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RESUMEN 

La aldosterona presenta efectos oxidantes, pro-inflamatorios y pro-fibróticos que favorecen el 

desarrollo de hipertrofia cardiaca (HC), cuyo agravamiento y mantenimiento desemboca en la 

pérdida de la correcta función del corazón. Por ello, su prevención y tratamiento son vitales. 

A pesar de que existen tratamientos en la actualidad, es necesario buscar nuevas sustancias 

que ayuden a frenar su progresión. En este sentido, la utilización de los polifenoles como 

potentes antioxidantes en el tratamiento de la HC ha cobrado gran importancia. El objetivo de 

este trabajo es estudiar los efectos de las proantocianidinas, sobre las alteraciones producidas 

por la aldosterona en un modelo in vitro de HC. Para ello se estimularon cardiomioblastos 

H9c2 de rata con aldosterona y se co-incubaron con proantocianidinas. Se evaluó la 

supervivencia celular y la expresión génica de mediadores apoptóticos y antioxidantes. La 

estimulación con aldosterona redujo la supervivencia celular mientras que la co-incubación 

con proantocianidinas la normalizó. Además, la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 

y de enzimas antioxidantes disminuyó con aldosterona y se restauró con las 

proantocianidinas. Por tanto, podemos concluir que las proantocianidinas parecen estar 

controlando el aumento de estrés oxidativo inducido por la aldosterona previniendo así la 

apoptosis y aumentando la supervivencia celular en células H9c2. 

PALABRAS CLAVE 

Aldosterona, apoptosis, estrés oxidativo, hipertrofia cardiaca, proantocianidinas.  

 

ABSTRACT 

Aldosterone has oxidizing, pro-inflammatory and pro-fibrotic effects that favor the 

development of cardiac hypertrophy (HC), whose aggravation and maintenance results in the 

loss of correct heart function. Prevention and treatment are therefore vital. Although there are 

currently treatments, it is necessary to look for new substances that help slow their 

progression. In this sense, the use of polyphenols as potent antioxidants in the treatment of 

HC has become very important. The aim of this work is to study the effects of 

proanthocyanidins on aldosterone alterations in an in vitro model of HC. For this purpose, rat 

cardiomyoblasts H9c2 were stimulated with aldosterone and co-incubated with 

proanthocyanidins. Cell survival and gene expression of apoptotic and antioxidant mediators 

were evaluated. Aldosterone stimulation reduced cell survival while co-incubation with 

proanthocyanidins normalized it. In addition, the expression of the antiapoptotic protein Bcl-2 

and antioxidant enzymes decreased with aldosterone and was restored with 

proanthocyanidins. Therefore, we can conclude that proanthocyanidins seem to be controlling 

the increase in oxidative stress induced by aldosterone, thus preventing apoptosis and 

increasing cell survival in H9c2 cells. 
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Aldosterone, apoptosis, cardiac hypertrophy, oxidative stress, proanthocyanidins. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en el mundo 

(Jaén-Extremera et al., 2023). Se trata de un término amplio que engloba enfermedades que 

afectan al sistema cardiovascular (Teo y Rafiq, 2021). Una de las ECV con más prevalencia 

es la hipertensión arterial (Al Ghorani et al., 2021). A su vez, esta supone un factor de riesgo 

de accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, arterosclerosis y 

demencia (Harrison et al., 2022).  

1.2. LA HIPERTENSIÓN 

El término hipertensión se refiere a valores de presión arterial sistólica (PAS) ≥ 140mm Hg y 

presión arterial diastólica (PAD) ≥ 90 mmHg (Di Palo y Barone 2022). La hipertensión tiene 

origen multifactorial, en el que la variación de uno de los factores afecta al resto de ellos 

(Harrison et al., 2022). Entre estos factores se encuentran el estrés oxidativo y la inflamación, 

que conducen a la producción de agentes vasoconstrictores, la activación excesiva del sistema 

nervioso simpático y el manejo anormal del sodio por parte del riñón (Kućmierz et al., 2021). 

En este sentido, el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) juega un papel 

fundamental ya que se encuentra sobre activado de forma crónica en esta enfermedad (Ames 

et al., 2019). En situaciones fisiológicas, el SRAA, es vital para mantener la homeostasis del 

organismo ya que mantiene la concentración plasmática de sodio, la presión arterial y el 

volumen extracelular en condiciones de equilibrio (Patel et al.,2017).  

1.2.1. El SRAA 

El SRAA (Figura 1) es una cascada hormonal que actúa como respuesta a situaciones de 

presión arterial baja, hipovolemia, privación de sodio y estimulación simpática (Ames et al., 

2019; Akhtar et al., 2022). 

Esta ruta de señalización comienza con la producción de renina en los riñones, en las células 

epitelioides yuxtaglomerulares (Sparks et al., 2014). Cuando los barorreceptores detectan una 

reducción en la presión de perfusión renal se produce un aumento de la síntesis y liberación 

de renina (Akhtar et al., 2022). Por otra parte, el hígado produce y libera de forma constitutiva 
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angiotensinógeno (Mirabito Colafella et al., 2019). En general el angiotensinógeno se 

encuentra en exceso con relación a la renina, por lo que esta última molécula es el paso 

limitante del SRAA (Ames et al., 2019). La renina escinde el extremo N-terminal del 

angiotensinógeno produciendo angiotensina I (AngI) (Fountain et al., 2023). A continuación, 

la enzima convertidora de angiotensina (ACE), liberada por las células endoteliales 

pulmonares, sintetiza angiotensina II (AngII) a partir de AngI. La angiotensina II actúa a nivel 

del receptor de angiotensina de tipo 1 (AT1R) y el de tipo 2 (AT2R) (Wu et al., 2018).  

Se ha comprobado que la AngII tiene efectos sobre la remodelación miocárdica y vascular 

produciendo hipertrofia y fibrosis, aumenta las especies reactivas de oxígeno (ROS), tiene 

efectos proinflamatorios, produce disfunción endotelial y aumenta la reabsorción de sodio 

incrementando la actividad del antiportador H-Na en el túbulo contorneado distal (Fountain et 

al., 2023). La AngII y una concentración extracelular elevada de K+ estimulan la síntesis y 

secreción de aldosterona, que actúa a través del receptor de mineralocorticoides (RM). Esta 

es la última hormona del sistema y se sintetiza en la zona glomerulosa de la glándula 

suprarrenal a partir de colesterol (Ames et al., 2019) aunque también se ha detectado su 

producción en otros tejidos como el corazón, los vasos sanguíneos y el cerebro (Cachofeiro et 

al., 2008). 

 

Figura 1. Esquema del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). ACE: Enzima convertidora de 

angiotensina; AT1R: Receptor de angiotensina de tipo 1; AT2R: Receptor de angiotensina de tipo 2; RM: 

Receptor de mineralocorticoides; K+: Potasio. Elaboración propia mediante Biorender. 
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El exceso de aldosterona en situaciones patológicas tiene consecuencias negativas sobre 

el sistema cardiovascular: 

• Disminución de la disponibilidad de óxido nítrico (NO). Se produce por una reducción 

en la producción de NO (inhibición de la enzima sintasa endotelial de NO) así como 

por la inactivación del NO por parte de ROS (Cachofeiro et al., 2008). Esta molécula 

presenta diversas funciones biológicas entre las que destacan la modulación del tono 

vascular, la vasodilatación y la permeabilidad vascular y la reducción en su 

disponibilidad causa disfunción endotelial (Wu et al., 2020).  

• Aumento del estrés oxidativo incrementando la producción de ROS de las células, 

mediante la traslocación a la membrana de las subunidades p47phox y p67phox de la 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa (Cachofeiro et al., 

2008). Esta enzima tiene la capacidad de transportar electrones a través de la 

membrana plasmática y generar ROS (Bedard y Krause 2007) Además, la expresión 

de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa 1 y 2 (SOD-1 y 2) también se ve 

alterada (Hsieh et al., 2022). Estas enzimas se pueden emplear como marcadores que 

permiten comprobar el estrés oxidativo al que se ven sometidas las células y su 

capacidad de respuesta. El aumento del estrés oxidativo va a suponer una reducción de 

la biodisponibilidad del NO, la activación de las metaloproteinasas y contribuye al 

daño tisular lo que conlleva disfunción endotelial y remodelación vascular (Pinheiro y 

Oliveira-Paula 2020).  

• Activa la vía p38 MAPK (proteína quinasa activada por mitógeno), dando como 

respuesta un aumento del factor de crecimiento transformante (TGF-β1), el cual en 

última instancia ocasiona fibrosis (Vanderpool et al., 2017). Otro efecto de la vía p38 

MAPK es la producción de ROS (Tsai et al., 2021). 

• Activa la vía ERK1/2 (quinasa regulada por señal extracelular), que a su vez también 

se ve estimulada por las ROS (Okoshi et al., 2004). En principio ERK1/2 es un factor 

favorable a la supervivencia celular y contribuye a la regulación positiva de la 

proliferación y diferenciación celular, pero se ha comprobado que también tiene 

funciones proapoptóticas (Xu et al., 2016). El motivo por el cual toma dos caminos 

tan diferentes puede ser que los sustratos ERK1/2 aguas abajo presenten distintas 

funciones y la selección de estos sustratos dependa del tipo celular y la naturaleza de 

los estímulos (Xu et al., 2016).  
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• Disfunción mitocondrial, la cual se ha asociado al desarrollo y progresión de la 

remodelación vascular (Tsai et al., 2021).  

• Activa el fator nuclear kappa (NF-k), activando la transcripción de genes 

proinflamatorios (Cachofeiro et al., 2008). NF-k está formado por diferentes 

subunidades, una de ellas es p65 (Giridharan y Srinivasan 2018). Esta subunidad 

puede ser empleada como marcador de inflamación.  

• Produce alteraciones en la actividad del factor 2 relacionado con el factor nuclear 

eritroide 2 (Nrf2), un factor de transcripción implicado en la expresión de numerosas 

enzimas antioxidantes, como SOD-1 y SOD-2 y que inhibe la actividad de NF-κB al 

interferir con su actividad transcripcional y bloquear la unión de NF-κB a los 

promotores de genes proinflamatorios (Rodrigues et al.,2021; Tan et al., 2021; Vashi 

y Patel 2021; Binder et al., 2022).  

• Desarrollo del síndrome metabólico, el cual implica resistencia a insulina, alteraciones 

en el metabolismo de los lípidos, incremento del estrés oxidativo y disfunción 

mitocondrial (Petramala et al., 2020). Estos factores afectan al metabolismo 

energético del miocardio y a la producción y consumo de ATP por parte de los 

cardiomiocitos.  

• Induce la muerte celular por apoptosis en cardiomiocitos (Xiao et al., 2013). Uno de 

los marcadores de apoptosis más importante es Bcl-2. Bcl-2 forma parte de la familia 

de proteínas Bcl-2, que se encargan de la regulación de la apoptosis ya que integran 

señales de supervivencia y muerte que se generan en el interior y exterior celular. Esta 

familia de proteínas divide en dos clases: miembros proapoptóticos como Bax, los 

cuales desencadenan la apoptosis y miembros antiapoptóticos como Bcl-2 que 

protegen a las células de la apoptosis (Borner 2003). 

Cuando estos efectos se mantienen en el tiempo producen disfunción endotelial, inflamación, 

remodelado vascular y en última instancia hipertrofia cardiaca (Cachofeiro et al., 2008). 

1.3. LA HIPERTROFIA CARDIACA 

La hipertrofia cardiaca (HC) consiste en el aumento del tamaño del corazón como respuesta al 

aumento de la presión arterial (Zhu et al., 2019; Akhtar et al., 2022). 
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Este proceso se puede dar en situaciones fisiológicas, como el embarazo o en deportistas, 

siendo en estos casos reversible, pero también se puede dar de forma patológica e irreversible 

(Nakamura y Sadoshima 2018).  

En cuanto a la HC patológica existen diversos factores o situaciones que la promueven, como 

la activación del sistema simpático, la resistencia a la insulina y la sobre activación del 

RAAS, especialmente la aldosterona (Llancaqueo 2012). Esta hormona juega un papel clave 

en el desarrollo de HC. Por una parte, participa en la reabsorción de Na+ y H2O por el riñón y 

un exceso de esta reabsorción favorece que se mantenga la situación de hipertensión y 

consecuente HC (Figura 2). Por otra parte, a través de los RM de los cardiomiocitos produce 

inflamación, oxidación y fibrosis (Catena et al., 2014). 

La HC patológica se caracteriza por cambios tanto en el fenotipo de los cardiomiocitos como 

en la composición de la matriz extracelular (Zhu et al., 2019). En cuanto a los cardiomiocitos 

se produce hipertrofia en todos sus diámetros. Por otra parte, se alteran la composición de la 

matriz extracelular, especialmente se aumenta considerablemente la síntesis de colágeno 

dando lugar a fibrosis. Esto supone una grave alteración de la arquitectura cardíaca, 

aumentando su rigidez y afectando a su correcto funcionamiento (Kruszewska et al., 2022).  

 

Figura 2. Principales efectos de la aldosterona y su influencia sobre la hipertensión e hipertrofia cardiaca. 

Principales características de la hipertrofia cardiaca. Elaboración propia mediante Biorender.  

 

El agravamiento y mantenimiento de la HC desemboca en la pérdida de la correcta función 

del corazón: disfunción diastólica, sistólica y finalmente, insuficiencia cardiaca (Zhuang et 

al., 2022). Por este motivo es importante la prevención y tratamiento de la hipertensión y la 
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HC. No obstante, la dificultad para frenar el avance y/o revertir la HC, y por tanto las 

alteraciones funcionales derivadas, a pesar de los tratamientos actuales disponibles, genera la 

necesidad de buscar mecanismos subyacentes y de identificar nuevas dianas terapéuticas. En 

este sentido, la utilización de los polifenoles como potentes antioxidantes en el tratamiento de 

las ECV ha cobrado gran importancia en los últimos años (Jenkins et al., 2021). 

1.4. LOS POLIFENOLES 

Como se ha mencionado anteriormente, el estrés oxidativo y las ROS están aumentados en 

situaciones donde hay un exceso de aldosterona. Por este motivo reducir el estrés oxidativo y 

las ROS podría ser una diana terapéutica interesante. 

Los polifenoles son un extenso grupo de metabolitos secundarios de las plantas los cuales se 

encuentran involucrados en la defensa de las plantas, incluyendo actividades antioxidantes y 

antibacterianas y se ha demostrado que algunos de ellos ejercen actividades biológicas en 

humanos (Grosso et al., 2022). Dentro de los polifenoles encontramos las proantocianidinas 

(figura 3), un tipo de flavonoide altamente antioxidante encontrado generalmente en la piel de 

las uvas, las manzanas y los arándanos entre otros (Tsao. 2010).  

 

Figura 3. Estructura genérica de las proantocianidinas. Tomado de Rauf et al. (2019). 

 

Las proantocianidinas actúan como potentes antioxidantes que neutralizan los radicales libres 

producidos (Shirasi-Tehrani et al., 2022), además son solubles en agua y se pueden extraer de 

forma natural (Li et al., 2015). Las células también producen sus propias enzimas 

antioxidantes como la glutatión peroxidasa, la catalasa y la superóxido dismutasa (Zinellu y 

Mangoni 2021). Dentro de estas últimas enzimas se encuentran la SOD-1 y SOD-2, las cuales 
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se ha comprobado que ven aumentada su expresión por la acción de las proantocianidinas (de 

Moraes Arnoso et al., 2022).  

Así mismo, en un modelo animal de HC producido por la administración de aldosterona a 

ratas, se ha demostrado que el tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas es capaz 

de mejorar la función cardiaca y disminuir todos los procesos patológicos asociados (fibrosis, 

inflamación y oxidación) (de Las Heras et al., 2021). No obstante, aún no son bien conocidos 

los mecanismos a través de los cuales las proantocianidinas ejercen sus efectos beneficiosos 

en un contexto de ECV. 

2. HIPÓTESIS 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo nos planteamos la 

hipótesis de que las proantocianidinas podrían mejorar las alteraciones producidas por la 

aldosterona en un modelo in vitro de HC.  

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos de las proantocianidinas sobre las alteraciones celulares y moleculares 

producidas por la aldosterona en células cardíacas. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Valorar la supervivencia celular de las células estimuladas con aldosterona y co-incubadas 

con proantocianidinas.  

2- Analizar la expresión génica de mediadores apoptóticos y antioxidantes en las células 

estimuladas con aldosterona y co-incubadas con proantocianidinas.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. CULTIVOS CELULARES 

Se cultivaron cardiomioblastos H9c2 (CRL-1446™, ATCC, EE. UU) embrionarios de rata 

(figura 4) en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) bajo en glucosa (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, EE. UU). El medio completo se preparó añadiendo al medio DMEM un 1% de 

glutamina 200 Mm (Gibco™, Paisley, Reino Unido), 10% de FBS (Gibco™, Paisley, Reino 

Unido) inactivado al 10 X y 200 µL de penicilina y estreptomicina (Sigma-Aldrich®, Madrid, 

España) ambas a una concentración de 250000 µg/mL.  

 

Figura 4. Imagen representativa de cardiomioblastos H9c2 embrionarios de rata incubados con troponina T tras 

una inmunocitoquímica para observar diferenciación celular.  

 

Todos los procedimientos realizados con las células o con reactivos se realizaron en cabina de 

seguridad biológica. Todo fue desinfectado con alcohol 70%. Los cultivos se mantuvieron a 

37 ºC en una atmósfera humidificada, al 5% de CO2 y 95% de aire.  

4.1.1. Mantenimiento de la línea celular 

El cultivo se mantuvo en placas p100, con un volumen final de 10 mL por placa, y se pasaban 

al alcanzar una confluencia del 80%. Para pasar las células se retiraba el medio, se lavaba con 

PBS 1X de modo que se retiraban los restos de medio para que no inhibieran la acción de la 

tripsina. Se añadían 1,5 mL de tripsina 2X (Gibco™, Paisley, Reino Unido) y se incubaba 5 

minutos a 37 ºC. Pasado este tiempo se inactivaba la tripsina añadiendo el mismo volumen de 
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medio completo. Las células se resuspendían en este volumen y se transferían a un tubo 

falcon. Se añadía medio adicional en función del pase a realizar. En este caso se realizaron 

pases con dilución 1:3, por lo que se añadía medio hasta 30 mL. En cada placa se sembraban 

10 mL de esta dilución.  

4.1.2. Congelar y descongelar 

En pases bajos, cuando había exceso de células, estas se congelaban. Para ello se seguía el 

mismo protocolo que para pasar las células hasta el paso de bloquear la tripsina con el mismo 

volumen de medio completo. Tras esto, se transfería la suspensión de células a un tubo falcon 

y se centrifugaba durante 5 minutos a 1000 rpm. Se retiraba el sobrenadante y se resuspendía 

el pellet en medio completo con un 5% de DMSO (Sigma-Aldrich®, Madrid, España), 

obteniendo una concentración de 1000000 de células por mL. Se añadía 1 mL de esta dilución 

por criovial y se ponía rápidamente a -20 ºC para evitar que las células se dañasen con el 

DMSO. Tras 24 horas se pasaban los crioviales a -80 ºC y pasadas 24 horas más se ponían 

finalmente en nitrógeno líquido, donde se pueden almacenar por largos periodos de tiempo.  

Para descongelar se ponía el criovial bajo agua templada durante no más de 2 minutos. Se 

añadía el contenido a un falcon con medio completo de modo que el volumen final eran 10 

mL. Se centrifugaba durante 5 minutos a 1000 rpm y se descarta el sobrenadante. De esta 

forma se eliminaba el DMSO, que es tóxico para las células. El pellet se resuspendía en 10 

mL de medio y se sembraba en una p100.  

4.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se emplearon cardiomioblastos H9c2 embrionarios de rata cultivados en medio completo en 

placas de 96 pocillos para los ensayos de supervivencia y de 12 para el análisis de la 

expresión génica del mediador apoptótico Bcl-2 y de enzimas antioxidantes. A las 24 horas se 

cambiaba el medio completo por medio de arresto, igual que el medio completo, pero sin 

FBS, de modo que se detenía el crecimiento celular. Tras 24 horas más se retiraba el medio de 

arresto y se aplicaban los siguientes estímulos: 

- Control: medio de arresto.  

- Aldosterona 800 nM.  

- Proantocianidinas 100 nM.  
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- Proantocianidinas 1000 nM.  

- Aldosterona 800 nM y Ppoantocianidinas 100 nM.  

- Aldosterona 800 nM y Ppoantocianidinas 1000 nM.  

Para preparar estos tratamientos se diluía el stock de aldosterona y proantocianidinas (Sigma-

Aldrich®, Madrid, España) en medio de arresto. Las células se incubaban con los estímulos 

durante 48 horas, tras las cuales se procedió a realizar las pruebas oportunas. El tamaño de la 

muestra era de seis muestras por tratamiento (n = 6).  

4.3. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR 

Para este estudio se empleó el kit de supervivencia XTT (Pan Reac ApplyCherm ITW 

Reagents, Darmstadt, Alemania). Se trata de un ensayo colorimétrico que detecta la actividad 

metabólica celular. Las células viables reducen mediante enzimas deshidrogenasas la sal 

amarilla de tetrazolio XTT (2,3,-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)-carbonil]-

2H-tetrazolio sódico) a un colorante de formazán muy potente. La cantidad de formazán 

producido es proporcional al número de células viables de la muestra. La cantidad de este 

colorante se cuantifica midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 475 nm empleando 

un lector de placas (SYNERGY H1, BioTek® Instruments Inc., Winooski, EE. UU). Así 

mismo, se mide la absorbancia del fondo a una longitud de onda de 660 nm.  

Para obtener la dosis de trabajo de aldosterona y el tiempo de exposición, se realizaron una 

serie de estudios piloto. Para esto se sembraron 2 placas de 96 pocillos y se aplicaron los 

tratamientos: aldosterona 200 nM, aldosterona 500 nM y aldosterona 800 nM (6 pocillos por 

condición experimental). Una de las placas se analizó a las 24 horas de poner los tratamientos 

y la restante a las 48 horas.  

Una vez determinada la concentración de aldosterona y el tiempo de exposición a emplear se 

aplicaron los tratamientos indicados en la figura 5. Pasadas 48 horas de la adición de los 

mismos, se siguieron los pasos del kit de supervivencia XTT indicados por el fabricante para 

la determinación del % de supervivencia de cada condición experimental.  
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Figura 5. Esquema de la metodología y tratamientos empleados para la determinación de la supervivencia 

celular. Elaboración propia mediante Biorender. 

 

La cuantificación de la supervivencia se realizó por medio de la absorbancia. La absorbancia 

final es la diferencia de la absorbancia a 475 nm, la absorbancia a 660 nm y la absorbancia del 

blanco.  

 

El valor de la absorbancia del control (células sin tratamiento) se tomó como el 100% de 

supervivencia y de forma proporcional a este valor se calculó el porcentaje de supervivencia 

celular de cada una de las condiciones experimentales.  

4.4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DEL MEDIADOR APOPTÓTICO 

Bcl-2 Y DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES  

Se sembraron placas de 12 pocillos, con los tratamientos descritos en la figura 6. A las 24 

horas de la siembra de las placas se aplicó medio de depleción. 24 horas después se añadieron 

los tratamientos y se dejaron 48 horas. Tras esto se procedió a la extracción del RNA. 

4.4.1. Extracción de RNA 

En primer lugar, se llevó a cabo el lisado de las células añadiendo 1 mL de TRI-REAGEN 

(Thermo Scientific™, Vilna, Lituania) en cada pocillo. Se pasó el contenido de cada pocillo a 

un tubo eppendorf. Se incubó durante 5 minutos a Tª ambiente de modo que se obtuvo una 

disociación completa. 
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A continuación, se produjo la separación en dos fases, para lo cual se añadieron 200 µL de 

cloroformo (Labbox labware s.l., Barcelona, España) en el eppendorf y se agitó en vórtex. Se 

incubó la mezcla durante 10 minutos a Tª ambiente y después se centrifugó durante 15 

minutos a 12000 g a 4 ºC. Se recogió la fase acuosa (sobrenadante).  

El siguiente paso fue la precipitación de RNA. Se añadió isopropilo (Labbox labware s.l., 

Barcelona, España) de forma que la proporción en el tubo era 1:1. Se agitó en el vórtex y se 

incubó durante 10 minutos a Tª ambiente. Después se centrifugó durante 15 minutos a 12000 

g a 4 ºC. Tras esto se llevó a cabo un lavado del RNA, para lo cual se desechó el sobrenadante 

y se añadió 1mL de etanol al 75% (Labbox labware s.l., Barcelona, España). Se agitó la 

mezcla en el vórtex y a continuación se centrifugó durante 10 minutos a 10000 g a 4 ºC. Por 

último, se desechó el etanol (sobrenadante), se resuspendió el RNA en 100 µL de agua libre 

de RNAsa/DNAsa (Invitrogen™, Paisley, Reino Unido) y se cuantificó la cantidad de RNA 

en el Nanodrop (NanoDrop™ 1000, Thermo Scientific™, Wilmington, DE, EE. UU). 

4.4.2. Síntesis de cDNA 

Se diluyeron las muestras de RNA de modo que la concentración final era de 100 ng/µL. A 

continuación, en un tubo de PCR se mezclaron 9 µL de la muestra de RNA y 10 µL de 2X RT 

Buffer Mix y 1 µL de 20 X RT Enzyme Mix, del High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit 

(Thermo Scientific™, Vilna, Lituania). Luego se llevó al termociclador (GeneAmp PCR 

System 2700, Applied Biosystems, Singapur), programado previamente con los siguientes 

ciclos de temperatura: 37º C durante 60 min, 95º C 5 min y finalmente 4ºC hasta la recogida 

de las muestras.  

4.4.3. qPCR 

Se tomaron las muestras de cDNA obtenidas en el paso anterior y se añadieron 2 µL de estas 

diluidas 1:10 en la placa de qPCR. En cada pocillo también se añadieron 10 µL de SYBR 

Green (Thermo Scientific™, Vilna, Lituania), 1 µL del oligo forward 10 µM, 1 µL del oligo 

reverse 10 µM (Thermo Scientific™, Madrid, España), y 6 µL de agua libre de 

DNAsa/RNAsa. Una vez la placa estaba preparada se pone en la qPCR (QuantStudio 1, 

Applied Biosystems, Singapur). Se analizaron 4 muestras de cada condición por triplicado. 

Los oligos y tratamientos empleados fueron los indicados en la tabla 1 y figura 6 

respectivamente.  
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Antes de llevar a cabo la qPCR se realizó un análisis bioinformático de los oligos mediante 

primer BLAST (National Library of Medicine, Bethesda, MD, EE. UU) para determinar su 

especificidad, temperatura de anillamiento y tamaño de amplicón (tabla 1). Además, se 

comprobó su especificidad realizando una primera qPCR de la que se obtuvieron las curvas de 

melting y llevando a cabo la reacción en ausencia de cDNA para detectar cualquier 

contaminación cruzada o amplificación.  

 

Tabla 1. Secuencias de oligos (F: Forward; R: Reverse), temperatura de anillamiento y tamaño de amplicón de 

los genes GADPH, Bcl-2, SOD-1, SOD-2 y Nrf2 utilizados en la reacción de qPCR. 

Nombre 

del oligo 
Secuencia del oligo (5’-3’) 

Temperatura de 

anillamiento (Cº) 

Tamaño de 

amplicón (bp) 

GADPH 
F: ATGGGAAGCTGGTCATCAAC 

58 221 
R: GTGGTTCACACCCATCACAA 

Bcl-2 
F: GACTGAGTACCTGAACCGGCATC 

62 135 
R: CTGAGCAGCGTCTTCAGAGACA 

SOD-1 
F: GGTGAACCAGTTGTGTTGTC 

57 203 
R: CCGTCCTTTCCAGCAGTC 

SOD2 
F: CAGACCTGCCTTACGACTATGG 

61 113 
R: CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT 

Nrf2 
F: ACTCCCAGGTTGCCCACAT 

60 106 
R: GCAAGCGACTCATGGTCAT 

 

En este análisis se emplea como gen de referencia el GADPH y se calcula la expresión 

relativa del resto de genes mediante la siguiente fórmula: 
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Figura 6. Esquema de la metodología y tratamientos empleados para el análisis de expresión génica de los 

principales mediadores pro-inflamatorios, oxidantes y apoptóticos mediante qPCR. Elaboración propia mediante 

Biorender. 

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis estadístico de los resultados se realizó un ANOVA de una vía, además de una 

prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni. Un valor p < 0.05 se consideró 

significativo. Todos los análisis y los gráficos se realizaron en Graph Pad Prism 5 (GraphPad 

Software Inc. CA, USA). 

6. RESULTADOS 

6.1. EFECTOS DE LAS PROANTOCIANIDINAS SOBRE LA SUPERVIVENCIA 

CELULAR 

En los estudios piloto realizados para determinar la dosis de trabajo de aldosterona y el 

tiempo de exposición, se obtuvieron los resultados observados en la figura 7. La 

supervivencia de las células tratadas con aldosterona 800 nM durante 48 horas, fue menor (p 

< 0,05) que el control a 48 horas. Además, la supervivencia disminuía (p < 0,05) en las 

células tratadas con aldosterona 800 nM durante 48 horas con respecto a las células tratadas 

con aldosterona 800 nM durante 24 horas.En el caso de las células estimuladas con 

aldosterona 200 nM a las 24 y 48 horas, 500 nM a las 24 y 48 horas y 800 nM a las 24 horas, 

la supervivencia no varía respecto a los controles.  



 

15 

 

 

Figura 7. Supervivencia celular (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona a diferentes 

concentraciones (200 nM, 500 nM y 800 nM) y distintos tiempos de exposición (24 y 48 horas). *P < 0,05 vs 

Control 48 h; # P < 0,05 vs Aldo 800 nM 24 h.  

 

Como se observa en la figura 8, la supervivencia de las células tratadas con aldosterona 800 

nM fue menor (p < 0,05) que el control. Además, no se vieron diferencias significativas entre 

el control y las células tratadas con proantocianidinas 100 nM y 1000 nM. En el caso de las 

células estimuladas con aldosterona y co-incubadas con proantocianidinas la supervivencia 

aumentó (p < 0,05) respecto a las tratadas con aldosterona en el caso de la concentración de 

proantocianidinas más elevada, es decir, la supervivencia celular se normalizó.  
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Figura 8. Supervivencia celular (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona y co-incubadas con 

proantocianidinas. Los tratamientos empleados son aldosterona 800 nM (Aldo), proantocianidinas 100 nM 

(ProA100), proantocianidinas 1000 nM (ProA1000), aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 100 

nM (Aldo+ProA100) y aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 1000 nM (Aldo+ProA1000). *p 

< 0,001 vs Control; # P < 0,05 vs Aldo.  

 

6.2. EFECTOS DE LAS PROANTOCIANIDINAS SOBRE LA EXPRESIÓN 

GÉNICA DE MEDIADORES APOPTÓTICOS Y ANTIOXIDANTES 

6.2.1. Expresión génica de Bcl-2 

Como se puede observar en la figura 9, el grupo Aldo muestra una clara tendencia a disminuir 

la expresión relativa de Bcl-2 comparado con el grupo Control. En cuanto a las células 

estimuladas con aldosterona y co-incubadas con proantocianidinas la expresión de Bcl-2 

aumentó hasta llegar a normalizar con proantocianidinas 1000 nM (p < 0,05). 
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Figura 9. Expresión relativa de Bcl-2 (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona y co-incubadas con 

proantocianidinas. Los tratamientos empleados son aldosterona 800 nM (Aldo), proantocianidinas 100 nM 

(ProA100), proantocianidinas 1000 nM (ProA1000), aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 100 

nM (Aldo+ProA100) y aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 1000 nM (Aldo+ProA1000). # P 

< 0,05 vs Aldo. 

 

6.2.2. Expresión génica de Nrf2 

En la figura 10 se puede comprobar que la expresión relativa de Nrf2 aumentó (p < 0,05) en 

las células estimuladas con aldosterona con respecto al control. En células tratadas con 

aldosterona y co-incubadas con proantocianidinas se pudo apreciar un claro descenso (p < 

0,05) de la expresión de Nrf2 en ambas concentraciones de proantocianidinas respecto a las 

células incubadas solamente con aldosterona.  
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Figura 10. Expresión relativa de Nrf2 (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona y co-incubadas con 

proantocianidinas. Los tratamientos empleados son aldosterona 800 nM (Aldo), proantocianidinas 100 nM 

(ProA100), proantocianidinas 1000 nM (ProA1000), aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 100 

nM (Aldo+ProA100) y aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 1000 nM (Aldo+ProA1000). *p 

< 0,05 vs Control; # p < 0,05 vs Aldo. 

 

6.2.3. Expresión génica de SOD-1 y SOD-2 

La expresión relativa de la SOD-1 disminuyó (p < 0,05) en las células estimuladas con 

aldosterona con respecto al control (figura 11). En células tratadas con aldosterona y co-

incubadas con proantocianidinas se pudo apreciar un claro aumento (p < 0,05) de la expresión 

de SOD-1 en ambas concentraciones de proantocianidinas respecto a las células tratadas con 

aldosterona. También se pudo apreciar que tanto el tratamiento con proantocianidinas, como 

el tratamiento con aldosterona y co-incubación con proantocianidinas aumentaron la 

expresión de SOD-1 (p < 0,05) respecto al control.  
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Figura 11. Expresión relativa de SOD-1 (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona y co-incubadas 

con proantocianidinas. Los tratamientos empleados son aldosterona 800 nM (Aldo), proantocianidinas 100 nM 

(ProA100), proantocianidinas 1000 nM (ProA1000), aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 100 

nM (Aldo+ProA100) y aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 1000 nM (Aldo+ProA1000). *p 

< 0,05 vs Control; # p < 0,05 vs Aldo; + p < 0,05 vs Control.  

 

De forma similar, la expresión de SOD-2 disminuyó (p < 0,05) en las células tratadas con 

aldosterona respecto al control (figura 12). A diferencia de SOD-1, en este caso no se 

advirtieron diferencias significativas entre el control y las células tratadas con 

proantocianidinas 100 nM y 1000 nM. Las células estimuladas con aldosterona y co-

incubadas con proantocianidinas la expresión de SOD-2 aumentó hasta llegar a normalizar 

con proantocianidinas 1000 nM (p < 0,05). 
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Figura 12. Expresión relativa de SOD-2 (%) en cultivos tratados estimuladas con aldosterona y co-incubadas 

con proantocianidinas. Los tratamientos empleados son aldosterona 800 nM (Aldo), proantocianidinas 100 nM 

(ProA100), proantocianidinas 1000 nM (ProA1000), aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 100 

nM (Aldo+ProA100) y aldosterona 800 nM co-incubado con proantocianidinas 1000 nM (Aldo+ProA1000). *p 

< 0,05 vs Control; # p < 0,05 vs Aldo. 

 

7. DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se ha observado que la co-incubación con proantocianidinas de células 

estimuladas con aldosterona previene la disminución de la supervivencia celular. Este efecto 

parece estar mediado por la estimulación de la expresión génica de Bcl-2, del factor de 

transcripción Nrf2 y de las enzimas antioxidantes SOD-1 y SOD-2.  

La co-incubación con proantocianidinas 1000 nM normalizó la supervivencia celular de 

las células estimuladas con aldosterona. 
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Los resultados del trabajo muestran que la estimulación de las células H9c2 con aldosterona 

reduce su supervivencia. Esto concuerda con lo visto en estudios previos, en los que se 

observó que la aldosterona induce la muerte celular en cardiomiocitos, ya sea in vivo o in 

vitro (Xiao et al., 2013; Yang et al., 2017; de Las Heras et al., 2021). Esta pérdida de 

cardiomiocitos es un paso clave en el desarrollo de HC patológica (Li et al., 2017). Además, 

en el ensayo de supervivencia celular se vio que el tratamiento con proantocianidinas aumenta 

la supervivencia celular en células estimuladas con aldosterona hasta llegar a normalizar con 

proantocianidinas a concentración 1000 nM. Estudios previos han señalado los beneficios de 

los polifenoles frente a la pérdida de supervivencia celular en la HC. Por ejemplo, en el 

estudio de Sheng et al. (2013) se determinó que la supervivencia celular aumentaba en un 

modelo in vivo de HC producido por constricción aórtica, cuando se trataba con galato de 

epigalocatequina, el componente principal de los polifenoles presentes en el té verde. Raut et 

al. (2020) determinaron que la supervivencia celular disminuía en células H9c2 estimuladas 

con H2O2 y aumentaba cuando eran co-incubadas con resveratrol. Ren et al. (2022) 

comprobaron que este último polifenol aumentaba la supervivencia celular en un modelo 

animal de HC producido por la administración de isoprenalina, un agonista de los receptores 

β-adrenérgicos. En el presente trabajo se muestra que las proantocianidinas son capaces de 

prevenir la muerte celular inducida por la aldosterona en las células H9c2 hasta niveles 

normalizados. 

Los cambios en la supervivencia celular observados en nuestro trabajo parecen estar 

mediados, al menos en parte, por la proteína antiapoptótica Bcl-2. Bcl-2 es una proteína que 

pertenece a la familia de proteínas Bcl-2 y protege a las células de la apoptosis favoreciendo 

la supervivencia celular (Borner 2003). En nuestro trabajo observamos que, aunque no se 

alcanzaron diferencias significativas, las células estimuladas con aldosterona presentaron una 

clara tendencia a tener niveles de Bcl-2 menores respecto al control. En un estudio previo 

llevado a cabo en cardiomiocitos de rata neonatal incubados con aldosterona, Ferron et al. 

(2011) observaron que la expresión proteica de Bcl-2 se reducía considerablemente. En un 

estudio similar, pero en células endoteliales de la vena umbilical humana incubadas con 

aldosterona Zhang et al. (2021) comprobaron que la expresión de Bcl-2 se reducía.  

Por otra parte, las proantocianidinas fueron capaces de aumentar la expresión relativa de Bcl-

2 hasta valores normalizados. Se ha visto que el resveratrol aumenta la expresión de Bcl-2 en 

un modelo animal de HC producido por la administración de isoprenalina (Ren et al., 2022). 

Este resultado nos indica que los efectos beneficiosos de las proantocianidinas frente a la 
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muerte celular inducida por exceso de aldosterona pueden estar mediados, al menos en parte, 

por la regulación de la expresión génica de Bcl-2.  

La aldosterona aumenta la expresión de Nrf2 y la co-incubación con proantocianidinas 

normaliza la expresión de este factor de transcripción.  

Las células estimuladas con aldosterona presentaron una expresión relativa de NRf2 

aumentada en comparación con el grupo Control. En esta misma línea, Queisser et al. (2014), 

comprobaron que el tratamiento con aldosterona aumenta la actividad de Nrf2 en células 

renales tanto in vivo como in vitro. La co-incubación con proantocianidinas 100 nM y 1000 

nM normalizó la expresión de Nrf2. En este sentido, nuestros resultados contrastan con los 

obtenidos en el estudio de Liao et al. (2019), en el que se determinó que el tratamiento con 

miricetina, un tipo de polifenol, aumentaba la actividad de Nrf2 en un modelo in vivo de HC 

producido por constricción aórtica. Esta diferencia en los resultados obtenidos puede deberse 

a que las vías oxidativas/antioxidantes son complejas, unido a los distintos modelos de estudio 

utilizados y compuestos antioxidantes utilizados. Además, la disminución en la expresión de 

Nrf2 en las células co-incubadas con proantocianidinas se puede deber a que el estrés 

oxidativo se ve aliviado por otras vías ya que se observa que SOD-1 y SOD-2 sí aumentan su 

expresión y por tanto no se activaría la expresión de este factor de transcripción.  

Las proantocianidinas aumentan la capacidad antioxidante de las células estimuladas 

con aldosterona. 

En el estudio de la expresión de SOD-1 y SOD-2 se observó que la aldosterona disminuye la 

expresión de ambas enzimas. En un estudio de Ren et al. (2019) se comprobó que la 

expresión de SOD-1 y SOD-2 disminuía en un modelo in vivo de HC inducida por 

isoprenalina respecto a los animales (ratas Sprague Dawley) control. En un estudio similar, 

pero generando el modelo mediante constricción aórtica, Choudhary et al. (2008) obtuvieron 

resultados similares. Además, la aldosterona podría ser uno de los principales autores de la 

disminución de la capacidad antioxidante de las células en estos modelos, ya que, tanto la 

isoprenalina como la constricción aórtica, producirían una sobreactivación del RAAS y, por 

ende, una mayor cantidad de aldosterona.  

Por otra parte, la co-incubación con proantocianidinas aumentó la expresión de SOD-1 y 

SOD-2 en células estimuladas con aldosterona. Esto coincide con lo visto en el estudio de de 

Moraes Arnoso et al. (2022) en el que empleaban un extracto rico en proantocianidinas, que 
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mejoraba el remodelado cardiovascular en ratones obesos acompañado de un aumento de la 

expresión de SOD-1 y SOD-2. SOD-1 y SOD-2 son enzimas antioxidantes, que se encargan 

de descomponer las ROS. Estas inducen daños graves en las células y promueven la 

activación de ERK1/2 y p38 MAPK (Son et al., 2013). Se ha comprobado que la activación 

de la cascada de señalización ERK1/2 presenta un papel clave en el desarrollo de HC y 

fibrosis (Xu et al., 2016). También se ha comprobado que la estimulación de ERK1/2 produce 

la activación de proteínas proapoptóticas como las Bax (Lu y Xu 2006). En nuestro trabajo, la 

co-incubación con proantocianidinas 1000 nM llegó a normalizar los niveles de SOD-2. En el 

caso de la SOD-1 su expresión relativa aumentó muy por encima del control en las células 

estimuladas con aldosterona y co-incubadas tanto con proantocianidinas 100 nM como con 

1000 nM. Así mismo, se observó que la incubación exclusivamente con proantocianidinas 

aumentaba la expresión de SOD-1 significativamente respecto al control. Por tanto, los 

resultados sugieren que las proantocianidinas aportan una gran capacidad antioxidante 

disminuyendo el estado pro-oxidante inducido por la aldosterona en nuestro modelo de HC in 

vitro. Por tanto, una reducción de la expresión de encimas antioxidantes como son las SOD-1 

y SOD-2 conllevaría un aumento de las ROS y activación de la vía ERK1/2 y como 

consecuencia de esto un aumento de la expresión de proteínas proapoptóticas. 

Además, hemos observado que las proantocianidinas restauran e incluso aumentan la 

expresión de SOD-1 y SOD-2, enzimas que se encargan de eliminar ROS y por tanto no se 

activaría por esta vía ERK1/2 y consecuentemente no estimularía la expresión de proteínas 

proapoptóticas. Por tanto, las proantocianidinas podrían estar favoreciendo la supervivencia 

celular a través de la expresión de Bcl-2 o indirectamente estimulando la expresión de SOD-1 

y SOD-2. Estos resultados van en el mismo sentido que el estudio de Chu et al. (2017), en el 

que comprobaron que el ácido tánico, un polifenol presente en vino tinto y té, aumentaba la 

actividad de SOD y la expresión de Bcl-2 mientras que regulaba a la baja la activación de 

ERK1/2 en un modelo de HC in vivo producido por constricción aórtica. 

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS 

1. En este trabajo se ha comprobado que las proantocianidinas aumentan la supervivencia 

celular en células H9c2 estimuladas con aldosterona. Este efecto parece estar mediado, 

al menos en parte, por el aumento de la expresión génica de Bcl-2 y de las enzimas 

antioxidantes SOD-1 y SOD-2.  
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2. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se podría proponer que la generación de 

un ambiente más antioxidante debido a la presencia de las proantocianidinas, 

contribuye al aumento de la expresión génica de Bcl2 lo que se traduciría en un 

aumento de la supervivencia celular disminuida por la aldosterona. 

3. Siguiendo esta línea de investigación se deberían llevar a cabo nuevos experimentos 

para determinar la oxidación total, la localización celular de Nrf2 y analizar otros 

posibles marcadores que induzcan la transcripción de SOD-1 y SOD-2. Por otra parte, 

sería realmente interesante comprobar el efecto de las proantocianidinas en modelos in 

vivo de hipertrofia cardiaca, en los que se puedan analizar sus efectos a nivel 

fisiológico. 
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