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Resumen y Abstract IX

Resumen

El factor de transcripcién asociado a microftalmia (MITF) es una proteina de unién a DNA
qgue regula la expresion de genes especificos. A nivel cardiaco no se conocen los
cambios asociados con la disminucion de su expresion en cobayo, por tanto, el objetivo
del trabajo fue determinar la funcién de MITF en células cardiacas ventriculares adultas
sometidas a condiciones de lesion y proteccion y evaluar cambios en la expresion de
genes regulados por MITF como potenciales indicadores en estas condiciones
fisiologicas. El andlisis de expresion de MITF-H se determiné por PCR en tiempo real,
gPCR, vy western blot. La isoforma H de MITF se expresa en corazones y miocitos
cardiacos aislados de cobayo. La disminucion de su expresion asociada con los
incrementos en el indice cardiaco y en el tamafio de las fibras cardiacas, asi como con
los cambios en la viabilidad celular sugieren que MITF-H podria estar involucrado en
hipertrofia cardiaca, en la supervivencia de los cardiomiocitos y en la respuesta al estrés
por isquemia.

Palabras clave: isquemia, pre-acondicionamiento isquémico, miocitos cardiacos,
microftalmia, corazoén, regulacion de la expresién génica, hipertrofia

Abstract

The Microphthalmia-associated transcription factor (MITF) is a DNA binding protein that
regulates the expression of specific genes. It is suggested that MITF plays a role in
cardiac growth and hypertrophy. Therefore, the objective was to determine the role of
MITF in under conditions of injury and protection adult ventricular cardiac cells and
evaluate changes in expression are not known MITF-regulated genes as potential
indicators in these physiological conditions. Analysis of expression of MITF-M was
determined by real-time PCR, gPCR and Western blotting. MITF H isoform expressed in
guinea pig hearts, isolated cardiac myocytes. Decreased expression associated with
increases in the heart rate and on the size of cardiac fibers, as well as changes in cell
viability suggest that MITF-H may be involved in cardiac hypertrophy, in the survival of
cardiomyocytes and in response to stress by ischemia.

Keywords: ischemia, ischemic preconditioning, myocytes cardiac, microphthalmia,
heart, gene expression regulation, hypertrophy.
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Introduccioén

Las enfermedades cardiovasculares, son entidades multifactoriales, resultado de la
contribucién de factores ambientales y genéticos, que afectan a personas de todas las
edades y se presentan con una alta tasa de mortalidad en nuestro pais, siendo
actualmente problemas de salud publica, y ademas son muy costosas en términos de
discapacidad, manejo médico y quirdrgico.

A pesar del amplio conocimiento de factores de riesgo modificables de estas
enfermedades y de los avances tecnoldgicos en los procedimientos de deteccion
temprana, de la amplia farmacoterapia y de los procedimientos para el manejo de la
enfermedad cardiaca isquémica, esta enfermedad sigue siendo un problema de salud
publica en el mundo y en Colombia. Por lo tanto, se requiere de investigaciones
encaminadas a la comprension de su patogénesis, al desarrollo de estrategias para la
prediccion de factores de susceptibilidad, al mejoramiento del diagndstico temprano y
oportuno y de terapias, que no solamente disminuyan los sintomas, sino que también
reduzcan la morbilidad, mejoren la supervivencia y promuevan mejor calidad de vida
(Gbmez LA, 2008). Por otra parte, la fisiologia celular y molecular asi como las
tecnologias basadas en el ADN recombinante ha permitido avances importantes en el
conocimiento de mecanismos patogénicos y, mas recientemente, en el diagnostico y en
nuevas estrategias terapéuticas y de prevencion de enfermedades complejas con un
gran impacto en la salud humana en especial en paises en vias de desarrollo como
Colombia.

Por lo tanto, se requiere de investigaciones béasicas y aplicadas para entender e
intervenir en los mecanismos moleculares asociados con estas enfermedades. Entre las
enfermedades cardiovasculares la de mayor impacto por la carga que genera es la
enfermedad cardiaca isquémica, que es la responsable de mas del 50% de la morbi-
mortalidad de origen cardiovascular. Aungque en los ultimos 20 afios se ha avanzado en
el conocimiento de la biologia molecular de las células cardiacas y su potencial
implicacién en patologias como la cardiomiopatia dilatada, se conoce muy poco sobre la
identidad y la funcidbn de moléculas cardiacas que regulen su estabilidad funcional en
condiciones de estrés metabdlico y fisico. Este desconocimiento relativo se debe en gran
parte a las dificultades para estudiar estas células, ya que no existe una linea celular de
origen miocéardico que se pueda mantener en cultivo y la mayoria de los estudios se debe
realizar a partir de 6rgano completo o con cultivos primarios. No obstante, se han
identificado varios blancos moleculares que pueden estar jugando un papel importante en
enfermedades cardiovasculares (Gomez et al 1997).

En algunas enfermedades cardiovasculares se ha sugerido que la desregulacién de
genes tanto estructurales como reguladores de la transcripcion, tales como endotelina 1,
angiotensina Il, cardiotrofina 1 o factor de crecimiento insulinico tipo 1, cadena pesada de
la miosina, actina, miosina, tropomiosina, complejo troponina y titina, entre otros, pueden



2 Introduccién

estar influyendo en la aparicidon, desarrollo y progresibn de estas patologias. Sin
embargo, poco se sabe sobre factores de transcripcion implicados en la enfermedad
cardiaca isquémica.

Entre los factores de transcripcidbn implicados en enfermedad de tejido cardiaco
recientemente se publico un articulo en el que se muestra la expresion de MITF asociada
con hipertrofia cardiaca, y se evidencio que se expresa en ratones silvestres y en ratones
con mutacién en el gen MITF observandose una respuesta hipertréfica disminuida bajo
estimulacion beta-adrenérgica, con funcion cardiaca disminuida y tendencia a muerte
subita; adicionalmente, estos investigadores propusieron que MITF puede jugar un papel
importante en la hipertrofia cardiaca inducida por beta-adrenérgicos (Tshori et al 2006).

El factor de transcripcion asociado a microftalmia codifica para una proteina de union a
ADN de la familia hélice-loop-hélice cremallera de leucina basica (bHLH-Zip) que regula
la transcripcibn de genes por unién a elementos (cajas M y E) en las regiones
flanqueantes 5° de sus genes blanco. Parecido a otros factores de transcripcion, la
activacion transcripcional del MITF est& influenciada de manera compleja por diferentes
proteinas intracelulares; de esta manera, por ejemplo, in vitro, MITF puede formar
heterodimeros con los miembros de su misma familia TFEB, TFEC, TFE3. MITF es
regulado tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional y es transcrito por varios
promotores alternativos, generando varias isoformas con funciones bioldgicas
potencialmente distintas (Steingrimsson E et al, 2004). De esta manera, el exén 1m es
especifico de melanocitos, el 1h es expresado en corazén (por sus siglas en inglés
Heart), y otros exones como por ejemplo, el la son expresados en mas de un tipo
celular; cada uno de esos exones estan ampliamente espaciados en el ADN gendémico y
son expresados a partir de diferentes promotores (M, H y A). La regulacion de la
expresion de MITF ha sido estudiada a fondo solamente en melanocitos y melanomay se
sabe muy poco de su expresion y regulacion en otros modelos celulares ((Tshori et al
2007).

En el grupo de Fisiologia Molecular del INS, se ha desarrollado un modelo experimental
de células cardiacas aisladas que pueden ser sometidas a condiciones de lesién por
isquemia simulada y a proteccién contra isquemia inducidas por la accién de la
adenosina y por precondicionamiento isquémico (PCI) que consiste en la reduccion en el
tamafio de la necrosis miocardica asociada al retraso en la muerte de los miocitos. El PCI
es inducido por exposicion previa del corazén a episodios breves de isquemia con
periodos de reperfusion (Gémez et al 1996, 1997, 2001 y datos no publicados). En
isquemia cardiaca se ha reportado que puede existir una sobre estimulacion beta-
adrenérgica que se asocia con cambios en la citoarquitectura, disfuncion y pérdida de la
viabilidad miocardica. Sin embargo, el mecanismo molecular no se conoce y menos aun
si MITF puede estar implicado durante un evento isquémico cardiaco.

Especificamente, no se conoce el nivel de expresion de MITF y su papel en célula
cardiaca aislada normal y en condiciones de lesion por isquemia o cardioproteccion
inducida. Por tanto, esta propuesta de investigacion se encamino a estudiar la funcion de
MITF en células cardiacas ventriculares sometidas a condiciones de lesion y proteccion
in vitro y a evaluar su posible papel como biomarcador de la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica.



1.El tejido miocardico y la celula cardiaca

El tejido miocardico estd constituido por células cardiacas (cardiomiocitos),
fibroblastos, endotelio y células sanguineas que constantemente estan fluyendo en el
lecho vascular del corazén. Los cardiomiocitos constituyen cerca del 75% del
volumen total del miocardio y representan la tercera parte del numero total de células
cardiacas. Cerca de una tercera a una cuarta parte de la célula cardiaca esta
constituida por mitocondrias y aproximadamente la mitad de cada miocito ventricular
estd ocupado por proteinas contractiles formando miofibrillas. Los cardiomiocitos
tienen forma cilindrica, y didmetro variable dependiendo de donde sean obtenidos;
asi, los cardiomiocitos auriculares tienen un diametro menor de 10 ym y cerca de 20-
60 um de longitud, mientras que los miocitos ventriculares tienen un diametro que
oscila entre los 17-25 ym de diametro y entre 60-140 um de longitud (Lionel et al,
1999).

Cada célula esta unida por un complejo de membrana celular, el sarcolema, que se
invagina para formar una extensa red tubular intracelular (tabulos T).
Anatémicamente, el reticulo sarcoplasmico (RS) es una red dispersa en todo el
miocito, demarcada por su bicapa lipidica, similar a la del sarcolema. Parte del RS
estd en aposiciéon con los tubulos T, en donde forma unas estructuras dilatadas que lo
rodean. Estas areas se denominan cisternas subsarcolémicas o RS de union. La
funcién de las cisternas es liberar calcio a través del canal liberador de calcio para
iniciar el ciclo contractil (Liew C et al, 2004).

La segunda parte del RS esta formada por tubulos ramificados y se encarga de la
recaptura de calcio, lo cual inicia la relajacion. Esta recaptura se logra por medio de
una bomba de calcio dependiente de ATP, también denominada SERCA (del inglés,
sarcoendoplasmic reticulum Ca++-ATPase), que incrementa su actividad en
respuesta a estimulo beta adrenérgico. El calcio recapturado de esta forma es
almacenado a altas concentraciones en proteinas de depdésito, entre las que se
encuentran la calsecuestrina (Miyamoto Ml et al, 2000). Las células cardiacas, como
las de otros tejidos excitables de los mamiferos, tienen una composicién idnica
intracelular que difiere de la extracelular. La concentracion de iones potasio K+ en el
interior de la célula es unas 30 veces mayor que concentracion extracelular, mientras
que el sodio Na+ es unas 30 veces menor. Como la membrana de las células
cardiacas es mas permeable al potasio que al sodio, en condiciones de reposo, los
iones de potasio pueden salir de la célula con mas facilidad de lo que pueden entrar
los iones de sodio y, en consecuencia existe una diferencia de potencial entre el
interior y el exterior de la célula. Se dice que la membrana de la célula esta
polarizada, siendo la diferencia de potencial de -90 mV (esto quiere decir que hay
mAas cargas negativas en el interior que el exterior). Cuando un estimulo llega a una
de estas células, se alteran las propiedades fisicoquimicas de la membrana,
aumentando su permeabilidad al sodio.



4 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

La muerte de cardiomiocitos adultos consecutiva a los accidentes isquémicos, provoca
frecuentemente el desarrollo de una insuficiencia cardiaca congestiva.

Es generalmente admitido que los cardiomiocitos pueden reproducirse solamente durante
el desarrollo embrionario y fetal y en los adultos, los cardiomiocitos conservan de manera
muy limitada su capacidad proliferativa; por tanto, en los pacientes adultos, la desaparicion
o0 pérdida de una parte de la poblacion de cardiomiocitos no es compensada por la
multiplicacion de cardiomiocitos restantes y en el lugar del tejido funcional, se desarrolla
una cicatriz fibrosa aquinética. La sobrecarga de trabajo generada, la modificacién de la
geometria ventricular y la distension de la cicatriz fibrosa producen la dilatacion progresiva
gue evoluciona hacia la insuficiencia cardiaca terminal. Frente a esta situacion, las
opciones terapéuticas no son numerosas. A pesar de que el tratamiento médico mejora
parcialmente la supervivencia del paciente, el prondstico permanece sombrio, ya que
alrededor del 60% de pacientes sobreviven al afio y solamente 30% sobreviven a los 5
afos. Los trasplantes cardiacos estan limitados por la escasez de donantes, las
complicaciones y el costo de la inmunosupresion, asi como por los rechazos potenciales.
La asistencia circulatoria mecanica es esencialmente empleada en pacientes que esperan
el trasplante cardiaco (Chachques JC, 2004).

1.1 Enfermedades cardiovasculares:

Las enfermedades cardiovasculares son enfermedades del sistema circulatorio, de
etiologia y localizacion diversa clasificadas en cuatro tipos principales: enfermedad
cardiaca isquémica, enfermedades cerebrovasculares, enfermedades vasculares
periféricas y otras enfermedades; dentro de ellas la enfermedad cardiaca isquémica y las
enfermedades cerebrovasculares son las mas importantes ya que representan entre el 60
y 70% de la mortalidad cardiovascular total. Estas dos enfermedades suelen presentarse
como fenémenos agudos cuya principal causa es la obstruccion de los vasos sanguineos,
lo que impide que la sangre fluya hacia el corazén o al cerebro, finalmente ocasionando la
muerte (Corella D et al, 2007).

Las enfermedades vasculares periféricas afectan a las arterias y venas que irrigan
principalmente extremidades superiores e inferiores; disminuyen el flujo sanguineo y
provocan estrechamiento de los vasos, inflamacién y dolor. Cuando afecta las venas se
forman coagulos de sangre o trombos que conducen a oclusién y pueden desencadenar
trombosis venosa y cuando hay desprendimiento de los trombos, ellos se transportan a los
vasos de los pulmones ocasionando la muerte por embolia pulmonar. Por otro lado, dentro
del grupo de “otras enfermedades cardiovasculares”, se encuentran las cardiomiopatias
congénitas y la cardiopatia reumatica, patologias que producen lesiones en el miocardio y
en las valvulas del corazon debidas a causas desconocidas (cardiomiopatias idiopaticas) o
como en la cardiopatia reumatica a infecciones causadas por bacterias (Corella D et al,
2007).

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud-OMS, las enfermedades
cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en el mundo, y se estima que en
los préximos afios la mortalidad y morbilidad cardiovasculares se incrementaran a escala
mundial (afios 2015-2030); en el que moriran al menos 20 millones de personas por estas
enfermedades (Lim SS et al, 2007; Abegunde DO et al, 2007).

En Latinoamérica se reportd que para 1990 ocurrian 169.000 muertes anuales a causa de
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la enfermedad cardiaca isquémica y se espera un incremento de 144% en esta cifra para el
afno 2020 (Yusuf S et al, 2001). En Colombia, la enfermedad cardiovascular ha sido la
principal causa de mortalidad, excluyendo las causas externas, en los Ultimos cinco afios y
entre éstas, la enfermedad cardiaca isquémica se encuentra ocupando el primer lugar con
mas de 20.000 muertes por afio (DANE, 2001).

En Colombia, las enfermedades crénicas como el cancer y las enfermedades
cardiovasculares, son la primera causa de muerte en nuestro pais y dentro de ellas la
enfermedad cardiaca isquémica es la responsable del mayor porcentaje de muertes. En un
estudio publicado en el 2007, para 23 paises con los mayores porcentajes de mortalidad
por enfermedades crdénicas, se muestra que Colombia presenta mayor porcentaje de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares y que en la proyeccion al afio 2030, la
enfermedad cardiaca isquémica serd la principal causa de muerte (Abegunde DO et al,
2007).

La enfermedad cardiaca isquémica, a pesar de la farmacoterapia convencional, es la
enfermedad de mayor importancia en salud publica en Colombia y en el mundo. Las
enfermedades y las lesiones en tejidos altamente diferenciados como el tejido
cardiaco y neuronal, conducen a la destruccion y muerte, sin el subsiguiente reemplazo
celular especifico, a pesar de que conservan la maquinaria molecular para dar una
respuesta proliferativa. A diferencia del tejido neuronal, el potencial regenerativo y
citoprotector de la célula cardiaca no ha sido explotado, en parte, debido a que los
mecanismos Yy los blancos moleculares reguladores del crecimiento, la viabilidad y la
diferenciacién del cardiomiocito todavia se desconocen (Gomez LA et al, 1997, Brady et
al, 1996). Ademas es escaso el conocimiento de las vias y los genes expresados en estas
células sometidas a condiciones fisiolégicas como lesién por isquemia simulada y
proteccion por pre-acondicionamiento isquémico PCI (Gémez LA et al, 1997).

El pre-acondicionamiento isquémico cardiaco se define como un fenémeno endégeno de
proteccion contra el insuficiente aporte de oxigeno y nutrientes que conlleva a la reduccion
en el tamafo de la necrosis miocardica debido al retraso en la muerte de los miocitos,
inducida por exposicion previa del corazdn a episodios breves de isquemia con periodos de
reperfusion, fenébmeno estandarizado previamente en el Grupo de Fisiologia Molecular.
(Gomez LA et al, 1997).

Cuando las células cardiacas son expuestas a una lesion de tipo isquémico, se producen
alteraciones tales como disrupcion sarcolémica, hipercontractura y muerte celular. Estos
fendmenos celulares son debidos a cambios en la expresion y funcionalidad de genes
estructurales involucrados en la regulacion de iones como el calcio, enzimas como
fosfatasas y proteinas cinasas, y algunos involucrados en uniones intercelulares, canales
iGnicos y otras, asi como de factores de transcripciéon implicados en vias de sefializacion
necesarias para la sobrevivencia y mantenimiento de la viabilidad celular ((Alekseev et al,
1996, GOmez LA et al, 2002; Gutiérrez LD et al, 2004; GOomez LA et al, 2006, Gomez LA,
2008).

De acuerdo a este panorama, es importante el estudio de los mecanismos moleculares y
celulares, ademas de la caracterizacion funcional y bioquimica de genes que podrian estar
regulando esta enfermedad. Por esta razén, recientemente se ha venido incrementando el
estudio de factores de transcripcion, que como bien se conoce, participan en la regulacion
de muchos genes, mediante la activaciébn o desregulacién de vias de sefializacion e
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interaccion con muchos de los genes que estan implicados en las patologias humanas.
Dentro de estos factores de transcripcion, el factor de Transcripcion Asociado a
Microftalmia, MITF, podria ser un buen candidato para el estudio de la patogénesis de las
enfermedades cardiovasculares.

1.2 Factor de transcripcion asociado a Microftalmia:

El factor de transcripcién asociado a Microftalmia MITF estudiado desde la década de los
40’s, pertenece a la superfamilia de factores de transcripcién con una estructura hélice-
loop- hélice bésica, conformada por 24 familias.

Dentro de estas familias de factores de transcripcion bHLH descritas, 6 contienen el
dominio Zip (MYC, MAd, SREBP, AP-4, USF y MITF/TFE); dentro de la familia MITF/TFE o
MIT se encuentran MITF, TFE3, TFEB y TFEC, que podrian tener un papel importante
en la sobrevivencia y desarrollo normal de melanocitos y osteoclastos (Widlund et al,
2003).

El gen MITF ha sido mapeado en el cromosoma 6 en ratones y en el cromosoma 3p12.3-
14.1 en humanos, el cual abarca 9 exones altamente conservados que codifican para el
factor de transcripcion de la familia bHLHZip

Actualmente MITF ha sido clonado en varias especies: humano, ratén, rata, hamster, pollo,
pato, perro y pez cebra. En todas estas especies, MITF tiene alta homologia en la
estructura bHLHZip que es un dominio que permite el reconocimiento especifico de los
promotores de los genes que MITF regula, 2 dominios de activacion y una secuencia
blanco de proteina cinasa asociada a microtibulos (MAPK). Ademas las secuencias blanco
de la glicogeno sintasa 3B y Rskl (cinasa ribosomal S6 de 90 kDa) son conservadas en
todas las especies excepto en pez cebra (Figura 1-1). Ademas, se ha demostrado que
MITF puede ser regulado por fosforilacion y por diferentes vias de sefializacion en al
menos 3 sitios como son la Ser73, Ser298 y Ser409, que permiten la sobreexpresion,
mantenimiento y degradacion de MITF.

Figural-1. Esquema de MITF en donde se sefialan sus dominio funcionales y algunos
sitios sugeridos para su modificacion post-traduccional. Tomada de Steingrimsson E et al
Ann Rev Genet 2004, 38:365-411.
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Andlisis de la estructura del gen MITF humano revelaron al menos 8 isoformas MITF,
denominadas MITF-A, B, C, D, E, J, Hy M. Todas los genes que codifican
para las diferentes isoformas tienen conservados los exones 2 al 8 excepto por un
aceptor de splicing alternativo que adiciona o deleciona 6 aminoacidos (ACIFPT) antes
del dominio basico, como se muestra en la figura 1-2.

Figura 1-2. Representacion miembros de la Familia MiT 6 MITF/TFE, mostrando las

homologias y diferencias en su estructura. Tomada de Shibahara et al. Pigment Cell Res
2000, 13:98-102.

AD1 AD2  bHLHZip AD3

Mitf-a (1a]_bib_| WE B B s52aa
Mitf-h 1h[ [ BI WE B B s04aa
Mitf-mc __bib HE B B [535aa
Mitf-e [ bib | HE T B +4aa
Mitf-d [bib | HE T B d4aa
Mitt-b  bla[_ |NBIBN HE BT F 50raa
Mitf-m im[] HE B B 149aa

De las isoformas descritas, MITF-M ha sido la mas estudiada y se cree que es la
isoforma mas pequefa; consiste de 419 aminoacidos con un dominio amino-terminal
M (MLEMLEYNHY) que se expresa selectivamente y abundantemente en
melanocitos derivados de la cresta neural y en células de melanoma (Watanabe et al,
2002); mientras la isoforma mas grande es MITF-A con 520 aminoacidos, un dominio
amino-terminal A (MQSESGIVPDFEVGEEFHEEPKTYYELKSQPLKSS) y un dominio
B1lb de 83 residuos de aminoacidos, compartido con las demas isoformas. La
isoforma A se expresa en muchos tipos de células en cultivo, incluyendo epitelio
retinal pigmentado.

MITFE-C consiste de 519 aminoacidos, un dominio amino-terminal C de 34 residuos,
un dominio Blb y se expresa en muchos tipos celulares, incluyendo epitelio retinal
pigmentado (ERP), pero no es detectada en células del linaje melanocitico.
(Tachibana M, 2000) y MITF- H esta constituida por 504 a.a, un dominio amino-
terminal H (MEALRVQMFMPCSFESLYL) y un dominio Blb igual al de MITF-A.
Algunos autores sugieren que se co-expresa con MITF-A en células en cultivo,
aunqgue se expresa preferencialmente en corazén, como se muestra en la tabla 1-1.
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Tabla 1-1. Algunas caracteristicas de las isoformas mas importantes de MITF.

ISOFO TAMARNO DOMINIO N-TERMINAL DOMINIO B1b |TEJIDOS
Dominio A
IMITF-A 520 a.a MQSESGIVPDFEVGEEFHEEPK |83 a.a
TYYELKSQPLKSS NO ACIFPT  [Células cultivadas y
35 RESIDUOS RPE
Dominio C
IMITF-c| 519a.a 34 RESIDUOS 83 a.a RPE y NO
melanocitos
Dominio H Células cultivadas
[MITE-H| 504 a.a MEALRVQMFMPCSFESLYL [83 a.a RPE, corazon, se
19 RESIDUOS puede coexpresar
con MITF-A
Dominio M Melanocitos
MITF- 419 a.a MLEMLEYNHY 83 a.a derivados de la
M 11 RESIDUOS ACIFPT cresta neural.
Células melanoma
v RPE

La expresion de cada isoforma es dirigida por un promotor diferente, sugiriendo la
diversidad funcional de esas isoformas en una variedad de tejidos.

La mayoria de estudios de MITF, se han realizado en cancer, especialmente melanoma
asi como en desérdenes de la pigmentacion. Dentro de las muchas funciones en las que
se ha implicado a MITF, se ha sugerido que este puede tener algun papel en el
desarrollo y sobrevivencia de los melanocitos, ya que regula la expresién de la mayoria
de las proteinas que participan en el proceso de sintesis de melanina, como por
ejemplo, la proteina tirosinasa, las proteinas relacionadas a tirosinasa 1y 2 (TRP1 y
TRP2) y Pmell7 (6 gpl00 glicoproteina especifica de melanocito) entre otras; los genes
gue codifican para estas proteinas se caracterizan por contener en sus promotores, una
secuencia consenso llamada caja E (CACGTG) y una caja M (GTCATGTGCT) que es
reconocida especificamente por MITF a través de su dominio bHLHZip (Yasumoto et al,
1994, Bertolotto et al, 1996, 1998a y 1998 b, Widlund et al, 2003). Por otro lado, el
gen MITF podria tener un aumento de su transcripcion via cAMP, de una manera
melanocito especifica, de este modo estableciéndose una interaccion entre las sefiales
extracelulares que regulan la expresion de MITF y la regulacién transcripcional de la
melanogénesis (Bertolotto et al, 19982, Widlund et al, 2003, Tachibana M, 2000).

La importancia de MITF en el desarrollo de los melanocitos es manifestada por la fuerte
naturaleza de respuesta a sefiales del enhancer/promotor restringido a melanocitos de
este factor de transcripcién. Analisis funcionales del promotor de MITF han sugerido que
este es modulado por varios reguladores transcripcionales involucrados en la decision
del destino celular de las células de la cresta neural, como por ejemplo la via de
sefializacion Wnt (del inglés “wingless”, que ha sido muy estudiada en desarrollo y
cancer. Las sefiales Wnt (funcionan durante la especificacion y expansién de la
poblacion celular de la cresta neural; en pez cebra, Wtn promueve la diferenciacion de
melanocitos con MITF como efector corriente abajo de Wtn (Tachibana M, 2000,
Widlund et al, 2003, Seidensticker et al, 2000, Takeda et al, 2000, Dorsky et al, 2000).
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Estas observaciones han sido complementadas en vertebrados, incluyendo células de
la cresta neural de raton y en gallinas, en donde Wnt-1 via B-catenina promueve la
diferenciacion de los melanocitos asi como su expansion celular (Dorsky et al 1998,
Widlund et al, 2003).

Por otro lado, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)/ el factor scatter (SF), un
ligando de la tirosina cinasa MET, fosforila MAP cinasa, promueve la proliferacién y
mantenimiento de la alta actividad melanogénica en los melanocitos a través de la
activacion de MITF (Halaban et al, 1992, Takayama et al, 1996, Kos et al, 1999, Widlund
et al, 2003). Por otro lado, la proteina de la sefial Agouti (ASP) disminuye la sintesis
de eumelanina (melanina oscura de café oscuro a nhegro) pero promueve la
sintesis de feomelanina (pigmento amarillo a rojo parduzco) en melanocitos, debido a la
inhibicion de la actividad tirosinasa y la pérdida de expresion de TRP1 y TRP2, via
fosforilacion de MITF. Se ha demostrado que ASP inhibe la diferenciacién de los
melanoblastos y promueve la actividad de MITF en melanocitos, sugiriendo un papel
importante de este factor de transcripcion en la diferenciacion de los melanoblastos y en
melanogénesis (Kobayashi et al, 1995, Furumura et al 1996, Sakai et al 1997, Aberdam
et al 1998, Widlund et al, 2003).

Adicionalmente, se ha descrito que mutaciones en los genes para endotelina 3 (EDN)
y el receptor B de EDN (EDNRR) (Los receptores de endotelina pertenecen al grupo beta
de los receptores de rodopsina y se clasifican en receptor de endotelina tipo A, 6 tipo B
(EDNRA 6 EDNRB), llevan a deficiencias en melanocitos derivados de la cresta neural y
en neuronas en ratones y humanos. Todas la EDNs (EDN1, 2 y 3) estimulan la
generacién de melanoblastos en cultivos de cresta neural, a través de la interaccién con
EDNR}. La sefializacion de EDN3 es necesaria para el desarrollo de la cresta neural en
ratones durante un periodo restringido a los dias 10 y 12.5, mientras que la via EDN1 no
es requerida. Sin embargo, EDN1 incrementa el calcio intracelular y activa la sintesis de
melanina y la acumulacion de cAMP; que a su vez transloca PKC (proteina cinasa C)
citosdlico a una forma unida a membrana celular que activa la cascada de
sefalizacibn MAPK, por tanto, podria estar de alguna manera regulando la funcién de
MITF por fosforilacion en la Serina 73, conduciendo a una regulacién de la
melanogenesis (Shin et al 1999, Reid et al 1996, Imokawa G et al 1996, Lahav et
al 1999, Shibahara et al 2000, Widlund et al, 2003). El factor de crecimiento semejante
a insulina 1 (IGF-1) incrementa el crecimiento del melanocito cuando interacciona con la
hormona del crecimiento. La insulina regula negativamente a la tirosinasa e inhibe su
actividad en células de melanoma; al parecer esta desregulacion de la tirosinasa es
mediada por MITF que al ser fosforilada en la Ser298 por la GSK3B disminuye su
expresion, conduciendo a la inhibicion de la sintesis de melanina (Edmoson et al 1999,
Shibahara et al 2000, Widlund et al, 2003).

Otra via de sefializacién en la que podria estar interviniendo MITF, es la via c- KIT
(receptor de tirosina cinasas), descrita como esencial para el desarrollo normal del
melanocito. Cuando se estimula esta via con TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato),
se activa la cascada MAPK y esta a su vez fosforila a MITF en la Ser 73,
ocasionando el secuestro del coactivador CBP/p300. Se ha demostrado que la via c-Kit
ademas desencadena la fosforilacion de MITF en la Ser409 a través de Rsk-1, un
miembro de la familia de proteinas cinasas S6 reguladas durante el ciclo celular. De este
modo, la sefalizacion c-Kit ocasiona fosforilacion dual de MITF, lo que podria conducir
a su activacion y degradacion, regulando de esta manera la melanogénesis y el



10 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

desarrollo del melanocito (Hemesath et al 1998, Price et al 1998, .Shibahara et al 2000).
Todas estas vias de sefializacion se muestran en la figura 1-3.

Figura 1-3. Vias de sefalizacion en las que interviene el gen MITF y su producto en
melanocitos. Tomado de Tachibana M. Pigment Cell Res 2000, 13:230-40

Steel factor poy asp

11 o

HGF/sF 1GF
EDN1,2,3 *

rapamych

target gene

Dentro de las funciones en las que se cree que MITF pueda tener algin papel, esta
la de regular la detencion del ciclo celular mediante la activacion transcripcional del
inhibidor del ciclo y supresor tumoral INK4a, que se encuentra mutado frecuentemente
en melanomas. En estos estudios y empleando células de melanoma humano Mel202,
se sugirio que MITF se une al promotor de INK4a y activa la expresion del mRNA y
proteina de pl6, induciendo la hipofosforilacién de la proteina del retinoblastoma y por
tanto, la detencion del ciclo celular. Adicionalmente, se propuso que INK4a era necesario
para la diferenciacion eficiente del melanocito y que MITF era indispensable para
mantener la expresion de INK4a en melanocitos maduros, creando una presion selectiva
para escapar de la inhibiciéon de crecimiento por inactivacion de este inhibidor. De estos
estudios se infiri6 que MITF puede mediar los procesos de diferenciacion celular y
salida del ciclo celular, y potencialmente, explicar la tendencia especifica de tejido de las
mutaciones de INK4a, que ocurren en melanoma (Loercher et al, 2005).

MITF también ha sido asociado con la diferenciaciéon del melanoma; Lekmine et al
en el 2007, realizaron un estudio para evaluar la participacion de MITF en la
diferenciacion de melanoma, utilizando células de melanoma humano muy
agresivas, UISO-Mel-6 transfectadas con la isoforma M del gen MITF especifica de
melanocitos y se indica que las células transfectadas sobreexpresando MITF, tienen
un fenotipo menos agresivo, ademas, se sugiere que MITF influencia el fenotipo de
células UISO-Mel-6Mitf+ disminuyendo la proliferacion celular e induciendo el crecimiento
de las células en clusters; ademas, sugieren que MITF favorece la expresion de
marcadores de diferenciacion de melanoma como Tirosinasa y TRP1 y que afecta la
distribucion del ciclo celular por arresto de las células en fase G2/G1 e induce la
expresion de p21.

Por dltimo, concluyen que MITF inhibe el crecimiento de tumores in vivo Yy
disminuye la expresion de Ki67, un marcador de proliferacion de células
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neoplasicas, a su vez que podria retrasar la aparicion de metastasis en higado de
ratones producidas por las células UISO-Mel-6. En este estudio se confirma la
sobreexpresion de Bcl2 inducida por MITF, y que habia sido reportada por McGill G et
al en el 2002. En esos estudios se sugiere, por inmunoprecipitacién de cromatina, que
MITF podria regular a Bcl2 en melanocitos primarios humanos y células de melanoma
501mel, ademas en estudios in vivo con ratones portando las mutaciones para MITF,
Bcl2 y ambos, que el fenotipo despigmentado tipico de mutaciones en MITF se agudiza
cuando mutaciones de ambos genes estan presentes. También se sefiala mediante
estudios de RT-PCR, una disminucién en la expresion del ARN de BCI2, cuando las
células de melanoma 501mel y melanocitos primarios humanos son transfectados con
el mutante de MITF.

Actualmente, se tiene como base de estudio, que MITF reconoce las cajas M en los
promotores de genes que intervienen en procesos celulares como apoptosis (Bcl2),
proliferacion celular, ciclo celular (p16, Rb, p21, CDk?2), diferenciacion (Tirosinasa, TRP1,
TRP2), etc, poniendo de manifiesto que este factor de transcripcién puede tener una
funcién dual dependiendo del contexto de los estudios propuestos y de los modelos
experimentales empleados.

A nivel clinico, se ha demostrado que mutaciones en la linea germinal de MITF
ocasionan dos tipos de desordenes de la pigmentacion: el sindrome de Tietz
y el sindrome Waardenburg tipo 2 y recientemente su expresion ha sido asociada con
hipertrofia cardiaca.

El sindrome de Tietz fue descrito en 1963 por Walter Tietz, como una
enfermedad autosémica dominante, caracterizada por una profunda sordera
neurosensorial congénita unilateral o bilateral e hipopigmentacién generalizada y mas
severa que en WS2.

La proteina mutante predicha por este sindrome presenta una delecién en el aminoacido
271 (DelR271), con un efecto dominante negativo y desarreglo de la localizacion nuclear.
Analisis de heteroduplex mostraron mutaciones en los exones 5 y 6 de MITF; en el
exon 5 y secuencia intron adyacente, se detecto una mutacién de C a G, en la regién
consenso de splicing; en el exén 6, se encontrdé una mutacion de G a C en el nt 600, que
a nivel de proteina produce la substitucién de Lys por Asp (Asn210Lys).

El Sindrome de Waardenburg tipo 2 (WS2) descrito desde 1951, como una enfermedad
hereditaria autosémica dominante, es caracterizada por sordera neurosensorial
congénita unilateral o bilateral (debida a la ausencia del érgano de Corti y estria
vascularis, ademas de atrofia del ganglio espiral y nervio auditivo con ausencia de
melanocitos en el area) y albinismo parcial; poliosis (aparicibn prematura de cabellos
grises), desplazamiento lateral del canto interno de los ojos y del conducto lagrimal
inferior, raiz nasal ancha y amplia, heterocromia del iris, sinofris (unién de las cejas en
la linea media), hipertricosis del tercio medio de las pestafias, a nivel mandibular se
encuentra leve prognatismo con una distancia bigonial incrementada, paladar hendido y
labio leporino en un 3% de los casos con el labio superior en forma de arco de cupido y
se han descrito malformaciones cardiacas asociadas con este sindrome (Tachibana et al
1996).

Las mutaciones de MITF asociadas con este sindrome han sido estudiadas por diversos
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autores (Tassabehji et al en 1994, Nobukuni et al en 1996, Morell et al en 1997,
Lalwani et al 1998, Takeda et al en el 2000 y Fumiko et al, 2008) y se ha podido
establecer que la mayor o menor severidad del enfermedad estid relacionada con
la ubicacién de las mutaciones en este gen.

1.3 MITF y enfermedades cardiovasculares:

Como se habia mencionado anteriormente, en el afio 2006 se sugiri6 una relacion
entre MITF e hipertrofia cardiaca, que constituye una de las principales formas de
respuesta del cardiomiocito a estimulos mecanicos y neurohormonales y permite al
miocito generar mayor trabajo, con aumento de la funcion de la bomba cardiaca. Esta
accion compensadora, sin embargo, se ve en algun momento sobrepasada por el estrés
biomecénico, lo que da lugar al cuadro de insuficiencia cardiaca, que causa una gran
morbilidad y mortalidad.

En este estudio, se evalud el posible papel de MITF en esta enfermedad, en ratones
tipo silvestre y con mutaciones en este gen; sugiriendo que hay expresion de MITF a
nivel de corazén y que ratones con mutacion en el gen MITF muestran una respuesta
hipertrofica disminuida bajo estimulacion beta-adrenérgica, con funciéon cardiaca
disminuida y tendencia a muerte subita; adicionalmente, se indic6 que MITF puede
jugar un papel importante en la hipertrofia cardiaca inducida por b eta-adrenérgicos y
gue ratones de mediana edad mutantes para MITF, tienen una masa cardiaca menor
y funcién cardiaca fuertemente disminuida (Tshori et al 2006). Sin embargo, en este
trabajo no se estudid el papel de MITF en el estrés metabdlico-mecanico asociado a la
hipertrofia cardiaca.

La evidencia experimental sugiere que las vias beta-adrenérgicas se acoplan
diferencialmente y participan en la sefalizacion que regula la funcion cardiaca, la
remodelacién cardiaca, la viabilidad de cardiomiocitos y pueden tener un efecto
cardioprotector contra la isquemia o contra el efecto cardiotoxico por accion de
antraciclinas que pueden generar dafio a través de la produccion de especies reactivas
de oxigeno (Muntz KH et al, 1994; Cooke L et al, 1994; Singal PK et al, 1998), Estas
vias han sido implicadas en la proteccion e induccion de muerte de las células
cardiacas a través de la activacion de las vias PKC, p38 y MAPKs (Shizukuda Y et al,
2002; Bernstein D et al, 2005) aunque continua siendo controversial el contexto celular
en el que estas vias pueden ser pro- 0 antiapoptéticas (Devic E et al, 2001; Shizukuda
Y et al, 2002).

A nivel molecular no se conocen los factores de transcripcion ni los genes relevantes
en la respuesta de las células cardiacas aisladas sometidas a diferentes condiciones de
lesién isquémica o proteccion contra esta que permitan el entendimiento de la
patogénesis de la enfermedad cardiaca isquémica bajo diferentes condiciones
fisiolégicas.

Con este panorama, y debido a que los estudios realizados muestran evidencias
insuficientes que sugieren un papel de MITF en la regulacion de la respuesta beta-
adrenérgica y la fisiologia cardiaca y a que no se conoce su funcién en la patogénesis
de la enfermedad cardiaca isquémica, es necesario realizar investigaciones
encaminadas a esclarecer la funcion de este factor de transcripcion en un modelo
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experimental bien definido y controlado de células cardiacas aisladas y con herramientas
metodoldgicas basadas en la biotecnologia moderna.

1.4 Hipotesis:

El factor de transcripcién asociado a Microftalmia, MITF, modula la expresién de genes

tejido especificos relacionados con la viabilidad de la célula cardiaca que pueden estar
implicados en la patogénesis de la enfermedad cardiaca isquémica.

1.5 Objetivos:

1.5.1 Objetivo General:
Determinar la funcion de MITF en células cardiacas ventriculares adultas aisladas

sometidas a condiciones de lesidén y proteccion y evaluar cambios en la expresion de
genes regulados por MITF como potenciales indicadores de lesion o proteccion cardiaca

1.5.2 Objetivos Especificos:

1. Caracterizar la expresion del gen MITF en cardiomiocitos ventriculares y evaluar los
cambios en viabilidad celular asociados a la disminucién o aumento de su expresion

2. Estudiar el efecto del silenciamiento de MITF en células cardiacas ventriculares
adultas sometidas a condiciones de lesion por isquemia simulada y cardioproteccion
inducida (PCI) y analizar cambios en sus perfiles de expresion.

3. ldentificar in silico genes cardiacos que contengan elementos de respuesta a MITF
y que puedan estar implicados en la patogénesis de la enfermedad cardiaca
isquémica

4. Disefiar y construir un macroarreglo de cADN para monitorear los niveles de
expresion relativos de MITF y de algunos de sus genes blanco

1.6 Diseino Experimental

1.6.1 Tipo de estudio

El proyecto es de tipo experimental basico.

1.6.2 Poblacién de estudio

Para este estudio se utilizaron cardiomiocitos aislados de ventriculos de cobayos adultos
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hembra (Cavia porcellus) entre 250 y 300 g. Los cobayos fueron proporcionados
por el bioterio del Instituto Nacional de Salud, bajo el consentimiento del comité de
ética. Como controles se emplearon células de melanoma proliferantes.

1.6.3 Criterios de Selecciodn

1.6.3.1 Criterios de inclusioén

e Células cardiacas de aislamientos con viabilidad mayor o igual al 70%.

e Células cardiacas no contaminadas durante el tiempo que se requiera para cada
experimento, para asegurar que los resultados obtenidos corresponden a células
cardiacas puras.

1.6.3.2 Criterios de exclusion

¢ Aislamientos con células contaminantes tales como fibroblastos, glébulos rojos u
otras células sanguineas

e Cardiomiocitos obtenidos de aislamientos en los que haya sucedido paro
cardiaco.

e Cardiomiocitos obtenidos de corazones en los que se haya observado signos de
isquemia durante el aislamiento (zonas necroéticas en pared ventricular o arritmias)

1.7 Estrategia experimental

Para la ejecucién de la propuesta, se empleo el modelo experimental de estudio
previamente establecido en el Grupo de Fisiologia Molecular (Gémez LA et al, 1996,
1997) que consiste en células cardiacas ventriculares aisladas, que permite observar
efectos directos sin el potencial enmascaramiento del tejido sanguineo, nervioso y
conectivo, entre otros, como ocurre en estudios donde se emplea el corazén completo.

Los grupos experimentales que se emplearon fueron:

1. Cardiomiocitos en condiciones de normoxia (21% 0O2), mantenidos en medio
fisiologico tirode pH 7,4, en cAmara humeda y a temperatura ambiente

2. Cardiomiocitos en condiciones de isquemia simulada: células con hipoxia 30 minutos
a temperatura ambiente e isquemia a 37°C durante 1 hora.

3. Cardiomiocitos en condiciones de proteccion por acciéon del PCl: Células a las que
se les realiz6 el siguiente esquema de PCIl 10:1:10:9 (Isquemia:reperfusion) y
lesién a 37°C durante 1 hora.

Como grupos control se incluyeron muestras de corazén completo y de auriculas de
cobayos, los cuales sirvieron como pardmetro de referencia comparada con los grupos
experimentales; (células en normoxia Vs células en isquemia; células lesionadas vs
células protegidas contra la isquemia o PCI).
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Para cumplir con los objetivos especificos:

1. Caracterizar la expresion del gen MITF en cardiomiocitos ventriculares y evaluar
los cambios en viabilidad celular asociados a la disminucién o aumento de su
expresion.

2. Estudiar el efecto del silenciamiento de MITF en células cardiacas ventriculares
adultas sometidas a condiciones de lesiébn por isquemia simulada vy
cardioproteccion inducida (PCI) y analizar cambios en sus perfiles de expresién.

Se realizaron los siguientes ensayos:
2.1 Materiales y métodos
2.1.1 Aislamiento de miocitos cardiacos

Se realiz6 el aislamiento de células ventriculares a partir de corazones de cobayos
Hartley Cavia porcellus hembras adultos de 250-300 g, empleando un sistema de
perfusion retrograda tipo Langendorff y disociacion enzimética con colagenasa,
pronasa (Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos) y proteinasa K (Invitrogen, Carlsbad,
CA, Estados Unidos), descrito por Gomez et al (1997 y 2006). Después de aislados
los cardiomiocitos se realizé el recuento celular mediante el ensayo de exclusion de
azul tripan. Luego las células se separaron en tres grupos experimentales (entre
100.000 a 250.000 células cardiacas ventriculares adultas/ por grupo experimental
para extraccion de ARNSs) y las células se sometieron a lesiéon y proteccién por
preacondicionamiento isquémico (PCIl) (Gomez LA et al, 2006; Gomez LA, 2013), de
acuerdo con el protocolo mostrado en la figura 2-1.

2.1.2 Disminucion de la expresion de MITF inducida por shRNA

Se realiz6 interferencia génica empleando RNA de interferencia pequefios para una



16 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

secuencia diferente al gen MITF (shScramble) y para el gen MITF (shMITF). En breve, con el
método hidrodinamico (Liu F et al, 1999) los cobayos hembra de 250 a 300 gramos, fueron
inyectados via intraperitoneal, con 3 ml de solucion salina libre de pirégenos, 2 ul de las
respectivas particulas virales, 1 pl de polibreno 10 mg/ml (sc-134220, Santa cruz
Biotechnology Inc, Delaware, CA. Estados Unidos) y 2 ul de particulas lentivirales disefiados
para expresar el interferente especifico de MITF, shMITF (sc-35934-V, Santa cruz
Biotechnology Inc, Estados Unidos), o un interferente no especifico, shScramble (sc-108080,
Santa cruz Biotechnology Inc, Delaware, CA. Estados Unidos) y copGFP (sc-108084, Santa
cruz Biotechnology Inc, Delaware, CA. Estados Unidos). Como control adicional se inyectd
un cobayo con 3 ml de solucién salina, sin vector de expresion. La adaptacion y
estandarizacion de las metodologias para el uso de la tecnologia de ARN pequefios descrita
por Gbmez LA (2013; (Liu F et al, 1999; Gémez LA, 2006; Gomez LA, 2011).

Los animales se mantuvieron durante 30 dias, individualmente en jaulas de policarbonato,
proporcionandoles alimento (Rodentina) y agua a voluntad. Diariamente, se realizé el
monitoreo de los animales, incluyendo medicién de la temperatura, frecuencia cardiaca y
observacion de potenciales efectos de toxicidad, cambios fenotipicos y de comportamiento. A
los 30 dias post-transfeccion, los animales se anestesiaron con pentobarbital (anestesia
profunda), a una dosis de 70 mg/Kg por via intraperitoneal, se realizé la toracotomia y
cardiotomia; se tomaron registros fotograficos de los corazones aislados y se obtuvo el peso
de cada uno de ellos. Se estableci6 la relacion peso corazén vs peso corporal y cada
corazoén fue fragmentado para la extraccion de ARN, ADN, proteinas, histopatologia, andlisis
de fluorescencia (GFP) y microscopia electrénica. La verificacion de la transfeccion y la
evaluacion de los niveles de expresion relativa a nivel de mRNA y proteinas se realizé
mediante gPCR y Western blot, respectivamente. El protocolo para el manejo de los
animales fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud.

2.1.3 Extraccion de ARN y sintesis de cADN

Para la extraccion de ARN se empleé el protocolo descrito por Chomczynski y Sacchi en
1987 y el reactivo trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). La calidad e
integridad del ARN obtenido fue verificado mediante espectrofotometria a 260 nm (Relacién
260/280) y electroforesis en gel de agarosa 1,5 % denaturante. La sintesis de cADN se llevo
a cabo a partir de 1-3 pg de ARN total, utilizando oligo-dT y transcriptasa reversa Superscript
Il (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). La calidad e integridad del cADN
obtenido se verifico mediante la amplificacién del gen de expresion constitutiva GAPDH.

Los productos de amplificacion fueron fraccionados en electroforesis en gel de poliacrilamida
y visualizados mediante tincién con nitrato de plata.

2.1.4 Identificacion de laisoforma H de MITF

Se realizo la caracterizacion de la isoforma H de MITF, a partir de la amplificacion por PCR de
un fragmento del gen que codifica para dicha isoforma, en tejido cardiaco. Ademas se amplificd
la region carboxilo terminal (MITF 9-10e) del gen que es comun en varios tipos celulares como
control adicional (datos no mostrados). El fragmento de amplificacion obtenido fue clonado en
el vector pGEM-T (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) y secuenciado empleando el
método de Sanger, el sistema Big Dye Terminator V 3.1 (Applied Biosystems Foster City,
California, Estados Unidos) y electroforesis capilar empleando el analizador genético ABI Prism
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310 (Perkin Elmer, Estados Unidos). Para verificar la identidad de la isoforma, las secuencias
obtenidas se compararon con las secuencias disponibles en las bases de datos de dominio
publico (GenBank, EMBL) con la plataforma BLAST (Altschul SF et al, 1997).

2.1.5 PCR en tiempo real (QPCR)

Se realizaron analisis de expresion a nivel de mMRNA en células cardiacas sometidas a lesiéon
por isquemia simulada, a proteccién por pre-acondicionamiento isquémico, asi como en
células en normoxia. Como control de expresion positiva se emplearon cADNs obtenidos de
auricula y de corazén completo de cobayo. En corazones completos sometidos o0 no a
interferencia génica se realizé la evaluacion de la expresion de mARN mediante qPCR.

Se utilizaron plasmidos recombinantes que contienen el cDNA de MITF, previamente
caracterizados mediante clonacién y secuenciacion de 4cidos nucleicos, como estandar en al
menos seis diluciones y los cADNs obtenidos a partir de células cardiacas sometidas a lesion
y proteccion In vitro. Para cada ensayo se establecieron los estdndares mas adecuados y se
incluyeron controles positivos y negativos. Los ensayos se realizaron por triplicado,
utilizando el estuche DyNAmo HS SYBR Green (Thermo Scientific, Rockford, lllinois,
Estados Unidos) y el equipo Chromo 4 (BioRad Laboratories Inc, Irvine, California, Estados
Unidos). Como controles positivos se emplearon plasmidos que contenian el cADN de MITF
y como control de reaccién de PCR se emple6 agua libre de nucleasas en lugar de acido
nucleico.

Para la normalizacién de los datos y para determinar la expresion relativa de MITF, se
empled la expresion del gen de expresion constitutiva GAPDH, una vez demostrado que la
expresion no cambiaba de manera significativa en las diferentes condiciones experimentales.

Para el andlisis de la qPCR se construyd una curva de calibracién a partir de cantidades
conocidas y crecientes de cDNA de MITF (0,39-50 ng), que permiti6 interpolar los resultados
obtenidos en las reacciones de amplificacion de cada una de las muestras y controles que
también incluyeron diferentes cantidades de templado (10-100 ng). En todos los casos la
fluorescencia se graficd en unidades arbitrarias y se establecié la linea base (0,02 unidades
de fluorescencia). Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C/15 min, seguido de 39
ciclos de 96°C/ 10 seg, 57,2°C /30 seg , 72°C/30 seg, y extension final de 72°C/10 min y
curva de melting de 65 a 95°C con lecturas cada 0,2°C por 1 segundo.

Los andlisis se realizaron con el software Opticon 3 (BioRad Laboratories Inc, Irvine,
California, Estados Unidos), y la metodologia descrita por Schefe et al (2006). En breve, la
curva de calibracion permitié interpolar los resultados obtenidos en las reacciones de
amplificacion para cada una de las muestras y controles que también incluyeron diferentes
cantidades de templado (50-200 ng). Para cada muestra el software calcul6 el nimero de
ciclo en el que el lector empezé a detectar un incremento de fluorescencia significativo, con
respecto a la sefial de base. El ciclo en el que se empez6 a detectar el aumento de
fluorescencia fue el punto de corte (Cp, de crossing point) o ciclo umbral (Ct, de threshold
cycle) y por la cinética de amplificacion se espera que sea inversamente proporcional a la
concentracion inicial del cDNA presente en la muestra. A fin de evaluar la expresion relativa
de cADN fue preciso comparar los valores obtenidos después de normalizarlos y habiendo
controlado el efecto causado por cambios en las eficiencias de las reacciones de
amplificacion. Las muestras de cADN de concentraciones iniciales decrecientes (un orden de
magnitud cada vez) fueron amplificadas mediante PCR en un mismo experimento. Cada
cinética permitid6 determinar un Ct para cada uno (es decir, un numero en referencia a un
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ciclo en concreto). Se representaron las concentraciones de CADN como ndmero de copias
de cADN por tubo. La fluorescencia se graficé en unidades arbitrarias y el ruido de fondo se
sustrajo. La recta de calibracion para los valores medios de los Ct se defini6 en una
regresion lineal con un coeficiente de correlacion (r2) que, para ser considerado de calidad,
fue de un valor de 0,998. No obstante, los errores se representaron, seguin el rango de
valores obtenidos para un punto (n=3). Los calculos de la expresion relativa de los cDNAs se
determinaron utilizando el método del calculo de las diferencias en los Ct. Calculando el
Log2 (Ct tratamiento / Ct referencia). Para la comparacion indirecta, los valores fueron
generados asi:

Log2 (tratamiento / referencia)-Log2 (normoxia / referencia) = log2 (tratamiento / ref). n=3,
barras D.E., * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05).

2.1.6 Ensayos de Western blot

Células cardiacas aisladas sometidas a isquemia experimental y fragmentos de corazon
sometidos a interferencia génica fueron lavados con solucion tirode pH 7,4; homogenizados
en buffer de lisis que contenia PBS 1X, Nonidet P-40 1%; deoxicolato de sodio 0,5%; SDS
1%; leupeptina 2 ug/ml; pestatina 2 ug/mly 1 mM de fenil-metil sulfonil fluoruro (PMFS)
(Sigma, St. Louis, Missouri, Estados Unidos); se centrifugé a 13000 g /15 min/4°C. La
cuantificacion de proteinas se realiz6 utilizando el método del acido bicinconinico (Pierce,
Thermo Scientific, Rockford, lllinois, Estados Unidos), empleando BSA en diferentes
concentraciones para la curva de calibracion. De cada grupo experimental se fraccionaron
100 pg de proteina en SDS-PAGE 10-12% y se realizé la transferencia capilar a membranas
de PVDF (Inmobilon-P IPVH00010, Millipore, Sedford, Massachusetts, Estados Unidos).
Para el blogueo de sitios inespecificos se empled leche descremada al 5%, 1% albumina
sérica bovina fraccion V, 0.05% Tween 20 (TBST) (Sigma, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos) en TBS. Las membranas fueron incubadas con anticuerpos primarios diluidos en
TBST y albumina 1% por 1 hora o durante la noche, a temperatura ambiente y en agitacion y
con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa diluidos igualmente en TBST mas
albumina 1% durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitacion. Para la deteccién de
MITF se utiliz6 como anticuerpo primario el anticuerpo policlonal anti-MITF (N-15), (sc-10999,
Santa cruz Biotechnology Inc, Estados Unidos) cuyo epitope de reconocimiento es la region
amino de la proteina MITF humana. Para la deteccién de lamina 8, se empled el anticuerpo
policlonal anti-Lamin B (M-20), (sc-6217, Santa cruz Biotechnology Inc, Estados Unidos) y
como anticuerpo secundario se empled un Anti-lgG Goat-HRP (PI-9500, Vector Laboratories
Inc, Burlingame, California, Estados Unidos). La deteccion se realiz6 con un substrato
guimioluminiscente (ECL + plus Western blotting detection system RPN 2132, GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) y los analisis densitométricos se realizaron con el
Programa Kodak 1D 3.5 (Eastman, Kodak, Inglaterra).

2.2 Resultados

2.2.1 Identificacion y analisis de secuencia del cDNA que codifica
para MITF

A partir de miocitos cardiacos aislados y de coraz6n completo de guinea pigs se realiz6 la
extraccion de ARN y la sintesis del DNA complementario, CADN. Se estandariz6 la PCR para
la amplificacion de un fragmento de 281 pb de la isoforma H del gen MITF que fue clonado y
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secuenciado (Figura 2-1A). A partir del analisis de la secuencia de los fragmentos de cDNA
obtenidos se observo que la isoforma H de cobayo (NUmero de acceso al GenBank
JF_309109.1 ) fue diferente a las secuencias reportadas para los genes descritos en humano
(Numero de acceso al Gen Bank NP_937820.1), rata (NUmero de acceso al GenBank
XM_001065584) y raton (Numero de acceso al GenBank NM_001113198 ), con 6/281
cambios a nivel de nucleétidos como se muestra en las Figuras 2-1B y 2-1C.

Figura 2-1. Identificacién y secuencia del cDNA que codifica para MITF en corazén completo
y en cardiomiocitos aislados. (A) Fotografia de gel de poliacrilamida al 6% tefiido con plata,
después de la electroforesis de los productos amplificados, utilizando oligonucle6tidos
especificos para MITF, a partir de ADN complementario de células cardiacas ventriculares
aisladas en normoxia Yy de corazén completo en donde se muestra un producto de
amplificacion de 281 pb. (B) Electroferograma de la secuencia obtenida de la isoforma
MITF-H. Con las flechas se sefialan dos de los cambios de nucle6tidos encontrados para la
secuencia de cobayo comparada con la secuencia del cDNA de humano. (C) Andlisis de la
secuencia obtenida de la isoforma MITF-H. Se muestra el alineamiento de dos secuencias
de nucledtidos de la isoforma MITF-H obtenidas a partir de cADN de un corazén de humano
y de un cADN obtenido de células cardiacas ventriculares aisladas en normoxia. En azul y
subrayado se muestran los cambios en nucle6tidos encontrados. Para este alineamiento se
empled el programa de acceso libre ClustalW.. (C) Alineamiento de dos secuencias de
nucleétidos de la isoforma MITF-H del exdn 1 obtenido de corazén humano y de un cADN
obtenido de células cardiacas ventriculares aisladas en normoxia. En azul y subrayado se
sefialan los cambios encontrados. Se emple6 el programa de acceso libre ClustalW.
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Estos cambios no implicaron diferencias en la secuencia de aminoacidos, lo cual sugiere
una alta conservacion de la secuencia de la proteina entre estas especies (Figura 2-2A).
Realizamos una comparacion de la topologia de dominios de MITF entre las isoformas M,
Hy A, y como se muestra en el esquema (Figura 2-2B) la principal diferencia se
encontrd en el exén 1 para las isoformas mencionadas, identificada por cajas grises. La
isoforma M es mas pequefia (419 aa) que la isoforma H (504 aa) y que la isoforma A
(519 aa). Como ha sido reportado anteriormente se conservaron los dominios bHLH-Zip
de unién a ADN, dos dominios de activacion transcripcional (DAT1 y DAT2) (Figura 2-2B,
cajas negras). También se conservaron los sitios de fosforilacibn mas frecuentes por las
proteinas cinasas que fosforilan los aminoécidos indicados (MAP-p38: Proteina cinasa
activada por mitdgenos, p38; GSK: glicégeno sintasa cinasa) (Figura 2-2B, parte
superior del esquema e indicado con lineas verticales).

Figura 2-2. Secuencia de aminoacidos obtenida de la traducciéon de las secuencias de
nucledtidos del exdn 1 de los fragmentos de MITF-H amplificados de corazén completo y
de cardiomiocitos aislados (A) Alineamiento de las secuencias de aminoacidos obtenidas
de la traduccion de las secuencias de nucleétidos del exon 1 de la isoforma MITF-H
obtenidas a partir de cADN de un corazén de humano y de un cADN obtenido de células
cardiacas ventriculares aisladas en normoxia. (B) Esquema comparativo de la topologia
de MITF para las isoformas M, H y A. Las cajas grises sefalan el exén 1 para las
isoformas M, Hy Ay el dominio bHLH-Zip de unién a ADN. Nétese que la isoforma M es
mas pequefa (419 aa) que la isoforma H (504 aa) y que la isoforma A (519 aa). Las cajas
negras muestran dos dominios de activacion transcripcional (DAT1 y DAT2) y en la parte
superior del esquema e indicado con lineas se muestran los sitios de fosforilacion mas
frecuentes vy las proteinas cinasas que fosforilan los aminoacidos indicados (MAP-p38:
Proteina cinasa activada por mitdgenos, p38; GSK: glicogeno sintasa cinasa).
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2.2.2 Disminucion del mMRNA y de la proteina MITF inducida por
RNAs pequefios de interferencia especificos para MITF
(shRNA-MITF) y cambios morfoldgicos a nivel cardiaco

Una vez identificada la expresion de la isoforma MITF-H en corazén y cardiomiocitos
aislados fue de interés examinar los efectos de la disminucién de la expresion de MITF
inducida a nivel cardiaco utilizando la transduccion de lentivirus que expresan el shRNA
especifico para MITF y como controles se utilizaron un sh-RNA inespecifico (shRNA-
Scramble) y solucién salina sin RNA de interferencia. El efecto de la transduccién con el
shRNA especifico de MITF en la disminucidon de la expresion de MITFse determiné
examinando los niveles de expresion relativos del mMRNA de MITF, con respecto a los
niveles de expresion de mRNA de GAPDH, por gRT-PCR y de la proteina nuclear lamina
B, por Western blot, respectivamente .

Los ensayos de RT-PCR realizados mostraron la amplificacion diferencial de un
producto de 281 pb para MITF-H (Figura 2-3A, arriba) y de 415 pb para GAPDH (Figura
2-3A, abajo). El control positivo correspondié a la amplificacion de MITF-H y GAPDH
clonados en el plasmido pGEM-T y los controles negativos correspondieron a la misma
mezcla de reaccion pero sin templado. A partir del promedio de intensidades para cada
banda amplificada (Unidades de intensidad éptica, DO) el nivel de expresion relativo del
MRNA de MITF normalizado con la expresiéon de GAPDH (MITF/GAPDH) resulté en unos
niveles de expresion relativos de 1,6+0,06 en el tejido transducido con un shRNA
interferente inespecifico; 0,57+0,03 en el tejido transducido con un shRNA interferente
especifico para MITF y 0,86+0,07 en el tejido sin interferente. Estos resultados indicaron
una reduccion relativa de la expresion del transcrito de MITF de aproximadamente 2 y
1,5 veces en la expresion del transcrito de MITF-H en corazoén transducido con el shRNA
especifico de MITF, con respecto al control sin interferencia y al transducido con el RNA
interferente no especifico (shScramble), respectivamente (Figura 2-3B). Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas (n=3, p<0,05).

Los ensayos de Western blot con un anticuerpo especifico para la proteina Mitf y
detectados por quimioluminiscencia, mostraron la presencia de una banda de
aproximandamente 70 KDa (Figura 6C arriba), mientras que con los ensayos de
Western blot con un anticuerpo especifico para la proteina Lamina 3 , mostraron la
presencia de una banda de aproximandamente 66 KDa (Figura 2-3C abajo). De manera
similar a los cambios detectados para los transcritos, el ensayo resulté en unos niveles
de expresion relativos de la proteina Mitf de 0,65+0,05 en el tejido transducido con un
shRNA interferente inespecifico; 0,54+0,04 en el tejido transducido con un shRNA
interferente especifico para MITF y 0,78+0,04 en el tejido sin interferente. Estos
resultados indicaron una reduccién relativa de la expresion de la proteina Mitf de
aproximadamente 17% y 31% en la expresion del transcrito de MITF-H en corazén
transducido con el shRNA especifico de MITF, con respecto al control sin interferencia y
al transducido con el RNA interferente no especifico (shScramble), respectivamente
(Figuras 2-3C y 2-3D). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (n=3,
p<0,05). Estos resultados fueron validados con la expresion de las proteinas a-tubulina,
B-actina y a-actina sarcomeérica como controles de normalizacion (datos no mostrados).
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Figura 2-3. Disminucion del mRNA y de la proteina MITF inducida por un RNA
interferente pequefo especifico (ShRNA) de MITF utilizando un sistema de transduccion
hemodinamico como se describié en materiales y métodos. (A) Fotografia de un gel de
poliacrilamida tefiido con plata después del fraccionamiento de productos de RT-PCR
correspondientes a los transcritos de la isoforma MITF-H (arriba) y GAPDH (abajo). El
control positivo corresponde a la amplificacion de MITF-H y GAPDH clonados en el
plasmido pGEM-T. Los controles negativos de la RT-PCR corresponden a la misma
mezcla de reaccién pero sin cADN. (B) Representacién grafica de los niveles de
expresion relativa de MITF-H en corazones transducidos con un RNA pequefio no
especifico (sh-inespecifico), con un RNA pequefio interferente especifico de MITF (sh
especifico de MITF) y con solucién salina (Sin interferente,) como un control de
simulacién de la transduccion (n=3, barras D.E., * diferencia estadisticamente
significativa, p<0,05). (C) Western blot para la proteina MITF (arriba) y lamina B (abajo)
después del fraccionamiento de 100 microgramos de proteinas totales con un anticuerpo
policlonal especifico de MITF-H (arriba) y especifico para la proteina del ndcleo lamina 3
(abajo). (D) Representacion gréafica de los niveles de expresion relativa de la proteina
MITF-H calculados por densitometria en corazones transducidos con un RNA pequefio
no especifico (sh-inespecifico), con un RNA pequefio interferente especifico de MITF (sh-
especifico de MITF) y con solucién salina, sin interferente, como un control de simulacién
de la transduccién (Sin interferente). Se grafica el promedio de la relacién de
intensidades de las bandas que representan las proteinas MITF y Lamina . n=3, barras
D.E., * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05).
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Para observar los efectos asociados a la disminucion de la expresion de MITF en el corazon,
se realiz6 un analisis histopatologico y se calcularon los indices cardiacos. Ademas, se
cuantificé el diametro y el nimero promedio de las fibras musculares de los corazones a los
que se les indujo o no la disminucion del MRNA y de la proteina MITF (knockdown) por la
tecnologia de interferencia del RNA. En el panel superior de la Figura 2-4 se presentan tres
microfotografias representativas de los cortes transversales de corazones de cobayo tefiidos
con azul de toluidina después haber sido transducidos con un RNA pequefio no especifico
(sh-inespecifico (Figura 2-4A), transducidos con un RNA pequefio interferente especifico de
MITF (sh-especifico de MITF, (Figura 2-4B), e inoculados con solucién salina, sin
interferente, como un control de simulacion de la transduccion (Figura 2-4C). Se observé que
las fibras musculares que fueron interferidas para MITF eran de mayor tamafio y con
mayores espacios intercelulares (Figura 4B, indicado con flechas) que las observadas en los
otros dos cortes (Figura 2-4A 'y C).

MacroscoOpicamente, se observd que el corazén transducido con el interferente especifico
para MITF, era de mayor tamafio y peso aparentes que los otros dos corazones (2,2+0,02 g
vs 2,0£0,01g). Consistente con estos incrementos, en la figura 2-4D, se presentan
graficamente, los indices cardiacos relativos calculados como el cociente entre el peso del
corazén y el peso corporal en cobayos transducidos con un RNA pequefio no especifico (sh-
inespecifico), transducidos con un RNA pequefio interferente especifico de MITF (sh
especifico de MITF) y con solucién salina (Sin interferente) como un control de simulacién de
la transduccion. Se observé un mayor indice cardiaco en los cobayos tratados con el (sh-
RNA especifico de MITF (5,46x10°®), comparado con el indice cardiaco de los corazones que
fueron transducidos con el RNA interferente no especifico (4,6x10°) y con el control sin
interferencia (5,06x10°). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (n=3,
p=<0,05) (Figura 2-4C y 2-4D).

Para confirmar el efecto aparente en el crecimiento del corazén asociado con la disminucion
de la expresion de MITF realizamos la medicion del diametro y del nimero de fibras
cardiacas de los corazones en las diferentes condiciones experimentales. En la Figura 2-4E,
se muestra la representacion grafica del diametro promedio de las fibras miocardicas de
corazones de cobayos transducidos con el RNA pequefio no especifico (sh-inespecifico)
(38,7+14,7 um), con un RNA pequefio interferente especifico de MITF (sh especifico de
MITF) (50,2+16,1 um) y con solucion salina (Sin interferente) como un control de simulacion
de la transduccion (41,6+12,8 um). La comparacion de los diametros maximos y minimos de
algunas fibras cardiacas también resulté en un aumento relativo en las fibras musculares
tratadas con el interferente especifico de MITF (shMITF) comparado con los maximos y
minimos de las fibras tratadas con el interferente inespecifico y sin interferente (minimos:
22,9435 vs 18,5+4,1 vs. 20,9+3,2 pym y maximos 101,6+11,8 vs 88,77+13,7 Vs 85,9+13,8
Mm, respectivamente). Estos resultados sugirieron que hubo un incremento estadisticamente
significativo (n=150 fibras analizadas, p<0,05) en el diametro de los miocitos que tenian
menor expresion de MITF.

Interesantemente, cuando se cuantifico el nimero de fibras miocardicas de los cortes
histolégicos de los corazones de cobayos transducidos con un RNA pequefio no especifico
(sh-inespecifico), con un RNA pequefio interferente especifico de MITF (sh especifico de
MITF) y con solucion salina (Sin interferente) como un control de simulacion de la
transduccién se observé que habian 178+16, 102+4, 15644 fibras por campo microscopico,
respectivamente (n=3 cortes analizados, p<0,05). Este resultado sugiri6 cambios en el
numero de células asociado con los diferentes niveles de expresion de MITF.
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Figura 2-4. Andlisis histopatoldgico, indice cardiaco, diametro y nimero promedio de las
fibras musculares de los corazones asociados con la disminucion del mRNA y de la
proteina MITF en corazén completo por la tecnologia de interferencia del RNA. En el
panel superior se observan tres microfotografias de cortes transversales de corazones de
cobayo tefidos con azul de toluidina después haber sido (A) transducidos con un RNA
pequefio no especifico (sh-inespecifico), (B) transducidos con un RNA pequefio
interferente especifico de MITF (sh-especifico de MITF) y (C) inoculados con solucién
salina, sin interferente, como un control de simulacion de la transduccion (Sin
interferente). Las flechas indican la presencia de tejido fibroso y algunas fibras
miocéardicas de mayor tamafio que las observadas en los otros dos cortes. (D)
Representacion gréfica de los indices cardiacos relativos calculados como el cociente
entre el peso del corazén y el peso corporal) en cobayos transducidos con un RNA
pequefio no especifico (sh-inespecifico), con un RNA pequefio interferente especifico de
MITF (sh especifico de MITF) y con solucion salina (Sin interferente) como un control de
simulacion de la transduccién (n=3, barras ES., * diferencia estadisticamente
significativa, p<0,05). (E) Representacion gréfica del didmetro promedio de las fibras
miocardicas de corazones de cobayos transducidos con un RNA pequefio no especifico
(sh-inespecifico), con un RNA pequerio interferente especifico de MITF (sh especifico de
MITF) y con solucién salina (Sin interferente) como un control de simulaciéon de la
transduccion (n=50, barras ES., * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05). (F)
Representacion grafica del numero de fibras miocardicas por campo de corazones de
cobayos transducidos con un RNA pequefio no especifico (sh-inespecifico), con un RNA
pequefio interferente especifico de MITF (sh especifico de MITF) y con solucién salina
(Sin interferente) como un control de simulacién de la transduccion (n=3, barras ES.,
*diferencia estadisticamente significativa, p<0,05).
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2.2.3 Niveles relativos de expresion de MITF en cardiomiocitos
aislados sometidos a diferentes condiciones de
supervivencia

Para establecer una posible asociacion entre la expresion de MITF con la supervivencia
de las células cardiacas, examinamos la expresion de MITF en cardiomiocitos
ventriculares adultos aislados que fueron sometidos a condiciones de pérdida y
proteccion de la Vviabilidad por isquemia y preacondicionamiento isquémico,
respectivamente, segun el protocolo presentado en las figuras 2-5A, B y C (49,50). Las
células cardiacas aisladas en condiciones de normoxia (21% de oxigeno) (Figura 2-5Ay
D), presentaron morfologia de bastén con la presencia de sarcomeras morfologicamente
bien definidas (en méas del 90% de las células), que son caracteristicas propias de
cardiomiocitos viables. En contraste, en los cardiomiocitos sometidos a lesién por
isquemia simulada (1% de oxigeno) (Figura 2-5B y E), se observé un acortamiento
(hipercontractura) en el tamafio de las células, las membranas celulares eran irregulares,
con pérdida de la integridad de las sarcémeras y disminucién de la viabilidad celular entre
30 y 50% comparado con el grupo en condiciones de normoxia. Estas caracteristicas
indicaron que la exposicion de las células cardiacas aisladas a estas condiciones de
isquemia simulada (Figura 2-5B) resultdé en lesién celular (Figura 2-5E, flechas). Para el
grupo de células cardiacas sometidas a proteccion por preacondicionamiento isquémico
(Figura 2-5C y F), se observé que la gran mayoria de células (entre 65-75%) tenian
caracteristicas morfolégicas similares a las de las células en condiciones de normoxia
(Figura 2-5F), lo que confirmé que el protocolo empleado para inducir lesion y proteccion
evaluado por las caracteristicas de supervivencia celular en respuesta a la isquemia
experimental fueron efectivos y reproducibles (Gémez LA et al, 1997; Gémez LA et al,
2006).

De cada grupo celular experimental descrito arriba, se realizé la extraccion de ARN y
sintesis de cDNA y mediante PCR en tiempo real se evalud el nivel de expresién del
MRNA para MITF-H en los grupos experimentales mencionados, empleando GAPDH
como gen de normalizacion. El analisis se realiz6 por PCR en tiempo real a partir de los
cDNA y para la comparacién de los niveles relativos de expresién se tomaron los valores
Ct medidos en funcién de la cantidad de cDNA inicial de todas las réplicas por cada
grupo experimental, amplificadas mediante gPCR en un mismo experimento y
considerando las diferencias en las eficiencias de amplificacion (Schefe JH et al, 2006).
Los calculos se realizaron empleando una curva de calibracién estandar con (R2 mayor
de 0,998 para todos los experimentos) y mediante el analisis AAC(t) utilizando como valor
de referencia el nivel de expresion de MITF-H de cDNA obtenido del corazén completo
(1,0+0,5) (Figura 2-5G), de manera similar a como se obtuvieron los resultados
graficados en las figuras 2-3A y 2-3B. Mediante estos ensayos se evidencié una
expresion diferencial de la isoforma H de MITF en cardiomiocitos ventriculares asilados
en condiciones de isquemia experimental (lesién por isquemia simulada) (0,01+0,001),
normoxia (0,03+0,006) y preacondicionamiento isquémico (2.3+0,9) (Figura 2-5G). Este
resultado sugiri6 que los niveles relativos de expresion de MITF se incrementan de
manera significativa (entre 2 a 100 veces, n=3, p<0,05) en cardiomiocitos aislados,
sometidos a condiciones de proteccion contra la isquemia por preacondicionamiento
inducido por periodos breves de isquemia-reoxigenacion de acuerdo con el protocolo de
la Figura 2-5C (Gémez LA et al, 1997; Gomez LA et al, 2006; Gomez LA, 2013).
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Figura 2-5. Cambios en los niveles relativos de la expresién de MITF-H en cardiomiocitos
sometidos a lesién por isquemia y a proteccién de la viabilidad por pre-acondicionamiento
isquémico. En el panel superior se muestra el esquema del protocolo empleado para la
obtencién de cardiomiocitos en condiciones de viabilidad. (A) Cardiomiocitos en normoxia
(21% 0O,), en el cual a las células se les permitié el intercambio de oxigeno o reperfusion
durante 90 minutos. (B) Cardiomiocitos en condiciones de lesion por isquemia simulada,
en el cual a las células se les impidié el intercambio de oxigeno durante 30 minutos por
precipitacién celular y disminucion del intercambio gaseoso (1% O,) a temperatura
ambiente y durante 1 hora a 37°C. (C) Cardiomiocitos en condiciones de
preacondicionamiento isquémico, PCI, en donde a las células se les someti6 a breves
periodos de isquemia (1% O,) Yy reperfusion (21% O,) en un tiempo total de 30 minutos
y a isquemia térmica durante 1 hora a 37°C. RS=reperfusion; IS=isquemia simulada; IST,
isquemia simulada térmica. En el panel intermedio se muestran microfotografias
representativas (n=10) de los cardiomiocitos en las tres condiciones descritas en A, By
C, respectivamente. (D). Células cardiacas en normoxia. Notese la forma en bastén de
los cardiomiocitos viables. (E) Cardiomiocitos sometidos a lesién por isquemia simulada,
en donde se observa un acortamiento relativo en el tamafio de las células, membranas
celulares irregulares y pérdida de la integridad sarcoplasmica, que se indica con las
flechas). (F) Células cardiacas sometidas a proteccion por pre-acondicionamiento
isquémico, obsérvese que la gran mayoria de células tienen caracteristicas morfolégicas
similares a las de células en normoxia. Aumento 10X, la barra corresponde a 50 ym. (G).
Andlisis de los niveles de expresidon relativa del mRNA de la isoforma MITF-H en
normoxia, sometidas a lesion por isquemia simulada y a pre-acondicionamiento
isquémico El andlisis se realizé por PCR en tiempo real a partir de los cADN vy los
célculos se realizaron mediante el analisis AAC(t) utilizando como nivel de referencia los
niveles de expresion de MITF-H obtenidas de corazén completos en condiciones de
normoxia, como se describié en materiales y métodos. n=3, barras D.E., * diferencia
estadisticamente significativa, p<0,05).

A Normoxia

RS 90°

B Lesion, IS

IS 30° IST 37°C 1h

C Preacondicionamiento isquémico, PCI

USRS 17 B3y COR- N IST 37°C 1h
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2.3 Discusion

El factor de transcripcion MITF juega un papel esencial en el desarrollo y en la funcion de
varios tipos de células, incluyendo melanocitos, mastocitos, osteoclastos, entre otros.
Varias isoformas de MITF han sido descritas, pero la relevancia de esta diversidad y sus
funciones biolégicas aln no han sido completamente elucidadas. Ademas, muy poco se
sabe sobre su expresion y su funcion en corazén y en especial en las células cardiacas
(Steingrimsson E, 2008; Shibahara S et al, 2001; Kuiper RP et al, 2004).

En este trabajo se logré6 amplificar e identificar el exén 1 de la isoforma de MITF-H en
corazén y cardiomiocitos aislados de cobayo. Se describen algunos cambios
morfolégicos cardiacos asociados con el knokcdown inducido por RNA interferente
especifico de MITF y se analiza la expresién de MITF-H en cardiomiocitos sometidos a
condiciones de lesion y preacondicionamiento isquémico. La amplificacion especifica y el
andlisis de la secuencia de nucleétidos obtenida demostr6é que la isoforma H de MITF de
corazon y células cardiacas aisladas de cobayo es diferente a las reportadas para
humano, rata y ratén, siendo en el momento del envio al GenBank la primera secuencia
parcial para este gen reportada para Guinea pig (Numero de acceso al GenBank:
JF_309109.1) (Figuras 2-1y 2-2). Por lo tanto, la identificacién y expresion de MITF-H en
corazon completo y en los cardiomiocitos aislados, que son una preparacion libre de
otros tipos de células (Gomez LA et al, 1997; Gomez LA et al, 2006; Gomez LA, 2013),
permiten deducir que la isoforma H de MITF se expresa de manera especifica en estas
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células cardiacas.

Poco se sabe de la funcion de MITF en tejido cardiaco. En este trabajo, encontramos
evidencia experimental que muestra que la disminucion relativa de la expresion de MITF
inducida por un RNA interferente especifico en el corazon de cobayos durante un periodo
de 30 dias, se asocié con una diferencia aparente en los niveles de expresién relativa
del transcrito de MITF y de su proteina (Figura 2-3). Esto puede sugerir que en corazon,
la regulacion de MITF es mayor a nivel post- transcripcional que post-traduccional.
Ademds, estos cambios se asociaron con incremento en el peso, en el diametro de las
fibras cardiacas y en una reduccion relativa del nimero de fibras cardiacas (Figura 2-4),
lo que sugiere que MITF podria estar involucrado en la regulacién del crecimiento
cardiaco y especialmente en hipertrofia cardiaca. Estos resultados son consistentes con
los resultados del trabajo publicado por Tshori et al en el afio 2006, quienes describieron
qgque ratones con mutaciébn en el gen MITF muestran una respuesta hipertréfica
disminuida ante la estimulacién beta-adrenérgica, con una funcion cardiaca disminuida y
una tendencia a la muerte suUbita; concluyendo que MITF puede tener un papel
importante en la hipertrofia cardiaca inducida por beta-adrenérgicos (Tshori et al, 2006).
La evidencia experimental disponible en conjunto, sugiere que MITF-H esta involucrado
directa o indirectamente en la regulacion del crecimiento en tamafio de las células
cardiacas.

El crecimiento hipertréfico se acompafia de muchas alteraciones cardiacas, incluyendo la
enfermedad isquémica, la hipertension arterial, la insuficiencia cardiaca y la enfermedad
valvular, entre otras (Gomez LA, 2011; Komuro |, 2001). A nivel celular, la hipertrofia de
los cardiomiocitos es caracterizada por un incremento en el tamafio de la célula,
aumento de la sintesis de proteinas y reorganizacion de las sarcomeras y a nivel
molecular, estos cambios en el fenotipo celular se acompafian de alteracion en la
expresion de genes estructurales y factores de transcripcion que regulan vias de
sefalizacién encargadas de la sobrevida y viabilidad de las células cardiacas (Shizukuda
Y et al, 2002; Bernstein D et al, 2005; Gémez LA et al, 1997; Gémez LA et al, 2006;
Gomez LA, 2013). Sin embargo, y a pesar de que existe evidencia clinica robusta, el
conocimiento sobre los eventos moleculares que desencadenan la hipertrofia cardiaca,
aun son muy incipientes. Por lo tanto, es importante estudiar los mecanismos
moleculares por los cuales MITF podria estar regulando el crecimiento y la viabilidad del
tejido cardiaco.

Aunqgue el mecanismo celular y molecular del control de crecimiento y de la hipertrofia
cardiaca asociado a la mutacion de MITF en corazones de ratdén (Tshori et al, 2006) y a
la disminucion de su expresion en corazones de cobayo (este trabajo) no se conoce, es
posible que el mecanismo sea diferente segun el tipo de modelo experimental. Los
andlisis de expresion de MITF-H empleando los cDNA obtenidos de células sometidas a
lesion por isquemia simulada, muestran que la expresion del mRNA de MITF-H
disminuye con respecto al grupo de células sometidas a proteccion por pre-
acondicionamiento isquémico (Figura 8), indicando que MITF puede estar implicado en la
regulacion de la viabilidad en respuesta a la isquemia inducida experimentalmente. Este
resultado, permite especular que en el caso del modelo presentado en este trabajo, la
hipertrofia se pudiera presentar y asociar a una respuesta adaptativa alterada como
consecuencia de la pérdida del numero de cardiomiocitos y de la masa contractil del
miocardio, mientras que en el caso de la hipertrofia cardiaca en el modelo ratén (Tshori et
al, 2006) ésta podria estar asociada a una respuesta adaptativa alterada a la presiéon
arterial inducida.
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Considerando que la regulacion funcional de la transcripcion es fundamental para el
desarrollo y funcién del corazén, el avance en el conocimiento del mecanismo de
regulacion y de los genes blanco del factor de transcripcion MITF en tejido cardiaco es
necesario para avanzar en el conocimiento de la patogénesis de las enfermedades
cardiovasculares mas frecuentes que se asocian a hipertrofia cardiaca como la
hipertension arterial, la falla cardiaca, el infarto agudo del miocardio, entre otras.
Consistente con esta propuesta derivada de los resultados experimentales es la
evidencia existente de cambios en perfiles de expresion génica en los ventriculos
derecho e izquierdo de corazones normales y con falla cardiaca, que muestran que en el
ventriculo izquierdo de corazones con falla cardiaca estan regulados negativamente
genes implicados en la produccion de energia, en contraccion cardiaca incluyendo la
regulaciéon de la longitud de filamentos de actina y en la modulacion del acoplamiento de
excitacion-contraccion. Adicionalmente, en corazones con falla cardiaca, se encuentra
gue los factores de transcripcion fetales como MEF2 y el factor de respuesta al estrés
ATF4 presentan diferencias de expresion interventricular (Gao Z et al, 2006). Es
importante resaltar que en nuestro estudio, las células cardiacas aisladas fueron
obtenidas de cardiomiocitos ventriculares.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio, permiten sugerir que la isoforma
H de MITF se expresa en cardiomiocitos aislados de cobayo y en corazon completo.
Ademds, la expresion diferencial de MITF-H a nivel de mRNA y de proteina en
cardiomiocitos sometidos a condiciones de lesion y proteccién sugieren que de manera
directa o indirecta MITF podria regular la expresion de genes relacionados con
crecimiento y viabilidad de las células cardiacas. Como consecuencia, la expresion y
actividad de esta isoforma puede ser importante en la regulacién de la supervivencia de
las células cardiacas, en la respuesta al estrés por isquemia y a condiciones asociadas
con hipertrofia cardiaca, ya sea por regulacion especifica de la isoforma H o por la
regulacion de genes blancos de MITF-H involucrados en estas alteraciones
cardiovasculares. Finalmente, se requieren investigaciones adicionales para esclarecer el
papel desempefiado por MITF-H en la fisiologia y patologia del corazén y de la célula
cardiaca.






3.Caracterizacion de potenciales genes diana
del Factor de transcripcion asociado a
Microftalmia (MITF)

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de patologias multifactoriales, con
alto grado de complejidad en las que se desconocen la gran mayoria de los posibles
genes blanco y muchos de los mecanismos celulares y moleculares implicados en su
patogénesis. Los factores de transcripcion y los genes regulados por estos, son
imprescindibles en la supervivencia de la célula cardiaca, sin embargo, su funcion,
aun es incierta. Entre estos genes se encuentran el Factor de transcripcién asociado
a microftalmia (MITF-H) y algunos de sus genes blanco como la cadena liviana de la
miosina (MLC), la endonucleasa APE, la cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2), el
gen antiapoptotico BCL2, el factor inducible de hipoxia 1 alfa, el canal de cloruro
CLCNY7, la endonucleasa APE, el receptor de la endotelina EDNRB-1 y la subunidad
Kir6,2 del canal de potasio sensible al ATP, entre otros.

El factor de transcripcion asociado a microftalmia codifica para una proteina de unién
a ADN de la familia hélice-loop-hélice cremallera de leucina béasica (bHLH-Zip) que
regula la transcripciébn de genes por uniéon a elementos en los promotores de sus
genes blanco, conocidos como cajas M y E. A nivel cardiaco, este gen ha sido
asociado con hipertrofia cardiaca, pero no se conoce su nivel de expresion y su papel
en célula cardiaca aislada, ni cuales de sus genes blancos podrian estar implicados
en la enfermedad cardiaca isquémica.

Al clasificar los genes como potenciales blancos de MITF, encontramos que estos
participan en diferentes procesos celulares como apoptosis (BCL2); angiogénesis e
hipoxia (HIF-1a); estrés oxidativo y procesos de reparacién al dafo del ADN
(endonucleasa APE); diferenciacion celular (canal de cloruro Clcn7), proliferacion
celular y vasoconstriccion (CDK2, Receptor de endotelina tipo B); homeostasis y
sobrevivencia celular (KIR 6,2, MLC4), entre otros.

La funcion de algunos de los genes mencionados, mediada a través de MITF ha sido
documentada en afios recientes en melanoma u otros tipo de cancer y diferentes tipos
celulares, pero a nivel cardiaco la evidencia cientifica sobre la regulacion de MITF y
sus potenciales genes blanco es muy insipiente.

Estd bien documentado que la apoptosis es una forma importante y definitiva de
muerte celular que tiene estrecha relacién con las enfermedades cardiovasculares.
En los Gltimos 10 afios se han publicado hallazgos que sugieren que la regulacion de
la apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazén y de los
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vasos sanguineos, entre las cuales se encuentran las cardiomiopatias isquémica e
hipertréfica, arteriopatia hipertensiva, aterosclerosis y angiopatia diabética, entre
otras (Wang Y et al, 1998; Nanda J et al, 2000; Jutta Schaper et al, 1999; Saraste A
et al, 1997). Durante el desarrollo prenatal del corazén la desaparicién de células por
apoptosis desempefia un papel importante en su configuracién morfolégica definitiva.
Se ha comprobado que el indice apoptético de los corazones neonato es mucho
mayor en el ventriculo derecho (VD) que en el izquierdo, esta diferencia es la
responsable de la diferenciacion de la masa contractil de ambos ventriculos. Una
cantidad importante de células de ese ventriculo mueren de manera programada
después del nacimiento. Esto puede durar unos dias pero en ciertas condiciones se
prolonga indefinidamente y ocurre la denominada miocardiopatia de Uhl,
caracterizada por una dilatacion extrema del ventriculo derecho, con la consecutiva
insuficiencia ventricular derecha (James TN, 1994). Dentro de los muchos
reguladores de la apoptosis el gen antiapoptético BCL2, promueve la supervivencia
celular por la formacion de heterodimeros con proteinas BAX. La expresion de Bcl-2
en insuficiencia cardiaca, en ausencia de cambios en la cantidad de los niveles de
BAX sugiere, que mecanismos compensatorios se han activado en el miocardio
sobrecargado a fin de mantener la supervivencia celular (Ing DJ et al, 1999). Bcl-2 es
una familia de proteinas formada por alrededor de 25 miembros que regulan procesos
de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un punto clave en la via intrinseca de
apoptosis celular. Su nombre deriva de la proteina fundadora, el protooncogén Bcl-2
(B-cell lymphoma 2), segundo miembro de un grupo de proteinas inicialmente descrito
en estudios de la translocacion reciproca entre los cromosomas 14 y 18 observada en
linfomas foliculares. A diferencia de otros oncogenes estudiados hasta la fecha, Bcl-2
no estaba implicado en el control de la proliferacion celular sino en el bloqueo de la
muerte celular, mas especificamente de los procesos de contraccidén citoplasmaética,
condensacién nuclear, desorganizacibn de la membrana plasmética y ruptura
endonucleolitica del ADN. Es un blanco de MITF descrito por McGill GG vy
colaboradores desde el 2002, y a pesar de que se ha reportado que la sobreexpresiéon
de BCL2 mejora la tolerancia miocardica a la isquemia-reperfusiéon evitando
fragmentacioén del ADN (Sawa Y et al, 1995), no se ha descrito si MITF regula a BCL2
en este proceso biolégico o si es un blanco directo de este gen en corazon.

APE1 (apurinic/ apyrimidinic endonucleasel/redox factor-1,APEX1/Refl) es una
endonucleasa multifuncional que participa en la ruta de reparacion por escision de
bases hidrolizando el enlace fosfodiéster en 5 inmediato a wun sitio
apurinico/apirimidinico (AP). Los sitios AP se generan como consecuencia de la
hidrdlisis espontanea del enlace N-glucosilico entre el residuo de desoxirribosa y la
base nitrogenada, y también son producidos por agentes exégenos, dafio oxidativo o
por las ADN glucosilasas y dichos sitios constituyen la forma mas comin de dafio en
el ADN y su persistencia da lugar a bloqueo en la replicaciéon, mutaciones citotoxicas
e inestabilidad genética. En ciertas circunstancias, APE1 parece ser uno de los pasos
limitantes de la velocidad en la reparacion por escision de bases y aunque
recientemente se reporto que esta enzima es un blanco potencial de MITF, su papel
en miocitos y tejido cardiaco aln no ha sido explorado, sin embargo, es factible que
APE1 a nivel cardiaco sea una proteina multifuncional responsable no sélo de la
reparaciéon de los sitios AP sino también de otras funciones como factor redox,
manteniendo los factores de transcripcion en estado activo reducido (Yamauchi A et
al, 2013).
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Por su parte, el Factor inducible de hipoxia 1a (HIF1a) puede ser activado a nivel
transcripcional mediante la union directa de MITF a la region promotora de HIF1a
actuando como un factor antiapoptético en células de melanoma. A nivel cardiaco, en
experimentos en ratén, se ha observado que episodios breves de hipoxia intermitente
bastan para inducir la producciéon de EPO, que a su vez protege al corazén del dafio
apoptotico por isquemia-reperfusién (Liu Y et al, 2014); En la insuficiencia cardiaca
(IC), existe aumento de ET-1, que si bien tiene un efecto inotrépico positivo, en el
largo plazo favorece la hipertrofia miocérdica y la mala adaptacion y en el
preacondicionamiento cardiaco ante la isquemia, en el que tiene un papel relevante la
sintesis de nuevas proteinas en las primeras 24 h que siguen a un episodio agudo,
con particular referencia a la NOS2 en miocardiocitos y células endoteliales, HIF-1 es
esencial en esta induccién. Tampoco es clara la regulacion entre MITF y HIF-1 a en
miocitos aislados.

Por otro lado, el sistema endotelina esta involucrado esencialmente con la
hipertensién arterial sistémica, hipertensién pulmonar, aterosclerosis, reestenosis
coronaria, falla cardiaca, cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca; especificamente,
los receptores de endotelina A estan localizados principalmente en el masculo liso
vascular y son responsables de inducir la proliferacion celular y vasoconstriccion,
mientras que los receptores de endotelina tipo B estan presentes en las células
endoteliales y son mediadores de la relajacion vascular por activacion de la
produccién de 6xido nitrico y prostaciclina, e intervienen en la depuracién de la ET-1
(Hua LL et al, 2014; Welsh IC et al, 2000). La funcién de estos receptores mediada
por MITF aln no se conoce totalmente.

En el proceso de diferenciacion de osteocitos, el canal de cloruro CLCN7 juega un
papel muy importante y se conoce gue en ratones mutaciones en dicho gen conducen
a ostopetrosis. Aungue en este modelo se reporté la regulacién de CLCN7 por MITF,
en corazon y en células cardiacas aisladas su papel aun es incierto. (Kornak U et al,
2001)

La cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2) ademas, conocida como proteina cinasa 2
de la division celular, es una serina- treonina cinasa cuya actividad regulada por
fosforilacion, esta restringida a la fase G1/S del ciclo celular siendo esencial en la
transicion de G1 a S, en donde se asocia con ciclinas E y A para cumplir su funcién
(Liem DA et al, 2008; Tane S et al, 2014). En melanoma, ha sido descrito que CDK2
es un blanco de MITF, sin embargo, a nivel de miocitos cardiacos la literatura sobre la
asociacion CDK2/MITF aun es desconocida.

Los canales de potasio sensibles a ATP, fueron descritos hace mas de dos décadas
en parches de membrana plasmatica de cardiomiocitos ventriculares y mas tarde
encontrados en otros tejidos incluyendo el cerebro, el musculo liso y esquelético, el
endotelio y el pancreas, 6rgano en donde se les ha relacionado con la secrecion de la
insulina. Debido a que estos canales se activan al disminuir la concentracion de ATP
intracelular y acoplan el metabolismo miocardico con la actividad eléctrica, se
propuso que durante la hipoxia estos canales podrian servir como un mecanismo
endoégeno de cardioproteccién, al acortar la duracion del potencial de acciéon y limitar
la entrada de calcio a las células cardiacas (Chen ZC et al, 2012; Alekseev AE et al,
1997). Hasta 1994 se asumia que éste era el mecanismo de accién del
precondicionamiento isquémico (PCI) y que el efecto protector de los agonistas de los
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canales de KATP contra el dafio por reperfusion se debia a su accién sobre dichos
canales. Sin embargo, a partir del trabajo de Yao y Gross se acumularon evidencias
de que el efecto protector no siempre correlacionaba con la reduccion del potencial de
accion, situacion que implicaba la existencia de sitios adicionales, posiblemente
intracelulares, para explicar el efecto protector de estos agonistas (Gross GJ et al,
1996 y 2000). Estos canales estan formados por dos dominios transmembranales, en
donde Kir6.2 un canal iénico rectificador de potasio (inward-rectifier potassium ion
channel) es la subunidad mayor del canal (Chen ZC et al, 2012; Alekseev AE et al,
1997). El gen que codifica para el canal es KCNJ11 y sus mutaciones estan
asociadas con hiperinsulinismo congénito. Como en los genes mencionados
anteriormente, no existe literatura cientifica que reporte la interaccion y regulaciéon de
dicho canal por MITF. Analisis bioinformético realizado por nosotros, permitié
establecer que en el promotor del gen que codifica para el canal, se encuentran cajas
My E, permitiendo sugerir que MITF puede de alguna forma regulando su funcion en
miocitos cardiacos.

La proteina cinasa C (PKC) pertenece a una familia de enzimas que mediante
fosforilacion de grupos hidroxilo de residuos de serinas y treoninas controlan la
funcién de otras muchas proteinas, jugando un papel importante en varias cascadas
de transduccion de sefiales. El mecanismo de activacion de la PKC ha sido bien
establecido para el preacondicionamiento isquémico e involucra la activacion de un
receptor de membrana (A1), y la produccion de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3) (Liu X et al, 2014). Especificamente, el IP3 provoca liberacién de calcio del
reticulo sarcoplasmico y el DAG activa a la proteina quinasa ¢ la cual produce un
preacondicionamiento de los canales de K+, interviene en la contractilidad y pone en
marcha factores de crecimiento celular que podrian estar relacionados con la
hipertrofia cardiaca en aquellos pacientes con sobre estimulacion adrenérgica
(Mackay K et al, 1999; Fan HC et al, 2014). Sin embargo, y a pesar del conocimiento
existente en la actualidad acerca del mecanismo del preacondicionamiento, no ha
sido estudiado en detalle si la activacion de las PKC durante la isquemia reperfusion,
y sus potenciales efectos protectores podria estar mediados por MITF.

De acuerdo con lo descrito anteriormente, el objetivo especifico 3 fue “ldentificar in
silico genes cardiacos que contengan elementos de respuesta a MITF y que puedan
estar implicados en la patogénesis de la enfermedad cardiaca isquémica”.

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Aislamiento de células cardiacas

El aislamiento de células ventriculares se realiz6 a partir de corazones de cobayos
Hartley Cavia porcellus hembras adultos de 250-300 g, empleando un sistema de
perfusion retrograda tipo Langendorff y disociacibn enzimatica con colagenasa,
proteinasa K y pronasa, descrito por Gomez et al, 1997. Después de aislados los
miocitos cardiacos se realizé el recuento celular mediante el ensayo de exclusion de
azul tripAn y de 100.000 a 250.000 células se separaron en tres grupos
experimentales. Adicionalmente, se obtuvieron corazones completos de cobayo para
realizar la extraccion de acidos nucleicos y proteinas.



Caracterizacion de potenciales genes diana del Factor de transcripcion 35
asociado a Microftalmia (MITF)

Células cardiacas ventriculares aisladas de cobayo fueron transfectadas o no con
SiRNA-MITF y sometidas a lesién por isquemia simulada y a proteccién por pre-
acondicionamiento isquémico fueron empleadas para realizar analisis de expresion a
nivel de mRNA.

3.1.2 Extraccion de ARN y sintesis de cADN

Para la extraccion de ARN se empled el protocolo descrito por Chomczynski y Sacchi
(74) y el reactivo trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos). La calidad e
integridad del ARN obtenido fue verificado mediante espectrofotometria a 260 nm
(Relacién 260/280) y electroforesis en gel de agarosa 1,5 % denaturante. La sintesis
de cADN se llevo a cabo a partir de 1-3 pug de ARN total, utilizando oligo-dT vy
transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos).
La calidad e integridad del cADN obtenido se verifico mediante la amplificacion del
gen de expresién constitutiva GAPDH.

Los productos de amplificacion fueron fraccionados en electroforesis en gel de
poliacrilamida y visualizados mediante tincién con nitrato de plata.

3.1.3 Analisis in silico

Con el fin de identificar genes cardiacos con elementos de respuesta a MITF, se
realizaron andlisis in silico; con base en las secuencias disponibles en las bases de
datos para humano, rata y raton. El analisis se enfoc6é hacia la blusqueda de las
secuencias de las cajas M (GTCATGTGCT) y E (CANNTG) en las regiones
promotoras de posibles genes blanco de MITF, y se eligieron al menos 10 genes
blanco de MITF tejido especificos y 10 no especificos, pero que por reportes en la
literatura pudiesen tener alguna implicacién funcional cuando las células son
sometidas a condiciones de estrés, hipoxia, etc. Una vez se seleccionaron los
potenciales genes, se realiz6 la busqueda de las secuencias para cada uno de ellos
en la base de RefSeq disponibles para humano, rata y raton, y mediante el programa
clustalW, se obtuvieron los alineamientos de dichas secuencias. Para cada gen se
eligieron regiones conservadas, se disefiaron varios oligonucleétidos especificos para
estos genes y mediante analisis de complementariedad, formacién de dimeros,
porcentaje de GC, y temperatura de anillaje, entre otros, se selecciono una pareja de
primers por gen para la amplificacion por PCR, una vez se verific6 su identidad vy
especificidad empleando la herramienta blastn del NCBI (Altschul SF et al, 1997).
Estos genes o fragmentos de ellos fueron amplificados, clonados, secuenciados y
caracterizados. La metodologia empleada se muestra en las figura 3-1.
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Figura 3-1. Esquema de la metodologia empleada para los analisis in silico.
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3.1.4 Amplificacion de fragmentos de genes blanco

Para la amplificacién de cada uno de los genes se estandarizaron las condiciones de
PCR, se realiz6 la clonacion con el sistema pGEM-T y verificacién de la identidad de
los fragmentos mediante secuenciacion de &cidos nucleicos. En la tabla 1 se incluyen
las condiciones de amplificacion para cada gen y los tamafios de los fragmentos
esperados.
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3.1.5 PCR en tiempo real (QPCR)

Se realizaron analisis de expresién a nivel de mRNA en células cardiacas sometidas
a lesién por isquemia simulada, a proteccidén por preacondicionamiento isquémico, asi
como en células en normoxia. Como control de expresion positiva se emplearon
cADNSs obtenidos de auricula y de corazén completo de cobayo.

Se utilizaron plasmidos que contienen el cDNA de cada uno de los genes blanco,
previamente caracterizados mediante clonacién y secuenciacién de &cidos nucleicos,
como estandar en al menos seis diluciones y los cADNs obtenidos a partir de células
cardiacas sometidas a lesion y proteccion In vitro. Para cada ensayo se establecieron
los estandares mas adecuados, como controles positivos se emplearon plasmidos
gue contenian el cADN de cada gen y como control de reaccién de PCR se empleé
agua libre de nucleasas en lugar de acido nucleico. Los ensayos se realizaron por
triplicado, utilizando el estuche DyNAmo HS SYBR Green (Thermo Scientific,
Rockford, lllinois, Estados Unidos) y el equipo Chromo 4 (BioRad Laboratories Inc,
Irvine, California, Estados Unidos). Los andlisis se realizaron con el software Opticon
3 (BioRad Laboratories Inc, Irvine, California, Estados Unidos), y la metodologia
descrita por Schefe et al en 2006.

Para la normalizacion de los datos y para determinar la expresion relativa, se empleo
la expresion del gen constitutivo GAPDH, una vez demostrado que la expresion
constitutiva no vario en las diferentes condiciones experimentales.

Para el analisis de la gPCR se empled la curva de calibracion a partir de cantidades
conocidas y crecientes de cDNA de cada gen, que permitié interpolar los resultados
obtenidos en las reacciones de amplificacion de cada una de las muestras y controles
gue también incluyeron diferentes cantidades de templado En todos los casos la
fluorescencia se grafico en unidades arbitrarias y se establecio la linea base (0,02).
Las condiciones de amplificacion fueron estandarizadas para cada uno de los genes,
como se indica en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Resumen estandarizacion de PCR y gPCR para los diferentes genes
blanco de MITF.

NUmero acceso
Genbank

NUmero de
cambios
/secuencia de
nucleétidos

Condiciones Curva de calibracion

de PCR

Nombre Tamarfio
fragmento del
gen fragmen-to

Condiciones de gPCR

JF309109.1
Gl:326418083

MITF-H 95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 57.2°C/30 seg;
72°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1 seg
10°C/10 min

281 pb 57,2°C 100 ng de ADN 6
plasmidico (Clon

CMH-5).

CDK2

306 pb

55°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 55.2°C/30 seg;
72°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1 seg

100 ng del ADN
plasmidico (clon PCI-
5/CDK2)

24

JN172925.1
Gl1:356467136
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10°C/10 min

EDNRB

300 pb

54°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/30 seg;
72°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada0,2°Cy1seg
10°C/10 min

50 ng del ADN
plasmidico del (clon
Control/EDNRB-1)

27

JQ773418.1
Gl: 390432198

CLCN7

261 pb

54°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/40 seg;
53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada0,2°Cy1seg
10°C/10 min

ng del ADN
plasmidico del (clon
CTRL4/CLCN7)

29

JF894321.1
G1:335345648

HIF1A

296 pb

51°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/30 seg;
53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada0,2°Cy1seg
10°C/10 min

100 ng del ADN
plasmidico del (clon
CTRL2/HIF1A)

JQ824085.1
G1:394987312

BCL2

287 pb

54°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/30 seg;
53°C/30 seg

75°C/1 seg

72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

ng del ADN
plasmidico del (clon
PCI-1/BCL2)

12

JN165776.1
G1:356484675

PKC-B

333 pb

61,1°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 56,2°C/30 seg;
53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

100 ng del ADN
plasmidico del (clon
PCI-2/PKC-B)

30

JQ773419.1
G1:390432200

APE-1

252 pb

52°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/30 seg;
53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

25 ng del ADN
plasmidico del (clon
CC-2/APE)

12

Pendiente

Kir6.2

366 pb

59,1°C

95°C/15 min

39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 55,9°C/40 seg;
53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada0,2°Cy1seg
10°C/10 min

50 ng del ADN
plasmidico del (clon
PCI-1/kir)

32

JQ773417.1
G1:390432196

MLC4

193 pb

53°C

95°C/15 min
39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 54°C/30 seg;

25 ng del ADN
plasmidico del (clon
PCI-2/MLC4)

26

Pendiente
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39

53°C/30 seg

80°C/1 seg

72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

DICER

258 pb

51,6°C

95°C/15 min
39 ciclos: 96°C/ 10
seg; 52°C/30 seg;

50 ng del ADN
plasmidico del (clon
CC1/DICER)

Pendiente

53°C/30 seg
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

pl6 246 pb 51°C 95°C/15 min 100 ng del ADN Pendiente
39 ciclos: 96°C/ 10 plasmidico del (clon
seg; 54°C/30 seg; CABZ/h
53°C/30 seg P16-5)
72°C/10 min

Curva de melting de
65°C a 95°C/lecturas
cada 0,2°Cy 1seg
10°C/10 min

3.2 Resultados:

Mediante herramientas bioinforméticas se identificaron potenciales blancos de MITF en
tejido cardiaco, se realizé la amplificacion por PCR, clonacién y secuenciacién de los
mismos, asi como evaluacion de la expresion relativa mediante PCR en tiempo real.

La busqueda de secuencias reconocidas por MITF permitié identificar genes relevantes
en la fisiologia cardiaca como PKC-B, el canal de potasio Kir 6.2, MLC4, CLCN?7,
EDNRB-1 y CDK2 asi como genes implicados en procesos celulares como apoptosis,
control del ciclo celular, repuesta al estrés e hipoxia (APE, BCL2, CDK2, HIF-1, p21,
pl6).

El analisis de gPCR permiti6 observar la expresion diferencial de MITF-H como de
algunos de estos genes en células cardiacas en condiciones de isquemia y proteccion
inducidas. Se logré la amplificacion, clonacion vy verificacion de la identidad de cada uno
de los fragmentos de los genes,como se observa en la Figura 3-2 y Anexo 1.
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Figura 3-2. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%. Se muestran los productos de
amplificacién de algunos de los genes diana de MITF.

500 pb

Mediante PCR se obtuvo un fragmento de 296 pb cuya identidad para HIF-1a fue
confirmada mediante secuenciacion. El nivel de expresion del transcrito fue mayor en
cardiomiocitos isquémicos que en las células norméxicas y sometidas a cardioproteccion.
Cuando se alteré la expresion de MITF mediante siARN-MITF, se observd disminucién
de la expresion de HIF-1a (Figura 3-3).

Figura 3-3. Resultados de PCR en tiempo real para el gen HIF-1a.
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Se amplificé y cloné un fragmento de 333 pb de PKC-B, cuya secuencia mostré 30
cambios a nivel de nucleétidos, con respecto a las reportadas para humano, rata y raton.
Se observé un nivel de expresidbn mayor en células cardiacas en condiciones de
cardioproteccion, que en las sometidas a lesion por isquemia, cuando MITF no fue
interferido. La expresion de PKC-B disminuyd cuando la expresion de MITF fue alterada

mediante un siRNA-MITF especifico (Figura 3-4).

Figura 3-4. Resultados de PCR en tiempo real para el gen PKC-.
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Mediante amplificacion por PCR se obtuvo un fragmento de Kir6.2 de 366 pb. El analisis
de las secuencias obtenidas mostré 32 cambios a nivel de nucle6tidos, con respecto
humano, rata y raton y un cambio con respecto a las secuencias reportadas para cobayo.
En la estandarizacion de la qPCR para este transcrito se definio la temperatura 6ptima de
amplificacién, mediante ensayos de gradiente y curvas de calibracién entre otros
parametros. Ensayos de expresion preliminares mostraron que Kir6.2 presenta un nivel
mayor en células cardiacas sometidas a proteccion por precondicionamiento isquémico
que en células lesionadas (Figura 3-5).
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Figura 3-5. Resultados de PCR en tiempo real para el gen Kir6.2.
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Se clond un fragmento de 300 pb de EDNR-B, cuya secuencia mostré 31 cambios a nivel de
nucledtidos y 5 cambios a nivel de aminoacidos, con respecto a las reportadas para humano,

rata y raton.

En células cardiacas en condiciones de cardioproteccién, se observd mayor

expresion de EDNR-B que en las células sometidas a lesién por isquemia (Figura 3-6).

Figura 3-6. Resultados de PCR en tiempo real para el gen EDNR.
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Figura 3-7. Resultados de PCR en tiempo real para el gen MLC4.
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Se cloné un fragmento de 193 pb de MLC4 y de 252 pb de APE-1, cuya secuencia
mostré 26 y 12 cambios a nivel de nucleétidos, respectivamente, con respecto a las
reportadas para humano, rata y raton. El andlisis de expresion y de las secuencias
mostré6 que APE y MLC presentan un nivel de expresién mayor en células en
condiciones de cardioproteccién, que en las sometidas a lesion por isquemia.
Ademas, se observaron cambios a nivel de nucleétidos y aminoacidos, con respecto a
las secuencias reportadas para humano, rata y ratén. (Figuras 3-7 y 3-8 y Anexo 1).
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Figura 3-8. Resultados de PCR en tiempo real para el gen APE-1
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La expresion diferencial de los genes MLC4 y APE-1 en cardiomiocitos aislados de
cobayo sugiere un papel cardioprotector, que podria estar asociado con la
regulacion de genes implicados en la supervivencia celular.

Se cloné un fragmento de 306 pb de CDK2, cuya secuencia mostr6 24 cambios a
nivel de nucleétidos, con respecto a las reportadas para humano, rata y ratén, asi
como dos cambios en la secuencia de aminoacidos. El analisis de expresién a nivel
mostré6 que CDK2 presenta un nivel de expresion mayor en células en condiciones
de cardioproteccién inducida por PCI, que en las sometidas a lesién por isquemia
simulada, como se observa en la figura 3-9.
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Figura 3-9. Resultados de PCR en tiempo real para el gen CDK2
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3.3 Discusiodn

Las células cardiacas adultas, se caracterizan por un estado de diferenciacion terminal
gue limita la proliferacion de miocitos y la respuesta a la isquemia y reperfusion (I/R) que
en el corazén son acompafiadas por cambios en la expresién y maodificacion
postraduccional de proteinas involucradas en el control del ciclo celular. La cinasa
dependiente de ciclina, CDK2, podria regular vias de sefializacion apoptoticas inducidas
por hipoxia, en cardiomiocitos neonatales in vitro (Liem DA et al, 2008; Tane S et al,
2014). Sin embargo, el papel de este gen no es claro en células cardiacas adultas
expuestas a isquemia experimental. EI gen CDK2 se expresa diferencialmente en
cardiomiocitos aislados de cobayo sugiriendo un papel cardioprotector que podria estar
asociado con la regulacion de otros genes del ciclo celular como p21y pl6

La respuesta a la hipoxia y el mantenimiento de la homeostasis del oxigeno, a nivel
celular, es regulada por el Factor de transcripcion inducible por hipoxia 1 alfa (HIF-1a)
(Liu Y et al, 2014). A pesar de que se ha descrito su importancia en vascularizacion
embridnica, angiogénesis y en la patofisiologia de la enfermedad isquémica, aun se
desconoce el mecanismo mediante el cual HIF-1a aumenta la liberacion de oxigeno y
proporciona la adaptacion metabdlica en condiciones de disponibilidad reducida de
oxigeno y como el Factor de transcripcion asociado a Microftalmia (MITF-H) puede
alterar su funcién. La expresion de los factores de transcripcion HIF-1 a y MITF podria
sugerir un mecanismo de co-regulacion para adaptacion metabdlica y proteccién en
cardiomiocitos.
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La proteina cinasa C (PKC) beta es una serina-treonina cinasa que fosforila proteinas
implicadas en la regulacion de diversas funciones cardiovasculares, que incluyen entre
otras, la contractilidad, la proliferacion celular y la permeabilidad vascular (Mackay K et
al, 1999; Fan HC et al, 2014). El gen PKC-B es un blanco potencial del factor de
transcripciébn asociado a microftalmia (MITF) que es un gen importante en la
sobrevivencia celular, pero no es claro su papel en células cardiacas. La expresion
diferencial de PKC-B y de MITF en cardiomiocitos aislados de cobayo podria sugerir un
papel en cardioproteccion

En cardioproteccion es relevante el entendimiento de los mecanismos celulares y
moleculares involucrados en isquemia/reperfusion, asi como la busqueda de genes que
puedan estar regulando estos procesos. Entre dichos genes los canales de potasio
sensibles a ATP (KATP) parecen tener un papel importante en la proteccion
desencadenada por el precondicionamiento isquémico, actuando como uno de los
efectores finales de la cascada de eventos que producen el efecto protector. Los KATP
son un miembro de la superfamilia de los canales rectificadores internos del K+ (Kir),
constituidos por la fusion de 4 subunidades Kir especificas, llamadas Kir6.x y 4
receptores de sulfonilurea (SUR), de los que se desconoce su nivel de regulacion bajo
diferentes condiciones de regulacién cardiaca (Chen ZC et al, 2012; Alekseev AE et al,
1997; Gross GJ et al, 1996 y 2000). El gen Kir6.2 de los canales de potasio sensibles al
ATP (KATP) es uno de los potenciales blancos del factor de transcripcion asociado a
microftalmia en cardiomiocitos y los cambios en expresion de KATP pueden mediar el
precondicionamiento isquémico cardiaco.

El sistema de reparacion por excisibn de bases es un proceso esencial para el
mantenimiento de la integridad del DNA y de su reparaciéon cuando es dafado por
agentes alquilantes. La Endonucleasa apurinica/apirimidinica (APE) es una proteina
esencial en el procesamiento de sitios abdasicos citotdxicos que son intermediarios
obligatorios en el proceso de reparacion por excision (Yamauchi A et al, 2013). De
acuerdo con esto, se ha postulado que APE puede ser una potencial droga antitumoral. A
nivel cardiaco su papel no ha sido esclarecido.

Por su parte, la cadena liviana de la miosina, es una proteina fibrosa, cuyos filamentos
tienen una longitud de 1,5 um y un didmetro de 15 nm, y esté implicada en la contraccién
muscular, por interaccién con la actina. Es la proteina mas abundante del muasculo
esquelético, representando entre el 60% y 70% de las proteinas totales y el mayor
constituyente de los filamentos gruesos. Su desregulacion ha sido asociada a hipertrofia
cardiaca. La expresion diferencial de los genes MITF-H, MLC y APE en cardiomiocitos
aislados de cobayo sugiere un papel cardioprotector, que podria estar asociado con la
regulacion de genes implicados en la supervivencia celular.

A nivel cardiaco la expresion de endotelinas (ET) y la activacion de sus receptores
especificos tienen efecto vasoconstrictor ademas de acciones antinatriuréticas y
mitogénicas. Los receptores tipo B (EDNR-B) que tienen afinidad para las ET-1 y ET-3,
se encuentran principalmente en células endoteliales y en menor proporcion en células
del musculo liso y su estimulacion produce tanto vasoconstriccion como vasodilatacion,
mediada por el incremento de la produccion de ON y prostaciclinas (Hua LL et al, 2014;
Welsh IC et al, 2000). A pesar del amplio conocimiento sobre la expresion y funciéon de
los EDNR-B a nivel tisular, aun hay desconocimiento sobre su expresion en células
cardiacas aisladas sometidas a diferentes condiciones fisiologicas. La expresion
diferencial de EDNR-B en cardiomiocitos aislados de cobayo podria sugerir un papel en
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cardioproteccion, aunque dependiendo de la estimulacion hipoxica podria tener un papel
en enfermedad cardiaca isquémica

3.4 Conclusiones:

1. La busqueda de potenciales genes blanco de MITF en tejido cardiaco permitio
establecer que MITF regula genes relevantes en cardioprotecciéon como PKC-B, el canal
de potasio Kir 6.2, MLC4, CLCN7, EDNRB-1 y CDK2 asi como genes implicados en
procesos celulares como apoptosis, control del ciclo celular, repuesta al estrés e hipoxia
(APE, BCL2, CDK2, HIF-1, p21, pl16) cuya expresion podria modular la respuesta de la
célula cardiaca e inducir procesos de isquemia cardiaca y muerte. El analisis de gPCR ha
permitido observar expresion diferencial tanto de MITF-H como de dichos genes en
células cardiacas en condiciones de isquemia y proteccion inducida.

2. MITF, modula la expresion de genes tejido especificos relacionados con la viabilidad
de la célula cardiaca, que pueden estar implicados en la enfermedad cardiaca isquémica.

3. El andlisis bioinformatico y de la secuencias obtenidas de cobayos Cavia porcellus de
cada uno de los genes caracterizados nos pemite concluir que dichas secuencias son
mas parecidas a humano que a rata y a ratén. (Anexos Ay B).

3. En tejido cardiaco MITF-H regula potenciales genes blanco con funciones celulares
diversas que podrian modular la viabilidad de la célula cardiaca y contribuir con la
patogénesis de la enfermedad cardiaca isquémica de manera dual.

4. La expresion diferencial de los genes HIF-1a, BCL2, CLCN7, APE y EDNRB-1, Kir 6.2,
CLCN7, CDK2, MLC4, y PKC-B en cardiomiocitos aislados de cobayo cuando MITF esta
expresado, sugiere un papel cardioprotector y permite inferir que MITF-H tiene un papel
muy importante en la supervivencia celular en este tipo celular.






4.Monitoreo de niveles de expresion relativos
a MITF y de algunos de sus potenciales
genes diana

Para corroborar los resultados obtenidos mediante clonacion, secuenciacion, PCR y gPCR, nos
propusimos como objetivo especifico numero 4 “Disefar y construir un macroarreglo de cADN
para monitorear los niveles de expresion relativos de MITF y de algunos de sus genes diana”

4.1 Macroarreglos de cADN:

Para estudiar la expresion diferencial de genes se utilizé la tecnologia de macroarreglos de
CcADN desarrollada en el Grupo de Fisiologia Molecular.

Para la seleccion de genes que se incluiyeron en los macroarreglos, se realizé un analisis in
silico, enfocado hacia la busqueda de las secuencias de las cajas M (GTCATGTGCT) y E
(CANNTG) en las regiones promotoras de posibles genes blanco de MITF, y se elegieron al
menos 10 genes blanco de MITF tejido especificos y 10 no especificos, pero que por
reportes en la literatura pudieran tener alguna implicacién funcional cuando las células fueran
sometidas a condiciones de estrés, hipoxia, etc. Estos genes o fragmentos de ellos fueron
amplificados, clonados, secuenciados y caracterizados como se mostro en el capitulo 3,
antes de incluirlos en los macroarreglos.

La metodologia para el disefio de los macroarreglos se muestra en la Figura 4-1.

Figura 4-1. Metodologia para la construccién de macroarreglos de cADN.

Macroarreglos cDNAs

» Prahibridacidn ooooooooooJ
> Hibridacién ' 0000000000
Sondas cADN 0000000000
» Lavados de Hibridacion EOLC000GHG
> 6 < Astringencia
» Deteccion
Bloqueo
Anticuerpo
Lavados deteccion
Exposicion/Obtencion autoradiografia

Soporte solido

» Analisis Datos

Log2(D 6 C/Ref) =Log2 DC | _ Log2| Control
Ref Ref



50 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

Figura 4-2. Metodologia para el marcaje de sondas de cADN

Marcaje de sondas
{cADN)

El protocolo empleado es:

Cantidades iguales de cada cADN empleados
como sonda se marcan empleando el Sistema - | L Preparacién de 10 pl cADN (~2 pg) + Agua

ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection estéril libre de nucleasas

System (GE Healthcare- Amersham) 2. Denaturacién a 100°C/5 minutos

3. Incubacién hielo/5 minutos

4. Pulso de centrifuga durante 20 segundos

5. Adicién de 10 ul de DNA Labelling reagent (DLR)
Ensayo de incorporacién | €= | 6, Adicién de 10 pl de glutaraldehido

7. Pulso de centrifuga durante 20 segundos

8. Incubacién a 37°C/S minutos

Membrana de Nylon Hybond N+ 9. Pulso de centrifuga durante 20 segundos
TOTAL ‘l'
2l 2l 2l 1
Lavado con SSC — d
2X/42°C/15 minutos O o O Hibridacién

CADN-C1 cADM-C2 cADN-C3 C+[DLR) Macroarreglos

Membrana de Nylon Hybond N+

INCORPORADA
S

Lavado con SSC 2l 2p 2pl
CADN-C1 CADN-CZ CADN-C3 C# [DLR)

0,5X/42°C/15 minutos - O O O
_»L_

Deteccion mediante sistema
de quimicluminiscencia

Membrana de Nylon Hybond N+
2 EI 2 fl 2 fl
cADN-C1  cADN-C2Z cADN-C3

|

\ Entrecruzamiento UV /1200) |

|

Buffer de Prehibridizacién:
Buffer de Hibridacién Prehibridizaciéna42°C/1
(Volumen requerido) - hora/100 RPM
Agente de bloqueo 5% —
Nacl0,5M l 10 pl de cada producto de PCR diluido en

agua, se denatura a ebullicién durante 5
Adicién de 20 pl de producto =p| Minutes y 5 minutos en hielo. Una vez se
de PCR + DMSO coloque en hielo se adicienan 10 pl de

l DMSO precalentado a42°C

Hibridizaciéna42°C/
4 horas/100 RPM

v/ \

Lavado con SSC2X a Lavado con SSC 1X a RT°/10
42°C/10 minutos,/100 RPM minutos/100 RPM

1

Deteccion mediante sistema
de quimieluminiscencia

Para la construccion de los macroarreglos empleamos como soporte membranas de
Nylon N+, estandarizamos los buffers, soluciones, condiciones de hibridacion y
deteccion. El protocolo estandarizado es:
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PREPARACION DE LA MEMBRANA:

Se realiz6 dilucién a 80 ng y 160 ng de cada clon en agua libre de nucleasas (2 pl)
Se denatur6 a 100 °C durante 5 minutos y 2 minutos en hielo

Se realiz6 la siembra por duplicado en una membrana de Nylon Hybond N+

La membrana se sec6 a 100°C durante 30 minutos

Se entrecruzé a 1200 J/cm?

arwnNpE

PREHIBRIDACION E HIBRIDACION:

1. La membrana se prehibrido a 60°C durante 1 hora, empleando 10 ml de Buffer: SSC
5X, dextran sultato 5%, esperma de salmén 50 yg/ml.

2. Se descart6 la solucién y se adicionaron 10 ml del mismo buffer precalentado a 60°C.

3. La sonda se denaturo a 100°C durante 5 minutos y 2 minutos en hielo, se adicionaron
50 yl de DMSO y se adiciondé al tubo con el Br de hibridacion sin tocar la membrana.

4. Se hibrido a 60°C durante toda la noche.

5. Se realizaron 3 lavados con 20 ml de SSC (SSC 20X diluido 1:10) a 70°C, durante 5
minutos cada uno.

6. Se adicionaron 10 ml de soluciébn de bloqueo: NaCl 125 mM, Fostato de sodio
dihidratado 25 mM pH 7,2. Se incubo a temperatura ambiente y en agitacion durante
10 minutos.

7. Se descart0 la solucién y se adicionaron 6 ml de Estreptavidina-HRP diluida 1:1500 en
solucion de bloqueo (NaCl 125 mM, Fostato de sodio dihidratado 25 mM pH 7,2). Se
incub6 durante 7 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion.

8. Se recuperd la solucion y se almacené a 4°C.

9. Se realizaron dos lavados con 20 ml de solucién de bloqueo diluida 1/10, durante 5
minutos cada uno, a temperatura ambiente y en agitacion.

10. Se descarto la solucion y se realizaron dos lavados con PBS pH 7.0 (NaCl 10 mM;
KCI 2,68 mM, Na,HPO, 8.09 mM, KH,PO,4 1,76 mM), durante 5 minutos cada uno, a
temperatura ambiente y en agitacion.

11. Se realizé la deteccién con 1 ml de reactivos (500 ul Reactivo A+500 ul Reactivo
B, Amersham ECL).

Se dej6 exponiendo durante 1 hora y O/N. En las figuras 4-2 y 4-3 se muestran algunos
resultados obtenidos durante la estandarizacion de la metodologia.
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Figura 4-3. Macroarreglos de cADN empleando cmo sondas ADN complementario
obtenido de cardiomiocitos aislados sometidos a isquemia simulada, a
preacondicionamiento isquémico y encondiciones de normoxia. En las graficas se
muestra la expresion diferencial de los genes incluidos en los macroarreglos,
normalizados con respecto a GAPDH y a las células control o en normoxia.
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Figura 4-4. Macroarreglos de cADN empleando como sondas ADN complementario
obtenido de cardiomiocitos aislados sometidos a isquemia simulada, a
preacondicionamiento isquémico y en condiciones de normoxia y a partir de corazones
completos. En las graficas se muestra la expresion diferencial de los genes incluidos en
los macroarreglos, normalizados con GAPDH y con respecto a corazon completo y
células en normoxia.
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Una vez estandarizada la metodologia construimos diferentes macroarreglos incluyendo
los potenciales genes blanco de MITF , de acuerdo con el siguiente esquema:
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Figura 4-5. Distribucién de los diferentes genes en los macroarreglos de cADN. Noétese
gue se incluyeron genes especificos de tejido cardiaco caracterizados durante este
proyecto y genes diana de MITF caracterizados en cancer.

80 ng

160 ng

Sondas que se emplearon: cADN-Células control , cADN-Células transfectadas, cADN-C1,
cADN-C2 , cADN-C3

Entre los factores de transcripcién implicados en enfermedades cardiovasculares el MITF
se asocia con una respuesta hipertréfica disminuida bajo estimulacién beta-adrenérgica y
tendencia a muerte subita. Su expresion es especifica de tejidos y regula la expresion de
genes que participan en viabilidad, proliferacién, diferenciaciéon celular. En isquemia
cardiaca existe una sobre estimulacién beta-adrenérgica que se asocia con cambios en
la citoarquitectura, disfuncion y pérdida de la viabilidad miocardica. Sin embargo,
actualmente no se sabe, cuales genes regulados por MIFT-H, la isoforma especifica
expresada en corazon, son expresados en células cardiacas y si los genes cardiacos que
regula participan en la viabilidad y proteccién contra la isquemia. Con base en nuestros
resultados preliminares disefiamos y construimos un macroarreglo de cDNA, tecnologia
gue combina algunas propiedades de micro-arreglos y el differential display, una
herramienta sensible que facilita la deteccion e identificacion simultanea de cambios en
expresion de genes especificos. Con esta herramienta evaluamos la expresion diferencial
de genes regulados por MIFT-H en cardiomiocitos en condiciones de lesién por isquemia
y proteccion por PCI.
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4.2 Resultados obtenidos por pcr en tiempo real
Datos expresion normalizados con GAPDH
Tabla 4.1 Datos expresién Gen APE normalizados con GAPDH
. . Std.Dev Promedio Promedio Promedio Int - Prom Int- Prom Int-Bck - Plrr?tm+%dsi0 Promedio Promedio
Serial Number | Mean Intensity Intehsity Int -BoK Int +DS DS Bck +DS DS GQEED/H Intéiis\:El gen/(l‘:,;PDH

CONTROL 0320761108 | 12,44656849 | 16,35926819 | 105,6541796 | 80,76104259 28,80583668 | 3,912699699 | 0,837885031 | 0,720214261 | 0,782497694
LESION 80,85525513 | 5,405207157 | 12,3769989 | 86,26046228 | 75,45004797 17,78220606 | 6,971791744 | 0,673273504 | 0,65859207 | 0,666342901
PCI 8256117249 | 12,52003193 | 20,02902222 | 95,08120441 | 70,04114056 32,54905415 | 7,508990288 | 0,775959376 | 0,657589255 | 0,720914311
cc 151,999176 30,4606781 | 95,50630188 | 182,4598541 | 121,5384979 12596698 | 6504562378 | 1,354161171 | 1,00863411 | 1,191037665
AUR 07,95582581 | 17,00828705 | 35,95446777 | 115,8641129 | 80,04753876 53,86275482 | 18,04618073 | 0,712369546 | 0,59567795 | 0,659576025
gggm\% 187,7605286 | 32,7720871 | 117,3000336 | 220,5326157 | 154,9884415 150,0721207 | 84,52794647 | 1,606829659 | 1,269420324 | 1,447982327
Tabla 4.2 Datos expresiéon Gen CDK2 normalizados con GAPDH
i ) ' Promedio Promedio Promedio
Serial Number | Mean Intensity Std.ng. Promedio Promedio Promedio Int - Prom Int- Prom Int-Bck - Int +DS Int -DS Int
Intensity Int -BcK Int +DS Bck +DS DS CDK2/ CDK2/
GAPDH GAPDH | 98"/GAPDH
CONTROL 55,40674973 | 47,93089294 | 46,30040073 | 103,3376427 | 7,475856781 | 94,23129368 | -1,63049221 0,819513854 | 0,066668514 | 0,465151433
PCI 72,21494293 | 58,75831985 | 63,10204792 | 130,9732628 | 13,45662308 | 121,8603678 | 4,343728066 | 1,068875093 | 0,126339044 | 0,630572268
LESION 66,41364288 | 56,49406433 | 57,25790119 | 122,9077072 | 9,919578552 | 113,7519655 | 0,763836861 | 0,912183371 | 0,082321449 | 0,520405125
cc 3543403244 | 33,63844681 | 2551931858 | 69,07247925 | 1,795585632 | 59,15776539 | -8,119128227 | 0,424679648 | 0,013361944 | 0,238591611
gggm\% 1935478516 | 30,7325592 | 171,0249367 | 224,2804108 | 162,8152924 | 201,7574959 | 140,2923775 | 1,634136587 | 1,333525515 | 1,492613334
Tabla 4.3 Datos expresiéon Gen EDNRf normalizados con GAPDH
) ) ) Promedio Promedio Promedio
GAPDH GAPDH | 96n/GAPDH
CONTROL 2357189636 | 13,78434563 | 10,23254395 | 249,5033092 | 221,934618 | 24,01688957 | -3,551801682 | 1,978673147 | 1,979177977 | 1,978910769
LESION 2264258118 | 19,498106 | 140,6188278 | 245,9239178 | 206,9277058 | 160,1169338 | 121,1207218 | 1,919466387 | 1,806240683 | 1,866016403
PCI 2343594971 | 13,20693684 | 154,3735123 | 247,5664339 | 221,1525602 | 167,5804491 | 141,1665754 | 2,020394006 | 2,076316095 | 2,046399175
cC 165,743103 | 17,72715378 | 85,65633392 | 183,4702568 | 148,0159492 | 103,3834877 | 67,92918014 | 1,361660071 | 1,228367453 | 1,298732556
AUR 180,7058716 | 38,15498352 | 104,7435226 | 218,8608551 | 142,5508881 | 142,8985062 | 66,56853912 | 1,345626391 | 1,060799896 | 1,216765408
CONTROL

POSITIVO

225,4864197

20,80283356

148,0143967

246,2892532

204,6835861

168,8172302

127,2115631

1,107475992

1,152844399

1,127616806
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Tabla 4.4 Datos expresiébn Gen MLC4 normalizados con GAPDH

Promedio Int Promedio Promedio
Serial ] Std.Dev. Promedio Int - Promedio Int Promedio Prom Int-Bck Prom Int-Bck - Int -DS
Mean Intensity - +DS MLC4/ Int
Number Intensity BcK +DS Int -DS +DS DS GAPDH MLC4/ en/GAPDH
cappH | 9
CONTROL 129,3036804 14,3720665 -117,6798706 143,6757469 114,9316139 -103,3078041 -132,0519371 1,139413113 1,024942036 | 1,085531863
LESION 172,3423157 16,40078354 103,6848145 188,7430992 155,9415321 120,085598 87,28403091 1,473163074 1,361190076 | 1,420304449
PCI 204,595047 13,97297192 | 135,1004333 218,5680189 | 190,6220751 | 149,0734053 121,1274614 1,783737433 | 1,789677144 | 1,786499547
cC 150,6295319 [ 17,26845551 | 77,95256042 167,8979874 | 133,3610764 | 95,22101593 60,68410492 1,246087455 | 1,106748337 | 1,180305385
AUR 105,8249969 | 6,475606442 | 32,79570007 112,3006034 | 99,34939051 | 39,27130651 26,32009363 0,690459953 0,73931369 | 0,712562323
CABZ 214,6740417 | 25,02302551 | 138,8384247 239,6970673 | 189,6510162 | 163,8614502 113,8153992 1,746464375 | 1,553321346 [ 1,65553549
CONTROL
POSITIVO 246,983551 4,137608051 | 176,1054535 251,1211591 242,845943 180,2430615 171,9678454 1,12920337 1,36778718 | 1,235120072
Tabla 4.5 Datos expresion Gen PKC- normalizados con GAPDH
Promedio Promedio Promedio
. . Std.Dev. Promedio Int - | Promedio Int Promedio Int - | Prom Int-Bck Prom Int- Int +DS
Serial Number | Mean Intensity Intensity BcK +DS +DS Bck -DS PKC/ Int -DS PKC/ | Int
GAPDH GAPDH gen/GAPDH
CONTROL 87,5133667 48,97115707 | 66,03657532 136,4845238 38,54220963 115,0077324 17,06541824 | 1,082383488 | 0,343713356 | 0,734693302
PCI 108,4268112 27,56343079 | 91,33136749 135,990242 80,86338043 118,8947983 63,76793671 | 1,061420543 | 0,705844232 | 0,893565122
LESION 51,58563232 25,11089325 | 35,52101135 76,69652557 26,47473907 60,6319046 10,4101181 | 0,625921689 | 0,248561114 | 0,450439589
CcC 44,42538452 23,13391113 | 23,74549866 67,55929565 21,29147339 46,87940979 0,611587524 | 0,501404407 | 0,176695505 | 0,348109165
AUR 139,5853271 52,48133087 | 116,1659698 192,066658 87,10399628 168,6473007 63,68463898 | 1,180887115 | 0,648188948 | 0,939884222
gggﬁ.‘?\% 204,0436859 21,28749657 | 181,0856476 225,3311825 182,7561893 202,3731441 159,798151 1,641792648 | 1,496849823 | 1,573555707

Tabla 4.6 Datos ex

presion Gen KIR 6.

2 normalizados con GAPDH

Serial Number | Mean Intensity ittinDs?;ly Promgg:(o Int - Plrrinlgjsio P:r?tnlgdsio Prorrlll;st_BCk Prom Il:;'né-Bck B In?rfgsedKiﬁ?(/ Progsetlj(iltl’?}m ) PFO?:]tEdiO
GAPDH GAPDH gen/GAPDH
CONTROL 72,2414093 25,33016586 | -122,458374 97,57157516 | 46,91124344 | -97,12820816 -147,7885399 0,773786353 | 0,418347082 0,606481976
LESION 50,6338501 8,45416069 9,297195435 59,08801079 | 42,17968941 | 17,75135612 0,843034744 0,461189182 | 0,368180137 0,417282792
PCI 55,73948669 12,06322575 | 11,29370117 67,80271244 | 43,67626095 | 23,35692692 -0,769524574 0,553339125 | 0,410059569 0,486710549
CcC 123,6192093 49,77516174 | 81,03820038 173,394371 73,84404755 | 130,8133621 31,26303864 1,286879931 | 0,612823315 0,968657451
AUR 37,95349121 2,051403761 | -12,64781189 40,00489497 | 35,90208745 | -10,59640813 -14,69921565 0,245962863 | 0,267167263 0,255556141
CABZ 44,44047546 3,412392616 | 8,424301148 47,85286808 | 41,02808285 | 11,83669376 5,011908531 0,348662294 | 0,336037202 0,342718587
Sggl?la\% 194,6997833 18,91871452 | 152,6552124 213,6184978 | 175,7810688 | 171,5739269 133,7364979 0,960567117 | 0,990056039 0,973658405

Tabla 4.7 Resumen ensayos de expresion para los diferentes genes cuando MITF esta

expresado
APE CDK2 EDNRB MLC4 PKC-B KIR 6,2
CONTROL 0.7825 0.4652 1.9789 1.0855 0.7346 0.6065
LESION 0,6663 0,5204 1,866 1,4203 0,4504 0,4173
PCI 0.7209 0.6306 2.0464 1.7865 0.8936 0.4867
cc 1,191 0,2386 1,2987 1,1803 0,3481 0,9687
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Figura 4-6. Expresion relativa de algunos genes diana de MITF cuando este factor esta
expresado
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Tabla 4-8 Datos expresion macroarreglos shScramble/control sin interferente

normalizados con GAPDH

_ Mean Rel Intensidades

Serial Number Intensity PROM INT/GAPDH normalizada Log?2 (Int nor
COBAYO C1/C3 C1/C3)

MLC4 253,7487946 2,852038857 2,158458026 1,110001038
KIR6.2 111,4154587 1,252266904 0,878835916 -0,186334264
PKC-B 101,9565201 1,145952072 0,855967289 -0,22437243
APE-1 96,67150116 1,086550492 0,87253664 -0,196712381
HIF-1a 96,14975739 0,999497814 0,994882962 -0,007401278
EDNR-B 89,69081879 0,932355731 0,821581178 -0,283524964
CDK2 86,34299469 0,970462052 0,811813748 -0,300779322
BCL2 107 1,202638847 1,104897694 0,143912793
CLCN7 195,5314026 2,197697762 1,797853841 0,84627574
MITF-H 95,79226685 1,076668237 0,889773031 -0,168490724
MITF-M 95,87922668 1,077645632 0,857565793 -0,221680736
TUB-a 82,85024261 0,931204862 0,825041302 -0,277461752
p16 81,96618652 0,921268412 0,863354364 -0,211975259
MITF-C 80,00965881 0,899277793 0,811733142 -0,300922576
CIC D1 82,22705078 0,924200426 0,799989958 -0,321946204
ACTINA 96,19806671 1,081229271 1,017325952 0,024781994
DICER 139,7681122 1,570939825 1,176868513 0,234953143
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NPPA

119,0676346

1,338274418

1,106981369

0,146630941

GAPDH HUMANO 98,1884079 1,103599941 0,963175744 -0,054129034
GAPDH COBAYO 88,97101593 1 1 0

gADN AURICULA 36,25603867 0,40750393 0,881143714 -0,182550754
gADN CELULAS 40,21255875 0,451973694 0,818978331 -0,288102815

BCKG

110,0289841

Tabla 4.9 Datos expresidon macroarreglos shMITF/control sin interferente normalizados con

GAPDH

Serial Number

Mean
Intensity

PROM INT/GAPDH
COBAYO

Rel Intensidades

normalizada
C2/C3

Log2 (Int nor
C2/C3)

MLC4 123,3671494 1,373030787 1,039126559 0,055371376
KIR6.2 119,2318878 1,327006854 1,004295081 0,006183223
PKC-B 111,8792267 1,245174453 0,942363315 -0,085644717
APE-1 106,7922668 1,188558469 0,899515644 -0,152779723
HIF-1la 107,1062775 1,216248759 0,920471994 -0,119554267
EDNR-B 107,8840561 1,225080849 0,927156229 -0,109115637
CDK2 102,3816452 1,13946988 0,862364797 -0,213629809
BCL2 88,52173615 0,985214214 0,745622214 -0,423483252
CLCN7 107,2850266 1,194042703 0,903666179 -0,146138166
MITF-H 101,1594238 1,125867008 0,852069976 -0,230956179
MITE-M 95,76811218 1,065863702 0,806658737 -0,309969635
TUB-a 94,87439728 1,055916985 0,741038327 -0,432379934
p16 93,57004547 1,041400031 0,777872289 -0,362394782
MITE-C 101,0338135 1,124469011 0,851011955 -0,232748696
CiC D1 101,2946854 1,127372419 0,853209289 -0,229028422
ACTINA 88,06280518 0,980106482 0,74175662 -0,430982198
DICER 106,5990372 1,186407895 0,897888062 -0,155392496
NPPA 108 1,202000093 0,90968843 -0,136555591

GAPDH HUMANO

98,42028809

1,095381439

0,828998123

-0,270559259

GAPDH COBAYO

89,85024261

1

0,756812279

-0,401992599

gADN AURICULA

37,14009476

0,413355531

0,312832541

-1,676537502

gADN CELULAS

40,81642532

0,454271732

0,343798425

-1,540365161

BCKG

107,5603867

Tabla 4.10 Datos expresion macroarreglos shMITF/shScramble normalizados con GAPDH

Rel Intensidades

Serial Number In?iii?ty PROM INT/GAPDH normalizada Log?2 (Int nor
COBAYO C2/C1 C2/C1)

MLC4 115,2367172 1,321331627 0,481420786 -1,054629662

KIR6.2 124,2705307 1,424915483 1,059683722 0,083633736

PKC-B 116,7584534 1,338780216 1,086585105 0,119801176

APE-1

108,6038666

1,245277783

1,093882409

0,129457658
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HIF-1a 93,12077332 1,004638588 1,216859849 0,283163016
EDNR-B 105,1884079 1,134830928 1,313962909 0,393924552
CDK2 104,2560349 1,19542451 1,174151919 0,231619085
BCL2 94,92753601 1,088461722 0,819210369 -0,287694118
CLCNY 106,608696 1,222400682 0,543315247 -0,88013856
MITF-H 105,5314026 1,21004818 1,045695387 0,064462652
MITE-M 109,5942001 1,256633184 0,989066972 -0,015859883
TUB-a 98,43478394 1,128676661 1,13392555 0,18132592
p16 93,06280518 1,067080274 1,130398067 0,176830903
MITF-C 96,6183548 1,107849052 1,25041341 0,322405156
CiCD1 100,753624 1,155265033 1,219835425 0,286686519
ACTINA 92,69081879 1,06281499 0,90647424 -0,141662073
DICER 116,4154587 1,334847358 0,755221731 -0,405027816
NPPA 105,4347839 1,208940327 0,898171613 -0,154936968
GAPDH HUMANO 99,92753601 1,145792912 0,992553007 -0,010783944
GAPDH COBAYO 87,21256256 1 1 0
gADN AURICULA 40,33333206 0,462471585 1,014359618 0,020569218
gADN CELULAS 48,13043594 0,551875034 1,00508445 0,007316726
BCKG 103,0676346

Tabla 4.11 Resumen datos expresion macroarreglos normalizados con GAPDH cuando
MITF esta disminuido en su expresiéon

Normalizacion GAPDH /ensayos en

Nombre gen condiciones silenciamiento genico
MLC4 -0,792605971
KIR6.2 -0,300762885
PKC-B -0,260830468
APE-1 -0,221853757
HIF-1la -0,140043435
EDNR-B -0,16982784
CDK2 -0,180767181
BCL2 -0,285523971
CLCNY -0,602624338
MITF-H -0,231845054
MITF-M -0,284309665
TUB-a -0,175196958
p16 -0,150846395
MITF-C -0,123109212
CIC D1 -0,151607276
DICER -0,439566297
NPPA -0,287652589
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Figura 4-7. Expresion relativa de algunos genes diana de MITF cuando este factor esta
disminuido en su expresion

Expresion relativa de mRNA

h=5 MITF y sus potenciales Genes
p < 0,05 diana

4.3 Discusion y conclusiones

Se logré construir un macro arreglo de genes regulados por el factor de transcripcion
MITF-H para evaluar genes diferencialmente expresados en condiciones de lesion y
proteccion contra la isquemia cardiaca y evaluar la expresion diferencial de cDNAs
regulados por MITF-H en cardiomiocitos ventriculares expuestos a condiciones de
isquemia simulada y proteccién por PCI. A pesar que se encontraron diferencias en los
valores de expresion relativa con los obtenidos mediante PCR en tiempo real, pudimos
observar la misma tendencia en ambos tipos de metodologia (figuras 4-6 y 4-7; tablas 4-1
a 4-11) . Es de resaltar que se cuando se construyeron macroarreglos que se hibridaron
con sondas obtenidas en celulas en normoxia, de IS o PCI, se observo un nivel de
expresion de los diferentes genes, similar al obtenido para MITF, permitiendo sugerir que
MITF regula dicha expresion en las condiciones experimentales estudiadas. Por otra
parte, cuando construimos los macroarreglos pero hibridamos con sondas obtenidas de
celulas o de corazon completo sometidos a silenciamiento genico para MITF,
observamos que la expresion de lospotenciales genes blancos tambien disminuyo,
validando los resultados obtenidos mediante PCR en tiempo real mostrados
anteriormente (figura 4-7; tabla 4-11).



5.Conclusiones y recomendaciones

1. En tejido cardiaco MITF-H se expresa de manera diferencial y podria regular genes
blanco implicados en funciones asociadas con la viabilidad y la fisiologia de la célula
cardiaca. La regulacién de la expresién de estos genes mediada por MITF en tejido
cardiaco podria contribuir al entendimiento de la patogénesis de la enfermedad
cardiaca isquémica.

2. MITF modula la expresién de genes tejido especificos relacionados con la viabilidad de
la célula cardiaca, que pueden estar implicados en la enfermedad cardiaca isquémica.

3. Los resultados de este proyecto estan permitiendo esclarecer el papel de MITF en
células cardiacas y permitir4 el uso de una herramienta molecular (un macroarreglo)
para realizar estudios futuros de potenciales biomarcadores de seguimiento y
progresion de enfermedad cardiaca isquémica.

4. El establecimiento de perfiles de expresién diferenciales de genes regulados por MITF
esta permitiendo asociar de manera especifica la funcién de dichos genes con lesién o
proteccion.

5. La regulacién funcional de la transcripcién es fundamental para el desarrollo y la
funcion del corazén, por lo tanto, un mejor entendimiento del mecanismo de
regulaciéon y de los genes diana del factor de transcripcién MITF en tejido cardiaco es
necesario para avanzar en el conocimiento de la patogenia de las enfermedades
cardiovasculares asociadas a la hipertrofia cardiaca mas frecuentes, como la
hipertension arterial, la insuficiencia cardiaca y el infarto agudo de miocardio, entre
otras.
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Perspectivas

A partir de los estudios y discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, las
perspectivas de trabajos futuros se orientan en dos direcciones:

En un primer plano estarian los trabajos destinados a validar los resultados de expresion
diferencial mostrados, cuando MITF esta expresado y en condiciones de silenciamiento
génico inducido experimentalmente, mediante gPCR multiple o microarreglos. Por otra
parte, esperamos realizar ensayos funcionales a nivel de promotores de los genes diana
para demostrar de manera concluyente que MITF regula dichos genes, reconoce
secuencias especificas en dichos promotores e interactia de manera directa con ellos.

Adicionalmente, para reforzar el papel del Factor de transcripcion Asociado a
Microftalmia en condiciones de proteccién y de isquemia, propuestas en esta Tesis, se
formuldé el proyecto de investigacion titulado “Efecto de la adenosina y el dinitrofenol
sobre la modulacion del factor de transcripcion asociado a microftalmia MITF”, que se
sometera a evaluacion a los Comités institucionales y a Convocatorias futuras.



A. Anexo: Secuencias consenso
obtenidas de los genes blanco de MITF,
alineamientos empleando el programa
clustal Wy reportes de Genbank
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA BCL2 DE HUMANO,
RATA Y RATON (287 pb)

GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGACGACTTCTCCCGCCGCTAC
CGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGLCGCGGGGA
CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG
GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCC
CTGGTGGACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA

PROTEINA BCL2 DE HUMANO, RATA Y RATON

VPPVVHLTLRQAGDDFSRRYRRDFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELFRDGVNWGRIV
AFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNR

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA BCL2 COBAYO (CLON
PCI-7/BCL2)

GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGATGACTTCTCCCGCCGCTAT
CGCCAAGACTTCGCTGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCTTTCACCGCGAGGGGA
CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGATGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG

GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGTGTCAACCGGGAGATGTCACCT
CTGGTGGACAACATCGCCCTCTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA

SECUENCIA DE LA PROTEINA BCL2 DE COBAYO

VPPVVHLTLRQAGDDFSRRYRQDFAEMSSQLHLTPFTARGRFATVVEELFRDGVNWGRIV
AFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNR

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment)

RATA GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGACGACTTCTCCCGCCGCTAC 60
RATON GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGACGACTTCTCCCGCCGCTAC 60
HUMANO GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGACGACTTCTCCCGCCGCTAC 60
COBAYO GTGCCACCTGTGGTCCACCTGACCCTCCGCCAGGCCGGCGATGACTTCTCCCGCCGCTAT 60
hkkkkkkdkhkhkhkhhkhhhhkkkkhhhkkhkhhkkkkhhhhhkk hkkkkhkhkhhhkkkkkkk
RATA CGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGA 120
RATON CGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGA 120
HUMANO CGCCGCGACTTCGCCGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCCTTCACCGCGCGGGGA 120
COBAYO CGCCAAGACTTCGCTGAGATGTCCAGCCAGCTGCACCTGACGCCTTTCACCGCGAGGGGA 120
hkhk _khkhkhkhkhkhkk hhkkkhhhkhkhkhkhhhhhhhhhhhkhkhkhhhhdk khkkrkrkrkkhk kkkkk
RATA CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG 180
RATON CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG 180
HUMANO CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGACGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG 180
COBAYO CGCTTTGCCACGGTGGTGGAGGAGCTCTTCAGGGATGGGGTGAACTGGGGGAGGATTGTG 180

khkkkhkkkkhkkkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhk hhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkkk

RATA GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCC 240
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RATON GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCC 240
HUMANO GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGCGTCAACCGGGAGATGTCGCCC 240
COBAYO GCCTTCTTTGAGTTCGGTGGGGTCATGTGTGTGGAGAGTGTCAACCGGGAGATGTCACCT 240

dhkkkhkkhkhkkkhkhkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkh dhkkhkkhhkhhkhkhkhkkhkdk **

RATA CTGGTGGACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA 287
RATON CTGGTGGACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA 287
HUMANO CTGGTGGACAACATCGCCCTGTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA 287
COBAYO CTGGTGGACAACATCGCCCTCTGGATGACTGAGTACCTGAACCGGCA 287

hkhkkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkkhkhk khkkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkx

PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE BCL2 DE COBAYO EN
GENBANK

Cavia porcellus isolate PCI 7 Bcl2 protein (BCL2) mRNA, partial cds

GenBank: JN165776.1

LOCUS JIN165776 287 bp mRNA linear ROD 13-NOV-2011
DEFINITION Cavia porcellus isolate PCI 7 Bcl2 protein (BCL2) mRNA,
partial

cds.
ACCESSION JN165776
VERSION JN165776.1 GI:356484675
KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (Domestic guinea pigqg)

ORGANISM Cavia porcellus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 287)
AUTHORS Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
TITLE Differential expression of BCL2 gene in isolated
cardiomyocytes
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 287)
AUTHORS Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (21-JUN-2011) Molecular Physiology Laboratory,
Colombian

National Institute of Health, Research Subdirection, Avenida

Calle
26 No. 51-20, Bogota, DC 80080, Colombia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..287
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/isolate="PCI 7"
/db xref="taxon:10141"
gene <1l..>287
/gene="BCL2"
cDs <1..>287
/gene="BCL2"
/codon_start=1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/356484675?from=1&to=287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/356484675?from=1&to=287
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/product="Bcl2 protein"
/protein id="AET11880.1"
/db xref="GI:356484676"

/translation="VPPVVHLTLRQAGDDFSRRYRQDFAEMSSQLHLTPFTARGRFAT

VVEELFRDGVNWGRIVAFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNR"

ORIGIN
1
61
121
181
241

gtgccacctg
cgccaagact
cgctttgcca
gccttectttg
ctggtggaca

tggtccacct
tcgctgagat
cggtggtgga
agttcggtgg
acatcgccct

gaccctccgce
gtccagccag
ggagctcttc
ggtcatgtgt
ctggatgact

caggccggcg
ctgcacctga
agggatgggg
gtggagagtg
gagtacctga

atgacttctc
cgcctttcac
tgaactgggg
tcaaccggga
accggca

ccgccgcetat
cgcgagggga
gaggattgtg
gatgtcacct


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356484676
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA CDK2 DE HUMANO, RATA Y
RATON (306 pb)

AGAGGGCACGTACGGAGTGGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGAGAAGTTGTGGCGCTTA
AGAAGATCCGGCTCGACACTGAGACTGAAGGTGTACCCAGTACTGCCATCCGAGAGATCTCTCTC
CTTAAGGAACTTAATCACCCTAATATCGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCACACAGAAAATAAGCT
TTATCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAGGACCTCAAGAAATTCATGGATGCCTCTGCTCTCACGG
GCATTCCTCTTCCCCTCATCAAGAGCTATCTGTTCCAGCTGCTCCA

SECUENCIA DE LA PROTEINA CDK2 PARA HUMANO, RATA Y RATON

EGTYGVVYKAKNKLTGEVVALKKIRLDTETEGVPSTAIREISLLKELNHPNIVKLLDVIHTENKL
YLVFEFLHQDLKKFMDASALTGIPLPLIKSYLFQLL

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA CDK2 DE COBAYO (CLON
PCI-5/CDK2)

AGAGGGCACGTACGGAGTTGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGCGAGGTGGTGGCGCTTA
AGAAAATCCGCCTGGACACTGAGACTGAAGGTGTTCCCAGTACTGCCATTCGAGAGATCTCTCTG
CTTAAGGAGCTTAACCACCCAAACATTGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCACACAGAAAATAAACT
CTACCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAAGATCTCAAGAAGTTTATGGATGCCTCTGCTCTCACTG
GTGTTCCTCTTCCCCTCATCAAGAACTATCTGTTCCAGCTGCTCCA

SECUENCIA DE LA PROTEINA CDK2 DE COBAYO

EGTYGVVYKAKNKLTGEVVALKKIRLDTETEGVPSTAIREISLLKELNHPNIVKLLDVIHTENKL
YLVFEFLHQDLKKFMDASALTGVPLPLIKNYLFQLL

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL 2.1
multiple sequence alignment)

Humano AGAGGGCACGTACGGAGTGGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGAGAAGTTGTGGC 60
Rata AGAGGGCACGTACGGAGTGGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGAGAAGTTGTGGC 60
Raton AGAGGGCACGTACGGAGTGGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGAGAAGTTGTGGC 60
Cobayo AGAGGGCACGTACGGAGTTGTGTACAAAGCCAAAAACAAGTTGACGGGCGAGGTGGTGGC 60
khkhkkkkkhkkhkkhkhkhkkhhkk hhkkkkkhkhkhhhhkhkhhhhhhkhkhkhhkhhhkdx *k *k dhkkkxk
Humano GCTTAAGAAGATCCGGCTCGACACTGAGACTGAAGGTGTACCCAGTACTGCCATCCGAGA 120
Rata GCTTAAGAAGATCCGGCTCGACACTGAGACTGAAGGTGTACCCAGTACTGCCATCCGAGA 120
Raton GCTTAAGAAGATCCGGCTCGACACTGAGACTGAAGGTGTACCCAGTACTGCCATCCGAGA 120
Cobayo GCTTAAGAAAATCCGCCTGGACACTGAGACTGAAGGTGTTCCCAGTACTGCCATTCGAGA 120
khhkkkkkdhk hhkkkk kk dhkkkkkkkhkhhkhkhkkhhhhdhk . khkkhkhhkhkhkkhhkhhkdk *kkkx
Humano GATCTCTCTCCTTAAGGAACTTAATCACCCTAATATCGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCA 180
Rata GATCTCTCTCCTTAAGGAACTTAATCACCCTAATATCGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCA 180
Raton GATCTCTCTCCTTAAGGAACTTAATCACCCTAATATCGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCA 180

Cobayo GATCTCTCTGCTTAAGGAGCTTAACCACCCAAACATTGTCAAGCTGCTGGATGTCATCCA 180
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khkkkhkhkkhkk dhhkkkhkhkkhkdhk dhkkhkk dhhkkkk khk hk khkhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhhhkhkk

Humano CACAGAAAATAAGCTTTATCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAGGACCTCAAGAAATTCAT 240
Rata CACAGAAAATAAGCTTTATCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAGGACCTCAAGAAATTCAT 240
Raton CACAGAAAATAAGCTTTATCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAGGACCTCAAGAAATTCAT 240
Cobayo CACAGAAAATAAACTCTACCTGGTTTTTGAATTTCTGCACCAAGATCTCAAGAAGTTTAT 240

dhkkkhkkhkhkkkhkk kk dhk khkkhkkkhkhkkhhkhhkhhhkhhkhkhhhkdk *k dhkkkkkhkk *k **k

Humano GGATGCCTCTGCTCTCACGGGCATTCCTCTTCCCCTCATCAAGAGCTATCTGTTCCAGCT 300
Rata GGATGCCTCTGCTCTCACGGGCATTCCTCTTCCCCTCATCAAGAGCTATCTGTTCCAGCT 300
Raton GGATGCCTCTGCTCTCACGGGCATTCCTCTTCCCCTCATCAAGAGCTATCTGTTCCAGCT 300
Cobayo GGATGCCTCTGCTCTCACTGGTGTTCCTCTTCCCCTCATCAAGAACTATCTGTTCCAGCT 300

dhkkkhkkhkhkkkhkhkhkhkhhkhkk *k  hhkkhkhkhhkhhkhhkkhhkhhhkhkhhkdk dhkkkhkkhkhkhkhkhkkkk

Humano GCTCCA 306
Rata GCTCCA 306
Raton GCTCCA 306
Cobayo GCTCCA 306

*kkkkk

PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE CDK2 DE COBAYO EN
GENBANK

Cavia porcellus cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) mRNA, partial cds
GenBank: JN172925.1

LOCUS JN172925 306 bp mRNA linear ROD 12-NOV-2011
DEFINITION Cavia porcellus cyclin-dependent kinase 2 (CDK2) mRNA,
partial cds.

ACCESSION JN172925

VERSION JN172925.1 GI:356467136
KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (Domestic guinea pig)

ORGANISM Cavia porcellus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 306)
AUTHORS Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
TITLE Cyclin dependent kinase 2, CDK2, is differentially expressed
in
adult isolated cardiomyocytes from guinea pig hearts
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3006)
AUTHORS Gunturiz ,M.L. and Gomez,L.A.

TITLE Direct Submission


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
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JOURNAL Submitted (22-JUN-2011) Molecular Phyiology Laboratory,

Colombian
National Institute of Health, Research Subdirection, Avenida
calle
26 No. 51-20, Bogota, DC 80080, Colombia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..306
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:10141"
gene <1l..>306
/gene="CDK2"
CDS <1..>306

/gene="CDK2"

/note="Cdk2 protein"

/codon start=2
/product="cyclin-dependent kinase 2"
/protein id="AET09700.1"

/db xref="GI:356467137"

/translation="EGTYGVVYKAKNKLTGEVVALKKIRLDTETEGVPSTAIREISLL

KELNHPNIVKLLDVIHTENKLYLVFEFLHQDLKKFMDASALTGVPLPLIKNYLFQLL"
ORIGIN
1 agagggcacg tacggagttg tgtacaaagc caaaaacaag ttgacgggcg aggtggtggc
61 gcttaagaaa atccgcctgg acactgagac tgaaggtgtt cccagtactg ccattcgaga
121 gatctctctg cttaaggagc ttaaccaccc aaacattgtc aagctgctgg atgtcatcca
181 cacagaaaat aaactctacc tggtttttga atttctgcac caagatctca agaagtttat
241 ggatgcctct gctctcactg gtgttcctct tcccctcatc aagaactatc tgttccagcet

301 gctcca


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/356467136?from=1&to=306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/356467136?from=1&to=306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/356467137
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA la CADENA LIVIANA
DE LA MIOSINA (MLC4)DE HUMANO, RATA Y RATON (193 pb)

AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAAGAAAGCAACGGCA
CAGTCATGGGTGCAGAGCTTCGGCATGTCCTTGCTACCCTGGGAGAGAAGATGAGCGAGG
CAGAGGTGGAGCAGCTGTTGTCTGGGCAGGAGGATGCCAATGGCTGCATCAACTATGAAG
CCTTTGTCAAGCA

SECUENCIA DE LA PROTEINA MLC4 PARA HUMANO, RATA Y
RATON

GTYEDFVEGLRVFDKESNGTVMGAELRHVLATLGEKMSEAEVEQLLSGQEDANGCINYEA
FVK

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA MLC4 DE COBAYO
(CLON PCI-2/MLC4)

AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAGGAGGGCAACGGCA
CCGTCATGGGTGCCGAGCTGCGCCACGTGCTGGCCACCCTGGGTGAGAGCCTGACTGAAG
ACGAGGTGGAGAAGTTGATGGCCGGGCAGGAGGACTCCAATGGCTGCATTAACTATGAAG
CCTTTGTCAAGCA

SECUENCIA DE LA PROTEINA MLC4 DE COBAYO

GTYEDFVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRHVLATLGERLTEDEVEKLMAGQEDSNGCINYEA
FVK

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment)

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

RATA GTYEDFVEGLRVEFDKESNGTVMGAELRHVLATLGEKMSEAEVEQLLSGQEDANGCINYEA 60
RATON GTYEDFVEGLRVEFDKESNGTVMGAELRHVLATLGEKMSEAEVEQLLSGQEDANGCINYEA 60
HUMANO GTYEDFVEGLRVEFDKESNGTVMGAELRHVLATLGEKMSEAEVEQLLSGQEDANGCINYEA 60
COBAYO GTYEDFVEGLRVFDKEGNGTVMGAELRHVLATLGERLTEDEVEKLMAGQEDSNGCINYEA 60
kkkhkhkhkhkhkhhhhdhhhhk hhkhkhhkhhhhdhhkhhkhhhhdh: Kk kkk k. . khdhk-kkkkkkkk
RATA FVK 63
RATON FVK 63
HUMANO FVK 63

COBAYO FVK 63
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Rata
Raton
Humano
Cobayo

Rata
Raton
Humano
Cobayo

Rata
Raton
Humano
Cobayo

Rata
Raton
Humano
Cobayo

AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAAGAAAGCAACGGCA
AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAAGAAAGCAACGGCA
AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAAGAAAGCAACGGCA

AGGGCACCTATGAGGACTTCGTGGAGGGGCTGCGGGTCTTTGACAAGGAGGGCAACGGCA
hkhkkkhkhkkhhkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhrkhkhrkhkhkhkhkrkhkkhkrkhkk *k *hkkkkkkkx

CAGTCATGGGTGCAGAGCTTCGGCATGTCCTTGCTACCCTGGGAGAGAAGATGAGCGAGG
CAGTCATGGGTGCAGAGCTTCGGCATGTCCTTGCTACCCTGGGAGAGAAGATGAGCGAGG
CAGTCATGGGTGCAGAGCTTCGGCATGTCCTTGCTACCCTGGGAGAGAAGATGAGCGAGG

CCGTCATGGGTGCCGAGCTGCGCCACGTGCTGGCCACCCTGGGTGAGAGGCTGACTGAAG
* khkkkkhkhkhkhkkk hhkkkk hkk hkk hkk kk hkk hkkkkkkk kkkk *k kkk *k *

CAGAGGTGGAGCAGCTGTTGTCTGGGCAGGAGGATGCCAATGGCTGCATCAACTATGAAG
CAGAGGTGGAGCAGCTGTTGTCTGGGCAGGAGGATGCCAATGGCTGCATCAACTATGAAG
CAGAGGTGGAGCAGCTGTTGTCTGGGCAGGAGGATGCCAATGGCTGCATCAACTATGAAG
ACGAGGTGGAGAAGTTGATGGCCGGGCAGGAGGACTCCAATGGCTGCATTAACTATGAAG

*khkkkkkkkk *xk *kk *k *k khkkkkkkkkkxkx khkkkkkhkkkhkhkkkk khkkkkkkkkx

CCTTTGTCAAGCA 193
CCTTTGTCAAGCA 193
CCTTTGTCAAGCA 193

CCTTTGTCAAGCA 193
dkokdokokk ok kokkokk

60
60
60
60

120
120
120
120

180
180
180
180
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA EL RECEPTOR DE
ENDOTELINA (EDNRP) DE HUMANO, RATA Y RATON (300 pb)

TCCCAATATCTTGATCGCCAGTCTGGCTCTGGGAGACCTACTGCACATCATCATAGACAT
ACCCATTAACACCTACAAGTTGCTCGCAGAGGACTGGCCATTTGGAGCTGAGATGTGTAA
GCTGGTGCCCTTCATACAGAAGGCTTCTGTGGGAATCACAGTGCTGAGTCTTTGTGCTCT
AAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGAATTAAAGGAATTGGGGTTCC
AAAATGGACAGCAGTAGAAATTGTTTTAATTTGGGTGGTCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC

SECUENCIA DE LA PROTEINA EDNRP PARA HUMANO, RATA Y
RATON
PNILIASLALGDLLHIIIDIPIEEYKLLAEDWPFG&EMCKLVPFIQKASVGITVLSLCAL
SIDRYRAVASWSRIKGIGVPKWTAVEIVLIWVYSVVLAV

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA EDNRP DE COBAYO

TCCCAATATCTTGATCGCCAGCCTGGCTCTGGGAGACCTTCTGCATATCGTCATTGACAT
CCCCATCAGTGTCTACAAGCTGCTGGCCGAAGACTGGCCCTTTGGAGTTGAGATGTGTAA
GCTGGTGCCTTTCATACAGAAGGCCTCTGTAGGAATCACCGTGCTAAGTCTGTGTGCTCT
GAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGCATTAAAGGAATTGGAGTTCC
AAAGTGGACAGCAGTGGAAATTATTTTAATTTGGGTGATCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC

SECUENCIA DE LA PROTEINA EDNRB DE COBAYO

PNILIASLALGDLLHIIIDIPISVYKLLAEDWPFGVEMCKLVPFIQKASVGITVLSLCAL
SIDRYRAVASWSRIKGIGVPRWTAVEIVLIWVISVVLAV

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment)

RATA TCCCAATATCTTGATCGCCAGTCTGGCTCTGGGAGACCTACTGCACATCATCATAGACAT 60
RATON TCCCAATATCTTGATCGCCAGTCTGGCTCTGGGAGACCTACTGCACATCATCATAGACAT 60
HUMANO TCCCAATATCTTGATCGCCAGTCTGGCTCTGGGAGACCTACTGCACATCATCATAGACAT 60
COBAYO TCCCAATATCTTGATCGCCAGCCTGGCTCTGGGAGACCTTCTGCATATCGTCATTGACAT 60
khkkkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhhhdk dhkhkhhkhhhhkhhhhhhhkhkhhkh dhkk dhkkk.hkkhk
RATA ACCCATTAACACCTACAAGTTGCTCGCAGAGGACTGGCCATTTGGAGCTGAGATGTGTAA 120
RATON ACCCATTAACACCTACAAGTTGCTCGCAGAGGACTGGCCATTTGGAGCTGAGATGTGTAA 120
HUMANO ACCCATTAACACCTACAAGTTGCTCGCAGAGGACTGGCCATTTGGAGCTGAGATGTGTAA 120
COBAYO CCCCATCAGTGTCTACAAGCTGCTGGCCGAAGACTGGCCCTTTGGAGTTGAGATGTGTAA 120
Jkkkkk k| L o kkkkkkk kkkk kk kk kkkkkkkk kkkkkkk kkkkkkkkkkkk
RATA GCTGGTGCCCTTCATACAGAAGGCTTCTGTGGGAATCACAGTGCTGAGTCTTTGTGCTCT 180
RATON GCTGGTGCCCTTCATACAGAAGGCTTCTGTGGGAATCACAGTGCTGAGTCTTTGTGCTCT 180
HUMANO GCTGGTGCCCTTCATACAGAAGGCTTCTGTGGGAATCACAGTGCTGAGTCTTTGTGCTCT 180
COBAYO GCTGGTGCCTTTCATACAGAAGGCCTCTGTAGGAATCACCGTGCTAAGTCTGTGTGCTCT 180

khkkkhkhkhkk dhhkkkhkkhkhhkhkhkhkhhk dhkkk dhkkkkhkkdhk dhkkkdk dkkkk *kkkkkkk

RATA AAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGAATTAAAGGAATTGGGGTTCC 240
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RATON AAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGAATTAAAGGAATTGGGGTTCC 240
HUMANO AAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGAATTAAAGGAATTGGGGTTCC 240
COBAYO GAGTATTGACAGATATCGAGCTGTTGCTTCTTGGAGTCGCATTAAAGGAATTGGAGTTCC 240
T**************************************T**************T*****
RATA AAAATGGACAGCAGTAGAAATTGTTTTAATTTGGGTGGTCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC 300
RATON AAAATGGACAGCAGTAGAAATTGTTTTAATTTGGGTGGTCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC 300
HUMANO AAAATGGACAGCAGTAGAAATTGTTTTAATTTGGGTGGTCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC 300
COBAYO AAAGTGGACAGCAGTGGAAATTATTTTAATTTGGGTGATCTCTGTGGTTCTGGCTGTCCC 300

dkk dhkkkkkkhkhkhkk dhkkkhkk dhhkkkkhkhkhhkhhkhkhhk dhkkkhkkhhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkkkk

PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE EDNRP DE COBAYO EN

GENBANK

Cavia porcellus endothelin receptor type B protein (CTRL-ENDBR-1) mRNA, partial cds

GenBank:

LOCUS
DEFINITION
ENDBR-1)

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL
Physiology

Calle

FEATURES
source

gene

CDS

JQ773418.1

JQ773418 300 bp mRNA linear ROD 13-JUN-2012

Cavia porcellus endothelin receptor type B protein

mRNA, partial cds.
JQ773418
JQ773418.1 GI:390432198

Cavia porcellus (Domestic guinea pigqg)
ORGANISM Cavia porcellus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.

1

(bases 1 to 300)

Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
Guinea pig (Cavia porcellus) endothelin receptor type B from
isolated cardiomyocytes
Unpublished

2

(bases 1 to 300)

Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
Direct Submission
Submitted (13-MAR-2012) Research Direction, Molecular

(CTRL-

Laboratory, Colombian National Institute of Health, Avenida

26 No. 51-20, Bogota, D.C. 80080, Colombia

Location/Qualifiers

1..300

/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"

/db xref="taxon:10141"
/cell type="cardiomyocytes"
/country="Colombia"

<1..>300
/gene="CTRL-ENDBR-1"
<1..>300

/gene="CTRL-ENDBR-1"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JQ773418.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432198?from=1&to=300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432198?from=1&to=300
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/codon_start=2

/translation="PNILIASLALGDLLHIVIDIPISVYKLLAEDWPFGVEMCKLVPF

/product="endothelin receptor type B protein"
/protein id="AFL91691.1"
/db xref="GI:390432199"

IQKASVGITVLSLCALSIDRYRAVASWSRIKGIGVPKWTAVEIILIWVISVVLAVP"

ORIGIN

61
121
181
241

ccccatcagt
gctggtgcct
gagtattgac
aaagtggaca

gtctacaagc
ttcatacaga
agatatcgag
gcagtggaaa

tgctggccga
aggcctctgt
ctgttgcttc
ttattttaat

agactggccc
aggaatcacc
ttggagtcgce
ttgggtgatc

tttggagttg
gtgctaagtc
attaaaggaa
tctgtggttc

1 tcccaatatc ttgatcgcca gcctggctct gggagacctt ctgcatatcg tcattgacat

agatgtgtaa
tgtgtgctct
ttggagttcc
tggctgtccc


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/390432199
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA APE (DNA- (apurinic
or apyrimidinic site) lyase; APEX nuclease
(multifunctional DNA repair enzyme) 1)) DE HUMANO,
RATA Y RATON (193 pb)

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA APE DE COBAYO

GGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTCGTCCTGGTTACAGCCTATGTACCTAATGCAGGTCGG
GGTTTGGTAAGGCTGGAGTACAGGCAGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGCAAGTTCCTGAAGGGCTT
GGCTTCCCGCAAGCCTCTGGTACTATGTGGGGACCTCAATGTGGCTCATGAAGAAATTGACCT

SECUENCIA DE LA PROTEINA APE DE COBAYO

VIVAEFDSFVLVTAYVPNAGRGLVRLEYRQRWDEAFRKFLKGLASRKPLVLCGDLNVAHE EID

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL 2.1
multiple sequence alignment)

COBAYO
HUMANO
RATON
RATA

COBAYO
HUMANO
RATON
RATA

VIVAEFDSFVLVTAYVPNAGRGLVRLEYRQRWDEAFRKFLKGLASRKPLVLCGDLNVAHE 60
VIVAEFDSFVLVTAYVPNAGRGLVRLEYRQRWDEAFRKFLKGLASRKPLVLCGDLNVAHE 60
VIVAEFESFVLVTAYVPNAGRGLVRLEYRQRWDEAFRKFLKDLASRKPLVLCGDLNVAHE 60

VIVAEFESFILVTAYVPNAGRGLVRLEYRQRWDEAFRKFLKDLASRKPLVLCGDLNVAHE 60
hhkkkkhk s kk s hkkkhhkhhkhhkhhhhkhhhhkhhhhkhhhhkhhhhhk khkkkhkhkkkhkhkkhkhhkhk

EID 63
EID 63
EID 63

EID 63
*kk
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA LA PROTEINA CINASA
C-BETA (PKC-p) HUMANO, RATA Y RATON

AAGAACCACAAATTCACCGCCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACCG
ACTTCATCTGGGGCTTCGGGAAGCAGGGATTCCAGTGTCAAGTCTGCTGCTTTGTTGTAC
ACAAGCGCTGCCATGAGTTCGTCACGTTCTCCTGCCCCGGTGCGGACAAGGGCCCGGCCT
CTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACGTACTCCAGTCCTACCTTCT
GTGACCACTGTGGATCGCTGCTGTATGGACTTATTCACCAGGGGATGAAATGCGACACCT
GTATGATGAACGTGCACAAGCGCTGCGTGATG

SECUENCIA DE LA PROTEINA PKC-P PARA HUMANO, RATA Y
RATON

KNHKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWGFGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSCPGADKGPA
SDDPRSKHKFKIHTYSSPTFCDHCGSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVM

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA LA PROTEINA CINASA
C-BETA COBAYO (CLON PCI-4/PKC-B)

AAGAACCACAAATTCACCGCCCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACC
GACTTCATCTGGGGCTTTGGCAAGCAGGGTTTCCAGTGTCAAGTTTGCTGCTTTGTTGTG
CACAAGCGGTGCCATGAATTTGTCACATTCTCTTGCCCTGGAGCTGACAAGGGACCAGCC
TCTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACCTACTCCAGCCCCACATTT
TGTGACCACTGTGGGTCATTGCTGTATGGACTCATCCATCAGGGGATGAAATGCGATACC
TGCATGATGAACGTCCACAAGCGCTGCGTGATG

SECUENCIA DE LA PROTEINA PKC-f DE COBAYO

KNHKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWGFGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSCPGADKGPA
SDDPRSKHKFKIHTYSSPTFCDHCGSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVM

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment)

Humano AAGAACCACARATTCACCG-CCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACC 59
Rata AAGAACCACARATTCACCG-CCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACC 59
Ratén AAGAACCACARATTCACCG-CCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACC 59
Cobayo AAGAACCACARATTCACCGCCCGCTTCTTCAAGCAGCCCACCTTCTGCAGCCACTGCACC 60
hkhkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkk hhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkkkhk
Humano GACTTCATCTGGGGCTTCGGGAAGCAGGGATTCCAGTGTCAAGTCTGCTGCTTTGTTGTA 119
Rata GACTTCATCTGGGGCTTCGGGAAGCAGGGATTCCAGTGTCAAGTCTGCTGCTTTGTTGTA 119
Ratén GACTTCATCTGGGGCTTCGGGAAGCAGGGATTCCAGTGTCAAGTCTGCTGCTTTGTTGTA 119
Cobayo GACTTCATCTGGGGCTTTGGCAAGCAGGGTITTCCAGTGTCAAGTTTGCTGCTTTGTTGTG 120

khkkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhk kk dhhkkhkhkdhhkdk . khkkkkhkhhkhhkhhkdhk khkkhkkkkhhhhkhkdk

Humano CACAAGCGCTGCCATGAGTTCGTCACGTTCTCCTGCCCCGGTGCGGACAAGGGCCCGGCC 179



Anexos

77

Rata CACAAGCGCTGCCATGAGTTCGTCACGTTCTCCTGCCCCGGTGCGGACAAGGGCCCGGCC 179
Ratén CACAAGCGCTGCCATGAGTTCGTCACGTTCTCCTGCCCCGGTGCGGACAAGGGCCCGGCC 179
Cobayo CACAAGCGGTGCCATGAATTTGTCACATTCTCTTGCCCTGGAGCTGACAAGGGACCAGCC 180
Kkkhkkkhk khkkkhkhkkk Kk kkkkk khkkkh khhkkk kk:.kk kkkkhkkkk Kk kkk
Humano TCTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACGTACTCCAGTCCTACCTTC 239
Rata TCTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACGTACTCCAGTCCTACCTTC 239
Ratén TCTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACGTACTCCAGTCCTACCTTC 239
Cobayo TCTGATGACCCCCGGAGCAAACACAAGTTTAAGATCCACACCTACTCCAGCCCCACATTT 240
khkkkhkhkkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhhkhkhhkhhhhkhhhkhhhhhk dhkkdkhkkdkkx *k *k %%
Humano TGTGACCACTGTGGATCGCTGCTGTATGGACTTATTCACCAGGGGATGAAATGCGACACC 299
Rata TGTGACCACTGTGGATCGCTGCTGTATGGACTTATTCACCAGGGGATGAAATGCGACACC 299
Ratén TGTGACCACTGTGGATCGCTGCTGTATGGACTTATTCACCAGGGGATGAAATGCGACACC 299
Cobayo TGTGACCACTGTGGGTCATTGCTGTATGGACTCATCCATCAGGGGATGAAATGCGATACC 300
khkkkkhkkhkhkhkhkhkhkdhk dk  hhkkhkkkhkhkhkhkhkdh *k dk dhkkkhkkdhkhkhhkhkhkhhkhkdk *kk
Humano TGTATGATGAACGTGCACAAGCGCTGCGTGATG 332
Rata TGTATGATGAACGTGCACAAGCGCTGCGTGATG 332
Ratén TGTATGATGAACGTGCACAAGCGCTGCGTGATG 332
Cobayo TGCATGATGAACGTCCACAAGCGCTGCGTGATG 333
*k hkhkkkkhkkkhkkhkk hkhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkkkkk
PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE PKC-p DE COBAYO EN
GENBANK
Cavia porcellus protein kinase C beta protein (PKC-B) mRNA, partial cds
GenBank: JQ773419.1
LOCUS JQO773419 333 bp mRNA linear ROD 13-JUN-2012
DEFINITION Cavia porcellus protein kinase C beta protein (PKC-B) mRNA,
partial
cds.
ACCESSION JQ773419
VERSION JQ773419.1 GI:390432200
KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (Domestic guinea pig)
ORGANISM Cavia porcellus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 333)
AUTHORS Gunturiz , M.L.
TITLE Guinea pig (Cavia porcellus) protein kinase C beta from isolated
cardiomyocytes
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 333)
AUTHORS Gunturiz M.L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (13-MAR-2012) Research Direction, Molecular Physiology


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
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Laboratory, Colombian National Institute of Health, Avenida Calle

26 No. 51-20, D.C. 80080,
Location/Qualifiers
1..333

Bogota, Colombia
FEATURES
source
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:10141"
/cell type="cardiomyocytes"
/country="Colombia"
<1l..>333

/gene="PKC-B"

gene

/gene synonym="PCI-4"
<1..>333
/gene="PKC-B"

CDS

/gene synonym="PCI-4"
/EC number="2.7.11.13"
/codon start=1
/product="protein kinase
/protein id="AFL91692.1"
/db xref="GI:390432201"

C beta protein"

/translation="KNHKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWGFGKQGFQCQVCCFVVHKRCHEFVTFSCPGADKG
PASDDPRSKHKFKIHTYSSPTFCDHCGSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVM"

ORIGIN

1
61
121
181

241
301

aagaaccaca
gacttcatct
cacaagcggt
tctgatgacc

tgtgaccact
tgcatgatga

aattcaccgc
ggggctttgg
gccatgaatt
cccggagcaa

gtgggtcatt
acgtccacaa

ccgcttettce
caagcagggt
tgtcacattc
acacaagttt

gctgtatgga
gcgctgegtyg

aagcagccca
ttccagtgtc
tcttgcecctg
aagatccaca

ctcatccatc
atg

ccttctgcag
aagtttgctg
gagctgacaa
cctactccag

aggggatgaa

ccactgcacc
ctttgttgtg
gggaccagcc
ccccacattt

atgcgatacc


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432200?from=1&to=333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432200?from=1&to=333
http://www.expasy.org/enzyme/2.7.11.13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/390432201
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA INWARD RECTIFIER
POTASSIUM CHANNEL Kir6.2 DE HUMANO, RATA Y RATON (366

pb)

ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAAACGGCCCAGGCCCATCGGCGGGCAGA
AACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCTGTGATCACCCTGCGCCATGGCCGCCTGTGCTTCATGCTGC
GCGTAGGGGACCTCCGAAAGAGCATGATCATTAGCGCCACCATCCACATGCAGGTGGTGCGCAAG
ACCACCAGCCCCGAGGGCGAAGTTGTGCCTCTCCACCAGGTAGACATCCCCATGGAGAATGGCGT
GGGTGGTAACGGCATCTTCCTGGTGGCCCCACTCATCATCTACCACGTCATCGACTCCAACAGCC
CGCTCTACGACCTGGCTCCTAGTGACCTGCACCACCACCAG

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA Kir6.2 DE COBAYO (PCI-1
KIR 6.2)

ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAGACCTCCCAGGCGCATCGGCGGGCAGA
GACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCGGTCATTGCTCTGCGCCACGGCCGCCTCTGCTTCATGCTGC
GCGTGGGTGACCTCCGGAAAAGCATGATCATCAGTGCCACCATCCACATGCAGGTGGTCCGAAAG
ACCACGAGTCCCGAGGGCGAGGTGGTCCCCCTCCACCAGGTGGATATCCCCATGGAGAACGGTGT
GGGGGGTAACAGTATCTTCCTGGTGGCCCCGCTCATCATCTACCATGTCATCGATGCCAACAGTC
CACTCTACGACCTGGGACCCAGTGACCTGCACCACCACCAG

SECUENCIA DE LA PROTEINA Kir6.2 DE COBAYO

MINAIMLGCIFMKTSQAHRRAETLIFSKHAVIALRHGRLCFMLRVGDLRKSMITISATIHMQOVVRK
TTSPEGEVVPLHQVDIPMENGVGGNSTIFLVAPLIIYHVIDANSPLYDLGPSDLHHHQ

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL 2.1
multiple sequence alignment)

Ratén

ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAAACGGCCCAGGCCCATCGGCGG

60

Var2Raton ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAAACGGCCCAGGCCCATCGGCGG 60
Rata ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAAACGGCACAGGCCCATCGGCGG 60
Cavia ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAGACCTCCCAGGCGCATCGGCGG 60
Cobayo ATGATCAACGCCATCATGCTGGGCTGCATCTTCATGAAGACCTCCCAGGCGCATCGGCGG 60
Humano ATGATCAACGCCATCATGCTTGGCTGCATCTTCATGAAGACTGCCCAAGCCCACCGCAGG 60
HumVar2 ATGATCAACGCCATCATGCTTGGCTGCATCTTCATGAAGACTGCCCAAGCCCACCGCAGG 60
hkkkhkhkhkhkkkkhhhhkhhhkhk *kkkkkkkkkhkrkrrkk *k K *kk *kk *k **k **
Ratén GCAGAAACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCTGTGATCACCCTGCGCCATGGCCGCCTGTGC 120
Var2Raton GCAGAAACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCTGTGATCACCCTGCGCCATGGCCGCCTGTGC 120
Rata GCAGAAACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCCGTGATCACCCTGCGACATGGCCGCCTGTGC 120
Cavia GCAGAGACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCGGTCATTGCTCTGCGCCACGGCCGCCTCTGC 120
Cobayo GCAGAGACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCGGTCATTGCTCTGCGCCACGGCCGCCTCTGC 120
Humano GCTGAGACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCGGTGATCGCCCTGCGCCACGGCCGCCTCTGC 120
HumVar2 GCTGAGACCCTCATCTTCAGCAAGCATGCGGTGATCGCCCTGCGCCACGGCCGCCTCTGC 120

kk kk khkkkkhkkkhkkkhkhkhkkhkhkkhkkkhixkx *%x *% * kkhkkkk kk kkkkkhkkk *kk
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Ratén
Var2Raton
Rata
Cavia
Cobayo
Humano
HumVar2

Ratén
Var2Raton
Rata
Cavia
Cobayo
Humano
HumVar2

Ratén
Var2Raton
Rata
Cavia
Cobayo
Humano
HumVar2

Ratén
Var2Raton
Rata
Cavia
Cobayo
Humano
HumVar2

Ratén
Var2Raton
Rata
Cavia
Cobayo
Humano
HumVar2

TTCATGCTGCGCGTAGGGGACCTCCGAAAGAGCATGATCATTAGCGCCACCATCCACATG 180
TTCATGCTGCGCGTAGGGGACCTCCGAAAGAGCATGATCATTAGCGCCACCATCCACATG 180
TTCATGCTTCGCGTAGGGGACCTCCGAAAAAGCATGATCATTAGCGCCACCATTCATATG 180
TTCATGCTGCGCGTGGGTGACCTCCGGAAAAGCATGATCATCAGTGCCACCATCCACATG 180
TTCATGCTGCGCGTGGGTGACCTCCGGAAAAGCATGATCATCAGTGCCACCATCCACATG 180
TTCATGCTACGTGTGGGTGACCTCCGCAAGAGCATGATCATCAGCGCCACCATCCACATG 180

TTCATGCTACGTGTGGGTGACCTCCGCAAGAGCATGATCATCAGCGCCACCATCCACATG 180
kkkkkkhkk kk kk kk kkkkkkkk kk kkkkkkkkkkk kk kkkkkkkk kk kkk

CAGGTGGTGCGCAAGACCACCAGCCCCGAGGGCGAAGTTGTGCCTCTCCACCAGGTAGAC 240
CAGGTGGTGCGCAAGACCACCAGCCCCGAGGGCGAAGTTGTGCCTCTCCACCAGGTAGAC 240
CAGGTGGTGCGCAAGACCACCAGCCCGGAGGGCGAGGTTGTGCCTCTCCACCAGGTGGAC 240
CAGGTGGTCCGAAAGACCACGAGTCCCGAGGGCGAGGTGGTCCCCCTCCACCAGGTGGAC 240
CAGGTGGTCCGAAAGACCACGAGTCCCGAGGGCGAGGTGGTCCCCCTCCACCAGGTGGAT 240
CAGGTGGTACGCAAGACCACCAGCCCCGAGGGCGAGGTGGTGCCCCTCCACCAGGTGGAC 240

CAGGTGGTACGCAAGACCACCAGCCCCGAGGGCGAGGTGGTGCCCCTCCACCAGGTGGAC 240
hkkkkhkhkhk *k kkkkkkkk kk kk kkkkkkkk *kk kk kk kkkkkkkkkkk Kk

ATCCCCATGGAGAATGGCGTGGGTGGTAACGGCATCTTCCTGGTGGCCCCACTCATCATC 300
ATCCCCATGGAGAATGGCGTGGGTGGTAACGGCATCTTCCTGGTGGCCCCACTCATCATC 300
ATCCCCATGGAGAACGGTGTGGGTGGTAACAGCATCTTTCTGGTGGCCCCACTCATCATC 300
ATCCCCATGGAGAACGGTGTGGGGGGTAACAGTATCTTCCTGGTGGCCCCGCTCATCATC 300
ATCCCCATGGAGAACGGTGTGGGGGGTAACAGTATCTTCCTGGTGGCCCCGCTCATCATC 300
ATCCCCATGGAGAACGGCGTGGGTGGCAACAGCATCTTCCTGGTGGCCCCGCTGATCATC 300

ATCCCCATGGAGAACGGCGTGGGTGGCAACAGCATCTTCCTGGTGGCCCCGCTGATCATC 300
Khkkhkkkkhhkkhkhkhkh Kk hkkhkk Kk khkk * khkkkk *Ahkkkkkhkhkhkkx *k *hkkkkk

TACCACGTCATCGACTCCAACAGCCCGCTCTACGACCTGGCTCCTAGTGACCTGCACCAC 360
TACCACGTCATCGACTCCAACAGCCCGCTCTACGACCTGGCTCCTAGTGACCTGCACCAC 360
TACCACGTCATCGACTCCAACAGCCCGCTCTACGACCTGGCTCCTAGTGACCTGCACCAC 360
TACCATGTCATCGATGCCAACAGTCCACTCTACGACCTGGGACCCAGTGACCTGCACCAC 360
TACCATGTCATCGATGCCAACAGTCCACTCTACGACCTGGGACCCAGTGACCTGCACCAC 360
TACCATGTCATTGATGCCAACAGCCCACTCTACGACCTGGCACCCAGCGACCTGCACCAC 360

TACCATGTCATTGATGCCAACAGCCCACTCTACGACCTGGCACCCAGCGACCTGCACCAC 360
hkkhkk khkhkhkk hk  khkkkkkk kk hhkkkkkkkhkhkhkhkk Kkk kk Kkkkkhkkkkkkk

CACCAG 366
CACCAG 366
CACCAG 366
CACCAG 366
CACCAG 366
CACCAG 366
CACCAG 366

PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE Kir6.2 DE COBAYO EN

GENBANK

Cavia porcellus inwardly-rectifying potassium channel Kir6.2 protein (PCIl-1) mRNA, partial

cds
GenBank:

LOCUS

DEFINITION

ACCESSION

JQ773417.1
JQ773417 366 bp mRNA linear ROD 13-JUN-2012

Cavia porcellus inwardly-rectifying potassium channel Kir6.2
protein (PCI-1) mRNA, partial cds.
JQ773417
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VERSION JQ773417.1 GI:390432196
KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (Domestic guinea pig)

ORGANISM Cavia porcellus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 366)
AUTHORS Gomez,L.A. and Gunturiz, M.L.
TITLE Cavia porcellus inwardly-rectifying potassium channel Kir6.2
from
isolated cardiomyocytes
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 366)
AUTHORS Gomez,L.A. and Gunturiz , M.L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (13-MAR-2012) Research Direction, Molecular
Physiology
Laboratory, Colombian National Institute of Health, Avenida
Calle
26 No. 51-20, Bogota, D.C. 80080, Colombia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..366
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:10141"
/cell type="cardiomyocytes"
/country="Colombia"
gene <1l..>366
/gene="PCI-1"
CDS <1l..>366
/gene="PCI-1"
/codon_start=1
/product="inwardly-rectifying potassium channel
Kir6.2
protein"
/protein id="AFL91690.1"
/db xref="GI:390432197"


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432196?from=1&to=366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/390432196?from=1&to=366
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/390432197
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/translation="MINAIMLGCIFMKTSQAHRRAETLIFSKHAVIALRHGRLCFMLRVGDLRKSMIISATI

HMQVVRKTTSPEGEVVPLHQVDIPMENGVGGNSIFLVAPLIIYHVIDANSPLYDLGPSDLHHHQ"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361

1 atgatcaacg ccatcatgct gggctgcatc ttcatgaaga cctcccaggc gcatcggcgg

gcagagaccc
ttcatgctgce
caggtggtcc
atccccatgg
taccatgtca

caccag

tcatcttcag
gcgtgggtga
gaaagaccac
agaacggtgt

tcgatgccaa

caagcatgcg
cctccggaaa
gagtcccgag
ggggggtaac

cagtccactc

gtcattgctc tgcgccacgg
agcatgatca tcagtgccac
ggcgaggtgg tccccctceca
agtatcttcc tggtggcccc
tacgacctgg gacccagtga

ccgcctetgce
catccacatg
ccaggtggat
gctcatcatc

cctgcaccac
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA EL FACTOR DE
HIPOXIA INDUCIBLE 1 (Hypoxia inducible factor 1,
alpha subunit, HIF1A) DE HUMANO, RATA Y RATON (296

pb)

TGCTTGGTGCTGATTTGTGAACCCATTCCTCACCCATCAAATATTGAAATTCCTTTAGAT
AGCAAGACTTTCCTCAGTCGACACAGCCTGGATATGAAATTTTCTTATTGTGATGAAAGA
ATTACCGAATTGATGGGATATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGCCGCTCAATTTATGAATAT
TATCATGCTTTGGACTCTGATCATCTGACCAAAACTCATCATGATATGTTTACTAAAGGA
CAAGTCACCACAGGACAGTACAGGATGCTTGCCAAAAGAGGTGGATATGTCTGGGT

SECUENCIA DE LA PROTEINA HIF1A PARA HUMANO, RATA Y
RATON

CLVLICEPIPHPSNIEIPLDSKTFLSRHSLDMKFSYCDERITELMGYEPEELLGRSIYEY
YHALDSDHLTKTHHDMFTKGQVTTGQYRMLAKRGGYVW

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA HIF1A DE COBAYO
(CLON CONTROL-1/HIF-1la)

TGCTTGGTGCTGATTTGTGAACCCATTCCTCACCCATCAAATATTGAAATTCCTTTAGAT
AGCAAGACTTTCCTCAGTCGACACAGCCTGGATATGAAATTTTCTTATTGTGATGAAAGA
ATTACCGAATTGATGGGATATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGCCGCTCAATTTATGAATAT
TATCATGCTTTGGACTCTGATCATCTGACCAAAACTCATCATGATATGTTTACTAAAGGA
CAAGTCACCACAGGACAGTACAGGATGCTTGCCAAAAGAGGTGGATATGTCTGGGT

SECUENCIA DE LA PROTEINA HIF1A DE COBAYO

CLVLICEPIPHPSNIEIPLDSKTFLSRHSLDMKESYCDERITELMGYEPEELLGRSIYEY
YHALDSDHLTKTHHDMFTKGQVTTGQYRMLAKRGGYVW

PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE HIF1A DE COBAYO EN
GENBANK

Cavia porcellus clone CONTROL-1/HIF1A hypoxia inducible
factor 1 alpha subunit protein mRNA, partial cds

GenBank: JQ824085.1

LOCUS JQ82408 296 bp mRNA linear ROD 16-JUL-2012

DEFINITION Cavia porcellus clone CONTROL-1/HIF1A hypoxia inducible factor 1
alpha subunit protein mRNA, partial cds.

ACCESSION JQ824085

VERSION JQ824085.1 GI:394987312
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KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (domestic guinea pig)
ORGANISM Cavia porcellus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 296)
AUTHORS Gunturiz ,M.L. and Gomez,L.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-MAR-2012) Research Direction, Molecular Physiology
Laboratory. Colombian National Institute of Health, Avenida Calle
26 No. 51-20, Bogota, D.C. 80080, Colombia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..296
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:10141"
/clone="CONTROL-1/HIF1A"
/cell type="cardiomyocytes"
/country="Colombia"
CDs <1l..>296
/codon_start=1
/product="hypoxia inducible factor 1 alpha subunit
protein"
/protein id="AFN42887.1"
/db xref="GI:394987313"
/translation="CLVLICEPIPHPSNIEIPLDSKTFLSRHSLDMKFSYCDERITEL
MGYEPEELLGRSIYEYYHALDSDHLTKTHHDMFTKGQVTTGQYRMLAKRGGYVWV"
ORIGIN
1 tgcttggtgc tgatttgtga acccattcct cacccatcaa atattgaaat tcctttagat
61 agcaagactt tcctcagtcg acacagcctg gatatgaaat tttcttattg tgatgaaaga
121 attaccgaat tgatgggata tgagccagaa gaacttttag gccgctcaat ttatgaatat
181 tatcatgctt tggactctga tcatctgacc aaaactcatc atgatatgtt tactaaagga
241 caagtcacca caggacagta caggatgctt gccaaaagag gtggatatgt ctgggt



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/394987312?from=1&to=296&sat=4&sat_key=71861898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/394987313
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA EL H(+) /CL (-)EXCHANGE
TRANSPORTER 7 (CLCN7) DE HUMANO, RATA Y RATON (261

pb)

CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCCCTCAAGTATGAGAGCTTGGACTATGACAACAGTGAG
AACCAGCTGTTCCTGGAGGAGGAGCGGCGGATCAATCACACGGCCTTCCGGACGGTGGAG
ATCAAGCGCTGGGTCATCTGCGCCCTCATTGGGATCCTCACGGGCCTCGTGGCCTGCTTC
ATTGACATCGTGGTGGAAAACCTGGCTGGCCTCAAGTACAGGGTCATCAAGGGCAATATC
GACAAGTTCACAGAGAAGGGC

SECUENCIA CONSENSO OBTENIDA PARA CLCN7 DE COBAYO
(CLON CONTROL-4)

CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCTCTAAAGTATGAGAGCTTAGACTATGACAACAGTGAG
AACCAACTGTTTTTAGAGGAAGAAAGGCGGATCAACCACATGGCCTTCCGAACAGTGGAG
ATTAAACGCTGGGTCATATGTGCCCTCATCGGGATCCTCACAGGCCTTGTGGCCTGCTTC
ATTGACATCGTGGTAGAGAACTTGGCCGGCCTGAGGTACAGGCTCATCAAGGACAATATC
GACAAGTTCACAGAGAAGGGC

SECUENCIA DE LA PROTEINA CLCN7 DE COBAYO

ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS (CLUSTAL
2.1 multiple sequence alignment)

RATA CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCCCTCAAGTATGAGAGCTTGGACTATGACAACAGTGAG 60
RATON CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCCCTCAAGTATGAGAGCTTGGACTATGACAACAGTGAG 60
HUMANO CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCCCTCAAGTATGAGAGCTTGGACTATGACAACAGTGAG 60
COBAYO CCACACAACGAGAAGCTCCTGTCTCTAAAGTATGAGAGCTTAGACTATGACAACAGTGAG 60
hkkhkhkhkkkhkhkhhkkkhhhkhkhkhkkk hk khkkrkrkkhkkhhkkk khkkkkhhhkkkkhkrrk
RATA AACCAGCTGTTCCTGGAGGAGGAGCGGCGGATCAATCACACGGCCTTCCGGACGGTGGAG 120
RATON AACCAGCTGTTCCTGGAGGAGGAGCGGCGGATCAATCACACGGCCTTCCGGACGGTGGAG 120
HUMANO AACCAGCTGTTCCTGGAGGAGGAGCGGCGGATCAATCACACGGCCTTCCGGACGGTGGAG 120
COBAYO AACCAACTGTTTTTAGAGGAAGAAAGGCGGATCAACCACATGGCCTTCCGAACAGTGGAG 120

kkkkk *kkkk * kkkkk *x%k khkkkhkkkhkkk *khkkk khhkkkkkkkkx *kx *hkkkkx

RATA ATCAAGCGCTGGGTCATCTGCGCCCTCATTGGGATCCTCACGGGCCTCGTGGCCTGCTTC 180
RATON ATCAAGCGCTGGGTCATCTGCGCCCTCATTGGGATCCTCACGGGCCTCGTGGCCTGCTTC 180
HUMANO ATCAAGCGCTGGGTCATCTGCGCCCTCATTGGGATCCTCACGGGCCTCGTGGCCTGCTTC 180
COBAYO ATTAAACGCTGGGTCATATGTGCCCTCATCGGGATCCTCACAGGCCTTGTGGCCTGCTTC 180

*k Khkk hhkkkkkkkhkkk Khk hhkkkkkkk khkkkkkkkkkk hkhkkkk khkkkkkkkkkkk

RATA ATTGACATCGTGGTGGAAAACCTGGCTGGCCTCAAGTACAGGGTCATCAAGGGCAATATC 240
RATON ATTGACATCGTGGTGGAAAACCTGGCTGGCCTCAAGTACAGGGTCATCAAGGGCAATATC 240
HUMANO ATTGACATCGTGGTGGAAAACCTGGCTGGCCTCAAGTACAGGGTCATCAAGGGCAATATC 240
COBAYO ATTGACATCGTGGTAGAGAACTTGGCCGGCCTGAGGTACAGGCTCATCAAGGACAATATC 240
hkkkkkkhkhkhkhkhkhk Khk kkk *khkkk hhkkk * *khkkkkhk kkkkhkhkhkhk hhkkkkk
RATA GACAAGTTCACAGAGAAGGGC 261
RATON GACAAGTTCACAGAGAAGGGC 261
HUMANO GACAAGTTCACAGAGAAGGGC 261

COBAYO GACAAGTTCACAGAGAAGGGC 261
*hkkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkkkkk
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PUBLICACION DE LA SECUENCIA DE CLCN7 DE COBAYO EN

GENBANK

Cavia porcellus clone control-4 H(+)/Cl(-) exchange
transporter 7 mRNA, partial cds

GenBank: JF894321.1
LOCUS JF894321 261 bp mRNA linear ROD 14-JUN-2011
DEFINITION Cavia porcellus clone control-4 H(+)/Cl(-) exchange
transporter 7
mRNA, partial cds.
ACCESSION JF894321
VERSION JF894321.1 GI:335345648
KEYWORDS
SOURCE Cavia porcellus (Domestic guinea pig)
ORGANISM Cavia porcellus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Hystricognathi; Caviidae; Cavia.
REFERENCE 1 (bases 1 to 261)
AUTHORS Gunturiz,M.L. and Gomez,L.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-APR-2011) Research Sub-direction, Molecular
Physiology Laboratory, Colombian National Institute of
Health,
Avenida Calle 26 No. 51-20, Bogota, D.C. 80080, Colombia
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..261
/organism="Cavia porcellus"
/mol type="mRNA"
/db xref="taxon:10141"
/clone="control-4"
/cell type="cardiac myocytes"
CDS <1l..>261

/note="CLCN7"

/codon_start=1

/product="H (+) /Cl(-) exchange transporter 7"
/protein id="AEH41426.1"

/db xref="GI:335345649"

/translation="PHNEKLLSLKYESLDYDNSENQLFLEEERRINHMAFRTVEIKRW

ORIGIN

61
121
181
241

VICALIGILTGLVACFIDIVVENLAGLRYRLIKDNIDKEFTEKG"

ccacacaacg
aaccaactgt
attaaacgct
attgacatcg
gacaagttca

agaagctcct
ttttagagga
gggtcatatg
tggtagagaa
cagagaaggg

gtctctaaag
agaaaggcgg
tgccctcatce
cttggccggce
c

tatgagagct
atcaaccaca
gggatcctca
ctgaggtaca

tagactatga
tggccttceccg
caggccttgt
ggctcatcaa

caacagtgag
aacagtggag
ggcctgcttce
ggacaatatc


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=10141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/335345648?from=1&to=261&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/335345649
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SECUENCIA CONSENSO ESPERADA PARA INHIBIDOR plé DE
HUMANO, RATA Y RATON (246 pb)

TCAGTCACCGAAGGTCCTACAGGGCCACAACTGCCCCCGCCACAACCCACCCCGCTTTCGTAGTT
TTCATTTAGAAAATAGAGCTTTTAAAAATGTCCTGCCTTTTAACGTAGATATATGCCTTCCCCCACT
ACCGTAAATGTCCATTTATATCATTTTTTATATATTCTTATAAAAATGTAAAAAAGAAAAACACCGC
TTCTGCCTTTTCACTGTGTTGGAGTTTTCIGGAGTGAGCACTCACGC

CLON CABZ/hP16-5. PRIMER T7

AGGGCCACAACTGCCCCCGCCACAACCCACCCCGCTTTCGTAGTTTTCATTTAGAAAATAGAGCTT
TTAAAAATGTCCTGCCTTTTAACGTAGATATATGCCTTCCCCCACTACCGTAAATGTCCATTTATAT
CATTTTTTATATATTCTTATAAAAATGTAAAAAAGAAAAACACCGCTTCTGCCTTTTCACTGTGTTG
GAGTTTTCTGGAGTGAGCACTCACGC
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PUBLICACION DE LA SECUENCIA DEL INHIBIDOR p21 DE

COBAYO EN GENBANK

p21-4 Guinea pig heart fibroblasts Cavia porcellus cDNA clone p21-
4, mRNA sequence

GenBank:
IDENTIFIERS
dbEST Id:
EST name:
GenBank Acc:
GenBank gi:
CLONE INFO
Clone Id:
DNA type:
PRIMERS

PCR forward:
PCR backward:
PolyA Tail:
SEQUENCE

Entry Created:
Last Updated:
LIBRARY

Lib Name:
Organism:
Strain:

Tissue type:

Cell type:

Develop. stage:

SUBMITTER
Name:

Lab:
Institution:
Address:
Tel:

Fax:

E-mail:

CA844388.1

16094314
p21-4

CAB844388
26675789

p21-4
cDNA

AGCTGGCCTTGTCGCTGTCTT
GAAGATGGGGAAGAGGCCTCC

Unknown

AGCTGGCCTTGTCGCTGTCTTGCACTCTGGTGTCTGAGCGGCCTGAAGATTCCCCGGGTG
GGCCCGGAACATCTCAGGGCCGAAAACGGAGGCAGACCAGCCTGACAGATTTCTATCACT
CCAAGCGCAGATTGGTCTTCTGCAAGAGAAAACCCTGAAGTGCCCACGGGAGCCCCGLCC
ACTTCTGCTGTGGGTCAGGAGGCCTCTTCCCCATCTTC

Dec 13 2002
Dec 13 2002

LIBEST 012325 Guinea pig heart fibroblasts

Cavia porcellus

Hartley
Heart
fibroblasts
young adult

Luis A Gomez

Molecular Physiology Laboratory

National Institute of Health

Av Calle 26, No. 51-60. Bogotéd, D.C. Colombia
57-1-220-7700

57-1-222-1093

lgomez@ins.gov.co



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?name=Cavia+porcellus
mailto:lgomez@ins.gov.co
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CITATIONS
Title:

in

Authors:
Year:

Status:

Identification of expressed genes in guinea pig involved

cardioprotection

Gomez ,L.A., Gunturiz , M.L., Gutierrez,L.D.
2002

Unpublished

SECUENCIA CONSENSO PARA EL PEPTIDO NATRIUTERICO

ATRIAL NPPA

GAGGTGCCTCCCTGGACTGGGGAAGTCAACCCGTCTCAGAGAGATGGAGGTG

CTCTCGGGCGCGGCCCCTGGGACCCCTCCGATAGATCTGCCCTCTTGAAAAG
CAAACTGAGGGCTCTGCTCGCTGGCCCTCGGAGCCTGCGAAGGTCAAGCTGC
TTCGGGGGTAGGATTGACAGGATTGGAGCCCAGAG







B. Anexo: Arboles filogenéticos para
MITF y sus diferentes genes diana

Arboles filogenéticos para MITF y sus diferentes genes diana

rMITF-8
rMITF-9
rMITF-7
rMITF-3
mMITF-1 (Iso H)
[ hMITF-1 CMITF (Iso H)
hMITF-2 (iso H)
T rMITF-6 (Iso H)
hMITF-3
hMITF-6
rMITF-1
rMITF-4
| hAMITF-4 (Iso M)
l hMITF-5
mMITF-2 (Iso M)
rMITF-2  (Iso M)

0z rMITF-5 (Iso M)




92 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

Arbol filogenético: Gen APE-1

COBAYO

HUMANO

RATON

0.01 RATA

Arbol filogenético: Gen CDK2

Ratén

Cobayo

0.08497

Humano
0.1
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Arbol filogenético: Gen MLC4

CONEJO

COBAYO

CHIMPANCE

MONO

™m
ORANGUTAN
HUMANO
PERRO
CABALLO
050

JABALI
TORO
RATON

01

RATA

Arbol filogenético: Gen Kir 6.2

Raton

VarZRaton

|—Rata

r Cavia

0.04918 '1 Cobayo

Hwuwumano

0.05123 I
HxemVar?2
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Arbol filogenético: Gen PKC-B

Rata — Rata
023645 | Dy ton | —Raton
0,23645
. Humano |1 “Y— Humano
0,37500 0,37500
Cobayo — Cobayo
Arbol filogenético: Gen EDNR-B
HUMANO
COBAYO
005051
[ RATA
__ RAION

Arbol filogenético: Gen CLCN7

CLCN7?

i

RATA

RATON

HUMANO

COBAYO (0.11111)




C. Anexo: Presentaciones realizadas a partir
de resultados parciales y finales del
proyecto de tesis doctoral

1.

en tejido cardiaco expuesto a isquemia experimental. Autores: Maria Luz
Gunturiz, Luis A. Gomez. Presentado durante el XI Encuentro Cientifico del
INS. Noviembre 25 al 27 de 2009, Bogot4, D.C.

Caracterizaciéon de potenciales genes blanco regulados por el Factor de
Transcripcion Asociado a Microftalmia, MITF, y su posible papel en la
enfermedad cardiaca isquémica. Autores: Maria Luz Gunturiz, Luis A.
GoOmez. Presentado durante el XLV Congreso Nacional de Ciencias
Biologicas. Octubre 6 al 10 de 2010, Armenia

Caracterizacion de la cinasa-2 dependiente de ciclina (CDK2) en
cardiomiocitos aislados sometidos a lesion por isquemia simulada y a
proteccién por precondicionamiento isquémico. Autores: Maria Luz
Gunturiz, Luis A. Gomez. Presentado durante el Xl Encuentro Cientifico
del INS. Agosto 24 al 26 de 2011, Bogota, D.C. (Ganador ler puesto al
mejor trabajo presentado en modalidad oral)

Expresion de los genes que regulan la sintesis de melanina: MITF-M,
TRP1 y TRP2 en células de melanoma maligno B16 y A375. Autores:
Maria Luz Gunturiz, Luis A. Gomez. Presentado durante el XII Encuentro
Cientifico del INS. Agosto 24 al 26 de 2011, Bogota, D.C.

Expresion diferencial del gen BCL2 en células de melanoma proliferantes y
sometidas a supresion de crecimiento tumoral. Autores: Maria Luz
Gunturiz, Hector Javier Ardila, Luis A. GOmez. Presentado durante el Xl
Encuentro Cientifico del INS. Agosto 24 al 26 de 2011, Bogot4a, D.C.
Conferencia magistral “Caracterizacion del factor de transcripcion asociado
a Microftalmia y su posible papel en enfermedad cardiaca isquémica” Ill
Seminario Nacional Y | Internacional de Avances y Actualidades en
Biotecnologia. Universidad Incca de Colombia. Septiembre 29 y 30 de
2011.

. Expresion diferencial de los genes MITF-H, MLC Y APE en cardiomiocitos

y su papel potencial en enfermedad cardiaca isquémica. Autores: Maria
Luz Gunturiz, Luis A. GOmez. Presentado durante el XLVI Congreso
Nacional de Ciencias Bioldgicas. Octubre 11 al 15 de 2011, Medellin

. Silenciamiento del factor de transcripcion asociado a microftalmia en

células cardiacas aisladas. Autores: Maria Luz Gunturiz, Luis A. Gomez.
Presentado durante el XLVI Congreso Nacional de Ciencias Bioldgicas.
Octubre 11 al 15 de 2011, Medellin
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9. Proteina Cinasa C beta y factor de transcripcion asociado a microftlamia en
proteccion cardiaca. Autores: Maria Luz Gunturiz, Luis A. GOmez.
Presentado durante el XLVII Congreso Nacional de Ciencias Bioldgicas.
Octubre 9 al 13 de 2012, Cali.

10.Canales de potasio sensibles al ATP y factor de transcripcion asociado a
microftlamia en cardiomiocitos precondicionados por hipoxia. Autores: Luis
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Resumen

La embriogénesis cardiaca es el resultado de mdltiples procesos, altamente dinAmicos y con
alto grado de heterogeneidad en su expresion génica que se presenta en las distintas etapas
del desarrollo del miocardio y en el corazén completamente formado. El objetivo de esta revision
es ilustrar los distintos patrones de expresion de algunas familias génicas de factores de
transcripcion que se expresan de manera especifica en los diferentes estadios del corazén en
formacion y aportar informacién sobre los avances y resultados de la funcién y papel del Factor
de transcripcién asociado a microftalmia MITF obtenidos en el Grupo de Fisiologia Molecular del
Instituto Nacional de Salud. El conocimiento de los mecanismos moleculares que controlan la
expresion especifica de tejido, los factores reguladores y las interacciones que permiten la
expresion dirigida a un determinado compartimiento tisular, constituye la base de aplicaciones
clinicas. Dentro de las familias de genes con patrones de expresion especificos en el corazén
se encuentran proteinas contractiles, canales ionicos y factores de transcripcion cuyo estudio
permitira esclarecer la asociacion entre desregulacion génica y la alta incidencia de
enfermedades cardiovasculares. Es de mencionar que esta revision se centré exclusivamente,
en las familias de factores de transcripcion que se expresan de una manera mas generalizada
durante cada uno de los estadios del desarrollo cardiaco y por el objetivo trazado inicialmente,
no se incluyeron estudios de expresién génica a nivel de proteinas contractiles y reguladores del
metabolismo del calcio del corazén, que son tan importantes como los factores de transcripcion
aqui mencionados.

Palabras clave: desarrollo cardiaco, factores de transcripcion, expresion génica, corazon,
embriologia cardiaca.



100 Papel del factor de transcripcion asociado a microftalmia en la patogénesis de la
enfermedad cardiaca isquémica

Abstract:

Cardiac embryogenesis is the result of multiple processes, highly dynamic and high degree
of heterogeneity in gene expression that occurs at different stages of development of the
myocardium and heart fully formed. The aim of this review is to illustrate the different
patterns of expression of some gene families of transcription factors that are expressed
specifically in the different stages of heart formation and provide information on the
progress and results of the function and role of the factor microphthalmia associated
transcription MITF obtained in the group Molecular Physiology, National Institute of Health.
The understanding of the molecular mechanisms that control tissue-specific expression,
regulatory factors and interactions that allow expression directed to a particular tissue
compartment is the basis for clinical applications. Within families of genes with specific
expression patterns in the heart are contractile proteins, ion channels and transcription
factors whose study will clarify the association between gene deregulation and the high
incidence of cardiovascular disease. It is worth mentioning that this review focused
exclusively on families of transcription factors that are expressed in a more widespread
during each of the stages of cardiac development and the initially stated objective way, no
gene expression studies were included at regulators of contractile and calcium metabolism
of the heart that are as important as transcription factors referenced herein proteins.

Key words: Cardiac development, transcription factors, gene expression, heart, heart
embryology.
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Introduccion

Los diversos tipos celulares que constituyen los érganos Yy tejidos en cualquier organismo,
difieren ampliamente y no son més que un reflejo de cambios en la expresion diferencial de
sus genes, a través de mecanismos finos de regulacion, en donde los factores de
transcripcibn son determinantes en dicha modulaciéon (Hernandez et al, 2005). El gran
avance en el conocimiento de la expresion especifica de tejido y de los mecanismos
moleculares de su regulacién, ha permitido establecer, que distintos genes al igual que sus
productos proteicos experimentan cambios en su distribucion espacio-temporal y a nivel de
expresion durante la ontogénesis; siendo estos cambios especialmente dinamicos durante el
desarrollo cardiaco (Clowes C, 2014). La formacién del corazon en vertebrados requiere la
coordinacidon de varios procesos complejos que abarcan desde la diferenciacion de las
crestas precardiacas hasta la formacién de un corazén adulto con cuatro cdmaras y sus
correspondientes valvulas (Franco et al, 2002).

Una de las formas mas importantes de control de la expresién génica es la regulacion
transcripcional y dentro de ésta, los factores de transcripcion son los que se encargan de
llevarla a cabo de forma preferente. Los factores de transcripcibn son proteinas de
localizacién nuclear que se unen a secuencias especificas de DNA y que modulan la
expresion de los genes blanco, participando en la regulacion de la transcripcién del ADN,
reconociendo y uniéndose a secuencias concretas de ADN, uniéndose a otros factores o
directamente a la ARN polimerasa y que al ser activados adquieren la capacidad de regular
la expresién génica en el nlcleo celular activando o reprimiendo la transcripcién de diversos
genes (Egido J et al, 2000).

De acuerdo con su estructura, se han definido diferentes familias de factores de
transcripcion:

1. Dedos de zinc (Zinc fingers): son estructuras de unién a DNA cuya estructura primaria
consiste de un atomo de zinc unido a residuos de cisteinas e histidinas distantes, con
una secuencia intermedia descrita como una asa (loop). Las proteinas de éste tipo
usualmente estan organizadas en series de 9 dominios repetidos que contienen 30
aminodcidos plegados en una unidad estructural simple alrededor de un atomo de zinc
al que se unen las cisteinas e histidinas en nimero variable, dando lugar a la familia
cys-cys-his-his (2 cisteinas y 2 histidinas), a la familia cys-cys-cys-cys (4 cisteinas), y
a la familia cys-cys-his-cys (2 cisteinas y 1 histidina) (Pabo, 1992, Acosta-Viana et al,
1996). Otros factores de transcripcién que presentan conformaciéon de dedos de zinc
son las proteinas GATA, importantes en el desarrollo cardiaco normal (Crossley et al,
1995, Yang F, 2014) y la proteina MAZ que juega un papel muy importante en el
control de la expresion genética de la glicoproteina de superficie celular CD4 (Duncan
et al, 1995; Acosta-Viana et al, 1996).

2. Cierre o cremallera de leucina (leucine zipper o ZIP): son un grupo de proteinas que
contienen una cremallera de leucina como motivo estructural comun con una zona de
aminoacidos basicos que la precede al dominio con la que se unen a secuencias de
reconocimiento especificas del ADN en forma de dimeros, en zonas préximas a los
promotores y regiones activadoras o potenciadoras (enhancer) de los genes. Se cree
gue, junto a otros factores, contribuyen a la eficiencia con la cual la RNA polimerasa
se une al promotor e inicia la transcripcion. En general, todas estas proteinas son
activadores de la transcripcion de manera constitutiva o regulable a través de
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modificacion post-traduccional (normalmente por fosforilacién) en respuesta a
estimulos externos. Muchos factores b-Zip se expresan de forma especifica en
diferentes tipos celulares o de forma regulada en funciobn de los patrones de
desarrollo, y contribuyen a la diferenciacion de tejidos (Fisher et al, 1992; Muhle-Goll
et al, 1995; Acosta-Viana et al, 1996).

3. Hélice-asa-hélice (helix-loop-helix o HLH): al igual que en los cierres de leucina esta
clase estructural tiene una region basica que hace contacto con el DNA y tiene una
region dimerizada de dos hélices alfa (Pabo, 1992). Las familias cierres de leucina y
hélice-asa-hélice tienen una subfamilia de dominios que se conocen con el nombre de
cierres de leucina basicos (bZIP) y los hélice-asa-hélice basicos (bHLH) (Muhle-Goll et
al, 1995), que se caracterizan por la presencia de un dominio HLH y ZIP bésico
adyacente (Fisher et al, 1992). Estos factores de transcripcion regulan la expresion
genética mediante su union especifica como dimeros a sitios simétricos del DNA
(Johnson et al, 1994; Acosta-Viana et al, 1996). El dominio basico de estas proteinas
controla la unién a la secuencia de DNA consenso CANNTG conocida como caja E (E-
box) que esta presente en las regiones regulatorias de algunos genes tejido-
especificos. Las proteinas bHLH pueden ser clasificadas en tres clases: Clase A,
proteinas generalmente expresadas (E12, E47, E2-2); clase B, proteinas tejido-
especificas (MyoD, myogenin, MRF4); clase C, proteinas con la caracteristica de
arreglo en tdndem de los motivos bHLH y bZIP (c-Myc, Max, USF, AP4, TFE3 y TFEB)
(Olson et al, 1993; Acosta-Viana et al, 1996). El factor de transcripcion asociado a
microftalmia (MITF) pertenece a esta Ultima clase.

4, Homeodominios  (homeobox):  secuencias de ADNque forman  parte
de genes implicados en la regulacién del desarrollo (morfogénesis) de los animales.
Los genes que tiene un homeobox se llaman genes homedticos que forman la familia
de genes HOM/HOX que codifican proteinas que actian como factores de
transcripcion de otros genes que dirigen el desarrollo de los distintos segmentos
corporales e indican qué clase de estructuras deben desarrollar teniendo una funcion
relevante en las decisiones que controlan la diferenciacién celular y los patrones de
formacion. Los homeodominios han divergido mucho a lo largo de la evolucién en los
eucariotas, pero todos ellos contienen residuos altamente conservados que podrian
ser necesarios para la union al ADN (Wilson et al, 2002).

Muy relacionados a los genes homeobox, se encuentran los factores de transcripcion de la
familia T-box, implicados en el desarrollo de las extremidades y del corazon, son
necesarios tanto para decisiones de linaje celular tempranas, tales como la formacion del
plan corporal basico de los vertebrados, como para decisiones tardias, como la
diferenciacioén y organogénesis. Las proteinas de la caja T tienen un tamafio de 50 a 78
kDa, que se unen a una region del DNA cuya secuencia consenso es 5'-TCACACCT-3';
tienen una funcion tanto represora como activadora y su actividad reguladora se encuentra
en el extremo C-terminal de la proteina. Al ser mutados, los genes T-box (o caja T)
producen fenotipos extremos tanto en el ratdbn como en el pez cebra. Se ha demostrado su
implicacion en la formacion de las extremidades, y en enfermedades genéticas humanas
como los sindromes de DiGeorge, Holt-Oram, ulnar-mammario, deficiencia ACTH vy
paladar hendido/anquiloglosia (Jerome et al, 2001; Lamolet et al, 2001; Braybrook et al,
2001; Marcano et al, 2004). Los factores T-box son expresados en un amplio rango de
patrones durante la embriogénesis jugando papeles criticos durante muchos procesos de
desarrollo. El requerimiento de los factores Thx en el desarrollo del corazén esta
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soportado mediante estudios mutacionales que generan defectos cardiacos en ratones
que pierden genes T-box individuales incluyendo Tbx5, Thx1, Tbx3 and Thx6 (Bruneau et
al, 2001, Chapman et al, 2003, Hoogaars et al, 2004). Ademas, la sobreexpresion a nivel
cardiaco de genes T-box adicionales como Thx2, Tbx18 y Thx20 sugieren un importante
papel de estos genes en la cardiogénesis (Papaioannou, 2001; Ryan et al, 2003). En
humanos y en algunos otros animales, defectos en la expresion génica del gen TBX5
pueden conducir a defectos en los pulgares y el septo ventricular, lo que da lugar a que no
se produzca una correcta separacioén entre el ventriculo izquierdo y derecho del corazén
(Wilson V, 2002).

Desarrollo cardiaco y expresion génica

El conocimiento detallado de las regiones promotoras de los genes, esenciales para la
transcripcién, y de los diferentes factores de transcripcion implicados en la activacion del
promotor constituye, un primer paso para el conocimiento de los mecanismos de
regulacion génica.

El desarrollo cardiaco normal es dependiente de la actividad regulada de numerosos
factores de transcripcién, incluyendo aquellos de las familias de dedos de zinc,
homeodominio, T-box, bHLH, bZip y MADS (Cripps y Olson, 2002; Stennard F et al, 2003,
Petersen et al, 2005). Esos factores interactlan y colaboran para crear un circuito
regulatorio de feedback positivo que controla las multiples contribuciones de linaje al
corazon, asi como las respuestas a influencias inductivas intrinsecas y extrinsecas que
establecen patrones y guian la morfogénesis.

Durante el desarrollo embrionario (Figura 1), el corazén pasa de ser una estructura tubular
sencilla a convertirse en un 6érgano multicameral con un alto grado de complejidad;
proceso que requiere la diferenciaciéon y el crecimiento de distintas estructuras
embrionarias. Durante la cardiogénesis se pueden distinguir 6 fases prototipicas: en el
primer estadio (figura 1A), las células destinadas a la formacion del tubo cardiaco se
disponen simétricamente en dos crestas, las crestas precardiacas, donde reciben sefales
del ectodermo y del endodermo para configurarse en futuros cardiomiocitos (Schultheiss et
al, 1997; Shi et al, 2000, Verzi et al, 2005); luego, en el segundo estadio, las crestas
cardiacas se unen en la linea media embrionaria dando lugar al tubo cardiaco inicial
(figura 1B); en este estadio, el corazén esta formado Unicamente por dos capas celulares,
miocardio y endocardio, separadas por una matriz acelular llamada gelatina cardiaca
(Franco et al, 2002). En el tercer estadio (figura 1C), el tubo cardiaco sufre una torsion
hacia la derecha constituyendo asi el primer signo morfolégico de asimetria corporal
durante el desarrollo embrionario; dicha torsidon termina con la formaciéon de un corazén
embrionario en el cual se empiezan a distinguir diferentes regiones miocardicas (tracto de
entrada, el atrio embrionario, el canal atrioventricular, el ventriculo embrionario y el tracto
de salida), dando origen al cuarto estadio (Moorman et al, 1994; Franco et al, 2002).
(FiguralD). En cada una de estas regiones miocardicas se presenta un patrén de
expresion diferencial, asi como caracteristicas funcionales distintas; el tracto de entrada, el
canal atrioventricular y el tracto de salida presentan en su superficie interior cojines
endocéardicos, mientras que las camaras atriales y ventriculares estan trabeculadas y
carecen de estructuras mesenquimaticas (Moorman et al, 1994; De Jong et at, 1997;
Franco et al, 1998).
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En el estadio fetal, estas 5 estructuras son tabicadas para obtener un corazén con doble
circuito, sistémico (sangre oxigenada) y pulmonar (sangre venosa); la septacion del
ventriculo primitivo genera los ventriculos derecho e izquierdo, mediante el crecimiento del
septo interventricular; por su parte el atrio primitivo se divide en derecho e izquierdo,
mediante la formacion del complejo de los septos interatriales primario y secundario,
constituyendo asi el quinto estadio (figura 1E); luego, se produce una reestructuracion de
las distintas regiones embrionarias para dar lugar, en el corazén adulto, a dos camaras
atriales y dos ventriculares, todas con un tracto de entrada y de salida propios. Cuando la
separacion de las cuatro cAmaras se completa (estadio sexto) se conforma el corazén
adulto, (Webb et al, 1996, Franco et al, 1998 y 2002).

Expresidon génica durante el desarrollo cardiaco:
Genes Homedticos (Genes Homeobox o genes T-box)

Varias familias de factores de transcripcibn presentan expresiéon de alguno de sus
miembros en estadios tan tempranos como en el promiocardio; entre estas familias estan
los genes homedticos, GATA, bHLH, bZip y MEF2. Dentro de estos, la expresion de
Nkx2.5 es homogénea a lo largo de las crestas precardiacas (Figura 2A) (Lints et al,
1993). Por su parte, el factor de transcripcion Pitx2 se expresa en la cresta precardiaca
izquierda, pero no en la derecha, configurdndose asi como el primer signo de asimetria
molecular durante el desarrollo cardiaco (Wang J, 2014). Bruneau et al en el 2000,
describieron un nuevo factor homeotico, Irx4, que tiene una expresion restringida a la
region anterior de las crestas y estos autores han postulado que las células que expresan
Irx4 constituyen, a esta temprana edad, el primordio del miocardio ventricular (Franco et al,
2002).

Varios miembros de la familia de factores de transcripcion GATA se expresan en las
crestas precardiacas y desempefian un papel primordial en la especificacion miocardiaca.
Expresion de GATA4, GATAS5 y GATAG es observada desde los estadios mas tempranos
de la formacién miocardica presentando distribucion homogénea a lo largo de las crestas
precardiacas (Zhao et al, 2008), y al menos GATA4 es imprescindible en los primeros
estadios de gestacibn ya que su ausencia ocasiona la formacion de cardia bifida
(Heikinheimo et al, 1994; Molkentin et al, 1997; Kuo et al, 1997; Koutsourakis et al, 1999).
Esta distribucion induce a pensar que los factores GATA actian como cofactores en la
especificacion miocardica pero no en la adquisicién de heterogeneidad celular (Morrisey et
al, 1996 y 1997; Durocher et al, 1997; Franco et al 2002) (Figura 2A).

En los primeros estadios del desarrollo cardiaco, uno de los componentes de la familia de
factores de transcripcion MEF (myocyte enhancer factor), MEF2C, se expresa en las
crestas precardiacas de forma homogénea (Lin et al, 1997) (Figura 2A).

A nivel de tubo cardiaco inicial, Pitx2 en este estadio mantiene la regionalizacién en su
patron de expresion; y solo se evidencia su expresion en el margen izquierdo del tubo
cardiaco (Campione et al, 1999 y 2001, Wang J, 2014) ((Figura 2B). Por otro lado, el factor
Irx4 presenta un patron de expresion restringido al futuro miocardio ventricular (Bruneau et
al, 2000). La primera evidencia de regionalizacion en el eje dorsoventral se origina con la
expresion del factor de transcripcion eHAND en el tubo cardiaco inicial, este factor muestra
una mayor expresion en la region ventral del tubo cardiaco que en la dorsal (Wagh V,
2014). Christoffels et al, en el 2000, postularon que dicha expresion constituye la primera
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evidencia molecular del miocardio ventricular trabeculado, implicando, que el ventriculo se
especifica a lo largo del eje dorsoventral y no como clasicamente se ha establecido en el
eje anteroposterior (Franco et al 2002). Por otro lado, los genes HRT mantienen la
regionalizacion anteroposterior (craneocaudal) en el tubo cardiaco inicial que ya
presentaban en estadios anteriores; HRT1 se expresa en la regién caudal mientras que
HRT2 lo hace en la region cefélica (Franco et al 1998 y 2002; Shi et al 2000) (Figura 2B).

En asa cardiaca (Figura 2C), Pitx2, presenta un patron de expresion caracteristico durante
la torsion cardiaca; el movimiento hacia la derecha del futuro ventriculo embrionario
permite el desplazamiento del patron de expresion de Pitx2 desde una posicién izquierda
hasta una posicion ventral en esta region cardiaca; sin embargo, la expresion de Pitx2 se
mantiene exclusivamente en las regiones izquierdas de los extremos del tubo cardiaco
(Campione et al, 2001, Wang J, 2014). Asimismo, el factor de transcripcién eHAND, que
en el estadio de tubo cardiaco inicial se localiza principalmente en la regién ventral,
muestra un desplazamiento de su expresion hacia la zona prospectiva de diferenciacion
del ventriculo embrionario con la torsién (Wagh V, 2014). Factores de transcripcién, como
GATAS y GATABG, presentan expresion preferencial en los extremos del tubo cardiaco
desapareciendo gradualmente de las regiones mas mediales localizdandose basicamente
en los polos arterial y venoso; lo que permite inferir que estos factores cumplen un papel
importante en la especificacion miocéardica, pero no son necesarios para el mantenimiento
del fenotipo muscular cardiaco (Morrissey et al, 1997; Franco et al, 2002).

En corazén embrionario (Figura 2D), Irx4, mantiene su expresion restringida al miocardio
ventricular; sin embargo, se expresa en forma decreciente hacia el tracto de salida y el
canal atrioventricular, mientras Tbx5 presenta un patron de expresion limitado al ventriculo
izquierdo, el canal atrioventricular, el atrio (derecho e izquierdo) y el tracto de entrada del
corazén embrionario (Bruneau et al, 1999 y 2001, Mori et al, 2006). Tbx5 en el septo
interventricular esta localizado principalmente en la region izquierda, lo que permite
asegurar que el septo interventricular tiene componentes derecho e izquierdo distintos.
Thx2, otro miembro de la familia T-box, inicia su expresiéon de forma clara en el canal
atrioventricular y tracto de entrada en este estadio (Hatcher et al, 2001), este factor de
transcripcion ejerce una funcion inhibidora de la expresion en otros tejidos, y parece ser
que su funcién durante la cardiogénesis esta relacionada con la inhibicién del programa de
expresion génica caracteristica del miocardio de trabajo (tanto auricular como ventricular)
en el canal atrioventricular y en el tracto de salida. Por su parte, Pitx2 incrementa en este
estadio el patrén de expresion que se distinguia de forma inicial en el estadio de asa
cardiaca expresandose en la regién ventral del ventriculo, pero no en la dorsal, mientras
gue su expresion en el tracto de entrada, el atrio, el canal atrioventricular y el tracto de
salida esta restringida a la porcién izquierda, observaciones que sugieren que los
primordios ventriculares obtienen una contribucion semejante de las crestas cardiacas
derecha e izquierda (Wang J, 2014), existiendo una relocalizaciéon de las contribuciones
derecha e izquierda respecto al eje embrionario derecha/izquierda que afecta solamente a
los ventriculos. En este estadio tres miembros de la familia Iroquois se expresan en el
miocardio, Irx1 e Irx2, que se expresan exclusivamente en la cresta del septo
interventricular desde el inicio de su formacién (Christoffels et al, 2000; Campione et al
2001), distribucion que relaciona a estos factores de transcripcion con la formacién y/o
especificacion del sistema de conduccién ventricular, aunque no existen evidencias
directas. El tercer factor Irx3, presenta una expresion restringida al miocardio de trabajo
(auricular y ventricular) ((Figura 2D).
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Factores de transcripcién bHLH

La familia de factores de transcripcién bHLH (basic helix-loop-helix) incluye, por ejemplo, a
numerosos factores de transcripcion especificos de musculatura estriada. Dentro de ellos,
MyoD, Myf5 y Mrf-4 cumplen un papel importante en la regulacion de la expresion en la
musculatura esquelética, pero ninguno de ellos se expresa en el miocardio en condiciones
normales (Buckingham, 2001). En los dltimos afios, se han descubierto dos nuevos
miembros de la familia bHLH (dHAND y eHAND) que se expresan en el corazén
embrionario y desempefian un papel importante en la morfogénesis cardiaca; en los
primeros estadios del desarrollo dHAND y eHAND se expresan de forma homogénea,
aunque posteriormente se expresan de forma asimétrica en las camaras ventriculares
(Srivastava et al, 1997, Wagh V, 2014) (Figura 2A).

Distintos miembros de la familia de los factores de transcripcion relacionados con el gen
hairy (hairy-related transcription factors; HRT) presentan una regionalizacion en el eje
anteroposterior incluso en estadios tan tempranos como en las crestas precardiacas
(Figura 2A), expresandose HRT1 en la region mas posterior, mientras que HRT2 lo hace
en la regibn mas anterior; ya que el sistema Notch-Delta regula la expresiéon de hairy y
desempeiia un papel fundamental en el establecimiento de barreras celulares y tisulares
en la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster, MacGrew et al, 1998; Griffin et al,
2000), Nakagawa et al (1999) han postulado que los HRT pueden tener una funcién
semejante en el corazon, por ejemplo, delimitando las regiones atriales y ventriculares,
aunque actualmente no existen datos experimentales que refuercen dicha hipétesis (High
et al, 2008).

Aunque la funcién de los factores de transcripcion Tbx-5, SRF (serum response factor),
CARP (cardiac ankyrin repeat protein), pCMF1, Midori, c-CLP-1 y Mespl (Saga et al 1996
y 1999; Wei et al, 1996; Ghatpande et al, 1999; Franco et al 2002) en general es
desconocida, se sabe que se expresan en las crestas precardiacas de manera
homogénea. SRF y Thx5 parecen actuar como cofactores junto con otros factores de
transcripcion (GATA4 y Nkx2.5) (Zhao et al, 2008) (Figura 2A-D).

A nivel de corazén adulto, la expresién de estos factores de transcripcion presenta
patrones muy similares a los descritos para el corazén fetal, sin embargo, la expresién de
proteinas contractiles y de aquellas que regulan el metabolismo del calcio, si pueden
mostrar patrones de expresion mejor diferenciados. En resumen, durante el desarrollo del
corazbn existe una regionalizacion de la expresion de algunos factores de transcripcion,
gue aporta nuevas evidencias sobre la complejidad de la cardiogénesis.

Especificamente para el Factor de transcripcién asociado a microftalmia, no existen
evidencias experimentales suficientes para asignar un papel de MITF en la regulacion, en
la cardiogénesis y en la fisiologia cardiaca y no se conoce su funcién en la patogénesis de
la enfermedad cardiaca isquémica, por tanto, en el Grupo de Fisiologia Molecular, hemos
evaluado la expresion de este factor en corazén y cardiomiocitos de cobayo. De igual
forma, describimos los efectos sobre el tamafio cardiaco asociados con la interferencia
génica de MITF y determinamos cambios relativos de su expresion en cardiomiocitos
aislados sometidos a condiciones de pérdida y proteccion de la viabilidad por isquemia y
preacondicionamiento isquémico (Figura 3). En un articulo reciente (Gunturiz M, Gomez
LA, 2014, en prensa) mostramos la amplificacion e identificacion del exon 1 de la isoforma
de MITF-H en coraz6n y cardiomiocitos aislados de cobayo y cambios morfolégicos
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cardiacos asociados con el knokcdown inducido por RNA interferente especifico de MITF.
Demostramos que la isoforma H de MITF de corazén y células cardiacas aisladas de
cobayo es diferente a las reportadas para humano, rata y ratén, siendo en el momento del
envio al GenBank la primera secuencia parcial para este gen reportada para Guinea pig
(Numero de acceso al GenBank: JF_309109.1). Por otro lado, presentamos evidencia
experimental que muestra que la disminucion relativa de la expresion de MITF inducida por
un RNA interferente especifico en el corazén de cobayos durante un periodo de 30 dias,
se asocio con una diferencia aparente en los niveles de expresion relativa del transcrito de
MITF y de su proteina, con lo cual sugerimos que en corazoén, la regulacion de MITF es
mayor a nivel post- transcripcional que post-traduccional (Figura 3). Ademas, pudimos
establecer que estos cambios se asocian con incremento en el peso de los animales, en el
diametro de las fibras cardiacas y en una reduccion relativa del nUmero de las mismas, lo
que sugiere que MITF podria estar involucrado en la regulacion o modulacion del
crecimiento cardiaco y especialmente en hipertrofia cardiaca (Gunturiz M, Gémez LA,
2014, en prensa). Otro de los hallazgos reportados por nosotros es que la expresion del
MRNA de MITF-H en células sometidas a lesién por isquemia simulada disminuye con
respecto al grupo de células sometidas a proteccién por pre-acondicionamiento isquémico
(namero), indicando que MITF puede estar implicado en la regulacién de la viabilidad en
respuesta a la isquemia inducida experimentalmente, lo que nos permite inferir que en el
caso del cobayo (Cavia porcellus) empleado por nosotros, la hipertrofia se pudiera
presentar y asociar a una respuesta adaptativa alterada como consecuencia de la pérdida
del niumero de cardiomiocitos y de la masa contractil del miocardio, mientras que en el
caso de la hipertrofia cardiaca en el modelo raton ésta podria estar asociada a una
respuesta adaptativa alterada a la presion arterial inducida. Con los resultados obtenidos
podemos sugerir que MITF-H se expresa en ventriculo izquierdo y auriculas y que su
expresion es diferencial en condiciones patolégicas vs corazones sanos, por tanto
sugerimos que la expresion y actividad de esta isoforma puede ser importante en la
regulacién de la supervivencia de las células cardiacas, en la respuesta al estrés por
isquemia y a condiciones asociadas con hipertrofia cardiaca, ya sea por regulacion
especifica de la isoforma H o por la regulacién de genes blancos de MITF-H involucrados
en estas alteraciones cardiovasculares (articulo en revision; Gunturiz ML, GOmez LA).
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Figura 1. Fig. 2. Representacion esquematica de los diversos estadios en el desarrollo
cardiaco. (A) Estadio de crestas cardiacas; (B) estadio de tubo cardiaco lineal; (C)
estadio asa cardiaca; Notese que en los estadios embrionario (D) y fetal (E) ya es posible
identificar los ventriculos, auriculas y estructuras que permiten el funcionamiento
adecuado en el corazon adulto.
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Figura 2. Representacion de la expresion de diferentes factores de transcripcion en
estadios cardiacos. (A). Estadio de crestas cardiacas. Notese que hay regionalizacion en
la expresion de algunos factores de transcripcion en este estadio (Irx4, HTR 1y 2). (B)
Estadio de tubo cardiaco lineal. (C) Estadio de asas cardiacas. Notese la redistribucién
de diferentes factores cardiacos con la torsion que sufre el corazén en este estadio. (D)
Estadio embrionario. Se muestra la expresion diferencial de diferentes familias y
miembros de factores de transcripcion, incluyendo el factor de transcripcion asociado a
microftalmia (MITF) estudiado en el Grupo de Fisiologia Molecular y que se expresa a
nivel de ventriculo izquierdo. (E) Estadio fetal. Se presentan la mayoria de factores de
transcripcién expresados en este estadio y que se mantienen en el corazén adulto.
Nétese que en todos los estadios se observan genes distribuidos homogéneamente.
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Figura 3. Expresion de la isoforma MITF-H en corazon a nivel de mRNA y proteina. (A)
Geles de poliacrilamida mostrando los productos de amplificacion para los transcritos de
la isoforma MITF-H (arriba) y GAPDH (abajo). CP representa los controles positivos para
ambos genes y CN los controles negativos de la PCR. A la izquierda arriba se muestra la
representacion grafica de la expresion relativa de MITF-H en corazones transfectados
con ARN pequefio control (shScramble), con un interferente especifico de MITF (shMITF)
y de un control sin interferir. (Control). (B) Expresién relativa de la proteina MITF en
corazon (arriba) y lamina B (abajo). En la tabla se presentan los valores del promedio de
intensidad para cada proteina y la relacion entre las proteinas MITF y Lamina 8. A la
izquierda bajo se muestra la representacion grafica de la expresion relativa de MITF en
corazones transfectados con los diferentes siARN. (n=3; p>0,05).
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