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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades cardiacas representan el 31% de las causas de muerte a nivel mundial. La 

hipertrofia cardiaca es considerada un factor de riesgo determinante en lo que morbilidad y 

mortalidad respecta por enfermedades cardiacas (Assayag y col., 1997; Narula y col., 1998). 

La hipertrofia cardiaca se clasifica en patológica (proceso irreversible), y fisiológica (proceso 

reversible) distinguida por la ganancia de peso en el músculo cardiaco debido a la sobrecarga 

hemodinámica ante un desafío fisiológico (como embarazo o ejercicio extenuante). La 

hipertrofia se presenta como una respuesta adaptativa para normalizar el estrés mecánico 

sobre la pared del ventrículo izquierdo y optimizar la función del corazón (Carreña y col., 2006; 

Herron y col., 2010; Mehrotra y col., 2013; Merkle y col., 2007; Wilkins y Molkentin, 2002). Se 

ha descrito que durante el embarazo, el corazón pasa por un evento hipertrófico fisiológico 

reversible en respuesta al estrés mecánico sobre las paredes miocárdicas, compuestas 

primordialmente por células musculares de contracción nombradas miocitos o cardiomiocitos 

(Grossman y col., 1975; Nagatomo y col., 1999). Durante la hipertrofia cardiaca los miocitos 

sufren un hinchamiento debido al desafío hipo-osmótico, que aunado a la baja permeabilidad 

que poseen los miocitos, compromete la adaptación estructural por el cambio osmótico y la 

regulación del volumen celular (Wright y Rees, 1998). Para contrarrestar los efectos adversos 

del estrés en miocitos, existe la acumulación de moléculas orgánicas de bajo peso molecular 

denominadas osmolltos orgánicos, que ayudan a la regulación del volumen celular. Los 

osmolitos son clasificados en azúcares, polioles, metilaminas, aminoácidos y derivados, y se 

pueden acumular en altas concentraciones sin causar perturbación a nivel celular, aportando 

grandes beneficios por sus características de ser solutos compatibles (Yancey, 2005). 

Glicina betaína (GB) es una amina cuaternaria, osmolito y donador de grupos metilo 

proveniente de la oxidación de colina (Lever y Slow, 2010). Los mamíferos utilizan GB para 

ayudar a la regulación del volumen celular (osmoprotector y osmoregulador), y es una fuente 

importante de grupos metilo que favorece la remetilación de homocisteína a metionina 

reduciendo los riesgos cardiovasculares (Feng y col., 2001; Lang., 2007; Schliess y 

Háussinqer, 2002). El paso final de la síntesis de GB se lleva a cabo a través de una reacción 

de oxidación, catalizada por la enzima betaína aldehído deshidrogenasa (BADH), que además 
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es esencial en el catabolismo de poliaminas, la síntesis del neurotransmisor ácido gamma 

aminobutírico (GABA) y la biosíntesis de carnitina (Boyd y col., 1991 ;  Cánovas y col., 1998; 

Ciares y García, 2004; Lamark y col., 1991 ). 

La BADH (EC 1 .2.1.8) es una de las enzimas más ancestrales de respuesta estrés, la 

cual pertenece a la superfamilia de aldehído deshidrogenasas (ALDH9), implicada en la 

detoxificación de aldehídos. Conforman un grupo de enzimas que catalizan la oxidación de 

betaína aldehído (BA) a GB, dependiente de la coenzima nicotinamida adenina dinucleótido 

NAD+ (Hempel y col., 1993). La BADH se purificó por primera vez en hígado de ratas Sprague 

Dawley, obteniendo fracciones citosólicas y mitocondriales, se demostró que BADH en rata se 

encuentra mayoritariamente en citoplasma y solo el 7% de la actividad total se localiza en 

mitocondria (Pietruszko y Chern, 2001; Vaz y col., 2000; Wilken y col., 1970). 

La BADH se purificó y se caracterizó de la mucosa intestinal de rata, lo que demostró 

que esta enzima comparte ciertas propiedades con la isoenzima E3, argumento que apoya 

que la ALDH9 proviene del mismo gen en mamíferos. La distribución y actividad de BADH en 

distintos tejidos de mamíferos demostró, que la BADH en el músculo cardiaco posee baja 

actividad enzimática en comparación con otros órganos (hígado y músculo esquelético) 

(Gonzalo lzaguirre y col., 1997). Las bajas concentraciones de BADH en corazón sano, es la 

posible causa de la falta de investigaciones de BADH en el tejido cardiaco. Es importante 

destacar que BADH es una enzima de respuesta a estrés, la cual puede elevarse bajo 

condiciones de estrés como en la hipertrofia cardiaca fisiológica inducida por el embarazo en 

ratas Sprague-Dawley. 
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ANTECEDENTES 

El Corazón 

Estructura y función 

El corazón es un órgano encargado de bombear la sangre a todo el organismo, transportando 

oxígeno y nutrientes a las células. La parte interna está constituida por cuatro cavidades: 

aurícula derecha, aurícula izquierda (encargadas de recibir la sangre), ventrículo derecho y 

ventrículo izquierdo (encargados de bombear sangre). La pared cardiaca está constituida por: 

pericardio, miocardio y endocardio. El pericardio es un espacio gelatinoso que encierra a todo 

el corazón brindándole protección y tiene la característica de evitar la fricción. El miocardio, es 

el tejido más grueso compuesto por capilares sanguíneos, linfoides y tejido nervioso, y el 

endocardio está constituido por epitelio y tejido conectivo (Sunthareswaran, 1999). 

Las aurículas se encuentran divididas por un tabique muscular interauricular y los 

ventrículos son separados por el tabique interventricular. La pared ventricular izquierda es 

gruesa debido a que se encarga de bombear la sangre oxigenada a todo el cuerpo, mientras 

que la pared ventricular derecha es más delgada, pues bombea la sangre desoxigenada a 

pulmón, donde hay una menor resistencia en el flujo (Macaya, 2007). 

El ventrículo izquierdo es más largo y estrecho que el derecho, cuenta con capacidad 

para relajarse rápidamente (lo que le permite formar parte de la relajación diastólica y de 

llenado), contraerse rápidamente (participando en la contracción sistólica y eyección) y 

aumentar o disminuir la capacidad de bombeo cuando hay cambios en la presión o volumen 

sanguíneo (Macaya, 2007). La hipertrofia afecta principalmente al ventrículo izquierdo, y es 

una de las anomalías más frecuentes causadas por la hipertensión arterial y un alto riesgo 

como factor cardiovascular (Villamil y Zilberman, 2000). 

Hipertrofia cardiaca 

La hipertrofia cardiaca (HC) es un factor de riesgo de morbilidad y mortalidad en personas con 

enfermedades cardiovasculares (ECV). Siendo ECV la principal causa de muerte a nivel 
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mundial (OMS 2017). La HC se caracteriza por el engrosamiento de la pared ventricular y 

reducción del funcionamiento mecánico (Assayag y col., 1997; Chung y Leinwand, 2014; 

Narula y col., 1998). 

La HC se caracteriza por el aumento en el tamaño de los miocitos (Kaur y col., 2013; 

Lee y col., 2012; Merkle y col., 2007), en respuesta a la sobrecarga hemodinámica causada 

por un daño o desafío fisiológico (como embarazo o ejercicio extenuante). HC es una 

respuesta adaptativa que normaliza el estrés biomecánico sobre la pared ventricular y optimiza 

la función del corazón (Carreña y col., 2006; Herron y col., 201 O; Mehrotra y col., 2013; Merkle 

y col., 2007; Wilkins y Molkentin, 2002). 

La hipertrofia puede clasificarse en fisiológica o patológica, a su vez pueden ser 

concéntricas o excéntricas, una es ocasionada por la sobrecarga de presión y la otra por 

sobrecarga de volumen (Chung y Leinwand, 2014). Cuando se presenta un estímulo 

patológico, la sobrecarga de presión produce un aumento en la presión sistólica resultando en 

hipertrofia concéntrica, la cual está caracterizada por engrosamiento de las paredes 

miocárdicas por la acumulación de colágena. Esta hipertrofia se clasifica como patológica y es 

la respuesta del miocardio a cualquier enfermedad como la hipertensión arterial, infartos de 

miocardio y mutaciones genéticas (Lang y col., 2006). 

En la hipertrofia fisiológica existe sobrecarga de volumen, produciendo aumento en la 

tensión de la pared diastólica, resultando en hipertrofia excéntrica. Este tipo de hipertrofia se 

presente en alteraciones como insuficiencias valvulares y en respuestas fisiológicas 

adaptativas que son reversibles en ejercicio extenuante y embarazo. Durante la etapa del 

embarazo el corazón presenta adaptaciones fisiológicas desde las primeras semanas, los más 

significativos son cambios cardiovasculares, entre los cuales se destaca el aumento de flujo 

sanguíneo en algunos órganos cubriendo mayores necesidades metabólicas. El gasto 

cardiaco de una mujer durante el embarazo se incrementa 1 .5 veces en comparación con la 

mujer no gestante (Christianson, 1976; Purizaca, 201 O), observándose cambios significativos 

en los primeros dos trimestres y alcanzando sus niveles más altos en la semana 16 de 

gestación. A las 20 semanas de gestación este valor deja de aumentar, pero se mantiene en 

sus valores más altos hasta el parto (Hunter y Robson, 1992). 
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El corazón durante la preñez 

En estado de preñez, el corazón sufre un crecimiento hipertrófico fisiológico reversible en 

respuesta al aumento del gasto cardiaco y el estrés biomecánico. Uno de los principales 

cambios en el embarazo es el desarrollo de hipertrofia cardiaca, este cambio está acompañado 

del aumento en: 1 )  el gasto cardiaco, 2) el volumen latido, 3) el volumen sanguíneo, 4) la 

frecuencia cardiaca, 5) el flujo sanguíneo renal y 6) la tasa de filtración a nivel glomerular 

(Purizaca, 2010). Al mismo tiempo se presenta una disminución en: 1) la resistencia vascular 

periférica, 2) la presión sanguínea media durante el segundo y tercer trimestre, 3) la 

disminución del tiempo de eyección del ventrículo izquierdo a lo largo de todo el periodo de 

gestación (Baylis y Reckelhoff, 1991 ;  Capeless y Clapp, 1989; Chapman y col., 1997; Gilson 

y col., 1992; Katz y col., 1978; Mabie y Sibai, 1994; Slangen y col., 1997; Spaanderman y col., 

2000; M. Spaanderman y col., 2000). En el caso de la preñez, una de las señales del inicio de 

la hipertrofia es la distensión arterial durante el llenado ventricular. La hipertrofia generada por 

sobrecarga de volumen generalmente es menor que la producida por sobrecarga de presión 

(Grossman y col., 1975; Nagatomo y col., 1999). 

Osmolitos orgánicos como mecanismos de adaptación durante la hipertrofia cardiaca 

fisiológica 

La adaptación durante la hipertrofia cardiaca fisiológica se origina por elementos promotores 

de crecimiento en la pared ventricular, para normalizar el estrés al que se encuentra sometido 

el ventrículo frente a una carga hemodinámica. Durante los eventos de crecimiento, embarazo 

o actividad física extenuante, la sobrecarga hemodinámica produce aumento del tamaño en 

miocitos (H. E. Cingolani y col., 2008; O. H. Cingolani y col., 2011 ;  Ennis y col., 2008). 

En la hipertrofia cardiaca los miocitos se ven involucrados en un evento hipo-osmótico, 

es decir niveles intracelulares altos en agua y baja concentración de solutos. Considerando 

que las células cardiacas tienen baja permeabilidad en comparación con células sanguíneas 

y renales, los miocitos cardiacos se ven mayormente comprometidos a la adaptación del 

cambio osmótico (Wright y Rees, 1998). 

12 



La hipertrofia fisiológica en el embarazo se acompaña de complejos procesos que 

permiten a la madre adaptarse a sus nuevas necesidades (Yannone, 1972). Durante estas 

condiciones de estrés en cardiomiocitos se conoce que existen moléculas orgánicas las cuales 

ayudan en la regulación del volumen celular. Estas moléculas son llamadas osmolitos y se han 

descrito como pequeños solutos que utilizan las células de gran cantidad de organismos para 

regular el volumen celular. Estos solutos son aminoácidos y derivados (glicina, prolina, taurina, 

alanina, etc.), azucares (trehalosa), polioles (glicerol, inositoles, sorbitol, etc.) y metilaminas 

(N-oxido de trimetilamina [TMAO] y GB) (Yancey, 2005). 

Glicina betaína 

La GB comúnmente conocida como betaína es una amina cuaternaria (Fig.1) que fue 

descubierta por el científico alemán Scheibler en 1860 (Scheibler, 1869, 1870), una base 

orgánica proveniente de la remolacha azucarera (Beta vulgaris) y por ello su nombre de origen. 

Los grupos funcionales catiónicos de GB no pueden ser desprotonados y conservan su carga 

a pH elevado, es muy soluble en agua y casi insoluble en la mayoría de los disolventes 

orgánicos (De Zwart y col., 2003). Se conoce que GB posee importantes funciones en el 

metabolismo de los mamíferos (Lever y Slow, 201 O). 

GB es un osmolito esencial y donador de grupos metilo proveniente de la oxidación de 

colina (Lever y Slow, 2010). Comúnmente se encuentra en todos los organismos vivos y su 

metabolismo se lleva a cabo en el ciclo de remetilación de homocisteína a metionina en una 

reacción catalizada por la betaína homocisteína metiltransferasa (BHMT}, su función como 

donador de grupos metilo es de gran participación en las reacciones de metilación de DNA y 

ANA (realizadas en hígado). Se acumula en gran variedad de tejidos ayudando a la regulación 

del volumen celular (Feng y col., 2001; Lang., 2007; Schliess y Háussinqer, 2002). Además, 

actúa como una fuente de nitrógeno y protector en células de mamíferos, ayuda en la 

formación de fosfatidilcolina, un importante constituyente de la bicapa lipídica de las 

membranas celulares (Frontiera y col., 1994; Smolin y Benevenga, 1989; Stryer, 1995). GB 

también es un soluto compensatorio o contrarrestante, que mejora la estabilidad proteica 
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(Gilles, 1997) y es particularmente eficaz para contrarrestar el efecto desnaturalizante de la 

urea (Venkatesu y col., 2009; Yancey y Somero, 1979). 
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CH3 
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Figura 1 .  Betaína y sus derivados. 

Fuente: (Lever y Slow, 2010). 

La producción de GB se lleva a cabo en dos etapas de oxidación sobre colina, vía 

que ya se ha descrito tanto en eucariotas como en procariotas (McCue y Hanson, 1990). 

Existen dos diferentes rutas para la biosíntesis de GB, las enzimas involucradas en los 

diferentes procesos son: colina monooxigenasas (CMO) y betaína aldehído deshidrogenasa 

(BADH) dependiente de NAD+ (Brouquisse y col., 1989; Weigel y col., 1986). En células de 

mamíferos y microorganismo como Escherichia coli la síntesis es iniciada por la colina 

deshidrogenasa (CDH) enzima unida a la membrana dependiente de oxígeno, en combinación 

con BADH (Fig. 2) (Boyd y col., 1991 ;  Cánovas y col., 1998; Lamark y col., 1991;  Landfald y 

Strern, 1986; Weigel y col., 1986; Wilken y col., 1970). 
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Figura 2. Biosíntesis de Glicina Betaína. 

Fuente: (Sakamoto y Murata, 2000). 

Betaína aldehído deshidrogenasa 

La BADH es una de las enzimas más ancestrales de respuesta a estrés, que pertenece a la 

superfamilia de aldehído deshidrogenasas (ALDHs), las cuales poseen una amplia distribución 

filogenética (Fig. 3). La BADH se encuentra ubicada en el grupo de las ALDH9 junto con las 

BADH de mamíferos, plantas y bacterias (Sánchez y col., 2007). 

ALDH son enzimas importantes de las vías celulares que metabolizan distintos 

aldehídos y que se le han atribuido funciones importantes en la desintoxicación y defensa 

celular (Hempel y col., 1993); (Kurys y col., 1989). En humanos se observan clases 

estructurales distintas con distribuciones subcelulares específicas, enzimas unidas a NAD• ó 

NAD(P) dependientes que actúan sobre una amplia variedad de sustratos aldehídos 

convirtiéndolos a ácidos carboxílicos. Se han descrito las estructuras primarias de una serie 

de ALDHs provenientes de bacterias, hongos y plantas (Ambroziak y col., 1991 ;  George y col., 

2007; Gonzalo lzaguirre y col., 1997; G lzaguirre y col., 1997; Sánchez y col., 2007; Sunkar y 

col., 2003) 

Existen tres isoenzimas de ALDHs ligadas a NAD+, que poseen alta especificidad de 

sustrato y valores bajos de Km para aldehídos alifáticos de cadena corta que son producidas 
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en el organismo como isoenzimas E1 (ALDH1), E2 (ALDH2) y E3 (ALDH9). Estas isoenzimas 

se purificaron y caracterizaron en hígado humano (Greenfield y Pietruszko, 1977; Kikonyogo 

y Pietruszko, 1996; Kurys y col., 1989; Ryzlak y Pietruszko, 1988) y también se ha purificado 

y caracterizado parcialmente de hígado de rata (Ambroziak y Pietruszko, 1991;  Goldberg y 

McCaman, 1968), donde también se han obtenido fracciones citosólicas y mitocondriales. Con 

la evidencia de que su actividad es 93% citosólica y que solo el 7% total de la actividad se 

localiza en mitocondria. Las isoenzimas E 1 y E2 no presentan actividad frente al sustrato 

betaína aldehído, sin embargo la E3 utiliza como sustratos preferentes a y-aminobutiraldehido 

y betaína aldehído (Chern y Pietruszko, 1995). Se ha determinado que la E3 cataliza las 

deshidrogenación de y-trimetilaminobutiraldehido el cual resulta ser un intermediario en la 

biosíntesis de carnitina, por lo cual la BADH podría considerarse en otros mecanismos como 

en la biosíntesis y regulación de carnitina (Pietruszko y Chern, 2001) 

Figura 3. Árbol filogenético de ALDH' s. 

Fuente: (Julián-Sánchez y col., 2007). 
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BADH conforma un grupo de enzimas que catalizan la oxidación irreversible de BA a 

GB (Fig. 4), convirtiendo aldehídos a sus correspondientes ácidos carboxílicos con la ayuda 

de la coenzima NAO+, a partir de colina u otros de sus precursores {Ciares y García, 2004). 

CH, H O 
' 1 � 
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Figura 4. Reacción de oxidación de BA a GB catalizada por la BADH 

Fuente: (Muñoz-Clares y Velasco-García, 2004). 

Las BADH son especificas a sus sustratos aldehídos, pueden desempeñar distintas 

funciones fisiológicas; y en relación con su especificidad de coenzima. BADH se ha purificado 

a partir de una variedad de organismos, incluidas bacterias, animales y plantas. Están 

codificadas por el gen: ALDH9 en mamíferos, ALDH1 O en bacterias y plantas (Ciares y García, 

2004; Dragolovich y Pierce, 1994; Falkenberg y Strern, 1990; Valenzuela-Soto y Muñoz 

Clares, 1994). Además de sintetizar GB la BADH participa en el catabolismo de poliaminas, la 

síntesis del neurotransmisor inhibidor acido y-aminobutírico (GABA) y biosíntesis de carnitina 

(Yancey y coí., 1982). La regulación de la actividad de BADH en respuesta al estrés osmótico 

se ha documentado en bacterias y algunas plantas (Falkenberg y strern, 1990; lshitani y col., 

1995), donde GB actúa como efector osmótico dentro de la célula. 

Estudios realizados respecto a la distribución del mRNA y proteína, así como la 

actividad de betaína aldehído deshidrogenasa en tejido cardiaco en humanos, demostró que 

su distribución es consistente con la función fisiológica en la síntesis del osmolito GB. El 

estudio demostró que la actividad más alta se presentó en hígado y glándula adrenal, una 

actividad 4.2 veces más alta en comparación con músculo cardíaco {lzaguirre y Prietruszko, 

1997). Sin embargo, se requieren estudios adicionales para conocer los niveles de BADH bajo 

condiciones de estrés, como la hipertrofia cardiaca fisiológica. 
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JUSTIFICACIÓN 

La hipertrofia cardiaca fisiológica se presenta en respuestas fisiológicas adaptativas que son 

reversibles como el entrenamiento físico y embarazo. El proceso de adaptación requiere de la 

activación de vías de señalización intracelular para conservar las funciones contráctiles y 

conversión mecánica de los miocitos en respuesta al aumento de estrés por la hipertrofia. Se 

ha descrito la participación de GB en procesos de osmoregulación, osmoprotección y donación 

de grupos metilo durante enfermedades cardiovasculares. A su vez, se ha identificado a la 

enzima BADH, como la vía encargada de catalizar el producto de GB. Se ha estudiado 

ampliamente la caracterización y distribución tejido específico de ALDH9 en rata, destacando 

que, en condiciones normales se encuentra en bajos niveles de concentración. Sin embargo, 

se desconoce la concentración de BADH durante la hipertrofia cardiaca fisiológica inducida 

por el embarazo y su proceso reversible en el posparto. Por lo anterior, en este trabajo se 

cuantificó la concentración de BADH antes, durante y después del embarazo en ventrículo 

izquierdo de rata. 
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HIPÓTESIS 

La concentración de la BADH aumenta durante el embarazo en ventrículo izquierdo de rata, y 

disminuye en el posparto. 

OBJETIVOS 

Cuantificar el nivel proteico de BADH durante hipertrofia cardiaca fisiológica inducida por el 

embarazo en ventrículo izquierdo de rata. 

Objetivos Específicos 

• Detectar la BADH mediante el método de Western Blot en extractos citoplasmáticos de 

ventrículo izquierdo de rata antes, durante y después del embarazo. 

• Cuantificar la BADH mediante la tecnología libre de tinción del sistema ChemiDoc 

Touch Stain-Free Enabled lmaging Systems. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Manejo de animales y colección de muestras. 

Se utilizaron en el estudio ratas hembras Sprague-Dawley de tres meses de edad que fueron 

separadas en los siguientes grupos: Controles o no preñadas (NP), preñez temprana (P12), 

preñez tardía (P18), ratas postparto (PP). Todas las ratas fueron provistas con agua y alimento, 

se mantuvieron individualmente en cajas de acrílico, proporcionándoles 12 horas de luz y 12 

horas de oscuridad, con una temperatura y humedad promedio de 24 - 25 ºC y 60 - 70%, 

respectivamente. 

Las ratas fueron anestesiadas vía intraperitoneal con 50 mg/kg de pentobarbital sódico 

antes de ser sacrificadas. Inmediatamente se realizó la extracción de corazón y la disección 

de ambos ventrículos (izquierdo y derecho), los cuales fueron congelados rápidamente y 

almacenados a -80º C para los análisis posteriores. 

Extracción y cuantificación de proteínas citoplasmáticas. 

La obtención de proteínas citoplasmaticas se realizó utilizando el kit NE-PER™ Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Aeagents (ThermoFisher Scientific), a los cuales se les adiciono 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y coctel inhibidor de proteasas (Sigma, P8340) para 

evitar la degradación de las proteínas. 

Se homogenizaron 20 mg de ventrículo izquierdo en 100 µL del buffer de extracción 

citoplasmática 1 (CEA 1) usando el homogeneizador POL YTAON PT 10-35 GT (Kinematica), 

se mezcló el contenido usando el Vortex Mixer (Fisher Scientific) posteriormente se incubó en 

hielo durante 1 O min, se agregaron 5.5 µL de buffer de extracción citoplasmática 11 (CEA 1 1 )  y 

se mezcló el contenido usando el vortex. Posteriormente, se incubó en hielo durante 1 min y 

se centrifugó 5 min/13,500 APM/4 ºC. Finalmente, el sobrenadante se transfirió a un tubo 

nuevo y se almaceno a -BOC. 
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La cuantificación de las proteínas se realizó usando el reactivo Quick Start Bradford 

(Bio-Rad) a partir de una dilución única (1 :20, extractoHao) que fue dividida en dos alícuotas 

para su evaluación. Se realizó una mezcla del extracto con el reactivo Bradford, se incubó 5 

minutos a 25ºC y se midió la absorbancia a 595nm en el espectrofotómetro 67 Series, 670 

UV/vis Spectrophotometer (Jenway). La concentración de proteína se determinó utilizando una 

curva patrón de albúmina de suero bovino de 0.125 a 2 mg/ml. 

Detección del nivel de proteína de BADH (ALDH9A1) mediante Western Blot. 

Se mezclaron 20 µg de proteína citoplasmática con buffer Laemmli, se hirvieron (90ºC x 1 O 

minutos) y se cargaron en geles SDS-TGX-Stain-Free 10%, se separaron en condiciones 

electroforéticas de 120 V por 40 minutos, fueron documentados para verificar la separación de 

proteínas usando el equipo ChemiDoc MP system. Las proteínas se transfirieron a membranas 

de polifluoruro de vinilideno (PVDF) usando el sistema de transferencia Trans-Blot Turbo 

aplicando un campo eléctrico de 2.5 A constante hasta 25 V por 15 minutos (Bio-Rad), 

posteriormente se documentaron los geles para verificar la transferencia de proteínas. 

Las membranas de PVDF se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 .5 horas 

con Tris Buffered Saline-Tween 20 (TBS-T) y caseína al 1% (Bio-Rad, 1706404). se realizaron 

3 lavados con TBS-T y se incubaron a 4°C durante la noche (24 horas) con el anticuerpo 

primario anti-ALDH9a1 (Abcam ab79726) diluido a 1 :1,000 en TBS-T caseína al 1 %. Las 

membranas se lavaron por triplicado en intervalos de 8 minutos con TBS-T y se incubaron 

durante 1 hora con el anticuerpo secundario lgG cabra anti-conejo diluido 1 :20,000 en TBS-T 

caseína al 1%. 

Las proteínas transferidas a la membrana e incubadas con los anticuerpos fueron 

detectadas por método de quimioluminiscencia siguiendo las instrucciones para la preparación 

de substrato Clarity Western ECL Blotting Substrates (Bio-Rad Cat. No. 1705060). Las 

membranas fueron visualizadas usando el sistema Chemi-Doc XRS (Bio-Rad Laboratorios), 

se analizó la cuantificación de las proteínas usando el software lmage-Lab 5.2.1 (Analysis tool 
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box), las densidades de las bandas fueron normalizadas acorde a la guía Western Blot 

Normalization With lmage-Lab y la evaluación del rango de linealidad en base a la 

concentración preparada y detectada en geles de poliacrilamida. 

Cuantificación de la concentración de BADH mediante la tecnología libre de tinción. 

La normalización total de proteína a través de la tecnología libre de tinción aplicada en la 

metodología de Western Blot con el uso de geles TGX-Stain-Free, inició con la obtención de 

una imagen en donde se superpone la corrida electroforética y la correspondiente a las 

proteínas en la membrana PVDF. El análisis con el software lmage-Lab, requiere la 

cuantificación de las intensidades de todas las bandas contenidas en un carril del gel, que se 

representa como proteína total. La intensidad capturada, se analiza en contraste con la 

intensidad de cada una de las bandas correspondientes a la enzima de interés, llevando a 

cabo el proceso de normalización respecto al control. 

Análisis Estadístico 

Se utilizó un diseño estadístico completamente al azar en donde se analizaron los diferentes 

grupos. El análisis de varianza (ANOVA) se llevó a cabo en el software Origin Lab 9.0 

(OriginLab, Northampton, MA) con un factor de comparación de Tukey HSD (Honestly 

Significan! Ditference) y Fisher LSD (Leas! Significan! Difference) empleando un nivel de 

confianza del 95% y a las ratas no preñadas como control. Se comprobó la normalidad de los 

datos con la prueba de Kolmogórov-Smirnov. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Cuantificación de BADH (ALDH9a1) en ventrículo izquierdo de rata durante la 

hipertrofia cardiaca fisiológica. 

Se realizó un control de carga en gel de poliacrilamida TGX-Stain-Free de cada una de las 

muestras de los tratamientos (Fig. 5), en donde se muestra el perfil de bandas y la 

homogeneidad entre los grupos. En cada carril se cargó 20 µg de proteína total 

correspondiente cada uno de los grupos (NP, P12, P18 y PP), para la cuantificación de BADH 

en ventrículo izquierdo de rata mediante Western Blot. La incubación de las proteínas 

transferidas a la membrana de PVDF con anticuerpo primario Anti-ALDH9a1 (dilución 1 :1,000) 

y el anticuerpo secundario (dilución 1 :20,000) muestra la interacción específica detectada a 

los 54 KDa la cual corresponde a la subunidad de la BADH en todas las muestras (Fig. 6). 

Figura 5. Análisis de concentración de proteínas en geles TGX-Stain-Free utilizando el 

marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standars 250 KDa. 
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Figura 6. lnmunodetección de bandas de BADH a 54 KDa con anticuerpo Anti-ALDH9a1 en 

membranas de PVDF. 

En el análisis de normalización de datos, fue posible superponer las proteínas en sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) con la respuesta de la 

interacción de proteína-anticuerpo obtenida por quimioluminiscencia (Fig. 7). Con ello, se 

confirma que el peso molecular de la banda que presentó interacción con el anticuerpo, 

corresponde al descrito para la BADH. A su vez, los resultados de la correlación entre la 

proteína total cargada en el gel y la intensidad total registrada por carril, presentó un índice de 

correlación de R2
= 0.9775 (Fig. 8). Además, se evaluó la respuesta de linealidad de la señal 

quimioluminiscente del anticuerpo Anti-ALDH9a1 con la proteína BADH obteniendo una índice 

de correlación de R2
= 0.9389 (Fig. 9). La correlación del control de carga y la señal con el 

anticuerpo, demuestran que la BADH puede ser detectada mediante Western-Blot y 

cuantificada mediante el protocolo descrito en la normalización de datos de la tecnología libre 

de tinción. La tecnología libre de tinción tiene que ser estandarizada para la evaluación de 

cada proteína, debido a que se deben verificar la señales de manera independiente, como lo 

reporta la literatura (Gürtler y col., 2013). 
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Figura 7. Control de carga SDS-PAGE (verde) e inmunodetección de BADH en membrana 

de PVDF (Rojo), con variante de concentración proteínica. Carril 1 marcador de peso 

molecular Precision Plus Protein Dual Color Standars 250 KDa, carril 2 grupo P18 [5 µg], 

carril 3 grupo P18 [1 O µg], carril 4 grupo P18 [15 µg], carril 5 grupo P18 [20 µg], carril 6 grupo 

P18 [25 µg], carril 7 grupo P18 [30 µg], carril 8 grupo P18 [35 µg], carril 9 grupo P18 [40 µg] y 

carril 1 O grupo P18 [50 µg]. 
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Figura 8. Análisis de la correlación de carga total de proteína en SDS-PAGE y volumen 

(intensidad) en gel libre de tinción. 
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Figura 9. Análisis de la correlación de carga total de proteína en SDS-PAGE y volumen 

(intensidad) del anticuerpo ALDH9A 1 .  

Los resultados en la cuantificación de los niveles de BADH a los distintos estadios muestran 

que no hay una diferencia en P12 respecto a NP (Fig. 1 O). Sin embargo, los niveles de BADH 

aumentaron 1.95 veces durante P18 respecto a NP y disminuyen por debajo de los niveles 

basales durante el PP. Los resultados obtenidos, concuerdan con los generados en nuestro 

grupo de trabajo, en donde, el nivel de expresión de mRNA de BADH aumentó 2.55 veces 

durante P18 en comparación con NP y los niveles disminuyeron a niveles basales durante el 

PP. Así mismo, la actividad enzimática de BADH aumentó 1.65 veces en P18 respecto a NP. 

Incluso, GB aumentó 1.53 veces en P18 y permanecieron aumentados 1.40 veces durante PP 

en contraste con NP. 

Integrando toda la información generada, se indica que la expresión del mRNA para 

BADH en la hipertrofia cardiaca fisiológica inducida por el embarazo se activa desde la etapa 

temprana de la preñez, pero es durante la preñez tardía en donde se presentan los mayores 

niveles de expresión, proteína y actividad de BADH y a su vez, una mayor acumulación del 

osmolito GB. El comportamiento de BADH va acorde a la función descrita durante 
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enfermedades cardiovasculares, brindando protección a las células cardiacas en eventos de 

osmoprotección, osmoregulación y reducción de riesgos vasculares. 
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Figura 1 O. Cuantificación de BADH mediante la tecnología libre de tinción en las muestras C, 

P12, P18 Y PP. Los asteriscos denotan diferencia estadística significativa (P<0.05) respecto 

al control (C). 

Es importante destacar, que en la literatura no se encuentran reportes de los niveles 

de BADH ante alteraciones cardíacas. De hecho, los estudios de enzimas deshidrogenasas 

son escasos. La única que hasta al momento se ha investigado y relacionado con la hipertrofia 

cardiaca es la enzima ALDH2 (Campos y col., 2015), implicada en la desintoxicación de 

aldehídos reactivos e involucrada en el metabolismo de etanol. En el estudio, la elevación de 

la ALDH2 en ratas hipertensas presentaron mejor funcionamiento ventricular, además, brinda 

protección en enfermedades cardiovasculares y miocardiopatía alcohólica, la elevación de 

ALDH2 se relaciona con un efecto cardioprotector y la reducción del daño isquémico evitando 

los eventos de apoptosis en cardiomiocitos (Gomes y col., 2014). 

En nuestros resultados obtuvimos incremento de los niveles de actividad, proteína y 

mRNA de BADH durante la hipertrofia cardiaca fisiológica, sugiriendo que BADH regula los 
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niveles de GB para brindar protección a los miocitos ante la adaptación del desafío hipo 

osmótico y mejoramiento en la permeabilidad de las células cardiacas. Durante las condiciones 

de estrés los osmolitos se encargan de regular el flujo del volumen celular en beneficio de las 

células, GB depende directamente de la actividad de BADH, por lo que el incremento de BADH 

repercute en el aumento de concentración y acumulación de GB en el tejido cardiaco. Además, 

Lever y Slow (201 O) destacan la importancia de este osmolito como donador de grupos metilo, 

que aporta grandes beneficios en la reemetilación de homocisteína, favoreciendo la reducción 

de efectos adversos durante la presencia de enfermedades cardiovasculares. 

Por otra parte, se sabe que la acumulación de aldehídos tóxicos está relacionado con 

la progresión de enfermedades cardiovasculares crónicas, en contraste la síntesis de GB 

reduce la acumulación de aldehídos tóxicos de tal manera que evita el agotamiento de glutatión 

y el desarrollo de estrés oxidativo (Conklin y Bhatnagar, 2010). Nuestros resultados indican 

que la enzima BADH puede estar participando en el mecanismo de respuesta y adaptación 

durante la hipertrofia cardiaca fisiológica causada por el embarazo, para la producción de GB 

y su efecto de ayudar en la regulación del volumen celular ante condiciones de estrés. 
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CONCLUSIÓN 

Se demostró que los niveles de BADH aumentan durante la preñez tardía, con un efecto 

reversible en el posparto. Lo anterior, sugiere que BADH participa en la respuesta adaptativa 

de la hipertrofia cardiaca fisiológica, acorde a las funciones de GB en la regulación del volumen 

celular de protección a los miocitos y reducción de homocisteína. Sin embargo, es necesario 

continuar los estudios para valorar la regulación e impacto de la enzima BADH en el 

mecanismo de adaptación a hipertrofia fisiológica. 
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