativas en la concentracion de esta proteina.
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Figura 6. Efecto del CoCl,, LPSy TNFa en la activacién de p-P65 en células H9c2. La linea
celular de cardiomioblastos H9c2 se estimulé con CoClz (600 uM, 800 pM), LPS (5 pg/mL, 10
pg/mL), y TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) y se incubaron ON a 37°C. Ademas, se utilizé una muestra
no estimulada como control. A continuacion, se midio la expresion de p-P65 mediante WB,
utilizando B-actina como control de carga y para la cuantificacion de la expresion de proteina.
Los datos de la grafica se han representado considerando la densidad relativa de p-P65 respecto
de la B-actina. Los resultados se muestran como la media + SEM (n=3) (p>0.05).
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o Efecto de CoCl;, LPS y TNFa en la induccion de IL-6 y TNFa en células H9¢c2

TNFa e IL-6 son citocinas con accion proinflamatoria, por lo que el aumento de estas
proteinas indica que se han activado rutas inflamatorias. Para estudiar si se producen
modificaciones en estas citocinas realizamos dos ELISAS, uno para IL-6 con los tres
estimulos y otro para TNFa en el que estudiamos CoCl, y LPS. Figura 7.

A B
ELISAIL6 ELISA TNFa
0.06 - 0.05- __
= =3 CONTROL =0 _ __ =1 CONTROL
-E, il =1 CONTROL —E,o_ua- =31 CONTROL
% 0.04 1 =1 CoCl2 600 mM e 0.03 =3 CoCI2 600 mM
c 0. =1
‘.g =1 CoClI2 600 mM :g =1 CoCI2 600 mM
j 0.02 = LPS 10 ug/ml S 0.021 = LPS 10 ug/ml
§ ' mm LPS 10 ug/ml § 0.01 B LPS 10 ug/mil
§ B3 TNFa 20 ng/ml § :
0.00 - T E3 TNFa 40 ng/ml 0.00----44
0 S EE S o . & @
‘{\Q&Q'QQ‘;Q&\}\ ‘g’\\o& <\°-'\ NN QQ&QQ@ \:-O} \,C}&
OISO F AP D0
OOV Vs o ¢?? CrSt e o
PO VI T NN

Figura 7. Efecto de CoCl,, LPSy TNFa en lainduccion de IL-6 y TNFa en cardiomioblastos.
La linea celular de cardiomioblastos H9c2 se estimulé con CoCl2 (600 uM, 800 uM), LPS (5
pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) y se utiliz6 una muestra no estimulada como
control. Se incubaron ON a 37°C. Se midi6 la expresion de A) IL6 de CoCl. (600 uM, 800 uM),
LPS (5 pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) B) CoCl2 (600 puM, 800 uM),
LPS (5 pg/mL, 10 pug/mL) de los sobrenadantes de las distintas muestras mediante dos pruebas
ELISA. (n=1)

Estudio de activaciéon de vias apoptéticas por el CoCl,, LPS y TNFa en células
H9c2.

e Estudio de la activacion de la caspasa 3

La caspasa 3 es un zimdgeno clave en la apoptosis celular que se activa una vez se ha
iniciado el flujo apoptético, por lo que es un interesante marcador de muerte celular por
apoptosis. Estudiamos mediante WB la presencia del fragmento activo de la caspasa-3
en las células al ser estimuladas con CoCl, (600 uM, 800 uM), LPS (5 pg/mL, 10 pg/mL),
y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) durante 24 h. Figura 8.

A
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Figura 8. Efecto del CoCI2, LPS y TNFa en la induccién de caspasa-3 activa en células
H9c?2. La linea celular de cardiomioblastos H9c2 se estimuld con CoCl2 (600 pM, 800 uM), LPS
(2 pg/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) y se incubaron
ON a 37°C. Ademas, se utilizé una muestra no estimulada como control. A continuacion, se midié
la expresion de caspasa-3 activa mediante WB, utilizando B-actina como control de carga y para
la cuantificacion de la expresion de proteina. Los datos de la grafica se han representado
considerando la densidad relativa de caspasa-3 activa respecto de la B-actina. Los resultados se
muestran como la media + SEM (n=3) (p>0.05)

e Estudio del efecto de diversos estimulos en la induccién de y-H2AX

La histona y-H2AX participa en el mantenimiento de la estabilidad del genoma mediante
la sefalizacion de regiones dafiadas en el ADN y como base para el ensamblaje de
focos de reparacion cuando se encuentra fosforilada, por ello estudiamos mediante
Western blot si hay alteraciones en su expresion en células tratadas con CoCl, (600 uM,
800 uM), LPS (5 pug/mL, 10 pg/mL), y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) durante 24h
para determinar si se esta produciendo muerte celular.

Como podemos observar en la Figura 9 existe mucha variabilidad de la respuesta
encontrada y no se obtienen resultados significativos.
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Figura 9. Efecto del CoCl2, LPS y TNFa en la induccion de y-H2AX en células H9c2. La
linea celular de cardiomioblastos H9c2 se estimul6é con CoCl2 (600 uM, 800 uM), LPS (5 pg/mL,
10 pg/mL), y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) y se incubaron ON a 37°C. Ademas, se utilizd
una muestra no estimulada como control. A continuacién, se midi6 la expresion de y-H2AX
mediante WB, utilizando B-actina como control de carga y para la cuantificacion de la expresion
de proteina. Los datos de la gréafica se han representado considerando la densidad relativa de y-
H2AX respecto de la B-actina. Los resultados se muestran como la media + SEM (n=3) (p>0.05)

Estudio de activacion de vias oxidativas por el CoCl,, LPS y TNFa en células H9c2.

e Induccién de HO-1

Un mecanismo importante en la defensa contra el estrés oxidativo es la activacion de la
ruta que implica a la proteina HO-1, por ello estudiamos mediante WB variaciones en
esta proteina en las células al ser estimuladas con CoCl, (600 uM, 800 uM), LPS (5
pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (5ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/ml) durante 24 h. Figura 10.
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Figura 10. Efecto del CoCI2, LPSy TNFa en lainduccion de HO-1 en células H9c2. Lalinea
celular de cardiomioblastos H9c2 se estimulé con CoClz (600 pM, 800 pM), LPS (5 pg/ml, 10
pg/ml), y TNFa (20 ng/ml, 40 ng/ml) y se incubaron ON a 37°C. Ademas, se utiliz6 una muestra
no estimulada como control. A continuacion, se midié la expresion de HO-1 mediante WB,
utilizando B-actina como control de carga y para la cuantificacion de la expresion de proteina.
Los datos de la grafica se han representado considerando la densidad relativa de HO-1 respecto
de la B-actina. Los resultados se muestran como la media + SEM (n=3) (p>0.05)

e Estudio en la produccién de nitritos por H9c2 estimuladas con CoCl;, LPS
y TNFa

Un aumento en la produccion de nitritos puede derivar de un aumento en el estrés
oxidativo en la célula, por ello estudiamos si se produce una variacién en la
concentracion de nitritos al estimular las células con CoCl, (600 yM, 800 pM), LPS (5
pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) durante 24 h. Figura 11.
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Figura 11. Efecto del CoCl,, LPS y TNFa en la induccion de nitritos en células H9¢c2. La
linea celular de cardiomioblastos H9c2 se estimulé con CoCl2 (600 pM, 800 uM), LPS (5 pg/mL,
10 pg/mL), y TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) y se incubaron ON a 37°C. Ademas, se utiliz6 una
muestra no estimulada como control. Cuantificamos por colorimetria los nitritos producidos. (n=1)
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o Estudio de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en
células estimuladas con CoCl;, LPS y TNFa expuestas a distintos tiempos.

Estudiamos el efecto de los estimulos indicados sobre la produccion de especies
reactivas de oxigeno y obtenemos la cinética que se puede observar en la figura 12.
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Figura 12. Cinética de ROS inducidas por diversos estimulos. Estimulamos H9c2 con CoClz
(600 puM, 800 pM), LPS (5 pg/mL, 10 pg/mL), y TNFa (20 ng/mL, 40 ng/mL) y se incuban ON a
37°C. Utilizamos una muestra no estimulada como control. Realizamos mediciones cada 15
minutos durante 6 horas. (n=1)

Estudio de la estructura de citoesqueleto de células H9c2 estimuladas con CoCl.,
LPS y TNFa.

Estudiamos posibles cambios estructurales en el citoesqueleto de las H9c2 al ser
estimuladas con CoClz (600 uM, 800 pM), LPS (5 pg/mL, 10 ug/mL), y TNFa (20 ng/mL,
40 ng/mL). Figura 13.
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Figura 13. Estudio del citoesqueleto de H9c2 estimuladas con CoCl,, LPS y TNFa.

A) Cuantificacion de faloidina B) Cuantificacion de paxilina. C) Imagenes de microscopia de
fluorescencia de células H9c2 estimuladas con distintas dosis de CoCl.. 40x D) Imagenes de
microscopia de fluorescencia de células H9c2 estimuladas con distintas dosis de LPS. 40x
E) Imagenes de microscopia de fluorescencia de células H9c2 estimuladas con distintas dosis

de TNFa. 40x.
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DISCUSION

La insuficiencia cardiaca es causa importante de mortalidad y morbilidad a nivel global.
La IC se caracteriza por una inflamacion sistémica persistente, que podria estar
relacionada con el estrés oxidativo. (11) Ademas, varios estudios prueban que existen
procesos de muerte celular vinculados tanto con la inflamacién como con el estrés
oxidativo.(30,36,38,39,48)

En este trabajo se busca caracterizar un modelo in vitro en la linea celular H9c2 que
emule estas condiciones de inflamacion y estrés oxidativo, mediante el estudio de
diversos estimulos (CoCl,, LPS y TNFa) para estudiar mecanismos que se producen en
la insuficiencia cardiaca. De tal forma que pueda utilizarse mas adelante poder estudiar
inhibidores, moduladores y tratamientos.

En primer lugar, tratamos de inducir inflamacién celular utilizando LPS y TNFa a distintas
dosis, segun la bibliografia (49-53). Para estudiar si se produce esta inflamacion, se
estudia la activacion de p-P65 mediante Western Blot, y, como se observa en los
resultados, no se producen variaciones significativas. Ademas, también se observa si
se mediante ELISAS para IL-6 y TNFa, y en ellos tampoco se observa una respuesta
por parte de las células estimuladas. Esto nos lleva a concluir que ni el LPS ni el TNFa
son estimulos validos para producir respuesta inflamatoria bajo nuestras condiciones.

Tampoco se encuentran respuestas relevantes en el estudio del perfil de estrés
oxidativo, lo que nos hacer plantearnos seriamente el uso de este estimulo, a pesar de
que es mencionado en numerosos estudios como estimulo inflamatorio ((49,54,55)).

Quiza se requeriria un barrido mas amplio de dosis de los estimulos y/o de tiempos,
aunque las dosis y tiempos utilizados corresponden a los que se han observado en otros
estudios.(54,56,57) Ademas, los experimentos se han llevado a cabo utilizando dos lotes
diferentes de células, uno de ellos recién adquirido, asi como diferentes lotes de LPS,
sin obtener una respuesta diferente. Explorando la literatura, tendriamos que contemplar
también la posibilidad sefialada por el articulo de Yang et al. (58), donde se encuentran
en esta misma situacion de falta de respuesta, que difiere de lo que en el pasado ellos
mismos obtenian. En su caso llaman la atencion sobre la composicién del suero de
ternera fetal del medio en el que se estimulan las células, encontrando diferencias en el
CD14, necesario para que se produzca la respuesta del LPS a través del TLR4. Mas
experimentos serian necesarios para confirmar esta situacion e intentar obtener una
activacion inflamatoria en este modelo.

Estudiamos la producciéon de condiciones similares a las de la hipoxia producidas por
CoCls. Para ello analizamos la expresion de la HO-1, una proteina sensible a estimulos
prooxidantes, con cualidades protectoras contra el estrés oxidativo y varios tipos de
muerte celular. (32—-34,59) La estimulacién con CoCl; en las células produjo un aumento
significativo de la expresion de HO-1, asi como la produccién de ROS a lo largo del
tiempo, y obtenemos que las muestras estimuladas con CoCl, presentan un aumento
rapido de ROS, por lo que se perfila como un buen modelo para estudiar qué ocurre a
las células en situaciones de isquemia con un mimético de hipoxia. (60,61)

La presencia de nitritos en las células es un indicador de estrés oxidativo, por ello
estudiamos si se producen al ser estimuladas. Los resultados no son concluyentes,
debido al bajo numero de experimentos, pero esta tendencia de aumento en presencia
de CoCl; tendria que ser confirmada.

24



Otro de los aspectos estudiados es la muerte celular, ya que tanto la apoptosis como la
ferroptosis se encuentran relacionados con la inflamacién y el estrés oxidativo.
(30,36,38,39,48) La apoptosis esta dirigida por las caspasas, una familia de proteasas
que se encuentran en las células sanas como zimdgenos inactivos, pero cuando se
estimulan sufren escisién autolitica y se activan. (62,63) La caspasa 3 es responsable
de gran parte de la protedlisis durante la apoptosis y, por lo tanto, la deteccion de
caspasa-3 activa se considera un marcador de apoptosis. En los resultados se puede
observar que en las muestras estimuladas con CoCl, se produce activacion de esta
proteasa. Esto puede deberse a la relacion existente entre el estrés oxidativo y la muerte
celular (39,64). También estudiamos si se produce dafio en el ADN realizando un WB
para detectar activacion de y-H2AX. (43). Dada la dispersion de datos en estos
resultados se observan tendencias no significativas para ambas dosis de CoCl..

Los cardiomiocitos pueden responder a un estimulo mediante modificaciones del
citoesqueleto(65); estudiamos si se producen cambios en presencia de los estimulos
inflamatorios o miméticos de hipoxia en la F-actina, marcando con faloidina, y en las
adhesiones focales, estudiando la paxilina. No se observan variaciones significativas en
los niveles de paxilina y faloidina.
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CONCLUSIONES

A continuacién, se enumeran las distintas conclusiones derivadas de los distintos
resultados obtenidos en este trabajo:

e Las dosis empleadas de LPS y TNFa no dan lugar a la modulacién de rutas
inflamatorias, apoptéticas ni de estrés oxidativo en células H9¢c2 en nuestros
experimentos

e EI CoCl; produce un aumento del estado de oxidacion en células H9c2.

e EIl CoClzinduce la muerte celular de forma dosis-dependiente, mientras que los
otros dos estimulos no desencadenan procesos apoptéticos.

¢ Ninguno de estos tres estimulos produce modificaciones en el citoesqueleto en
células H9c2 en las condiciones estudiadas.

En algunos casos se requeriria la realizacion de mas experimentos para obtener
resultados estadisticamente justificados y sacar conclusiones, ademas de perfilar las
condiciones para que el LPS sea un verdadero estimulo inflamatorio.
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