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RESUMEN

Numerosos estudios han demostrado que la aldosterona tiene efectos oxidantes, pro-
inflamatorios y pro-fibroticos que pueden conducir al desarrollo de hipertrofia cardiaca (HC),
cuya progresion da lugar a enfermedades cardiovasculares. A pesar de la existencia de
tratamientos frente a la HC es necesario identificar nuevos agentes capaces de frenar su
progresion. En los ultimos afios se ha observado que ciertos polifenoles poseen efectos
cardioprotectores. EIl objetivo de este trabajo es estudiar los efectos de la combinacién de
polifenoles sobre las alteraciones moleculares producidas por la aldosterona en un modelo in
vitro de HC. Para ello, se estimularon cardiomiocitos H9c2 de rata con aldosterona y se co-
incubaron con la combinacion de dos polifenoles; proantocianidinas (ProA) y galato de
epigalocatequina (EGCG). Se realizé el analisis de la supervivencia celular, el anélisis de la
oxidacion y actividad mitocondrial y se valoré el grado de diferenciacion celular. La
estimulacion con aldosterona redujo la supervivencia celular, lo que confirma las alteraciones
moleculares que provoca sobre los cardiomiocitos. En cuanto a los tratamientos, no se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos. Sin embargo, se puede concluir que el
tratamiento con una combinacién de ProA y EGCG en dosis elevadas puede llegar a ser
perjudicial para las células.

ABSTRACT

Numerous studies have shown that aldosterone has oxidative, pro-inflammatory and pro-
fibrotic effects that can lead to the development of cardiac hypertrophy (CH), the progression
of which can develop into cardiovascular diseases. Despite the existence of treatments for
CH, there is a need to identify new agents capable of slowing its progression. Recently,
certain polyphenols have shown cardioprotective effects. The aim of this work is to study the
effects of a combination of polyphenols on the molecular alterations produced by aldosterone
in an in vitro model of CH. To this end, rat H9c2 cardiomyocytes were stimulated with
aldosterone and co-incubated with the combination of two polyphenols; proanthocyanidins
(ProA) and epigallocatechin gallate (EGCG). Analysis of cell survival, analysis of
mitochondrial oxidation and activity and assessment of the degree of cell differentiation were
performed. Aldosterone stimulation reduced cell survival, confirming the molecular
alterations it causes in cardiomyocytes. As for the treatments, no statistically significant
results were obtained. However, it can be concluded that treatment with a combination of
ProA and EGCG at high doses may be detrimental to cells.

PALABRAS CLAVE
Aldosterona, especies reactivas del oxigeno, galato de epigalocatequina, hipertrofia cardiaca,
proantocianidinas.

KEY WORDS
Aldosterone, reactive oxygen species, epigallocatechin gallate, cardiac hypertrophy,
proanthocyanidins.



1. INTRODUCCION

1.1 LA ALDOSTERONA

La aldosterona es una hormona mineralocorticoide sintetizada en las células de la zona
glomerulosa de la glandula suprarrenal, en una serie de reacciones enzimaticas cuyo sustrato
inicial es el colesterol (Raman et al., 1966) . También se ha descrito que hay produccién local
de aldosterona en otros tejidos, principalmente: el sistema nervioso central (Geerling y
Loewy, 2009), el tejido adiposo (Briones et al., 2012) y el sistema cardiovascular (Takeda et
al., 1995; Hatakeyama et al., 1996; Satoh et al., 2002).

La principal funcion fisiolégica de la aldosterona es regular la concentracion de iones en la
nefrona distal del rifién. La aldosterona aumenta la sintesis de canales ENaC (canal epitelial
de sodio), lo que induce un aumento en la reabsorcion de Na* a la sangre, que es compensado
con la excrecion de K™ a la orina por canales ROMK (canal de potasio medular exterior renal)
(Roy et al., 2015). Por lo tanto, estd implicada en la regulacion del volumen de fluido

extracelular y la presion sanguinea (Schiffrin, 2006).

La aldosterona puede ejercer su accidn a través de los siguientes mecanismos:

Gendmicos: union de la aldosterona a receptores citoplasmaticos de
mineralocorticoides (RM), formando un complejo receptor-hormona, que migra al nacleo y
desencadena la transcripcién de genes que codifican para proteinas involucradas en las
acciones de la aldosterona (Cachofeiro et al., 2010). En el sistema cardiovascular, los RM se
expresan en cardiomiocitos, fibroblastos, células endoteliales y del musculo liso vascular
(Funder, 2010).

No gendmicos: se observan en pocos minutos y estan mediados por receptores

intracelulares o cascadas de mensajeros secundarios (Cachofeiro et al., 2010).

1.2. EFECTOS FISIOPATOLOGICOS DEL EXCESO DE ALDOSTERONA

Los niveles elevados de aldosterona se asocian con procesos patologicos, como han
demostrado numerosos estudios experimentales (Brilla y Weber, 1992) y clinicos (Mizuno et
al., 2001; Yamamoto et al., 2002).



Los principales efectos del exceso de aldosterona en el sistema cardiovascular son:
- Hipertension arterial

Niveles elevados de aldosterona en sangre, incluso dentro del rango fisioldgico (Vasan et al.,
2004), producen una reabsorcion excesiva de Na* que, junto con la consecuente reabsorcion
de agua, aumenta el volumen sanguineo. Esto puede conducir a un aumento en la presion

arterial, y finalmente, al desarrollo de hipertension arterial (Vaidya et al., 2018).

- Aumento del estrés oxidativo

La aldosterona es capaz de reducir la capacidad antioxidante de las células (Sanz-Rosa et al.,
2005) y estimular la generacién de especies reactivas del oxigeno (ERO) (Miyata et al.,
2005). Las ERO estimulan mdaltiples vias de sefializacion que conducen a la apoptosis celular
y a la secrecién de mediadores de la inflamacion, como moléculas de adhesion y citoquinas
(Rocha et al., 2002; Yoshida et al., 2005). Un aumento descontrolado de estos mediadores,
desencadena una respuesta inflamatoria vascular, que es uno de los factores clave implicados

en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Ferreira et al., 2021).

- Remodelado vascular e hipertrofia cardiaca

Numerosos estudios han demostrado que la aldosterona produce el remodelado patoldgico de
los tejidos cardiovasculares, modificando sus propiedades mecanicas (Sun et al., 1997; Satoh
et al., 2002). Esto se debe a que la aldosterona estimula la expresion de moléculas pro-
fibréticas, como el factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-B1) (Chun et al., 2003), que
estimulan la sintesis de proteinas de la matriz extracelular, como la fibronectina (Lacolley et
al., 2002; Pu et al., 2003) y el colageno (Brilla et al., 1994; Martin-Fernandez et al., 2011). Si
la produccion de dichas proteinas supera su degradacion por las metaloproteinasas de la
matriz (Brown, 2013), se produce fibrosis en el tejido. La fibrosis en los tejidos del corazon
produce rigidez e incrementa el riesgo cardiovascular (Safar, 2001). La aldosterona también
puede inducir el aumento del tamafio de las células del corazon que, junto con el aumento
descontrolado de la matriz extracelular, aumenta el tamafio del corazén. Esta situacion se
conoce como hipertrofia cardiaca (HC) y se considera una respuesta fisiologica a estimulos
como la hipertension (Brilla et al., 1994; Berk et al., 2007). El progreso patologico de la HC
puede desembocar en una insuficiencia cardiaca (Grossman et al., 1975; Koren et al., 1991),
una alteracion de los ventriculos del corazén que le impide bombear la sangre de forma
eficiente, lo que conlleva graves consecuencias para el paciente (Ulate-Montero y Ulate-
Campos, 2008).
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Figura 1: Acciones fisiopatoldgicas de la aldosterona implicadas en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. ERO:
especies reactivas del oxigeno.

1.3. TRATAMIENTOS FRENTE A LA HIPERTROFIA CARDIACA

1.3.1. FARMACOS

Los principales farmacos desarrollados para el tratamiento de la HC son las estatinas y los
inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Marian, 2009). Destacan los
antagonistas de los RM, que compiten con la aldosterona, como la espironolactona (Ertram et
al.,, 1999) y la eplerona (Pitt et al., 2003; Montalescot et al., 2014). Sin embargo, los
tratamientos actuales no son totalmente efectivos, ya que son poco especificos y muestran
efectos secundarios (Seferovic et al., 2015). Por tanto, es necesario continuar la basqueda de
nuevas estrategias que puedan frenar la progresion de la HC a estadios méas avanzados, ya que
las enfermedades cardiovasculares suponen un grave problema de salud publica.

1.3.2. COMPUESTOS POLIFENOLICOS

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de compuestos naturales, que se encuentran en
alimentos y bebidas de origen vegetal (Tsao, 2010). Numerosos estudios han demostrado que
son capaces de prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (lgbal et al., 2008),
trastornos hepaticos (Aguirre et al., 2014), cancer (Rigalli et al., 2016), obesidad (Bose et al.,
2008) y diabetes (Wolfram et al., 2006). Destacan su actividad antioxidante (Zadnipryany et
al., 2017), antiinflamatoria (Hernandez et al., 2018) y protectora contra los dafios de la
apoptosis celular (Ozbek et al., 2015) y la HC (Raut et al., 2020).



- PROANTOCIANIDINAS

Los flavonoides son una clase de compuestos polifenolicos, cuya polimerizacion da lugar a
taninos hidrolizables o condensados. Los taninos condensados también se conocen como
proantocianidinas (figura 2) (Ky et al., 2016), las cuales estan presentes en frutos y bayas

como los ardndanos, el sauco, la grosella negra o el caqui (Rauf et al., 2019).
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Figura 2: formula estructural genérica de una proantocianidina. Tomado de Ferreira y Slade ( 2002).

Las proantocianidinas han mostrado una amplia gama de efectos beneficiosos frente a
diversas patologias (Shi et al., 2003; Shah et al., 2019). Su efecto més destacado es el
incremento de los mecanismos de defensa antioxidantes de la célula, ya que inducen la
sintesis de enzimas como la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa (Guler
et al., 2011; Ammar et al., 2013). En estudios con modelos animales de HC, se ha
comprobado que estos compuestos podrian actuar como antagonistas de los RM, de manera
analoga a los farmacos antagonistas de RM convencionales (Martin-Fernandez et al., 2014).

- GALATO DE EPIGALOCATEQUINA (Epigallocatechin gallate, EGCG)

El epigalocatequin-3-galato o galato de epigalocatequina (EGCG) es el polifenol de mayor
abundancia en el té verde (Beyaz et al., 2022). Estudios recientes le atribuyen notables efectos
antioxidantes (Abib et al., 2011; Chu et al., 2017), antiinflamatorios (Fouad et al., 2017),
antidiabéticos (Luo et al., 2020) y antitumorales (Al Hroob et al., 2019). En estudios en
animales, principalmente ratas, el tratamiento con EGCG produjo una reduccion en el estrés

oxidativo y en las tasas de apoptosis celular (Oyama et al., 2017; Eng et al., 2018; Meng et



al., 2020). Los estudios epidemioldgicos en humanos han mostrado que el consumo de té
verde disminuye la mortalidad cardiovascular (Nakachi et al., 2000).
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Figura 3: (A) formula estructural del galato de epicatequina (EGCG) y (B) su efecto antioxidante contra el anion
superoxido (O,7). Adaptado de Legeay et al. (2015).

2. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta los antecedentes previamente descritos, nos planteamos que la co-
incubacion con la combinacion de proantocianidinas y EGCG de células cardiacas de rata
estimuladas con aldosterona podria prevenir el desarrollo de las alteraciones moleculares en

un modelo de HC in vitro.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
En este trabajo, se pretende estudiar los efectos de la combinacion de polifenoles sobre las

alteraciones cardiacas que produce la aldosterona en un modelo in vitro de HC.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar las alteraciones moleculares producidas por la administracion de aldosterona en
células cardiacas de rata

e Estudiar los efectos de la co-incubacion con proantocianidinas y EGCG sobre las
alteraciones moleculares producidas por la administracion de aldosterona en ceélulas

cardiacas de rata



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. CULTIVO CELULAR

Para realizar este experimento se utilizaron células de miocardio embrionario de rata (Rattus
norvegicus) de la linea H9c2 (H9c2 (2-1), ATCC CRL-1446, ATCC, Londres, Reino Unido),
las cuales poseen morfologia de mioblasto y son adherentes (Kimes y Brandt, 1976). Las
células fueron sembradas en placas P100 a una densidad de 10.000 células/cm?® y cultivadas
en medio completo (MC), compuesto por: medio base DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium) 1000mg/L glucosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) suplementado con suero fetal
bovino (FBS) (Gibco, UK) al 10% previamente inactivado, glutamina 2mM (Sigma-Aldrich,
UK), estreptomicina 100 pg/ml (Sigma-Aldrich, UK) y penicilina 100 U/ml (Sigma-Aldrich,
UK). Tras 24/48h, se retird el medio original y se afiadié medio fresco. El proceso se repitio
hasta que el cultivo alcanzé un 80% de confluencia. En ese momento, se tripsinizaron las
células con una solucion de tripsina 2x (Gibco, UK) durante 5 minutos a 37°C. Después, la
tripsinizacion se bloqued con MC y se realiz6 el contaje celular con una cdmara Neubauer,
para calcular la concentracion celular y sembrar la cantidad necesaria de células en las placas
correspondientes a cada estudio experimental. Antes de aplicar los tratamientos con los
polifenoles, las células se cultivaron durante 24h en medio de arresto (MA), medio con la
misma composicion que el MC, pero suplementado con FBS al 1%. EI MA permite
sincronizar el ciclo celular de las células del cultivo. En todos los pasos, las células fueron

cultivadas en un incubador a 37°C en una atmésfera con 5% de CO.,.

Para los tratamientos, se diluyeron el polvo de (-)-epigalocatequin galato (extracto de té verde,
pureza >80%) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), en agua destilada, y el stock de
proantocianidinas y el stock de aldosterona (Sigma-Aldrich, USA), en MA, hasta alcanzar las

concentraciones deseadas. En el proceso, se evito la exposicion del EGGC a la luz.

4.2. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA CELULAR

Para el andlisis de supervivencia celular se llevé a cabo el protocolo indicado en la figura 4,
utilizando el kit comercial del reactivo XTT (A8088, 1000) (PanReac ApplyCherm ITW
Reagents, Darmstadt, Alemania). Se sembr6é una densidad de 10.000 células por pocillo,
excepto 3 pocillos que sirven como blanco para la lectura con el espectrofotometro con lector

de placas (Lector de microplacas Synergy TRF, BioTek, USA).
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Figura 4: procedimiento andlisis de supervivencia celular mediante kit comercial XTT (A8088, 1000). MC:
medio completo.

Se utilizaron tres pocillos por condicién con un volumen final de 100uL en cada pocillo y se
aplicaron los siguientes estimulos/tratamientos:

e Control: medio de arresto

e Aldosterona 100 nM

e Proantocianidina 10 nM + EGCG 5uM

e Proantocianidina 100 nM + EGCG 5uM

e Proantocianidina 1000 nM + EGCG 5uM

e Proantocianidina 10 nM + EGCG 20uM

e Proantocianidina 100 nM + EGCG 20uM

e Proantocianidina 1000 nM + EGCG 20uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 10 nM + EGCG uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 100 nM + EGCG 5uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 1000 nM + EGCG 5uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 10 nM + EGCG 20uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 100 nM + EGCG 20uM

e Aldosterona 100 nM +Proantocianidina 1000 nM + EGCG 20uM



4.3. ANALISIS DE OXIDACION Y ACTIVIDAD MITOCONDRIAL

Tras cultivar las células en MC (figura 5), se tripsinizaron como se ha descrito en el apartado
4.1y, una vez homogeneizadas mediante pipeteo, se recogieron en un tubo Eppendorf™ de
1,5 mL. Las muestras se centrifugaron a 1000g durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y
se resuspendio el pellet en 250 pL de suero fisioldgico (PBS) al 2,5% de FBS. Se utilizaron
dos pocillos por condicion.

Los estimulos/tratamientos fueron los siguientes:
e Control: medio de arresto
e Aldosterona 100 nM
e Aldosterona 1000 nM
e Aldosterona 100 nM + Proantocianidina 1000 nM
e Aldosterona 100 nM + Proantocianidina 1000 nM + EGCG 20 uM
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Figura 5: preparacion de placa p96 para analisis de oxidacion y actividad mitocondrial. MC: medio completo.

Después, se realizo una tincion con las sondas fluorescentes MitoSOX™ 5 uM, MitoTracker
Deep Red™ 1 uM y YO-PRO-1™ 1 uM (Invitrogen, USA), previamente descongeladas a
temperatura ambiente. Por ultimo, se procedi6 a la lectura en el citometro de flujo
(MACSQuant Miltenyi Biotech, Alemania) (figura 6).



El andlisis de los datos obtenidos a partir de la citometria se realizd6 mediante el programa
Weasel 3.7.1 (Battye, 2012). Los fluorocromos utilizados marcan células apoptoticas (YO-
PRO™), c¢lulas productoras de superdxido (MitoSOX™) y mitocondrias activas en células
viables (MitoTracker™). Para el analisis estadistico, se seleccionaron las células: (1) no
apoptdticas productoras de superdxido, YO-PRO™ negativas y MitoSOX™ positivas; y (2)
no apoptdticas con mitocondrias activas, YO-PRO™ negativas y Mitotracker™ positivas.
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Figura 6: procedimiento analisis de oxidacion y actividad mitocondrial.

4.4. ANALISIS DE DIFERENCIACION CELULAR
Las células fueron sembradas en cubreobjetos de 12 mm (Sarstedt, USA), previamente
esterilizados con luz UV, en una placa P24 (figura 7). Al dia siguiente, se aplicaron los
siguientes tratamientos experimentales, con dos pocillos por condicion:

e Control: medio de arresto

e Aldosterona 100 nM

e Aldosterona 100 nM + Proantocianidina 1000 nM + EGCG 20 nM
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Figura 7: preparacion de placa p24 para analisis de supervivencia celular. MC: medio completo.
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Figura 8: procedimiento tincién inmunocitoquimica. TA: temperatura ambiente; PFA: paraformaldehido; PBS:
solucion salina

Tras 24h de incubacién con los tratamientos experimentales, se realizd la tincion

inmunocitoquimica, para la deteccién de los nucleos celulares y la troponina | cardiaca.

Se emplearon las siguientes soluciones:

- Solucion de fijacion: paraformaldehido (PFA) (ThermoFisher, USA) al 4% (p/v) en
solucién salina (PBS)

- Solucién de permeabilizacion de membranas: detergente Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich,
USA) al 0,1% en PBS
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- Soluciéon de bloqueo de la permeabilizacion: albdmina serica bovina (BSA) (Sigma-
Aldrich, USA) al 1% (p/v) en PBS

- Anticuerpos primarios en proporcion 1:200 en solucion de bloqueo. Para cada condicion,
se utilizoé un pocillo como control negativo, que solo se incubo con solucién de blogueo.

- Anticuerpos secundarios conjugados los fluorocromos y diluidos 1:500 en PBS. Para tefiir
los nucleos se utilizo el fluorocromo DAPI 1uM (4°,6-diamino-2-fenilindol)
(ThermoFisher, Madrid, Espafia) diluido en PBS y para la troponina | el fluorocromo
AlexaFluor 488 (ThermoFisher, Madrid, Espafia).

Para realizar ¢l montaje, se afiadi6 una gota de ProLong ™ Gold Antifade Reagent
(Invitrogen, USA) sobre los portaobjetos y, con ayuda de unas pinzas, se retird el
cubreobjetos del pocillo y se coloc6 hacia abajo sobre la gota del portaobjetos. Para la
visualizacion de las muestras se utilizd un microscopio confocal (Zeiss LSM800, Alemania)

y se realizaron fotografias con el software de imagen del equipo (Zeiss Zen 2.6, Alemania).

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media * desviacion estandar de la media. En primer lugar, se
realizo el test de anlisis de la varianza de una via ordinario o one-way ordinary ANOVA 'y,
posteriormente, se llevd a cabo un test de comparacion multiple Tukey. Se consider6
estadisticamente significativo un valor P menor de 0,05. El andlisis estadistico de los
resultados y la elaboracién de las graficas se realizd con el programa Graph Pad Prism 9
(GraphPad Software Inc. CA, USA).

4.6. ELABORACION DE FIGURAS

Las figuras del apartado “materiales y métodos” fueron realizadas con BioRender.com .
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5. RESULTADOS

5.1. SUPERVIVENCIA CELULAR

- EGCG5vs EGCG20

En la tabla 1, se muestran los valores de supervivencia celular obtenidos para cada estimulo o

tratamiento aplicado como media £ desviacion.

Tabla 1: efecto del tratamiento con distintas dosis de proantocianidinas y EGCG sobre la supervivencia celular
de miocardiocitos de ratén. Se muestra porcentaje de supervivencia celular + desviacion.

SUPERVIVENCIA (%) +

CONDICION )
DESVIACION

Control 100 £ 5,28
Aldo 100 84,86 + 6.96

ProA10 87,99 +1,79

ProA100 93,48 + 4,06

ProA1000 93,92 + 6,35

EGCG 5

Aldo+ProA10 91,24 + 10,34
Aldo+ProA100 94,67 +9,53
Aldo+ProA1000 84,61+ 2,13

ProA10 82,22 +3,43
ProA100 84,36 + 12,56

ProA1000 97,11+ 3,22
Aldo+ProA10 84,31 + 4,80
Aldo+ProA100 85,36 + 8,67
Aldo+ProA1000 81,38 +9,19

12



- COMBINACIONES PROANTOCIANIDINAS + EGCG 5 uM

Se observa una reduccidn significativa (p < 0,05) en el porcentaje de supervivencia celular de
las células estimuladas con aldosterona respecto al control. En cuanto al tratamiento con la
combinacion de polifenoles, se observa una tendencia a aumentar la supervivencia celular
respecto al estimulo con aldosterona, aunque no se obtuvo una supervivencia igual al control
en ningun caso. El tratamiento con ProA100 nM produjo una mayor supervivencia que el
tratamiento con ProA10 nM, mientras que con ProA1000 nM se obtuvieron valores de

supervivencia similares al estimulo con aldosterona.
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Figura 9: efecto del tratamiento con dosis crecientes de proantocianidinas junto con EGCG 5uM sobre la
supervivencia celular de miocardiocitos de rata. Se muestran el control (blanco), estimulo con aldosterona
(negro) y tratamiento con ProA 10, 100 y 1000 nM junto EGCG 5uM (verde). * p<0,05 vs control

- COMBINACIONES PROANTOCIANIDINAS + EGCG 20 uM

En este caso, también se obtuvo una diferencia significativa (p < 0,05) en el porcentaje de
supervivencia celular de las células estimuladas con aldosterona respecto al control. En los
tratamientos, se observa una supervivencia celular similar a la observada tras el estimulo con
aldosterona. En el caso del control ProA1000+EGCG20 se observa una supervivencia de

97,11 + 3,22 (tabla 1), aunque los resultados no son estadisticamente significativos.
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Figura 10: efecto del tratamiento con dosis crecientes de proantocianidinas junto con EGCG 20uM sobre la
supervivencia celular de miocardiocitos de rata. Se muestran el control (blanco), estimulo con aldosterona
(negro) y tratamiento con ProA 10, 100 y 1000 nM junto EGCG 20uM (rosa-morado). * p<0,05 vs control

5.2. OXIDACION Y ACTIVIDAD MITOCONDRIAL

80—
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Figura 11: efecto del tratamiento conjunto con proantocianidinas y EGCG sobre la actividad mitocondrial de
miocardiocitos de rata. Se muestran el control (blanco), estimulo con aldosterona (negro) y tratamientos con
ProA1000+EGCGS5 (verde) y ProA1000+EGCG20 (morado). # p<0,05 vs Control ** p<0,01 vs Aldo100.
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Figura 12: efecto del tratamiento conjunto con proantocianidinas y EGCG sobre la produccion de especies
reactivas del oxigeno por miocardiocitos de rata. Se muestran el control (blanco), estimulo con aldosterona
(negro) y tratamientos con ProA1000+EGCGS5 (verde) o ProA1000+EGCG20 (morado).

En la figura 11, se muestra como tanto las células estimuladas con aldosterona como las
tratadas con ProA1000+EGCGS5 tuvieron un porcentaje similar de mitocondrias activas a las
células control. Sin embargo, con el tratamiento ProA1000+EGCG20, se redujo el nimero de
mitocondrias activas a la mitad. En cuanto a la produccion del anién superédxido (figura 12),
la tendencia observada es similar. La produccion aumentd en células estimuladas con
aldosterona, aunque de forma no significativa, y se redujo con el tratamiento
ProA1000+EGCG20 (p<0,01).

5.3. DIFERENCIACION CELULAR

- Cambios en la morfologia
La aldosterona estimul6 a algunas de las células para comenzar el proceso de diferenciacion
celular, lo que podemos observar como un cambio en la morfologia. Dichas células pasaron

de una forma uniforme y redondeada a fusiforme.
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Figura 13: miocardiocitos de rata H9c2 tratados con Aldosterona 100 nM, Proantocianidina 1000nM y EGCG
20uM. Se distinguen nucleos (azul) y citoesqueleto (rojo). Se indican las células fusiformes con flechas. Imagen
obtenida por microscopia confocal de fluorescencia.

- Apoptosis y dafio del ADN
Los estimulos aplicados provocaron un aumento en el nimero de dos modificaciones
celulares: (1) ndcleos picnoticos, marcadores de apoptosis (Burgoyne, 1999) vy, (2)

micronucleos, indicadores de dafio en el material genético (Hayashi, 2016).

Figura 14: miocardiocitos H9c2 con tratamiento control (A), Aldo100 (B) y Aldo100+EGCG20+ProA1000 (C).
Se distinguen ndcleos (azul) y citoesqueleto (rojo). Se indican micronucleos (flecha) y ndcleos picnéticos
(circulo). Imagen obtenida por microscopia confocal de fluorescencia.
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Figura 15: recuento de microntcleos (izquierda) y nicleos picnéticos (derecha) en cardiomiocitos de rata H9c2
con tratamiento control (blanco), Aldo100 (negro) y Aldo100+EGCG20+ProA1000 (gris).

6. DISCUSION

En este estudio, se ha comprobado que el tratamiento con la combinacién de dosis bajas-
medias de ProA y EGCG podria contrarrestar los mecanismos moleculares patologicos de la
aldosterona sobre las células cardiacas, mientras que el tratamiento con dosis altas ha

resultado ser tdxico para las células.

El tratamiento conjunto de ProA y EGCG 5uM aumentd la supervivencia celular de las

células estimuladas, mientras que el tratamiento con ProA y EGCG 20uM la disminuyo

Numerosos estudios han demostrado que la aldosterona es capaz de inducir la muerte celular
por apoptosis de los cardiomiocitos mediante distintos mecanismos (Mano et al., 2004; De
Silva et al., 2009; Xiao et al., 2013). La consecuente pérdida de cardiomiocitos funcionales
desempefia un papel crucial en la transicién de la hipertrofia a la insuficiencia cardiaca
(Dickhout et al., 2011). Como se ha mencionado previamente, los polifenoles han demostrado
tener efecto protector frente a la apoptosis y se ha comprobado que en ciertas ocasiones
pueden actuar de forma sinérgica (Zhou et al., 2000; Kurin et al., 2012). Por ello, se esperaria
que la co-incubacion con una combinacion de dichos compuestos pudiera prevenir la

apoptosis de las células estimuladas con la aldosterona.

En los resultados del analisis de supervivencia celular, hemos comprobado que la aldosterona

redujo significativamente (p<0.05) las tasas de supervivencia de las células H9c2 estimuladas
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(tabla 1). El tratamiento con las combinaciones de los polifenoles en dosis bajas-medias
(ProA100 y EGCG5) mostré una tendencia a aumentar los porcentajes de supervivencia
(figura 8), mientras que las combinaciones con dosis altas (ProA1000 y EGCG20) los
redujeron (figura 9). Una excepcidn fue el tratamiento ProA100 + EGCG20, el cual produjo

una supervivencia celular cercana al control aunque no fue estadisticamente significativo.

En estudios previos, el tratamiento de cardiomiocitos hipertroficos con dosis de EGCG entre
10 y 100 uM produjo una reduccion de la hipertrofia de células con hipertrofia inducida,
donde el efecto del EGCG fue dependiente de la dosis aplicada (Cui et al., 2008; Wu et al.,
2015). Nuestros resultados sugieren que el efecto beneficioso del EGCG no se ve aumentado,

si no que se bloquea cuando se combina con ProA.

El tratamiento conjunto de ProA y EGCG 20uM redujo la actividad mitocondrial y la

produccidn de especies reactivas del oxigeno

Las ERO son productos del metabolismo mitocondrial normal, pero su acumulacion se asocia
con un aumento en la apoptosis celular (Von Harsdorf et al., 1999) y la disfuncion
mitocondrial (Miyata et al., 2005; Ibarrola et al., 2018), lo que promueve el remodelado
cardiaco y su progresion a insuficiencia cardiaca (Ago et al., 2010; Rosca et al., 2013). La
aldosterona puede aumentar la generacion de ERO por la mitocondria y reducir la capacidad
antioxidante de las células, por ejemplo inhibiendo la accion de determinadas enzimas
antioxidantes (Sanz-Rosa et al., 2005). En el desarrollo de la HC, también se activan vias de
sefializacion que reprimen la funcion mitocondrial y que disminuyen su biogénesis (Abel y
Doenst, 2011). Por lo tanto, durante la HC disminuye el nimero de mitocondrias funcionales

de los cardiomiocitos afectados, a la vez que aumenta la produccién de ERO.

Nuestros resultados mostraron que la aldosterona no alterd significativamente la actividad
mitocondrial de las células (figura 11), mientras que la combinacién ProA1000 + EGCG20 la
redujo a la mitad. Estos datos difieren con lo observado en la literatura. Una posible
explicacion seria que la combinacion de los dos polifenoles estimulé la muerte de las células.
Esto concuerda con los resultados de la produccién de ERO (figura 12), ya que un menor

numero de mitocondrias activas estaria dando lugar a una menor oxidacion.
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El tratamiento conjunto de polifenoles produjo genotoxicidad y muerte celular e indujo

la diferenciacion celular

- Genotoxicidad y apoptosis

La aldosterona aumenta la apoptosis de los cardiomiocitos a través de intermediarios como las
ERO (Ibarrola et al., 2018), por lo que con la estimulacion de las células H9c2 con
aldosterona se esperaria un incremento en el niamero de nucleos picnoticos, indicadores de la
apoptosis. Por otro lado, la aldosterona también ha demostrado ejercer efecto genotdxico a
través de las ERO, que dafian el material genético de la célula, en especial el anion superéxido
(Schupp et al., 2010; Queisser y Schupp, 2012). Por tanto, tras el estimulo con aldosterona, se
esperaria obtener un mayor numero de microndcleos, indicadores de dafio al material
genético. Al contrario de lo esperado, en nuestro estudio se obtuvo un menor nimero de
micronucleos y un nimero igual de nucleos picndticos en las células tratadas con aldosterona
respecto al control. Esto se puede deber a que el recuento se realiz6 en un campo pequefio, por
lo tanto habria que analizar un mayor nimero de imagenes para comprobar si realmente

existen diferencias significativas entre ambas condiciones.

El tratamiento con los polifenoles aumento el numero de micronlcleos y nlcleos picnoticos,
lo que indica que la dosis utilizada aumenta el dafio genotdxico y la apoptosis de las células
estimuladas por la aldosterona. Como es bien conocido, los polifenoles tienen efectos
antioxidantes. No obstante, cuando se aplican en dosis altas pueden ser pro-oxidantes (Elbling
et al., 2005; Mazzanti et al., 2009). Por ejemplo, en un estudio in vitro con hepatocitos el
tratamiento con EGCG 200uM redujo la viabilidad celular debido a un aumento en la sintesis
de ERO (Galati et al., 2006). La concentracion de EGCG utilizada en nuestro experimento no
deberia causar un efecto dafiino per se, pero puede que su combinacion con ProA esté
produciendo el mismo efecto pro-oxidante que dosis elevadas de EGCG o que no sea la
adecuada para el tipo celular utilizado en este trabajo.

- Cambios en la morfologia

En el progreso de la HC, se produce una proliferacion indebida de fibroblastos cardiacos, lo
gue supone el depdsito excesivo de componentes de la matriz extracelular, que desemboca en
fibrosis cardiaca (Stockand y Meszaros, 2003). También, se observa un aumento del area de
las células cardiacas debido a la produccion excesiva de filamentos del citoesqueleto
(Dickhout et al., 2011).
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En nuestro estudio, en las células estimuladas con aldosterona no se observaron cambios
significativos en el tamafio, pero algunas de ellas comenzaron el proceso de diferenciacion
celular a fibroblasto, lo que se observa como un cambio de morfologia de cardiomiocito
embrionario redondeado a fibroblasto fusiforme (figura 13). Este fendmeno ha sido observado
previamente en células del peritoneo, donde la aldosterona produjo un cambio de morfologia
redondeada a alargada, asi como una pérdida de contacto entre las células (Yu et al., 2015).

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En este estudio se comprob6 que:

- La estimulacién con aldosterona redujo la supervivencia celular posiblemente a través del
aumento en la sintesis de ERO vy la estimulacion de la diferenciacion celular

- El tratamiento con una combinacion de ProA y EGCG en baja concentracién podria
prevenir los efectos dafiinos de la aldosterona, mientras que una combinacion en dosis

elevadas puede llegar a ser perjudicial para las células

Nuestro estudio presentd ciertas limitaciones, ya que se han realizado pocas réplicas en cada
analisis y se ha obtenido una gran variabilidad en los resultados. A pesar de ello, se ha podido
concluir que el tratamiento con combinaciones de polifenoles en dosis altas parece ser
perjudicial en un modelo de HC in vitro. Siguiendo con esta linea de investigacion, se
deberian realizar nuevos experimentos en los que se estudie el efecto del tratamiento con la
combinacion de los polifenoles en distintas concentraciones y con cada polifenol por
separado. Por otro lado, seria conveniente testar los tratamientos en modelos in vivo donde se
puedan analizar sus efectos a nivel fisioldgico. Los polifenoles podrian utilizarse junto con los
farmacos convencionales o con otras sustancias con propiedades antioxidantes, como algunas

vitaminas, para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como la hipertrofia cardiaca.
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