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Introduccion. El factor de transcripcion asociado a la microftalmia (Microphtalmia-Associated
Transcription Factor, MITF) regula la expresion de genes especificos, pero no se conoce su expresion
y su funcion a nivel cardiaco.

Objetivos. Identificar la expresién del MITF en corazon y en cardiomiocitos aislados de cobayo,
describir los cambios morfoldgicos asociados con su disminucién y evaluar los niveles relativos de su
expresion en cardiomiocitos aislados en condiciones de preacondicionamiento isquémico.

Materiales y métodos. El andlisis de la expresion relativa de la isoforma especifica de tejido cardiaco
(heart-type MITF, MITF-H), se determin6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real semicuantitativa, secuenciacion y Western blot. La disminucion del ARNm del MITF se
indujo con un ARN pequefio de interferencia (short hairpin RNA interference, shRNAI) especifico.
El tamafio, el diametro y el nimero de fibras musculares se evaluaron por observacion directa con
microscopia de luz.

Resultados. Se amplifico un fragmento de 281 pb de ADNCc; el analisis de la secuencia confirmé la
identidad del exén 1y la isoforma H del MITF. La interferencia del ARNm del MITF se asocié con un
mayor indice cardiaco (peso corazén/peso corporal: 5,46 x 103Vs. 4,6 x 10 y un incremento del
diametro de las fibras cardiacas (50,2+16 um Vs. 38,7+14,7 um; p<0,05, n=150). En los cardiomiocitos
aislados en condiciones de preacondicionamiento isquémico, se observé una expresion relativa del
MITF-H mayor que en los miocitos en normoxia y expuestos a lesion por isquemia simulada (80 y 100
veces mas, n=5, p<0,05, n=3).

Conclusion. Los resultados sugieren que el MITF-H podria estar involucrado en la hipertrofia, la
respuesta al estrés por isquemia y la supervivencia de cardiomiocitos de cobayo.

Palabras clave: isquemia, preacondicionamiento isquémico, miocitos cardiacos, microftalmia, corazén,
expresion génica, hipertrofia.
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Identification and differential expression of the microphthalmia-associated transcription factor in
heart and isolated cardiomyocytes from Guinea pigs: Possible role in hypertrophy and viability

Introduction: The microphthalmia-associated transcription factor (MITF) regulates the expression of
specific genes and its cardiac expression and function is not known.

Objectives: To identify the expression of MITF in hearts and isolated cardiomyocytes from Guinea
pigs, to describe morphological changes associated with mRNA interference of MITF and to evaluate
their relative changes in expression in isolated cardiomyocytes under ischemic preconditioning.
Materials and methods: The cardiac specific isoform, MITF-H, and relative expression level analysis,
was determined by semi-quantitative real time PCR, sequencing and Western blotting. Reduction
of mMRNA-MITF-H was induced by transduction of specific-MITF-shRNAI interference. The cardiac
morphological changes, diameter and number of cardiac fibers were evaluated by direct observation
and light microscopy.
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Results: A cDNA fragment of 281 bp was amplified from heart and isolated ventricular cardiac myocytes.
Sequence analysis confirmed the identity of the isoform MITF-H, exon 1. The MITF silencing was
associated with an increase in cardiac index (heart weight/body weight vs. 5.46 x 10 vs 4.6 x 10®)
and higher diameter of cardiac fibers (50.2+16 um vs 38,7+14,7 um p<0.05, n=150). In isolated cardiac
myocytes under ischemic preconditioning we observed a higher relative expression compared with that
measured in myocytes exposed to normoxia and simulated ischemia (eighty and one hundred times,

p <0.05, n=5).

Conclusion. The results suggest that MITF-H isoform may be involved in Guinea pig cardiac
hypertrophy, response to stress by ischemia and cardiomyocytes survival.

Key words: ischemia, ischemic preconditioning; myocytes, cardiac; microphthalmos, heart, gene

expression, hypertrophy.
http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i3.2240

Las enfermedades cardiovasculares responden a
muchos factores ambientales y genéticos, afectan
a personas de todas las edades y tienen una alta
tasa de mortalidad en nuestro pais, en tanto que
a nivel mundial constituyen la primera causa de
muerte; ademas, son muy costosas en términos de
discapacidad y de su manejo médico y quirdrgico
(2-3).Aunque enlos tltimos 20 afios se haavanzado
en el conocimiento de la biologia molecular de
las células cardiacas y su potencial implicacion
en la cardiomiopatia dilatada, la hipertréfica y la
isquémica, se conoce muy poco sobre la identidad
y la funcion de las moléculas cardiacas que regulan
su estabilidad funcional en condiciones de estrés
metabolico vy fisico (3). Por lo tanto, se requieren
investigaciones basicas y aplicadas para entender
e intervenir los mecanismos moleculares asociados
con la enfermedad cardiaca isquémica, ya que es
la responsable de méas del 50 % de la morbilidad y
la mortalidad de origen cardiovascular (2,3).

Se ha sugerido que la ‘desregulacion’ de genes
estructurales (cadena pesada de la miosina,
actina, tropomiosina, complejo troponina vy titina,
entre otros) reguladores del estrés biomecanico (4)
y del metabolismo cardiaco, asi como los genes
involucrados en diferentes vias de sefalizacion
(endotelina 1 (5), angiotensina Il, cardiotrofina 1
o factor de crecimiento insulinico de tipo 1, entre
otros), pueden influir en la aparicion, el desarrollo
y la progresion de las enfermedades cardiacas
mas frecuentes (6,7). Sin embargo, poco se sabe
sobre los factores de transcripcién implicados en la
enfermedad cardiaca isquémica.
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El gen del factor de transcripcion asociado a microf-
talmia (Microphthalmia-Associated Transcription
Factor, MITF) ha sido clonado en varias especies,
incluidos seres humanos, ratones, ratas, primates,
hamsteres, aves, bovinos, équidos, perros, ranas del
género Xenopus y peces, entre otros (8-13), pero
no se ha identificado en cobayos. En todas estas
especies, el MITF muestra una gran homologia
en la estructura, la cual contiene el dominio
bHLHZip, que permite el reconocimiento especifico
de secuencias conocidas como cajas M y E en
las regiones promotoras de sus genes diana, asi
como dos dominios de activacion y una secuencia
diana de proteina cinasa asociada a microtubulos
(Microtubule-Associated Protein Kinase, MAPK)
(14,15). Ademas, las secuencias diana de la
glucégeno sintasa 3B y Rskl (cinasa ribosémica
S6 de 90 kDa) se conservan en todas las especies,
excepto en el pez cebra. Por otro lado, se ha
demostrado que después de la transcripcion y de
la traduccion (16,17), el MITF puede ser regulado
por ARN pequefios y por fosforilacion en, al
menos, tres sitios, Ser73, Ser298 y Ser409, que
modulan su estabilidad, mantenimiento, degrada-
cion y actividad (14,15).

El MITF es una proteina de unién a ADN que
regula la expresion de genes especificos y ha sido
ampliamente estudiado en melanocitos (8). Este
factor pertenece a la superfamilia de factores de
transcripcion con una estructura hélice-bucle-hélice
basica y cremallera de leucina (bHLH-Zip), los
cuales regulan la expresion de genes especificos
involucrados en la supervivencia y el desarrollo
normal de los melanocitos, los osteoclastos y otros
tipos de células (9-12). No obstante, poco se sabe
sobre su expresioén a nivel cardiaco.

La expresion del MITF también es regulada por
varios promotores alternativos (M, H, A), gene-
rando diversas isoformas (18-22) con funciones
bioldgicas potencialmente distintas (12,13). De esta
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manera, por ejemplo, el exén 1M es especifico de
melanocitos, el 1H se expresa en corazén y otro, el
1A, se expresa en mas de un tipo celular. Cada uno
de estos exones aparece ampliamente disperso en
el ADN gendmico. La regulacién de la expresion
del MITF ha sido estudiada extensamente en
melanocitos y en el melanoma, pero se sabe muy
poco de su expresidn y regulacién en otros modelos
celulares (18-24). El MITF reconoce las cajas M
en los promotores de genes que intervienen en
procesos celulares como la apoptosis (Bcl2) (25),
la proliferacién celular, el ciclo celular (p16, Rb,
p21, CDk2) (26-30), la diferenciacion (tirosinasa,
TRP1, TRP2) (31), etc., poniendo de manifiesto
que este factor de transcripcion puede tener varias
funciones dependiendo del contexto celular y de
los modelos experimentales empleados.

Se ha propuesto recientemente la existencia de
una relacion entre el MITF y el crecimiento y la
hipertrofia cardiaca (32,33). En este sentido, Tshori,
et al., reportaron que los ratones con mutacién
en el gen del MITF mostraban una disminucién
en la respuesta hipertréfica ante la estimulacion
beta-adrenérgica, asi como una disminucién en la
funcion cardiaca y tendencia a la muerte subita,
y concluyeron que el MITF puede jugar un papel
importante en la hipertrofia cardiaca inducida por
beta-adrenérgicos. Un elemento caracteristico
de la hipertrofia es el aumento del tamafo de los
miocitos, el cual se desencadena a través de la
activacion producida por estimulos externos de
diferentes sefiales intracelulares que, actuando
sobre el nucleo, favorecen una mayor sintesis
de proteinas y producen una reduplicacion de
sarcomeros, los cuales determinan el incremento
del tamafio de la célula.

Aunque se sabe que el MITF podria estar invo-
lucrado en la hipertrofia cardiaca inducida por
beta-adrenérgicos en corazones de ratén, no se
conoce su nivel de expresion en el corazon de
la mayoria de las especies, incluido el cobayo,
ni en células cardiacas aisladas en condiciones
de lesién por isquemia o de proteccién cardiaca
inducida por el preacondicionamiento isquémico
(PCI). La informacion experimental disponible
sugiere que las vias beta-adrenérgicas se acoplan
diferencialmente y participan en la sefializacién
gue regula la funcién y la remodelacién cardiacas y
la viabilidad de los cardiomiocitos, y pueden tener
un efecto de proteccion contra la isquemia (34-
41). Sin embargo, no se conocen los factores de
transcripcion implicados, ni los genes relevantes

Identificacion y expresion diferencial del MITF-H en corazén y cardiomiocitos

en la respuesta de las células cardiacas aisladas
sometidas a diferentes condiciones de lesion
isquémica o de proteccion contra esta.

Debido a que las evidencias experimentales exis-
tentes son insuficientes para asignar un papel al
MITF en la regulacion y la fisiologia cardiacas, y
a que no se conoce su funcién en la patogenia
de la enfermedad cardiaca isquémica, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la expresion del MITF
en corazoén y cardiomiocitos de cobayo, describir
los efectos en el tamafio cardiaco asociados con
la interferencia génica y determinar los cambios
relativos de su expresion en cardiomiocitos aislados
sometidos a condiciones de pérdida y proteccion de
la viabilidad por isquemia y preacondicionamiento
isquémico, respectivamente.

Materiales y métodos
Aislamiento de miocitos cardiacos

Se aislaron células ventriculares de corazones
de hembras adultas de cobayos Hartley (Cavia
porcellus) de 250 a 300 g de peso, empleando el
sistema de perfusion retrograda de tipo Langendorff
y disociacion enzimatica con colagenasa, pronasa
(Sigma, St Louis, MO, Estados Unidos) y proteinasa
K (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) descrito
por Gomez, et al., (42,43). Después de aislar los
cardiomiocitos se hizo el recuento celular mediante
el ensayo de exclusion de azul tripano. Luego, las
células se separaron en tres grupos experimentales
(entre 100.000 y 250.000 células cardiacas ventri-
culares adultas por grupo experimental para la
extraccion de ARN) y se sometieron a lesion y
proteccién por preacondicionamiento isquémico, de
acuerdo con lo descrito previamente (43,44).

Disminucién de la expresiéon del MITF inducida
por ARN pequefios de interferencia

Se hizo la interferencia génica empleando ARN
pequefios de interferencia para obtener una
secuencia diferente a la del gen MITF (short
hairpin Scramble, shScramble) y para el gen del
MITF (shMITFi). Descrita brevemente, esta se
realizdé con el método hidrodinamico (44) asi: los
cobayos hembra de 250 a 300 g se inyectaron por
via intraperitoneal con 3 ml de solucion salina libre
de pirégenos, 2 pl de las respectivas particulas
virales, 1 pl de polibreno 10 mg/ml (sc-134220,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Delaware, CA,
Estados Unidos) y 2 pl de particulas lentivirales
disefiadas para expresar el ARN de interferencia
especifico del MITF, shMITFi (sc-35934-V, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Estados Unidos), o un
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ARN de interferencia inespecifico, shScramble (sc-
108080, Santa Cruz Biotechnology Inc., Delaware,
CA, Estados Unidos), y la copGFP (sc-108084, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Delaware, CA, Estados
Unidos), utilizando la tecnologia de ARN pequefios
como herramienta para inducir la interferencia
especifica de un gen (44-47). Como control adicional
se inyectd un cobayo con 3 ml de solucién salina,
sin vector de expresion, llamado control sin ARN
de interferencia.

Los animales se mantuvieron en jaulas individuales
de policarbonato durante 30 dias; se les propor-
ciond alimento (Rodentina®) y agua a voluntad. Se
les control6 diariamente midiendo la temperatura
y la frecuencia cardiaca y observando posibles
efectos de toxicidad y cambios fenotipicos y de
comportamiento. A los 30 dias de la transduccion,
los animales se anestesiaron con una dosis de
70 mg/kg de pentobarbital (anestesia profunda)
por via intraperitoneal y a continuaciéon se hizo la
toracotomia y la cardiotomia; se tomaron registros
fotograficos de los corazones aislados y se obtuvo el
peso de cada uno de ellos. Se establecid la relacion
entre el peso del corazén y el peso corporal, y cada
corazoén se fragmentd para la extraccién de ARN,
ADN y proteinas, para la histopatologia, el analisis
de fluorescencia (GFP) y la microscopia de luz. La
verificacion de la transfeccién y la evaluacién de
los niveles relativos de expresiéon de ARNm y de
proteinas se realiz6 mediante PCR semicuantitativa
y Western blot, respectivamente. El protocolo para
el manejo de los animales fue aprobado por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud.

Extraccion de ARN vy sintesis de ADN
complementario

Para la extraccion de ARN se empleé el protocolo
descrito por Chomczynski'y Sacchi (48) y el reactivo
trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados
Unidos). La calidad e integridad del ARN obtenido se
verificaron mediante espectrofotometria a 260 nm
(relacion 260/280) y electroforesis en condiciones
de desnaturalizacion en gel de agarosa al 1,5 %.
La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se
llevd a cabo a partir de 1 a 3 ug de ARN total, utili-
zando oligo-dT y transcriptasa inversa Superscript
Il (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos).
La calidad e integridad del ADNc obtenido se verifico
mediante la amplificacion del gen de expresion
constitutiva GAPDH. Los productos de amplificacion
se fraccionaron por medio de electroforesis en gel
de poliacrilamida y se visualizaron mediante tincion
con nitrato de plata.
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Identificacion de laisoforma H del MITF

Se hizo la caracterizacion de la isoforma H del MITF
mediante la amplificaciéon por PCR de un frag-
mento del gen que codifica para dicha isoforma en
tejido cardiaco. Se emplearon los oligonucleétidos
5"-ATGGAGGCGCTTAGAGTTCAG-'3 y 5'-
GTGGCAGAGGGAAGGGTGGTG-"3. Ademas, se
amplificd la region carboxilo terminal (MITF 9-10e)
del gen, que es comun en varios tipos celulares,
como control adicional (5-CAGGAACTTGAAA
TGCAGGCTCGA-"3; 5-GATCAGTGACACCGA
CGGGAGAA-"3) (no se presentan los datos). El
fragmento de amplificacion obtenido se cloné en el
vector pGEM-T (Promega, Madison, WI, Estados
Unidos) y se secuencié empleando el método de
Sanger, el sistema Big Dye Terminator, version
3.1 (Applied Biosystems, Foster City, California,
Estados Unidos) y electroforesis capilar con el
analizador genético ABI Prism 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 (49).

PCR semicuantitativa en tiempo real

Se hicieron andlisis de expresion semicuantitativa
a nivel de ARNm en células cardiacas sometidas
a lesion por isquemia simulada y a proteccion por
preacondicionamiento isquémico, asi como en
células en condicion de normoxia. Como control
de expresion positiva se empleé ADNc obtenido
de corazdén completo de cobayo. La expresion de
los productos de la transcripcion del MITF-H y el
GAPDH se evalu6 mediante PCR cuantitativa
con transcriptasa inversa (quantitative Reverse
Transcriptase PCR, qRT-PCR) en corazones
completos sometidos o0 no a interferencia génica
y en células cardiacas sometidas a lesion y
proteccién in vitro. Como controles positivos y
estandares de calibracién, se emplearon plasmidos
recombinantes que contenian el ADNc del MITF
previamente caracterizados mediante clonacion
y secuenciaciéon de &cidos nucleicos con, al
menos, seis diluciones. Los ensayos se hicieron
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 control de reaccion de la PCR, se empled
agua libre de nucleasas en lugar de acido nucleico.
Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo a
95 °C durante 15 minutos seguido de 39 ciclos de
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10sa96 °C, 57 ciclosde30sa2°C,unode30sa
72 °C, y una extension final de 10 minutos a 72 °C,
y una curva de fusion de 65 a 95 °C con lecturas
cada 0,2 °C por segundo.

Para la normalizacién de los datos y para deter-
minar la expresion relativa del MITF, se empled
la expresion del gen de expresion constitutiva
GAPDH una vez que se demostr6 que la
expresién no cambiaba de manera significativa
en las diferentes condiciones experimentales.
Ademas, con el fin de discriminar con suficiente
fiabilidad la expresion diferencial, en el andlisis
semicuantitativo de la PCR se tuvieron en cuenta
las eficiencias de la amplificacion y se construyd
una curva de calibracion a partir de cantidades
conocidas y crecientes del ADNc del MITF
(0,39-50 ng) que permitié interpolar los resultados
obtenidos en las reacciones de amplificacion de
cada una de las muestras y controles, los cuales
también incluyeron diferentes cantidades de ADN
complementario, ADNc, (10-100 ng). En todos
los casos la fluorescencia se graficd en unidades
arbitrarias y se establecié la linea de base (0,02
unidades de fluorescencia).

Los analisis se hicieron con el software Opticon
3 (BioRad Laboratories Inc., Irvine, California,
Estados Unidos) y la metodologia descrita por
Schefe, et al. (50). La curva de calibracion permitié
interpolar los resultados obtenidos en las reacciones
de amplificacidon para cada una de las muestras
y controles, que también incluyeron diferentes
cantidades de ADN plasmidico (50-200 ng). Para
cada muestra, el software calculé el nUmero de
ciclo en el que el lector empez6 a detectar un incre-
mento de fluorescencia significativo con respecto a
la sefial de base.

El ciclo en el que se empez6 a detectar el aumento
de fluorescencia se establecié como el punto de
corte (crossing point) o ciclo umbral (threshold cycle
C(t)) que, por efecto de la cinética de amplifi-
cacion, se esperaba que fuera inversamente
proporcional a la concentracién inicial del ADNc
presente en la muestra.

Afin de evaluar la expresion relativa del ADNc, fue
preciso comparar los valores obtenidos después
de normalizarlos y controlar el efecto causado por
los cambios en las eficiencias de las reacciones de
amplificacion. Las muestras de ADNc de concen-
traciones iniciales decrecientes (un orden de
magnitud cada vez), se amplificaron mediante PCR
en un mismo experimento. Cada cinética permitié
determinar un C(t) para cada uno (es decir, un
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ndamero en referencia a un ciclo concreto). Las
concentraciones de ADNc se representaron
como el nimero de copias de ADNc por tubo. La
fluorescencia se grafico en unidades arbitrarias y el
ruido de fondo se sustrajo. La recta de calibracion
para los valores medios de los ciclos umbral se
definié en una regresion lineal con un coeficiente
de correlacion (r?) que, para ser considerado un
valor de calidad, debia ser de 0,998. No obstante,
los errores se representaron segin el rango
de valores obtenidos para un punto (n=3). Los
calculos de la expresion relativa de los ADNc se
determinaron utilizando el método del calculo
de las diferencias en los ciclos umbral y del log,
(ciclo umbral de tratamiento/de referencia). Para la
comparacion indirecta, los valores se generaron de la
siguiente manera: log, (tratamiento/referencia)-log,
(normoxia/referencia)=log, (tratamiento/referencia),
n=3, barras DE * diferencia estadisticamente
significativa, p<0,05.

Ensayos de Western blot

Las células cardiacas aisladas y sometidas a
isquemia experimental y los fragmentos de corazén
sometidos a interferencia génica, se lavaron con
solucién de Tyrode, pH 7,4, se homogeneizaron en
una solucion de lisis que contenia PBS 1X, Nonidet
P-40 1 %, deoxicolato de sodio 0,5 %, SDS 1 %, 2
ug/ml de leupeptina, 2 ug/ml de pestatinay 1 mM de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (phenylmethylsulfonyl
fluoride, PMFS) (Sigma, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos), y se centrifugaron a 13.000g
durante 15 minutos a 4 °C. La cuantificacién de
proteinas se hizo utilizando el método del acido
bicinconinico (Pierce, Thermo Scientific, Rockford,
[llinois, Estados Unidos) con albimina sérica
bovina (BSA), en diferentes cantidades (200-25
Mg) para la curva de calibracion. De cada grupo
experimental se fraccionaron 100 ug de proteina
en SDS-PAGE 10-12 % y se hizo la transferencia
capilar a membranas de PVDF (Inmobilon-P
IPVH00010, Millipore, Sedford, Massachusetts,
Estados Unidos).

Para el bloqueo de sitios inespecificos, se empled
leche descremada al 5 %, 1 % de albumina sérica
bovina, fraccién V, y 0,05 % de Tween 20 (TBST)
(Sigma, St. Louis, Missouri, Estados Unidos)
en solucidon tampén TBS (Tris-Buffered Saline).
Las membranas se incubaron con anticuerpos
primarios diluidos (1:1.000) en TBST y albamina
al 1 % por una hora o durante la noche a
temperatura ambiente y en agitacion y, luego, con
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa
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diluidos igualmente en TBST mas albumina al
1 % a temperatura ambiente y en agitacion
durante una hora.

Para la deteccion del MITF se utiliz6 como
anticuerpo primario el anticuerpo policlonal anti-
MITF (N-15), (sc-10999, Santa Cruz Biotechnology
Inc., Estados Unidos), cuyo epitopo de recono-
cimiento es la region amino de la proteina MITF
humana. Para la deteccién de lamina beta, se
empledé el anticuerpo policlonal anti-Lamin
(M-20), (sc-6217, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Estados Unidos) y, como anticuerpo secundario,
un anti-IlgG de cabra (HRP) (Anti-IgG Goat-HRP,
P1-9500, Vector Laboratories Inc., Burlingame,
California, Estados Unidos). La deteccion se hizo
con un sustrato quimioluminiscente (ECL + plus
Western blotting detection system RPN 2132, GE
Healthcare, Buckinghamshire, Inglaterra) y, los
analisis densitométricos, con el programa Kodak
1D 3.5 (Eastman, Kodak, Inglaterra).

Resultados

Identificacién y analisis de secuencia del ADNc
gue codifica para el MITF

A partir de miocitos cardiacos aislados y de corazén
completo de cobayos, se extrajo el ARN y se
sintetiz6 el ADNc. Se estandariz6 la PCR para la
amplificacion de un fragmento de 281 pb de la
isoforma H del gen MITF, el cual se cloné y se
secuencid (figura 1A). A partir del andlisis de la
secuencia de los fragmentos de ADNc 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), en rata (nUmero de acceso al
GenBank: XM_001065584) y en raton (nGmero de
acceso al GenBank: NM_001113198), con 6/281
cambios en los nucledtidos, como se muestra en
las figuras 1By 1C.

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 2A). Se comparé la
topologia de dominios del MITF entre las isoformas
M, Hy A, y, como se muestra en el esquema (figura
2B), la principal diferencia se encontré en el exén
1 para las isoformas mencionadas, las cuales
estan identificadas 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 ya se ha
reportado en otros trabajos, se conservaron los
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dominios bHLH-Zip de unién a ADN y dos dominios
de activacion de la transcripcion (DAT1 y DAT2)
(figura 2B, cajas negras). También se conservaron
los sitios mas frecuentes de fosforilacion por las
proteinas cinasas que fosforilan los amino&cidos
indicados (MAP-p38: proteina cinasa activada por
mitdgenos, p38; GSK: glucégeno sintasa cinasa)
(figura 2B, parte superior del esquema indicado
con lineas verticales).

Disminucién del ARNm y de la proteina MITF
inducida por ARN pequefios de interferencia
especificos parael MITFy cambios morfoldgicos
cardiacos

Una vez identificada la expresion de la isoforma
MITF-H en corazény en los cardiomiocitos aislados,
se examinaron los efectos de la disminucion de
la expresiéon del MITF inducida en el corazén por
medio de la transduccion de lentivirus que expresan
el ARN pequefio de interferencia especifico para el
MITF (shRNAI-MITF); como controles se utilizaron
un ARN pequefio inespecifico (shRNAI-Scramble)
y solucion salina sin ARN de interferencia. El
efecto de la transduccion con el shRNAI especifico
del MITF en la disminucion de su expresion, se
determind examinando los niveles de expresion
relativos del ARNm del MITF y comparandolos con
los niveles de expresion de ARNm del GAPDH por
medio de la gRT-PCR y de la proteina nuclear de
lamina B, utilizando Western blot.

Los ensayos de qRT-PCR mostraron la amplifi-
cacion diferencial de un producto de 281 pb
para el MITF-H (figura 3A, parte superior) y de
415 pb para el GAPDH (figura 3A, parte inferior).
El control positivo correspondio a la amplificacion
del MITF-H y del GAPDH clonados en el plasmido
pPGEM-T y los controles negativos correspondieron
a la misma mezcla de reaccion pero sin ADN
complementario.

A partir del promedio de intensidades para cada
banda amplificada (unidades de densidad Optica,
DO), el nivel relativo de expresion del ARNm del
MITF normalizado con la expresion del GAPDH
(MITF/GAPDH) resultdé en unos niveles relativos
de expresion de 1,6+0,06 en el tejido sometido a
transduccion con un ARN pequefio de interferencia
inespecifico (sh-Scramble): 0,57+0,03 en el tejido
sometido a transduccién con un ARN pequefio de
interferencia especifico para el MITF y 0,86+0,07 en
el tejido sin ARN pequefio de interferencia. Estos
resultados indicaron una reduccion relativa en
la expresion del producto de la transcripcion del
MITF de 2 y 1,5 veces, aproximadamente, en la
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Rata ATCTTGCTACGCCAGCAACTCATGCGTGAGCAGATGCAGGAGCAGGAGCGCAGGGAGCAG 180

Ratén ATCTTGCTACGCCAGCAACTCATGCGTGAGCAGATGCAGGAGCAGGAGCGCAGGGAGCAG 180

Cobayo ATCTTGCTACGCCAGCAACTCATGCGTGAGCAGATGCAGGAGCAGGAGCGCAGGGAGCAG 180
kkhkkkkkhkkkhkkhkhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhikd

Humano CAGCAGAAGCTGCAGGCGEOOCAGTTCATGCAACACAGAGTGCCCGTGAGICAGACACCA. 240
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Rat6n CAGCAGAAGCTGCAGGCGEOOCAGTTCATGCAACAGAGAGTGCCCGTGAGICAGACACCA 240

Cobayo CAGCAGAAGCTGCAGGCAGCOCAGTTCATGCAACAGAGAGTTCCTGIGAGICAGACACCA 240
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Rata GCCATAAACGTCAGTGTGCCCACCACOCTICOCTCIGCCAC 281

Ratén GCCATAARCGTCAGTGTGECCCACCACOCTTCOCTCTGCCAC 281

Cobayo GCCATAAACGTCAGTGTGOCCACCACOCTICOCT CIGCCAC 281
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Figura 1. Identificacién y secuencia del ADN complementario (ADNc) que codifica para el 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 oligonucleétidos especificos para el MITF a partir de ADNc de células cardiacas ventriculares aisladas
en normoxia y de corazén completo que muestra un producto de amplificaciéon de 281 pb. (B) Electroferograma de la secuencia
obtenida del ex6n 1 de la isoforma MITF-H. Las flechas sefialan dos de los cambios de nucleétidos encontrados para la secuencia
de cobayo comparada con la secuencia del ADNc de humano. (C) Andlisis de la secuencia obtenida de la isoforma MITF-H. Se
muestra el alineamiento de cuatro secuencias de nucleétidos de la isoforma MITF-H obtenidas a partir del ADNc de un corazén de
humano (nimero de acceso al GenBank: NM_198177), de rata (nimero de acceso al GenBank: XM_001065584), de raton (nimero
de acceso al GenBank: NM_001113198) y de un ADNc de cobayo obtenido de células cardiacas ventriculares aisladas en normoxia
(nimero de acceso al GenBank: JF_309109.1). Los cambios encontrados en los nucle6tidos se muestran en azul y subrayado. Para
este alineamiento se emple6 el programa de acceso libre ClustalW.

expresion del transcrito del MITF-H en corazén
sometido a transduccion con el ARN pequefio
de interferencia especifico del MITF comparada
con la del control sin interferencia y la del some-
tido a transduccién con el ARN de interferencia no
especifico (shScramble), respectivamente (figura
3B). Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (n=3, p<0,05).

Los ensayos de Western blot con un anticuerpo
especifico para la proteina MITF, detectados
por quimioluminiscencia, mostraron una banda de

aproximadamente 70 kDa (figura 3C, parte superior),
mientras que los ensayos de Western blot con un
anticuerpo especifico para la proteina lamina beta
mostraron una banda de 66 kDa, aproximadamente
(figura 3C, parte inferior).

De forma similar a los cambios detectados en
los productos de la transcripcion, el ensayo
resultdé en unos niveles relativos de expresion
de la proteina MITF de 0,65+0,05 en el tejido
sometido a transduccién con un ARN pequefio
de interferencia inespecifico (sh-Scramble), de
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Figura 2. Secuencia de amino&cidos obtenida de la traduccién de las secuencias de nucleétidos del exén 1 de los fragmentos del
MITF-H amplificados de corazén completo y de cardiomiocitos aislados de cobayo. (A) Analisis de la secuencia de aminoacidos
obtenida del exén 1 clonado de la isoforma MITF-H. Se muestra el alineamiento de cuatro secuencias de aminoacidos del exén 1 de
la isoforma MITF-H obtenidas a partir del ADNc de un corazén de humano (nimero de acceso al GenPept: NP_937820.1), de rata
(numero de acceso al GenPept: NP_001178018.1), de ratén (nimero de acceso al GenPept: NP_001106669.1) y de un ADNc de
corazoén de cobayo (numero de acceso al GenPept: ADZ73654.1). (B) Esquema de la topologia del MITF para las isoformas M, H
y A. Las cajas grises sefialan el exén 1 para las isoformas M, Hy Ay el dominio bHLH-Zip de uniéon a ADN. Nétese que la isoforma
M es més pequefia (419 aa) que la isoforma H (504 aa) y que la isoforma A (519 aa). Las cajas negras muestran dos dominios de
activacion de la transcripcion (DAT1 y DAT2) y en la parte superior del esquema, indicados con lineas, se muestran los sitios de
fosforilacion mas frecuentes y las proteinas cinasas que fosforilan los aminoéacidos indicados (MAP-p38: proteina cinasa activada

por mitégenos, p38; GSK: glucdgeno sintasa cinasa).

0,54+0,04 en el tejido sometido a transduccién con
un ARN pequefio de interferencia especifico para
el MITF (sh-MITF) y de 0,78+0,04 en el tejido sin
ARN de interferencia. Estos resultados indicaron
una reduccion relativa de la expresiéon de la
proteina MITF de aproximadamente 17 y 31 %
en la expresion del producto de la transcripcion
del MITF-H en coraz6n sometido a transduccion
con el sh-MITF con respecto al control sin inter-
ferencia y al producto de la transduccion con
el shScramble, respectivamente (figuras 3C y
D). Dichas diferencias fueron estadisticamente
significativas (n=3, p<0,05). Estos resultados
se validaron con la expresion de las proteinas
a-tubulina, B-actina y a-actina sarcomérica como
controles de normalizacion (datos no mostrados).

Para observar los efectos asociados a la disminu-
cion de la expresion del MITF en corazén, se
calcularon los indices cardiacos y se hizo un andlisis
histopatologico. Macroscépicamente se observo
gue el corazén sometido a transduccién con el sh-
MITF era de mayor tamafio y peso aparentes que
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los otros dos corazones (2,2+0,02 g Vs. 2,0+0,01
g) (figura 4). Concordando con estos incrementos,
en la figura 4D se presentan graficamente los
indices cardiacos relativos calculados como el
cociente entre el peso del corazén y el peso
corporal en cobayos sometidos a transduccioén con
un sh-Scramble, con un sh-MITF y con solucién
salina (control, sin ARN de interferencia) como
control de la simulacién de la transduccion. Se
observé un mayor indice cardiaco en los cobayos
tratados con el sh-MITF (5,46 x 10®) comparado
con el indice cardiaco de los corazones sometidos
a transduccion con el sh-Scramble (4,6 x 10%) y
con el control sin interferencia (5,06 x 10®). Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas
(n=3, p<0,05) (figura 4Ay B).

En los cortes histoloégicos se cuantificaron el
didmetro y el nimero promedio de las fibras
musculares de los corazones a los que se les
indujo a la disminucion del ARNm y de la proteina
MITF (knockdown) por medio de la tecnologia
de interferencia del ARN, asi como de aquellos
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Figura 3. Disminucién del ARNm y de la proteina MITF inducida por un ARN pequefio de interferencia especifico del MITF (sh-MITF)
utilizando un sistema de transduccion hemodinamico como se describi6 en la seccion de materiales y métodos. (A) Fotografia de un
gel de poliacrilamida tefiido con plata después del fraccionamiento de los productos de la RT-PCR correspondientes a los productos
de transcripcion de la isoforma MITF-H (parte superior) y del GAPDH (parte inferior). El control positivo corresponde a la amplificacién
del MITF-H y del GAPDH clonados en el plasmido pGEM-T. Los controles negativos de la RT-PCR corresponden a la misma mezcla
de reaccion pero sin acido nucleico. (B) Representacion gréafica del analisis semicuantitativo de los niveles relativos de expresion del
MITF-H en corazones sometidos a transduccion con un ARN pequefio inespecifico (sh-Scramble), con un sh-MITF y con solucion
salina (control, sin interferencia) como un control de simulacion de la transduccion. (Los datos corresponden a tres experimentos,
n=3, barras DE, * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05). (C) Western blot para la proteina MITF (parte superior) y lamina
beta (parte inferior) después del fraccionamiento de 100 microgramos de proteinas totales con un anticuerpo policlonal especifico del
MITF-H (parte superior) y especifico para la proteina del ntcleo lamina beta (parte inferior). (D) Representacion grafica del analisis
semicuantitativo de los niveles relativos de expresion de la proteina MITF-H calculados por densitometria en corazones sometidos
a transduccion con un sh-Scramble, con un sh-MITF y con solucién salina, sin interferencia, como un control de simulacién de la
transduccion. Se grafica el promedio de la relacion de intensidades de las bandas que representan las proteinas MITF y lamina beta
(los datos corresponden a tres experimentos, n=3, barras DE, * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05).

a los que no se les indujo dicha disminucién. En
el panel superior de la figura 4 se presentan tres
microfotografias representativas de los cortes
transversales de los corazones de cobayo tefiidos
con azul de toluidina después de haber sido
sometidos a transduccion con el sh-Scramble
(figura 5A), de los sometidos a transduccién con
un sh-MITF (figura 5B), y de los inoculados con
solucion salina y sin interferencia utilizados como
control de simulacion de la transduccion (figura 5C).
Se observé que las fibras musculares que fueron
interferidas para el MITF eran de mayor tamafio
y con mayores espacios intercelulares (figura 4B,
indicado con flechas) que las observadas en los
otros dos cortes (figura 5Ay C).

Para confirmar el aparente efecto en el crecimiento
del corazdn asociado con la disminucion de la
expresion del MITF, se midi6 el diametro y se conté

el numero de fibras cardiacas de los corazones en
las diferentes condiciones experimentales. En la
figura 5D se muestra la representacion grafica del
diametro promedio de las fibras miocardicas de
corazones de cobayos sometidos a transduccién
con el sh-Scramble (38,7+14,7 pm), con un sh-
MITF (50,2+16,1 um) y con solucién salina (control,
sin interferencia) como control de la simulacién de
la transduccion (41,6+12,8 um). La comparacion
de los diametros maximos y minimos de algunas
fibras cardiacas también revel6 un aumento
relativo en las fibras musculares tratadas con el
sh-MITF con respecto a los diametros maximos y
minimos de las fibras tratadas con el sh-Scramble y
las del control sin interferencia (minimos: 22,9+3,5
Vs. 18,5+4,1 Vs. 20,9+3,2 pm; y maximos:
101,6+11,8 Vs. 88,77+13,7 Vs. 85,9+13,8 um,
respectivamente). Estos resultados indicaron que
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Figura 4. Fotografias representativas de corazones de cobayo e
indice cardiaco. (A) Apariencia macroscopica de los corazones
de cobayo asociados con la disminucién del ARNm y de la
proteina MITF en coraz6n completo resultado de la aplicacion de
la tecnologia de interferencia del ARN. En el panel izquierdo se
observa el corazén de un cobayo sometido a transduccién con
un ARN pequefio de interferencia inespecifico (sh-Scramble);
en el centro se observa uno sometido a transduccién con un
ARN pequefio de interferencia especifico del MITF (sh- MITF)
y en el panel derecho, el corazén de un cobayo inoculado con
solucioén salina, sin interferencia, como un control de simulacién
de la transduccion (control, sin interferencia). Las barras
horizontales representan 0,5 cm. (B) Representacion grafica
de los indices cardiacos relativos calculados como el cociente
entre el peso del corazén y el peso corporal en cobayos
sometidos a transduccién con un sh-Scramble, con un sh-MITF
y con solucién salina (control, sin interferencia) como control de
la simulacion de la transduccion (los datos corresponden a tres
experimentos, n=3, barras DE, * diferencia estadisticamente
significativa, p<0,05).

hubo un incremento estadisticamente significativo
(n=150 fibras analizadas, p<0,05) en el diametro de
los miocitos que tenian menor expresion de MITF.

Es interesante sefialar que cuando se cuantifico el
namero de fibras miocéardicas de los cortes histo-
I6gicos de los corazones de cobayos sometidos a
transduccion con un sh-Scramble, con un sh-MITF
y con solucién salina (control, sin interferencia)
como control de la simulacidn de la transduccion,
se observé que habia 178+16, 102+4 y 156+4
fibras por campo microscépico, respectivamente
(n=3 cortes analizados, p<0,05) (figura 5F). Este
resultado sugiere cambios en el nimero de células
asociado con los diferentes niveles de expresion
del MITF.
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Niveles relativos de expresion del MITF en
cardiomiocitos aislados sometidos a diferentes
condiciones de supervivencia

Para establecer una posible asociacion entre
la expresion del MITF y la supervivencia de las
células cardiacas, se examiné la expresion del
MITF en cardiomiocitos ventriculares adultos
aislados que fueron sometidos a condiciones de
pérdida y proteccion de la viabilidad por isquemia y
preacondicionamiento isquémico, respectivamente,
segun el protocolo presentado en las figuras 6A,
B y C (41-44). Las células cardiacas aisladas en
condiciones de normoxia (21 % de oxigeno) (figura
6A y D), presentaron morfologia de bastén con la
presencia de sarcémeras morfolégicamente bien
definidas (en mas del 90 % de las células), que son
caracteristicas propias de los cardiomiocitos viables.

Por el contrario, en los cardiomiocitos sometidos
a lesién por isquemia simulada (1 % de oxigeno)
(figura 6B y E), se observd acortamiento
(‘hipercontractura’) en el tamafio de las células,
membranas celulares irregulares, pérdida de la
integridad de las sarcémeras y disminucion de la
viabilidad celular entre 30 y 50 %, comparados
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 6B) resulté en lesién
celular (figura 6E, flechas).

En cuanto al grupo de células cardiacas sometidas
a proteccion por preacondicionamiento isquémico
(figura 6C y F), se observé que la gran mayoria
de ellas (entre 65 y 75 %) tenia caracteristicas
morfolégicas similares a las de las células
en condiciones de normoxia (figura 6F), lo
que confirmé que el protocolo empleado para
inducir lesion y proteccién, evaluado por las
caracteristicas de supervivencia celular en
respuesta a la isquemia experimental, fue efectivo
y es reproducible (42-44).

Se extrajo el ARN y se sintetiz6 el ADNc de
cada grupo celular experimental descrito arriba,
y mediante PCR en tiempo real se evalué el nivel
de expresion del ARNm para el MITF-H empleando
el GAPDH como gen de normalizacién. El analisis
se hizo por PCR en tiempo real a partir de los
ADNCc; para la comparacion de los niveles relativos
de expresion, se tomaron los valores de los ciclos
umbral medidos en funcién de la cantidad de
ADNCc inicial de todas las réplicas por cada grupo
experimental amplificadas mediante PCR en tiempo
real en un mismo experimento y considerando las
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Figura 5. Analisis histopatol6gico, diametro y nimero promedio de las fibras musculares de los corazones asociados con la
disminucion del ARNm y de la proteina MITF en corazon completo resultado de la aplicacion de la tecnologia de interferencia del
ARN. En el panel superior se observan tres microfotografias de cortes transversales de corazones de cobayo tefiidos con azul de
toluidina después de haber sido (A) sometidos a transduccién con un ARN pequefio de interferencia inespecifico (sh-Scramble),
(B) sometidos a transduccion con un ARN pequefio de interferencia especifico del MITF (sh-MITF) (las flechas indican la presencia
de tejido fibroso y algunas fibras miocérdicas de mayor tamafio que las observadas en los otros dos cortes) y (C) inoculados con
solucién salina, sin interferencia, como control de la simulacion de la transduccion (control, sin interferencia). Las barras horizontales
representan 50 um. (D) Representacion grafica del diametro promedio de las fibras miocéardicas de corazones de cobayos sometidos
a transduccion con un sh-Scramble, con un sh-MITF y con solucién salina (control, sin interferencia) como un control de simulacion
de la transduccién (n=150 fibras, barras DE, * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05). (E) Representacion gréfica del
nimero de fibras miocardicas por campo de corazones de cobayos sometidos a transduccién con un sh-Scramble, con un sh-
MITF y con solucion salina (control, sin interferencia) como control de la simulacion de la transduccion (n=3 campos, barras DE, *
diferencia estadisticamente significativa, p<0,05)

diferencias en las eficiencias de amplificacion.
Los célculos se hicieron mediante una curva de
calibracion estandar (con R2 mayor de 0,998 para
todos los experimentos) y mediante el andlisis
AAC(t), utilizando como valor de referencia el nivel
de expresion del MITF-H del ADNc obtenido del
corazon completo (1,0+0,5) (figura 6G), de manera
similar a como se obtuvieron los resultados
graficados en las figuras 3Ay B.

Mediante estos ensayos se evidencid una expre-
sion diferencial de la isoforma H del MITF en
cardiomiocitos ventriculares aislados en condiciones
de isquemia experimental (lesion por isquemia
simulada) (0,01+0,001), de normoxia (0,03+0,006)
y de preacondicionamiento isquémico (2,3+0,9)
(figura 6G). Este resultado sugiere que los niveles
relativos de expresion del MITF se incrementan
de manera significativa (entre 2 y 100 veces, n=3,
p<0,05) en cardiomiocitos aislados y sometidos

a condiciones de proteccion contra la isquemia
por acondicionamiento inducido durante periodos
breves de isquemia y reoxigenacién, de acuerdo
con el protocolo de la figura 6C (42-44).
Discusion

El factor de transcripcion MITF juega un papel
esencial en el desarrollo y en la funcién de varios
tipos de células, incluidos los melanocitos, los
mastocitos y los osteoclastos, entre otros. Se
han descrito varias isoformas del MITF, pero la
relevancia de esta diversidad y sus funciones
biol6gicas aun no se han dilucidado completamente
(8,9,23). Ademas, muy poco se sabe sobre su
expresion y su funcién en el corazén y, en especial,
en las células cardiacas.

En este trabajo se logré amplificar e identificar el
exon 1 de la isoforma del MITF-H en corazén y
cardiomiocitos aislados de cobayo. Se describieron
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Figura 6. Cambios en los niveles relativos de la expresiéon del MITF-H en cardiomiocitos sometidos a lesion por isquemia y a
proteccion de la viabilidad por acondicionamiento isquémico. En el panel superior se muestra el esquema del protocolo empleado
para la obtencion de cardiomiocitos en condiciones de viabilidad. (A) Cardiomiocitos en normoxia (21 % O,): a las células se les
permitié el intercambio de oxigeno o reperfusion durante 90 minutos. (B) Cardiomiocitos en condiciones de lesion por isquemia
simulada: a las células se les impidié el intercambio de oxigeno durante 30 minutos por precipitacion celular y disminucién
del intercambio gaseoso (1 % O,) a temperatura ambiente y durante una hora a 37 °C. (C) Cardiomiocitos en condiciones de
acondicionamiento isquémico previo: a las células se les someti6 a breves periodos de isquemia (1 % O,) y reperfusion (21 % O,)
en un tiempo total de 30 minutos, y a isquemia térmica durante una 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, B 'y C. (D) Células cardiacas en normoxia; nétese la forma en bastén de los cardiomiocitos
viables. (E) Cardiomiocitos sometidos a lesién por isquemia simulada en los cuales se observa un acortamiento relativo en el
tamafio de las células, membranas celulares irregulares y pérdida de la integridad de la membrana sarcoplasmica (indicados
con flechas). (F) Células cardiacas sometidas a proteccién por acondicionamiento isquémico; obsérvese que la gran mayoria
de células tiene caracteristicas morfolégicas similares a las de las células en normoxia. Aumento, 10X, la barra corresponde
a 50 um. (G) Analisis de los niveles relativos de expresion del ARNm de la isoforma MITF-H en normoxia con los tratamientos
indicados, lesién por isquemia simulada y acondicionamiento isquémico. El andlisis se hizo por PCR en tiempo real a partir
de los ADNc, y los célculos, utilizando como nivel de referencia los niveles de expresiéon del MITF-H obtenidos de corazén
completo en condiciones de normoxia. Los valores de expresion generados corresponden al Log, (tratamiento/referencia). Para
la comparacion indirecta, los valores se generaron asi:

Log, (tratamiento/referencia)-Log, (normoxia/referencia)=log2 (tratamiento/referencia).

n=3, barras DE, * diferencia estadisticamente significativa, p<0,05.
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algunos cambios morfolégicos cardiacos aso-
ciados con el knockdown inducido por ARN de
interferencia especifico del MITF y se analizé la
expresién del MITF-H en cardiomiocitos sometidos
a condiciones de lesion y preacondicionamiento
isquémico. La amplificacion especifica y el
andlisis de la secuencia de nucleétidos obtenida,
demostraron que la isoforma H del MITF de
corazon y células cardiacas aisladas de cobayo
es diferente a las reportadas para humano, rata y
raton, siendo en el momento del envio al GenBank
la primera secuencia parcial de este gen reportada
para cobayo (nimero de acceso al GenBank:
JF_309109.1) (figuras 1 y 2). Por lo tanto, la
identificacion y la expresion del MITF-H en
corazén completo y en los cardiomiocitos aislados,
gue son una preparacion libre de otros tipos de
células (42-44), permiten deducir que la isoforma
H del MITF se expresa de manera especifica en
estas células cardiacas.

Poco se sabe de la funcion del MITF en el
tejido cardiaco. En este trabajo se encontrd
experimentalmente disminuciéon relativa de la
expresion del MITF inducida por un ARN de
interferencia especifico en el corazon de cobayos
durante un periodo de 30 dias, lo que se asocio con
una diferencia significativa en los niveles relativos
de expresion, principalmente del producto de la
transcripcion del MITF y de su proteina (figura 3).
Esto sugeriria que en tejido de corazon, la regulacion
del MITF es mayor después de la transcripcién que
antes de esta. Ademas, estos cambios se asociaron
con un incremento en el tamafio y el peso (figura
4A 'y B) y en el diametro de las fibras cardiacas,
asi como en una reduccion relativa del numero
de fibras cardiacas (figura 5D), lo que sugiere que
el MITF podria estar involucrado en la regulacion
del crecimiento cardiaco y, especialmente, en la
hipertrofia cardiaca. Estos resultados coinciden
con los resultados del trabajo publicado por
Tshori, et al., en el 2006 (32). Por lo tanto, los
hallazgos experimentales disponibles sugieren, en
conjunto, que el MITF-H esta involucrado directa o
indirectamente en la regulacién del crecimiento en
tamafio de las células cardiacas.

El crecimiento hipertréfico es indicativo de muchas
alteraciones cardiacas, incluida la enfermedad
isquémica, la hipertension arterial, la insuficiencia
cardiaca y la enfermedad valvular, entre otras (2,3).
A nivel celular, la hipertrofia de los cardiomiocitos
se caracteriza por un incremento en el tamafio de
la célula, por aumento de la sintesis de proteinas
y por la reorganizacion de las sarcémeras; a nivel

Identificacion y expresion diferencial del MITF-H en corazén y cardiomiocitos

molecular, estos cambios en el fenotipo celular se
acompafan de alteracién en la expresion de los
genes estructurales y los factores de transcripcion
que regulan las vias de sefializacion encargadas
de la supervivencia y la viabilidad de las células
cardiacas (40-44). Sin embargo, y a pesar de que
existe suficiente evidencia clinica, el conocimiento
sobre los eventos moleculares que desencadenan
la hipertrofia cardiaca aun es muy incipiente.

Aungue el mecanismo celular y molecular del
control del crecimiento y de la hipertrofia cardiaca
asociado a la mutacion del MITF en corazones de
ratén (32) y a la disminucién de su expresion en
corazones de cobayo no se conoce, es posible
que tal mecanismo sea diferente segun el tipo de
modelo experimental. Los andlisis de expresion
del MITF-H empleando los ADNc obtenidos de
células sometidas a lesién por isquemia simulada,
muestran que la expresion del ARNm del MITF-H
disminuye con respecto al grupo de células
sometidas a proteccion por preacondicionamiento
isquémico (figura 6), lo que indica que el MITF
puede estar implicado en la regulacién de la
viabilidad en respuesta a la isquemia inducida expe-
rimentalmente. Este resultado permite sugerir que,
en el caso del modelo presentado en este trabajo,
la hipertrofia se podria presentar asociada a una
respuesta adaptativa alterada como consecuencia
de la pérdida del nimero de cardiomiocitos y de
la masa contractil del miocardio, mientras que, en
el caso de la hipertrofia cardiaca en el modelo
de raton (32), ésta podria estar asociada a una
respuesta adaptativa alterada frente a la presion
arterial inducida.

Considerando que la regulacién funcional de la
transcripcion es fundamental para el desarrollo y
la funcion del corazén, un mejor entendimiento del
mecanismo de regulacion y de los genes diana del
factor de transcripcion 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.

En concordancia con esta propuesta derivada
de los resultados experimentales, existen datos
sobre los cambios en los perfiles de expresion
génica de los ventriculos derecho e izquierdo de
corazones normales y con insuficiencia cardiaca,
la cual muestra que en el ventriculo izquierdo de
corazones con insuficiencia cardiaca los genes impli-
cados en la produccion de energia estan regulados
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negativamente y se encuentran en la contraccion
cardiaca, incluida la regulacion de la longitud de los
filamentos de actina, asi como en la modulacién del
acoplamiento de excitacidn-contraccion. Ademas, en
corazones con insuficiencia cardiaca, se encuentra
que los factores de transcripcion fetales, como el
MEF2 y el factor de respuesta al estrés, ATF4,
presentan diferencias de expresion interventricular
(51). Es importante resaltar que en nuestro estudio
las células cardiacas aisladas se obtuvieron de
cardiomiocitos ventriculares.

En conclusion, los resultados obtenidos en este
estudio permiten sugerir que la isoforma H del
MITF se expresa en cardiomiocitos aislados
de cobayo y en coraz6n completo. Ademas, la
expresion diferencial del MITF-H a nivel de ARNm
y de la proteina en cardiomiocitos sometidos a
condiciones de lesion y proteccion, sugiere que
el MITF podria regular la expresion de genes
relacionados con el crecimiento y la viabilidad de
las células cardiacas de manera directa o indirecta.
En consecuencia, la expresion y la actividad de esta
isoforma pueden ser importantes en la regulacion
de la supervivencia de las células cardiacas, en la
respuesta al estrés por isquemia y en condiciones
asociadas con la hipertrofia cardiaca, ya sea por
regulacion especifica de la isoforma H o por la
regulacion de genes diana del MITF-H involucrados
en estas alteraciones cardiovasculares. Por dltimo,
se requieren investigaciones adicionales para
esclarecer el papel desempefiado por el MITF-H
en la fisiologia del corazén y de la célula cardiaca,
y en las enfermedades que lo pueden afectar.
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