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Resumen

Antecedentes: Los cardiomiocitos sintetizan, utilizan y recapturan serotonina, la cual participa en la modulacién paracrina
y autocrina de la actividad del corazén y en la fisiopatologia de algunas enfermedades cardiovasculares. Objetivo: Determi-
nar la expresion de triptéfano-5-hidroxilasa (TPH) 1 y 2, transportador de serotonina (SERT) y receptores serotoninérgicos en
corazones con miocardiopatia dilatada (MCD) en comparacién con controles. Método: Estudio comparativo en seis bloques
de la pared libre del ventriculo izquierdo (PLVI) y del septum interventricular de pacientes fallecidos por MCD y seis que
murieron por enfermedades no cardiovasculares. Se obtuvieron cinco cortes de cada bloque para determinar la expresién de
TPH1 y TPH2, SERT y receptores serotoninérgicos con anticuerpos especificos por inmunofluorescencia. La inmunofiuores-
cencia fue analizada por la t de Student, aceptando un nivel de significancia de p < 0.05. Resultados: Se observé un au-
mento en la expresion de TPH1 y TPH2 y en los receptores 5-HT,,y 5-HT,_ en las estructuras dilatadas en comparacion con
las controles (p < 0.05). El receptor 5-HT, aument6 su expresion en el septum interventricular dilatado (p < 0.05) y el SERT
en la PLVI en comparacion con los controles (p < 0.05). Conclusiones: Estos resultados sugieren que los aumentos obser-
vados en las expresiones de TPH, SERT y receptores serotoninérgicos en corazones con MCD en comparacion con controles
podrian desempefiar un papel importante en la fisiopatologia de la MCD en los humanos.
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Abstract

Background: Cardiomyocytes synthesize, utilize and reuptake serotonin, which is involved in the paracrine and autocrine
modulation of heart activity and in the pathophysiology of some cardiovascular diseases. Objective: To determine the expres-
sion of tryptophan-5-hydroxylase (TPH) 1 and 2, serotonin transporter protein (SERT) and serotonergic receptors in hearts
with dilated cardiomyopathy (DCM) compared to controls. Method: A comparative study was performed in six tissue blocks of
the left ventricular free wall (LVWL) and inter-ventricular septum from patients who died of DCM and six who died of no car-
diovascular diseases (controls). Five slices from each block were obtained to determine the expression of TPH1 and TPH2,
SERT and serotonergic receptors with antibodies specific for immunofluorescence. Immunofluorescence was analyzed by
Student's t-test, accepting a significance level of p < 0.05. Results. An increase in TPH1, TPH2, 5-HT,, and 5-HT ,, receptors
expression were observed in dilated structures compared to controls (p < 0.05). For dilated inter-ventricular septum, the 5-HT,
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receptor increased its expression (p < 0.05), and SERT in PLVI compared to controls (p < 0.05). Conclusions. These results
suggest that the increases observed in the expression of TPH, SERT, and serotonergic receptors in hearts with DCM compared
to controls could play an important role in the pathophysiology of MCD in humans.

Keywords: Dilated cardiomyopathy. Tryptophan-5-hydroxylase. Serotonin. SERT. Serotonergic receptors.

|ntroducci6n

Varias lineas de evidencia sugieren que la 5-hi-
droxitriptamina (5-HT) o serotonina regula la funcién
cardiovascular durante la embriogénesis y en la vida
adulta™®. La 5-HT es sintetizada por las células ente-
rocromafines del intestino, es secretada a la sangre*
y almacenada en las plaquetas®. La 5-HT plasmatica
también puede ser capturada por las neuronas sim-
paticas® y células endoteliales de los vasos sangui-
neos’®. El efecto que tiene la 5-HT en el sistema
cardiovascular es complejo; por ejemplo, la 5-HT se
ha relacionado con bradicardia o taquicardia, hipoten-
sion o hipertension, vasodilatacion o vasoconstric-
cion®'2, y en lafisiopatologia de diversas enfermedades
cardiovasculares asociadas con el incremento de los
niveles de 5-HT plasmatica, como en el sindrome
carcinoide’ la enfermedad valvular'®'é, las arrit-
mias, la fibrilacion auricular y el bloqueo auriculoven-
tricular en pacientes que reciben inhibidores de la
recaptura de 5-HT"'8, También se ha demostrado que
la activacion del receptor 5-HT, en el corazon produ-
ce proliferacion de fibroblastos y fibrosis subendocar-
dica'®'”1®, Ademas, la 5-HT regula la actividad de los
cardiomiocitos de ratas con insuficiencia cardiaca a
través de los receptores 5-HT,, y 5-HT,; ambos indu-
cen un efecto inotropico positivo a través de la fosfo-
rilacion de la cadena ligera de miosina2?'. Por otro
lado, la liberaciéon de serotonina por las plaquetas
contribuye de manera importante en la regulaciéon de
los fibroblastos cardiacos, promoviendo su migracion
y diferenciacion a través de la activacién del receptor
5-HT,,?. Con técnicas de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real e inmunohistoquimica se
ha demostrado la expresion de los receptores 5-HT .,
5-HT,; y 5-HT,. en las células intersticiales de las
valvulas cardiacas en los humanos; estos receptores
pueden ser activados por los niveles de serotonina
plasmatica'®2®. Asimismo, se ha reportado la presen-
cia de mastocitos productores de 5-HT y la expresion
de la triptéfano-5-hidroxilasa (TPH) durante la cardio-
génesis® y en las células intersticiales localizadas en
las valvulas del corazén adulto®.

Todos estos datos interesantes plantean la pregun-
ta acerca del origen de la 5-HT en el corazon. En los
seres humanos, el miocardio contiene alrededor de
0.4 ug de 5-HT/g de tejido?, y su origen no esta claro.
Se ha sugerido que procede de la sintesis local por
la TPH2 en los ganglios auténomos® o que es cap-
turada por el transportador de serotonina (SERT) de
los depdsitos plasmaticos. Sin embargo, hay eviden-
cia de la presencia de TPH1 y TPH2, SERT y recep-
tores serotoninérgicos 5-HT;, 5-HT,, y 5-HT, en
ratas normales® y con cardiomiopatia diabética®®. Re-
cientemente también se han reportado en corazones
de humanos fallecidos por causas ajenas a enferme-
dad cardiovascular®. Por lo tanto, estos hallazgos, en
conjunto, sugieren la presencia de un sistema sero-
toninérgico intrinseco que participa en la modulacion
autocrina y paracrina del funcionamiento del corazén
en los humanos?-30,

Basandonos en estos hallazgos, el objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar la expresiéon de TPH1 y
TPH2, SERT y receptores serotoninergicos 5-HT,,,
5-HT,, y 5-HT, en los cardiomiocitos de la pared libre
del ventriculo izquierdo y del septum interventricular
de pacientes fallecidos por miocardiopatia dilatada
(MCD) en comparacioén con controles.

Método

Se realizd un estudio transversal comparativo en
seis bloques de tejido de la pared libre del ventriculo
izquierdo (PLVI) y del septum interventricular (SIV) de
pacientes fallecidos de MCD y seis que murieron de
enfermedades no cardiovasculares. Las muestras de
tejido fueron obtenidas de los archivos de patologia
del Hospital de Cardiologia del Centro Médico Nacio-
nal Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social
y del Hospital General de México, SSA. Al no existir
antecedentes de un estudio similar en la literatura, el
tamafio de la muestra se adecu6 a la disponibilidad
de los tejidos. Se obtuvieron cinco cortes de la PLVI
y del SIV en cada uno de los bloques de tejido de
cada grupo, con el objetivo de determinar las expre-
siones de TPH1 y TPH2, SERT vy receptores
serotoninérgicos  5-HT,,, 5-HT, y 5-HT, por
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Figura 1. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a TPH1. Las flechas sefialan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40%, = 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios * la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por

la prueba t de Student. *p < 0.05. ***p < 0.001.

inmunofluorescencia mediante anticuerpos especifi-
cos para cada una de las moléculas, las cuales fueron
observadas y cuantificadas en un microscopio confo-
cal invertido Nikon Ti Eclipse equipado con un siste-
ma de imagenes Al, ambos controlados por el software
NIS Elements v.5.50.

Inmunofluorescencia para TPH 1y TPH 2,
SERT, 5-HT,,, 5-HT,_ y 5-HT,

Los cortes de los corazones, de 4 uM de grosor,
fueron colocados en portaobjetos electrocargados. La
desparafinacion de los cortes se realizd en xilol y al-
cohol, y se hidrataron en PBS. Posteriormente se
bloguearon con el bloqueador de fluorescencia (Bloc-
king Flourescense Merk-Millipore, USA) por 30 minu-
tos en camara humeda a 37 °C. Después, los cortes
fueron incubados con los anticuerpos primarios mo-
noclonales especificos para TPH1 (Gene Tex Interna-
tional Corp) y TPH2 (Abcam, Cambridge, Reino
Unido), y policlonales para SERT (Chemicon, USA),
5-HT,,, 5-HT,, y 5-HT, (Santa Cruz, Biotechnology
Inc, USA), a una dilucién de 1:500 en solucion de
bloqueo para fluorescencia. Al dia siguiente, los cor-
tes se lavaron con PBS-Tween al 0.1%, después se
incubaron con Alexa Fluor 564 anti rabbit en una di-
lucién de 1:500 por 2 horas. Al término, los cortes

fueron montados con ProLong Diamond Antifade
Mountant con DAPI (Life Technologies Corporation,
USA), para la inmunofluorescencia, y después fueron
analizados en un microscopio confocal invertido Ni-
kon Ti Eclipse equipado con un sistema de imagenes
Al, ambos controlados por el software NIS Elements
v.5.50. Las imagenes se obtuvieron mediante un ob-
jetivo de 40x (aceite 1.3). Los colorantes utilizados
fueron excitados de modo secuencial utilizando la li-
nea de laser 405 nm (DAPI) y 564 nm (Alexa 564). La
fluorescencia correspondiente fue adquirida en los
rangos de 401-472 nm (DAPIl) y 570-620 nm
(Alexa 564), utilizando los conjuntos de filtros propor-
cionados por el fabricante. Las imagenes fueron ana-
lizadas mediante el programa NIS Elements v 5.50.

Métodos estadisticos

Las expresiones de TPH1 y TPH2, SERT y recep-
tores serotoninérgicos 5-HT,,, 5-HT,;y 5-HT, en la
PLVIy el SIV se obtuvieron mediante la intensidad de
fluorescencia de cada una de las moléculas en cada
uno de los grupos. Primero se obtuvieron los prome-
dios y las desviaciones estandar, y luego la intensidad
de fluorescencia fue normalizada (IFN). Después, los
grupos fueron comparados con la prueba ¢ de Stu-
dent, aceptando un nivel de significancia de p < 0.05.
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Figura 2. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a TPH2. Las flechas sefialan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40%, = 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios + la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por
la prueba t de Student. *p < 0.05. ***p < 0.001.
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Figura 3. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a 5-HT,,. Las flechas sefialan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40%, == 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios + la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por
la prueba t de Student. *p < 0.05. **p < 0.01.

Resultados ambas estructuras de los corazones con MCD en
comparacion a los controles (PLVI, p = 0.041, diferen-

La figura 1 A muestra la expresion de TPH1 en los cia de medias (DM) -0.124 + 0.063, p < 0.05; SIV, p
cardiomiocitos de la PLVI y el SIV en ambos grupos. < 0.0006, DM -0.277 + 0.048, p < 0.001) (Fig. 1 B).
La IFN de la enzima aumentd significativamente en  Con relacién a la expresion de la TPH2 que mostraron
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Figura 4. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a 5-HT,. Las flechas sefialan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40%, == 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios + la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por
la prueba t de Student. *p < 0.05. ***p < 0.001.
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Figura 5. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a 5-HT,. Las flechas sefialan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40%, == 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios + la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por
la prueba t de Student. **p < 0.001. NS: no significativo.

los cardiomiocitos en los corazones con MCD y los p = 0.0001, DM -0.231 + 0.029, p < 0.001; SIV, p =
controles, se muestra en la figura 2 A. Nétese que la  0.01, DM -0.111 + 0.039, p < 0.05) (Fig. 2 B).

expresion de la TPH2 increment6é en ambas estructu- La expresion del receptor 5-HT,, en los cardiomio-
ras dilatadas al compararlas con las controles (PLVI, citos de la PLVI y el SIV en los corazones de ambos
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Figura 6. A: micrografias de cortes transversales de la PLVI (a, control; b, dilatada) y del SIV (c, control; d, dilatado) que muestran cardiomiocitos
inmunorreactivos a SERT. Las flechas sefalan la inmunorreactividad en el citoplasma. Escala 40x, = 20 uM. B: IFN de la PLVI y del SIV. Cada
barra corresponde a los promedios + la desviacion estandar de cinco determinaciones en cada grupo. La diferencia entre grupos se obtuvo por

la prueba t de Student. **p < 0.01. NS: no significativo.

grupos se muestra en la figura 3 A. Como se puede
ver en la figura 3 B, la IFN que mostré el receptor
5-HT,, fue significativamente mayor en ambas estruc-
turas de los corazones con MCD en comparacién con
los controles (PLVI, p = 0.0027, DM -0.268 + 0.070,
p < 0.01; SIV, p = 0.02, DM -0.148 + 0.067, p < 0.05).
En la figura 4 A se muestra la expresion del receptor
5-HT,; en los corazones de ambos grupos; la IFN
aumento significativamente en los cardiomiocitos de
ambas estructuras dilatadas en comparacién con las
controles (PLVI, p = 0.0001, DM -0.256 + 0.037, p <
0.001; SIV, p = 0.01, DM -0.169 + 0.058, p < 0.05)
(Fig. 4 B).

En la figura 5 A se muestra la expresion del recep-
tor 5-HT, en los cardiomiocitos de la PLVI y el SIV. La
IFN del receptor en la PLVI no mostrd diferencias
significativas en ambos grupos; en cambio, el SIV
dilatado tuvo un aumento significativo al compararlo
con el control (p = 0.0023, DM -0.269 + 0.065,
p < 0.01) (Fig. 5 B). Y con respecto a la expresion de
SERT en los cardiomiocitos de ambos grupos, se
muestra en la figura 6 A. Se observé un aumento
significativo de la IFN en la PLVI en los corazones
con MCD en comparacién con los controles (PLVI,
p = 0.0022, DM -0.235 + 0.059, p < 0.01) y no hubo
diferencias en el SIV entre ambos grupos (Fig. 6 B).

Discusion

El principal objetivo de nuestro estudio fue determi-
nar la expresion de TPH1 y TPH2, SERT y receptores
serotoninérgicos 5-HT,,, 5-HT,, y 5-HT, en los cardio-
miocitos de la PLVI y el SIV en corazones de pacien-
tes fallecidos de MCD en comparacion con corazones
de pacientes que murieron por enfermedades no car-
diovasculares. El presente trabajo confirma resultados
previos observados en los cardiomiocitos ubicados en
las estructuras de corazones normales en ratas y
humanos que expresan ambas isoformas de la TPH,
SERT y receptores serotoninérgicos 5-HT,,, 5-HT .y
5-HT,?8%, y los amplia a los cardiomiocitos de cora-
zones con MCD. Es importante sefialar que la PLVI 'y
el SIV de los corazones con MCD mostraron un au-
mento significativo de las expresiones de ambas iso-
formas de la TPH y de los receptores 5-HT,, y 5-HT .
El receptor 5-HT, solo aumenté en el SIV y SERT en
la PLVI en comparacion con los corazones controles.
El aumento de la expresion de las isoformas de la
TPH en las estructuras dilatadas sugiere que los car-
diomiocitos de estas regiones del corazon tienen la
capacidad de sintetizar serotonina, la cual podria par-
ticipar en la modulacién autocrina y paracrina de la
actividad de los cardiomiocitos®.
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De la misma manera, los aumentos observados en
las expresiones de los receptores 5-HT,, y 5-HT, en
los corazones con MCD sugieren que estos recepto-
res podrian participar en la actividad eléctrica de los
cardiomiocitos y en la regulacién de la fuerza de con-
traccion ventricular durante la evolucion de la MCD,
similar a lo reportado en un modelo experimental de
insuficiencia ventricular aguda®. También en este es-
tudio se observé un aumento significativo de la expre-
sion del receptor 5-HT,, en ambas estructuras de los
corazones con MCD en comparacion con las estruc-
turas cardiacas controles. Se ha demostrado que este
receptor regula el desarrollo y las funciones cardia-
cas®*2, y existe evidencia de que su sobreexpresion
en los cardiomiocitos de ratones induce una prolife-
racion mitocondrial dentro de los mecanismos mole-
culares que se han propuesto en la transicién de la
hipertrofia de los cardiomiocitos a la insuficiencia car-
diaca®-%, aspectos que comunmente se presentan en
fisiopatologia de la MCD?®%". Ademds, también se
demostrdé un aumento significativo de la expresion de
SERT en la PLVI en los corazones dilatados en com-
paracién con los controles. El aumento de SERT en
los cardiomiocitos podria participar activamente en la
dinamica entre la recaptura y el catabolismo de la
serotonina en los corazones de los humanos con
MCDZ,B,SB_

Conclusiones

Con la informacion disponible y los resultados ob-
tenidos, podemos confirmar que la MCD causa impor-
tantes aumentos en la expresiéon de TPH, SERT y
receptores serotoninérgicos en los cardiomiocitos en
comparacion con los cardiomiocitos controles. Por lo
tanto, estos incrementos en conjunto podrian tener un
papel importante en el desarrollo de la fisiopatologia
de la MCD en los humanos.
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