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l. Resumen

El corazon es capaz de responder a situaciones de estrés por medio de
mecanismos de remodelado y compensacion, generando entre otros, hipertrofia
y fibrosis miocardica. La chaperona Hsp90alpha esta involucrada en la activacion
de proteinas clave en el proceso de fibrosis. El objetivo de este estudio es
seleccionar ratones deficientes en Hsp90alpha y analizar algunos parametros
ecocardiograficos en dichos animales comparandolos con los de ratones
salvajes/wildtype de la cepa C57BL6. Para ello, primero seleccionaremos los
ratones homocigotos carentes de Hsp90alpha, realizando un genotipado, y a
continuacion estudiaremos algunos cambios miocardicos utilizando un
ecocardiografo.

The heart is able to respond to stress by remodeling and compensation
mechanisms like hypertrophy and fibrosis. The chaperone Hsp90 is involved in
the activation of fibrotic related proteins. The aim of this study is to select and
study echocardiographic parameters of Hsp90alpha Knock out mice, and
compared them to wildtype C57BL6 mice. To this aim, we genotype homozygote
knock out mice for Hsp90alpha, and then, we analyze some echocardiographic
changes.

. Introduccion

a. Remodelado patoldgico v tejido implicado

El remodelado patologico del corazdn se define como el conjunto de cambios moleculares
y celulares que resultan en alteraciones morfologicas, alteraciones dimensionales y
funcionales del miocardio. 'Dentro de estas alteraciones se encuentran el incremento del
espesor de las paredes, el incremento de la masa del ventriculo izquierdo, dilatacion de la
cavidad ventricular que junto a otros eventos del remodelado, a largo plazo puede llevar
asociado el fracaso funcional del ventriculo izquierdo (Figura 1).

Numerosas células musculares cardiacas, tanto en el tabique interventricular como en la
pared libre del ventriculo presentan un aumento en el diametro transverso, mantienen
conexiones intercelulares con diversas células adyacentes y se encuentran alineadas con
un patrén desorganizado formando angulos oblicuos y perpendiculares entre si. Esta
desorganizacion celular puede verse especialmente en patologias como la miocardiopatia
hipertrofica, en la hipertrofia concéntrica secundaria a sobrecarga de presion, en la
estenosis adrtica, en la enfermedad coronaria, en el cor pulmonale e incluso en corazones
normales. La distribucion de la desorganizacion celular es distinta en funcion de que los
pacientes presenten gradientes de presion o no; en ambas situaciones existe afectacion del
septo interventricular por la desorganizacion celular, los pacientes sin gradiente de presion
tienden a presentar también mayor afectacién a nivel de la pared libre del VI (ventriculo
izquierdo), sugiriendo un proceso miopatico difuso.

Es posible, que esta desorganizacién celular dificulte la transmision de los impulsos
electrofisiolégicos normales, originando patrones desordenados de despolarizacion y
repolarizacién eléctrica con lo que actuaria como sustrato miocardico arritmogénico.
Ademas, la desorganizacion celular puede contribuir a alterar la funcion tanto sistolica como
diastolica del miocardio.



Hypertrophic and fibrotic mouse heart

Figura 1 ' Modelo animal de constriccidn del arco aértico que simula en pacientes la
patologia de la estenosis aortica. El factor de crecimiento transformante betal (TGF-3)
promueve el remodelado miocardico, con las consiguientes hipertrofia y fibrosis cardiaca.
TGF-B actua mediante la activacién de sus principales mediadores Smad2 y Smada3.

Los pacientes con miocardiopatia hipertrofica suelen mostrar una formacion considerable
de tejido conectivo en el VI. Ademas de este aumento de tejido conectivo intersticial, existe
una extensa distribucién de fibrosis de reemplazamiento que puede ser el resultado de
episodios previos de isquemia miocardica tal y como se identifica por la presencia de
anomalias de perfusién miocardica en los estudios con Talio-201". Este hecho puede ser
en gran parte responsable del aumento de la rigidez de la camara ventricular y de la
disminucién de la relajacion identificable en la mayoria de los pacientes con miocardiopatia
hipertréfica.

En la enfermedad coronaria también puede ocurrir un engrosamiento del septo en relacién
a la pared libre del VI, cuando por un infarto aparece una fibrosis y adelgazamiento de la
pared libre del VI, mientras que el septo, no infartado, desarrolla una hipertrofia
compensadora.

b. El remodelado cardiaco a nivel celular y molecular

El tejido celular del corazén esta formado por distintos grupos celulares, entre los que se
encuentran los cardiomiocitos, que representan una tercera parte del tejido, y las células no
miociticas que son los fibroblastos, las células de musculo liso vascular, y las células
endoteliales, que constituyen los dos tercios restantes." Los fibroblastos intersticiales se
ocupan de la sintesis y degradacion de la matriz extracelular; son células no diferenciadas
y pluripotentes con capacidad de distintas funciones y expresiones fenotipicas".

Hay alteraciones de la matriz extracelular consistentes en cambios de su volumen,
composicion y organizacion. Existen dos patrones morfolégicos distintos de fibrosis
basados en el alineamiento entre si de fibras de colageno finas y gruesas con el musculo
cardiaco. La alteracidn mas conocida es la fibrosis perivascular alrededor de los vasos



intramiocardicos. Una segunda forma es la fibrosis de reemplazo, consistente en el depdsito
excesivo de colageno fibrilar entre los haces musculares.”

La principal citoquina activadora de la cascada celular que promueve la fibrosis miocardica
es el factor de crecimiento TGF-B (Transforming Growth Factor-8), que ademas influyen en
la participacion de otras proteinas importantes del remodelado como las metaloproteinasas
de la matriz extracelular (MMP). Los fibroblastos producen la mayoria de las moléculas de
la matriz extracelular, incluyendo colageno, donde distinguimos el colageno tipo | (fuerza
tensional y resistencia) y el tipo Il (elasticidad). Hay otros factores que intervienen en la
sintesis de colageno, tales como el mencionado TGF-B, o los factores IGF-1 y CTGF
(conective tissue growth factor), citoquinas (TNF-q, IL-1) y varias hormonas y enzimas. La
degradacion de la matriz extracelular, necesaria para el remodelado y la reparacion, esta
mediada por las metaloproteinasas, cuya transcipcion es estimulada por factores como IL-
1, PDGF y TNF-q, e inhibida por TGF-B, retinoides, heparina y corticoesteroides"'.

El estroma no es meramente un tejido de sostén, sino una entidad dinamica que interviene
activamente en el remodelado y repercute fuertemente sobre las funciones sistdlica y
diastolica. La fibrosis que forma parte del remodelado patologico del corazon tras un dafio
no necesariamente es reparativa, y mas aun, puede repercutir en la pérdida de miocitos. "

Existen factores de desencadenan la activacion TGF-3, ejemplos de este efecto pueden la
sobrecarga de presion, o la activacion de la Ang-ll (Angiotensina Il). Esto conlleva la
estimulacién de la sintesis y activacion de TGF[3 en los fibroblastos cardiacos. El TGF-
modula el fenotipo fibroblastico y asi promueve la sintesis de colageno, incrementando a
su vez la sintesis de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs) que pueden
inhibir la accion de las metaloproteinasas en su papel ligado a la degradacion del exceso
de colageno. El mecanismo de accion de TGF-B, en su ruta canonica, discurre a través de
sus receptores de membrana que permiten la transduccidn de la sefal generada por TGF-
B y mediada por sus principales mensajeros secundarios, las proteinas Smad. Smad2/3 se
uniran a Smad4 translocandose al nucleo donde se une al promotor de colageno y otras
moléculas profibroticas para finalmente promover la sintesis y deposicion de fibras en el
corazon.

Cuando se produce una estenosis aortica, el corazon se hipertrofia y en el intersticio
aparece hiperplasia de fibroblastos y de células endoteliales, y con el tiempo, puede llegar
a desarrollarse un cierto grado de disfuncion ventricular™. El aumento de cargas (sistdlica
y/o diastolica) genera cambios hemodinamicos y geométricos destinados en un principio a
compensar el desajuste funcional, pero que a largo plazo contribuiran con aumento de
disfuncion ventricular. *

Debe tenerse muy en cuenta la participacion del colageno en el proceso. Este tipo de
remodelado incluye el crecimiento hipertréfico con agrandamiento miocitico, pero también
existe plasticidad tisular del sector no miocitico, como los fibloblastos. Los fibroblastos son
por tanto, responsables de la acumulacién de colageno. Este tipo de hipertrofia contribuye
a una rigidez anormal del miocardio que interviene en la disfuncién sistdlica y diastélica
existentes.”

Se han evaluado los cambios en el metabolismo del colageno en pacientes con IAM (Infarto
agudo de miocardio) y hay una mayor formacion de cicatriz en grandes infartos que causan
IC (Insuficiencia cardiaca) y cuando la arteria responsable permanece ocluida o estenosada
a algun nivel.



El TGF-B generado localmente en casos de sobrecarga de presion estimula las respuestas
inflamatorias y profibroticas, la hipertrofia miocitica y la alteracion de las MMPs, participando
activamente en el remodelado cardiaco. ™

c. Descripcion de la proteina Hsp90

Hsp90 (Figura 2) es una chaperona molecular altamente conservada que facilita la
maduracion de una amplia gama de proteinas. Este estabilizador de proteinas dependiente
de ATP se caracteriza por proteger la sefalizacion celular. ™ Existen un gran nimero de
proteinas cliente de Hsp90 relacionadas con la sefializacion celular como pueden ser el
factor de crecimiento epidérmico™", el factor de transicién epiteliomesenquimal; *" el
receptor-l del factor de crecimiento de insulina (IGFIR) *-o el factor de crecimiento

XVi

transformante TGF-3™".

Figura 2. i Modelado de la estructura molecular la chaperona Hsp90.

d. Relacion de Hsp90 v TGF-f3

Se ha observado que en situaciones de estrés celular factores de transcripcion como TGF-
B son acompafnados por chaperonas como Hsp90 para su Optima actividad. La proteina
Hsp90 puede unirse a proteinas implicadas en la cascada de sehnalizacion de TGF- en
momentos de estreés.

El factor de crecimiento transformante- (TGF-B) es la principal citoquina secretada en los
procesos proinflamatorios y pro-fibréticos. TGF-3 promueve la sintesis de fibras de la matriz
extracelular y la proliferacion de fibroblastos para la formacion y el mantenimiento de un
ambiente pro-fibrético™™.
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Hay un numero limitado de estudios recientes relacionados con la fibrosis que vinculan
Hsp90 con la cascada de seializacion de TGF-B**. Se ha descrito que la inhibicion de
Hsp90 atenua la fibrosis renal a través de la degradacion del receptor de tipo || de TGF-B.**

e. Modelo animal objeto de estudio

La posibilidad de disponer de modelos animales con ausencia de proteinas clave en
algunos procesos ceélulas ayuda a la comprension de los mecanismos moleculares de
ciertas patologias. El raton deficiente en Hsp90aa1 (isoforma alpha que se expresa en
situaciones de estrés) puede ser de gran utilidad para comprender el papel de esta
chaperona en la cascada de sefnalizacion de la sintesis del colageno mediada por TGF-.

[ll.  Objetivos

El objetivo de este estudio es seleccionar ratones deficientes en Hsp90aa1 (isoforma alpha
que se expresa en situaciones de estrés, a diferencia de la isoforma beta constitutiva), y
analizar los parametros ecocardiograficos de los ratones deficientes en Hsp90alpha
comparandolos con los de un raton salvaje de la cepa C57BL6 (wildtype o WT). El estudio
de las condiciones ecocardiograficas del modelo animal en condiciones basales se engloba
dentro de un estudio de mayor amplitud que intentara definir la importancia de la ausencia
de Hsp90alpha en el remodelado miocardico secundario al estrechamiento de la valvula
aortica. Para ello, primero haremos un genotipado para seleccionar los ratones
homocigotos carentes de Hsp90alpha, y a continuacién estudiaremos cambios en algunos
de los parametros ecocardiograficos.

V. Meétodos

A. Método de genotipado de los ratones en estudio.
B. Técnica ecocardiografica en animal pequefio

El estudio se llevara a cabo en ratones manipulados genéticamente carentes del gen de
Hsp90aa1, para el proceso de seleccién de dichos animales se procede de la siguiente
manera:

A.- Método de genotipado de los ratones en estudio

a) Fase 1: Extracciéon
Extraccion de DNA con NaOH a partir de cola de ratén

1. Cortar entre 0,2 - 0,5 mm de cola, colocando en un tubo 1,5 ml tipo Eppendorf.



8.
9.
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Afadir 300 pl de 50 mM NaOH
1 mol/l = 40 moles NaOH
Cix Vi=Cfx Vf; 40.000 xV=50x50;V=62,5 ul
Incubar 30 min en un bloque seco a 98 °C
Vortex
Volver a incubar 30 min en bloque seco a 98 °C

Vortex (si la cola no queda totalmente digerida afiadir mas incubaciones de 30 min a 98
°C hasta conseguir la digestion completa)

Anadir para neutralizar 30pl de 1 M de Tris (pH:8). Al realizar la mezcla de Tris+agua el
pH es de 11,12, por lo que usamos acido clorhidrico para acidificar la solucion.

Vortex

Centrifugar 10 minutos (centrifuga Eppendorf a maxima velocidad)

10. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml tipo Eppendorf

11. Cuantificar DNA/RNA en el espectofotometro (A260) dilucion 1:50

b) Fase 2: PCR

Primers:

JW18 Sense () GCTHTTATGGAAGCCTCAGC

JW18: primer que reconoce la region previa en direccion sentido (5 37) al gen Hsp90aa1
(sense)

JW20 AntiSense (KO) CACTCCAACCTCCGCAAACTC

JW20: primer que reconoce en direccidn antisentido (3'5") la regién final del caset
sustitutorio del gen Hsp90aa1 en los animales KO.

JW 21 AntiSense (wt) AGGGTTGTTCTCGGGACTTT

JW21: primer que reconoce en direccion antisentido la regién final del gen Hsp90aa1 en los
animales WT.

Reaction Mix | para 25 yl

10x Buffer 25x15=37,5

MgCI2 (50mM) 1x15=15



dNTPs (10 mM) 1x15=15
JW18 10 uyM  2x15=30
JW20 10 uM 1x15=15
JW21 10 uM 1x15=15

Taq (5U/pl) 02x15=3
DNA 1

H20dd 15,3 x 15 =229,5
Volumen final 25ul

Tenemos un total de 14 colas, por lo que usaremos el numero 15 para evitar el sesgo de
pipeteo y quedarnos con menos volumen del necesario.

Cogemos un tubo Eppendorf de 1,5 ml de volumen y realizamos un Premix (buffer, MgCI2,
dNTPs, JW18, JW20, JW21, Taq).

= Buffer: solucion tampdn que protege al ADN frente a cambios de pH.

- Taq: DNA polimerasa que fragmenta el DNA y permite el reconocimiento de los extremos
con dNTPs. Es fundamental para la correcta amplificacién de los DNAs.

= dNTPs: nucledtidos que se unen a la secuencia complementaria de ADN.

A continuacion cogemos tubos Eppendorf de 1,5 ml (Figura 3), los rotulamos, y afiadimos
25 ul de volumen del Premix en cada Eppendorf, al cual le afiadimos a continuacion su DNA
correspondiente. Una vez lo tengamos, procederemos a la la fase 3, y usaremos el
termociclador en su programa correspondiente “Hsp90” cuya duracion es de 02:15 horas.

Figura 3. ™ Tubos Eppendorf de
diferentes tamanos, en medio, el de
1,5 ml.
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c) Fase 3: Termociclador (Figura 4)

rotocolo library, y accederemos a nuestro programa que previamente habiamos bautizado
como “Hsp90a”.

PCR conditions:
- Fase 1: Cinco minutos a 94°C.

- Fase 2: 30 segundos a 94°C + 30 segundos a 65°C +
Un minuto a 72°C. Se repite el ciclo 10 veces.

- Fase 3: 30 segundos a 94°C + 30 segundos a 55°C + ,
Un minuto a 72 grados. Se repite el ciclo 25 veces.

- Fase 4: 7 minutos a 72°C

Una vez terminadas todas las fases, las muestras se
mantienen a una temperatura de 4°C durante un
tiempo indefinido hasta que las recojamos y finalicemos
el programa.

Figura 4. Termociclador MyCicler

d) Fase 4: Gel de agarosa

Necesitamos 150 ml de TB + 2% de agarosa, por lo que necesitamos 3 gr de agarosa.

e) FASE 5: Electroforesis

11



Figura 5y 6. La electroforesis es una técnica mediante la que se separan las biomoléculas
en disolucion cuando se ven sometidas a un campo eléctrico. "

La electroforesis (Figura 5 y 6), va a ayudarnos a identificar de manera visual aquellos
animales homocigotos o heterocigotos.

* Los animales KO son los homocigotos para Hsp90alpha y se identifican en la banda
200 bps, gracias a los los primers JW18+JW20. (Figura 7).

* Los animales HE son heterocigotos para Hsp90alpha y se identifican en las bases
200y 750

* Los animales WT salvajes C57BL6 se identifican en la banda 750 bps, gracias al uso
de los primers JW18 + JW21

Bands: ar
wt: JW18+IW21 ~ 750 b
KO: JW18+Jw20 ~200 bps

Figura 7. Fotografia de un gel de agarosa que muestra animales heterocigotos en los que
vemos banda de 750 bps y 200 bps. Animales Hsp90aa1 KO con banda a 200 bps, que son
los animales que estamos buscando para nuestro estudio. Ratones WT (wild type) o
salvajes de la cepa C57BL6 que solamente mostraran la banda a 750 bps.
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B.- Técnica ecocardiografica en animal pequefo

Para el estudio ecocardiografico se utiliza el
ecografo "Vevo 770® High-Resolution Imaging
System, Visual Sonics™ (Figura 8). Se trata de un
aparato especificamente disefiado para trabajo
experimental con modelos animales de pequefio
tamano (ratones, ratas, peces, etc).

Los parametros ecocardiograficos a analizar son
el grosor de la pared posterior (PP) y grosor del
septo interventricular (SIV). Por cada mm. de
aumento en el grosor del septo interventricular o
de la pared posterior del ventriculo izquierdo,
aumenta de dos a tres veces la presentacion de
arritmias y su complejidad. A la vez, las arritmias
ventriculares complejas predisponen a la muerte
subita, de ahi la importancia en definir la
hipertrofia ~ ventricular  izquierda 'y sus

XXiv

manifestaciones clinicas™ .

Para comenzar nuestra ecocardiografia, lo
primero que tenemos que hacer es dormir al
ratbn, para lo que emplearemos anestesia
inhalatoria (Isofluorano) a 2-4 litros/minuto al

comenzar, y luego lo mantendremos a unos 2
litros/minuto durante la prueba.

Figura 8: Fotografia de la consola del ecografo
“Vevo 770® High-Resolution Imaging System,
Visual Sonics™

A continuacidén rasuraremos al raton en las zonas en las que aplicaremos el gel de
ultrasonidos, y le colocaremos boca arriba en la mesa del ecografo, sujetandole las cuatro
extremidades con celo mientras realizamos la ecografia (Figura 9)

Para un correcto manejo del aparato ecocardiografico tenemos que conocer:

* “M mode”. mide el movimiento longitudinal del septo interventricular (la funcion
sistolica del VI).

* “Doppler tisular”: el doppler titular mide el movimiento (flujo) del endocardio y el
movimiento del epicardio, calculando la distancia entre uno y otro.

* “Cine-Store”: guarda el video.
* “Frame Store”: captura la foto.
No hay que olvidar que tenemos que tener motorizado al ratéon en todo momento, y fijarnos

en su Frecuencia cardiaca (aprox. 550 Ipm); la respiracidon; la presion arterial y la
temperatura corporal.
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En nuestro estudio, Los parametros ecocardiograficos a analizar son el grosor de la pared
posterior (PP), el grosor del septo interventricular (SIV), el diametro telesistdlico (DTS), el
diametro telediastélico (DTD) (Figura 10), y la masa cardiaca.

= El grosor del SIV se mide con el “M mode” , preferentemente en el plano paraesternal
transverso del corazén.

- El diametro telesistolico y telediastélico o mediremos en el eje paraesternal largo con el
“doppler tisular”.

- El grosor de la pared posterior lo calculara el ecografo a partir de los diametros
telesistolicos y telediastdlicos.

Figura 9. Fotografia del brazo articulado donde se coloca la sonda y de la placa térmica
donde se situa al raton para realizar la ecocardiografia.
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Figura 10 . Fotografia de la imagen tomada por el ecografo Visualsonic donde se observa
la la medida del diametro telesistolico y telediastolico en el eje paraesternal largo del
corazon. Ademas, en el registro electrocardiografico podemos apreciar un bloqueo de rama

izquierda.

V. Resultados

1.- Resultados obtenidos del genotipado (Figura 11)

Partiendo de cruces de hembras homocigotas KO para el gen de Hsp90aa1 y machos
heterocigotos (puesto que los machos homocigotos KO para el gen de Hsp90aa1 son
estériles) hemos conseguido identificar a los ratones deficientes en la proteina Hsp90alpha,
homocigotos, y son los que seleccionaremos para nuestro estudio para luego compararlos
con aquellos ratones salvajes de la cepa C57BL6. Los ratones homocigotos KO son
aquellos en los que aparece una banda a 200 bps, mientras que los heterocigotos, son
aquellos en los que aparece una banda tanto en 200 bps, como en 750 bps, tal y como

gueda explicado en la secciéon de métodos.
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Figura 11: fotografia de un gel de agarosa donde se han cargado 30 muestras, el marcador
en la primera calle de cada fila nos indica los pares de bases de cada banda. Los animales
heterocigotos (HE) son el 4°,7°,8°,9°,10°,11°,12°,13°,15° (de la primera fila); y el 3°,4°, 6°,
7°,10°,11°, 14°, 15°; siendo el resto animales homocigotos (KO).

= A la hora de preparar nuestras soluciones tenemos que ser muy cuidadosos, ya que
errores en éstas pueden desnaturalizar el ADN y no ser util.

= Los machos KO son estériles, por lo que no podemos usarlos para nuestro estudio
porque seran homocigotos para Hsp90.

= Necesitaremos para nuestro estudio:
« machos heterocigotos para el gen Hsp90aa1 para cruzar con las hembras KO
« hembras KO homocigotas para el gen Hsp90aa1

« hijos de machos heterocigotos para el gen de HSP90aa1 y hembras KO para dicho gen

16



2.- Resultados obtenidos de la ecocardiografia

Estudio realizado con dos ratones salvajes de la cepa C57BL6 y con dos ratones KO
deficientes en Hsp90aal1. Hemos analizado los datos obtenidos de los parametros
ecocardiograficos en un estudio estadistico de la t’ de Student, y hay hallazgos significativos
en aquellos en los que la p<0,05*, y p<0,005** que hemos representado en las graficas
como asteriscos.

No se aprecian diferencias significativas en los siguientes parametros:
- Septo interventricular (Figura 12)
= Pared posterior (Figura 13)

- Diametro telediastolico (Figura 14)

Respecto a la pared posterior, habria que volver a valorarlo con una muestra mas grande
de ratones, ya que parece que existe una diferencia, aunque no es estadisticamente
significativa.

Se aprecian diferencias significativas en:

- Diametro telesistolico (Figura 15)

Septo InterVentricular

Figura 12: Medida del SIV del corazon de 2 ratones salvajes (C57BL6) y 2 ratones
Hsp90alpha KO.
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Pared Posterior

1.5

0.0

Figura 13: Medida de la PP del corazon de 2 ratones salvajes (C57BL6) y 2 ratones
Hsp90alpha KO.

DTD

Figura 14: Medida del diametro telediastolico (DTD) del corazon de 2 ratones salvajes
(C57BL6) y 2 ratones Hsp90alpha KO.
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DTS

Figura 15: Medida de la variacidén del diametro telesistélico (DTS) del corazon de 2 ratones
salvajes (C57BL6) y 2 ratones Hsp90alpha KO.

En la figura 15 vemos una clara diferencia en el diametro telesistolico entre ambos grupos
de ratones. La p < 0,005 indica que en ratones deficientes de Hsp90aa1 se produce una
alteracion significativa en el diametro telesistélico de su corazén con respecto al raton
salvaje de la cepa C57BL6.

Peso del ventriculo izquierdo y del corazén

Tras extraer el corazdn del raton bajo anestesia y se separa el ventriculo derecho del
izquierdo, se pesa el ventriculo izquierdo en una balanza de precision y posteriormente se
une el ventriculo derecho para obtener la medida del corazon completo.

Como se observa en la Figura 16 y 17, se aprecian diferencias significativas en:
- Masa cardiaca

- Masa de ventriculo izquierdo.
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La diferencia es significativa (p< 0,05) tanto en la masa cardiaca total como en la masa del
VI. Si ampliamos nuestro estudio con un mayor tamano muestral, esperamos obtener un

resultado igual, o aun mejor que los mostrados.
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VI.

Conclusiones

Mediante la deteccion del DNA de Hsp90aa1 procedente de los ratones en estudio
podemos distinguir la ausencia o presencia de dicho gen en su organismo y escoger
los ratones que formaran parte de este estudio por carecer de dicha proteina.

Los resultados del estudio ecocardiografico se han elaborado con un numero muy
reducido de ratones (n=2 por grupo), por lo que los resultados obtenidos han de ser
tomados como preliminares a la espera de ampliar la n.

La ausencia de Hsp90alpha en ratones tiene como consecuencia variaciones en la
masa cardiaca y en la masa ventricular izquierda. Esto podria ser debido a los
mecanismos de compensacion de hipertrofia miocardica, es decir, el corazén busca
una manera de compensar los efectos generados por la ausencia de Hsp90alpha
(posiblemente fibrosis) hipertrofiandose para poder compensar la cantidad de flujo o
volumen telesistdlico.

La ausencia de Hsp90 en ratones provoca cambios en el diametro telesistolico, que

podrian ser consecuencia del mayor tamafno del corazén o de alguna alteracion que
requerira un estudio mas profundo.

La ausencia de Hsp90 en ratones no varia parametros como el septo interventricular,

la pared posterior o el diametro telediastdlico.

VII.

* Dado que los resultados son prometedores, proseguiremos con el estudio
usando un mayor tamafio muestral de ratones.
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