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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica y sistémica que afecta actualmente a
millones de personas en todo el mundo. Se caracteriza por una produccién insuficiente de
insulina y hasta el momento no se conoce ningln tratamiento preventivo. Las patologias
cardiacas asociadas a la DM incluyen cardiomegalia, disfuncién del Ventriculo Izquierdo (VI) y
remodelamiento eléctrico ventricular, entre otros. Se ha considerado por mucho tiempo que las
disfunciones diastolicas asociadas a la DM son principalmente atribuidas a la fibrosis del VI y la
hipertrofia, causando el aumento de rigidez en el miocardio. Uno de los mayores cambios
patolégicos observados en la DM es una anomalia en la homeostasis de ca”" intracelular,
atribuida a la alteracion de la expresion de SERCA2a y NCX1 entre otras. A su vez, el estrés
oxidativo, la inflamacién y las modificaciones en el citoesqueleto de actina causados por la
hiperglicemia, estan altamente involucrados en la génesis de enfermedades cardiacas y su
progresién a falla cardiaca. El Resveratrol (RSV), es un flavonoide que se encuentra en la
cascara de uvas rojas, el vino tinto y el mani. Las propiedades antioxidantes de este polifenol
han probado tener diversos efectos cardioprotectores, al disminuir la inflamacion, y regularizar
la expresion de proteinas involucradas con la fibrosis cardiaca y la homeostasis de Ca**. En el
presente trabajo de tesis, se estudio el efecto del RSV en los niveles de expresion de proteinas
involucradas en la sefializacién por Ca®* y el depésito de colageno en el corazén de ratones
diabéticos. También, utilizando Microscopia de Fuerza Atdmica, se estudio el efecto de este
flavonoide en las propiedades nanomecanicas y viscoelasticas en cardiomiocitos aislados de
corazones obtenidos de ratones diabéticos tratados con RSV. Confirmamos que el tratamiento
con RSV restablecié los niveles de expresion de SERCA2a y NCX1, disminuyé la acumulacion
de colageno en la matriz extracelular del corazén diabético. Por otra parte, constatamos por
primera vez que el tratamiento con resveratrol, disminuy6 la rigidez de los cardiomiocitos de
ratones diabéticos y restableci6 la estructura del citoesqueleto de actina. En su conjunto todos
estos aspectos podrian explicar que el tratamiento con RSV haya aumentado la sobrevida de
los ratones diabéticos. Por lo tanto, este trabajo muestra evidencias experimentales de que el
tratamiento con RSV de ratones con DM1, puede ayudar a prevenir o mejorar varios de los

mecanismos patogénicos cardiacos, vinculados con la enfermedad.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica y sistémica que afecta actualmente a
millones de personas en todo el mundo. Los estudios de proyeccion de la Federacion
Internacional de Diabetes estiman que el nimero de adultos a ser afectados aumentara a 552
millones para el afio 2030 (Whiting et al., 2011).

La DM es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglicemia, insulino-deficiencia y/o
resistencia (Boudina& Abel, 2010b). La DM esta asociada con muchas complicaciones como
retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica y enfermedad cardiovascular, los cuales son
patofisiologicamente similares tanto en DM tipo 1 (DM1) y DM tipo 2 (DM2) (Waddingham et al.,
2015). La enfermedad cardiovascular es la patologia asociada mas comun de la DM, y la causa
principal de mortalidad en los pacientes (Candido et al., 2003). En un estudio internacional, el
50% de los pacientes con diabetes fallecieron por enfermedades cardiovasculares
(principalmente enfermedad cardiaca e infarto) (Morrish et al., 2001). La DM1 es resultado de
un mecanismo autoinmune y representa aproximadamente 5%-10% de los casos de diabetes.
La DM2 representa el 90%-95% de los casos de DM y se inicia por la interaccion entre

genotipo, el ambiente y factores de estilo de vida (Laakso & Kuusisto, 2014).

La DML1 se caracteriza por una produccién insuficiente de insulina y requiere la administracién
diaria de la misma. Los sintomas ocurren de forma repentina y los principales son: excesiva
excrecion de orina (poliuria), sed constante (polidipsia), apetito constante, descenso de peso,
visién borrosa y fatiga (OMS, 2015).

Las causas exactas de la DM1, son aun desconocidas (Association et al., 2013; Singh et al.,
2015) y hasta el momento no se conoce ningun tratamiento preventivo (OMS, 2015). Sin
embargo, es etioldgicamente considerada una enfermedad auto inmune crénica, en la que la
infiltracion de células inmunes innatas y adaptativas destruyen las células B del pancreas

(Atkinson, Eisenbarth, & Michels, 2014; Coppieters et al., 2012; Diana et al., 2013). Recientes



investigaciones sugieren que la DM1, como otras enfermedades autoinmunes, (ej. artritis
reumatoidea o esclerosis multiple), es causada por una falla en la tolerancia inmune como
consecuencia de un defecto en las células T regulatorias (T.g) (Tan et al., 2014). Estas células
son esenciales para el control del sistema inmune que previene tanto respuestas autoinmunes
como enfermedades inflamatorias (Bluestone & Tang, 2005; Ehrenstein et al., 2004; Lindley et
al., 2005; Viglietta, Baecher-Allan, Weiner, & Hafler, 2004). En DM1, una infeccién u otros
factores desconocidos probablemente desencadenan una respuesta autoinmune, lo cual

resulta en una produccién insuficiente de insulina (Singh et al., 2015).

Las patologias cardiacas asociadas a la DM incluyen cardiomegalia, disfuncién del Ventriculo
Izquierdo (VI) y remodelamiento eléctrico ventricular, entre otros. Por lo tanto, las
complicaciones cardiovasculares, como la arterosclerosis de grandes arterias (carétidas, aorta,
y arterias femorales) y la arterosclerosis coronaria, contribuyen al riesgo de infarto de miocardio
y paro cardiaco (Boudina & Abel, 2007; Garcia et al., 1974). Datos clinicos y experimentales,
sugieren que la diabetes promueve la cardiomiopatia en ausencia de arteriosclerosis coronaria
e hipertension (Galderisi et al., 1991; Mizushige et al., 2000; Regan et al., 1977). Los
mecanismos patogénicos principales vinculados a esta enfermedad se dividen en: alteraciones
metabdlicas, fibrosis intersticial, enfermedad microvascular y disfuncién autonémica (Arieta,
2011), asi como la presencia de hipertrofia del miocardio, falla en las proteinas contractiles,
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular (fibrosis), alteracion de la homeostasis
idnica, formacion de productos glicosilados y disminucién de la funcion del VI (Battiprolu et al.,
2010; Boudina & Abel, 2010; Gil-Ortega & Carlos Kaski, 2006).

Se ha considerado por mucho tiempo que las disfunciones diastélicas asociadas a la DM son
principalmente atribuidas a la fibrosis del VI y la hipertrofia del corazén, causando el aumento
de rigidez en el miocardio. Sin embargo, recientes investigaciones proveen evidencia de que la
resistencia a la insulina y la hiperglicemia también alteran los procesos intracelulares de los

cardiomiocitos, responsables de iniciar y regular la contraccion cardiaca (Waddingham et al.,
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2015). Entre estos procesos alterados se encuentran un descenso en la habilidad de los
cardiomiocitos de regular el ca”, enla produccién de energia aerdbica que lleva a la correcta
actividad enzimatica, y por ultimo en la integridad de las estructuras del citoesqueleto y la
disfuncién de los sarcémeros (Figura 1) (Waddingham et al., 2015). Todas estas alteraciones
subcelulares contribuyen a una disfuncién contractil con los consecuentes problemas cardiacos

(Waddingham et al., 2015).
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Figura 1.Alteraciones subcelulares en vario compart  imentos de cardiomiocitos en condicion de

diabetes. PLB: Fosfolamba; SERCA: ATPasa de Ca2+del reticulo sarcoplasmatico; SR: Reticulo
sarcoplasmatico; RyR: Receptor de Ryanodina. Figura extraida de Waddingham et al.(2015)

Diabetes y homeostasis de Ca **

Uno de los mayores cambios patolégicos observados en la DM es una anomalia en la
homeostasis de Ca’‘intracelular. Esto se atribuye a la alteracién funcional de muiltiples
proteinas involucradas en la liberacién y captacién de Ca*a través de la membrana plasmatica

y la membrana del reticulo sarcoplasmico (RS) (Rao et al., 2008). Para el mantenimiento de la



funcion cardiaca se requiere de un transporte de Ca” suficiente y coordinado hacia fuera y
adentro del cardiomiocito y del RS (Waddingham et al., 2015). Durante la sistole, el Ca** entra
por canales de ca® tipo L del sarcolema y cumulos (clusters) de ca®* son liberados
espontaneamente por el RS via el receptor de ryanodina (RyR). La liberacién de los cimulos
de Ca**causa chispas (sparks) de Ca®" e inician el acoplamiento excitacién-contraccién. En la
diastole, el Ca®* es bombeado nuevamente al RS por la bomba SERCA vy fuera de los espacios

citosolicos por el intercambiador Na*/Ca®*, llevando a una relajacién del miocardio (Figura 2)

(Waddingham et al., 2015).
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Figura 2. Diagrama esqu ematico del acoplamien to excitacién -contraccién en el cardlom|00|to
ventricular. (1) La despolarizacion del sarcolema causa la apertura de los canales de Ca?" del tipo L
(LTCC), resultando en la entrada de Ca?" durante la diastole. EI Ca*" entra inicialmente a través del LTCC.
(2) Durante las etapas tempranas del potencial de acc:lon el intercambiador de Na*- Ca?* (NCXl) también
pasa a permitir el ingreso de Na’y expulsién de ca®, al modo invertido (mgreso de ca® , expulsion de
Na") para permltlr el aumento del [Ca2+]. (3) EI aumento inicial de [Ca "} induce un aumento en la
liberacion de Ca** desde el reticulo sarcoplasmatlco (SR) a través de los receptores de rianodina (RyR2),
lo cual resulta en un gran aumento de [Ca . (4) El aumento de Ca®" causa la contraccion de los
miofilamentos. (5) [Ca "] es reducido para dar Iugar a la diastole a través de su expulsion (a) a través de
NCX1 en su modo inicial y (b) la ATPasa de ca’®" del reticulo sarcoplasmatlco (c) ca?" también es
tamponado por las mitocondrias. (d) La mayor parte del movimiento de Ca’" en la diastole es hacia el SR
via SERCAZ2a. Las flechas verdes marcan las transiciones causadas por la despolarizacién del sarcolema.
Las flechas negras marcan las rutas de influjo del ca’" al citosol durante la sistole. Las flechas violetas
muestran la contraccién de los miofilamentos. Las flechas rojas muestran las rutas de eflujo de
Ca**durante la diastole Imagen obtenida de Sikkel et al. (2014).



Algunos de los mecanismos reportados por los cuales la homeostasis de Ca®* esta alterada
incluyen: habilidad reducida del RS de captar Ca®* (X.-Y. Zhao et al., 2006), actividad reducida
del intercambiador Na‘*/Ca’®* y de la bomba de calcio de la membrana plasmatica (Lopaschuk,
Tahiliani, Vadlamudi, Katz, & McNeill, 1983; G N Pierce & Dhalla, 1981). Sin embargo, en otros
estudios realizados en diabetes tipo 1, se ha encontrado tanto una disminucion en la expresién
de SERCA2a como un aumento en la expresiéon del intercambiador Na‘/Ca’* (Hattori et al.,
2000; Kashihara et al., 2000) y 2 (Belke et al., 2004). Las disfunciones sistélicas y diastélicas a
causa de una alteracién de la homeostasis de Ca”* son caracteristicas en la DM1, incluso en
los estadios tempranos de la enfermedad. Tres semanas luego de la inyecciéon de
streptozotocina (STZ), el retorno del ca’ al RS se prolonga, y la actividad de SERCA
disminuye en comparacion al grupo control de ratas (A Zarain-Herzberg et al., 1994). Mas
recientemente, se ha demostrado que una pérdida progresiva de la homeostasis de Ca”* ocurre

antes de la disfuncién del VI en ratas diabéticas (Zhao et al., 2014).

SERCAZ2a es un regulador clave de la fuerza contractil. Un aumento en la funcion de SERCA2a
aumenta el contenido de Ca** en el RS, lo cual aumenta la amplitud de las transientes de Ca**
(cambios en las concentraciones de Ca2+). Esto ocurre pues la liberacion de Ca” desde el RS
es dependiente del contenido de Ca” en el RS. La funcién de SERCA2a en un organismo es
dinamica, coordinada con la funcién cardiaca y las demandas fisiolégicas por ejercicio u otras
formas de estrés (Sikkel et al., 2014).

Como fue explicado previamente, una disminucién en la expresion de SERCA2a lleva a serias
complicaciones en la homeostasis de ca” y traen en consecuencia problemas cardiacos. Es
por esto que se han realizado numerosos esfuerzos para poder revertir esta expresion
deficiente de la bomba. Ratones transgénicos en los cuales se sobre expresé SERCA2a,
mostraron estar protegidos contra disfunciones cardiacas observadas en animales con
diabetes inducidas por STZ (Sikkel et al., 2014; Trost et al.,, 2002). En este momento se
encuentran en fase de estudio preclinico terapias génicas para SERCAZ2a, y es esperable que

pronto se vean los resultados a nivel clinico (Sikkel et al., 2014).



El intercambiador sodio-calcio o NCX es una proteina de membrana con 11 dominios
transmembrana, que transporta el Ca”" de las células. Esta presente en células excitables y no
excitables. Utiliza la energia acumulada en el gradiente electroquimico de sodio (Na+) para
catalizar el contratransporte de Ca** contra el gradiente electroquimico. La mayoria de los NCX
tienen una estequiometria de transporte de 3 Na':1 Ca®*, es decir que son electrogénicos
(alteran el potencial de membrana), moviendo una carga positiva neta hacia adentro en cada
ciclo hacia adelante. NCX puede funcionar transportando ca®* en ambas direcciones
dependiendo de los gradientes en una misma célula (Yu & Choi, 1997).

En el corazon, NCX1 (970 aminoacidos, ~110 kDa) es la Unica isoforma de NCX presente. En
los cardiomiocitos, NCX1 se localiza principalmente en los tibulos T. Sin embargo, no esta
claro adn si esta presente en las uniones entre el sarcolema y la membrana del RS, donde
ocurre la mayor parte de la liberacién de Ca”" inducido por ca®. NCX1 transporta rapidamente

Ca’* durante el acoplamiento excitacion-contraccion (Despa & Bers, 2013).

En ratones con diabetes tipo 1 se observéd una disminucién en la expresiéon de SERCA2a y un
aumento en la expresion del intercambiador Na‘/Ca®* (Hattori et al., 2000; Kashihara et al.,
2000). Por su parte, LaRocca (2012) ha encontrado en ratas diabéticas un aumento en la
expresion de NCX1. En base a sus resultados, sugiere que esto ocurre por un mecanismo
compensatorio por el descenso en la expresion de SERCAZ2a y en respuesta a una alteracién
de la homeostasis de Ca** en el corazén. Durante la didstole, 95% del Ca** citosédlico de
miocitos murinos es re-secuestrado por el RE por SERCA2a, disminuyendo por lo tanto el Ca**
intracelular ([Ca®"];), lo cual permite la relajacién del miocito. Para mantener el balance latido-a-
latido del Ca®, este tiene gue ser transportado por NCX1, con una contribucién de la ca™-
ATPasa del plasmolema (LaRocca et al.,, 2012). A su vez, se piensa que el aumento en la
expresion de NCX1 y el adelanto de la corriente de NCX1 (Incx) contribuye en hasta un 50%

2+ . P T .
]i diastélicos, como mecanismo

del eflujo de calcio para mantener los niveles de [Ca
compensatorios al descenso de la actividad de SERCA2a (Reuter et al., 2005; Szentesi, et al.

2004; Wang et al., 2009). Por lo tanto de acuerdo con su trabajo con ratas diabéticas, LaRocca
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et al., 2012 han propuesto un rol de adaptacién de NCX1 para promover la funcién contractil en

la patologia diabética.

En biopsias de corazones de pacientes diabéticos, se han encontrado fibrosis intersticial,
hipertrofia de miocitos y un aumento en la glicosilacién de proteinas contractiles. Estos factores
contribuyen a un menor rendimiento diastolico y a la hipertrofia del ventriculo izquierdo en estos
pacientes (Das et al., 1987; Nunoda et al., 1985; Syrovy & Hodny, 1992). Van Heerebeek et al.,
(2008), reportaron que en pacientes diabéticos, la deposicién de productos finales de
glicosilacion avanzada (Advanced Glycation End products o AGES) y la deposicién de colageno
son determinantes importantes en una mayor rigidez de ventriculo izquierdo en pacientes con
una fraccién de eyeccion (EF) reducida, mientras que una mayor tensidn en reposo es el
principal determinante de una mayor rigidez del ventriculo izquierdo en pacientes que tienen
falla cardiaca con una EF normal. Los AGEs se forman cuando la glucosa o metabolitos de
glucosa producen modificaciones covalentes estables en proteinas (Wang et al., 2006). Estas
proteinas modificadas no sélo causan dafios directamente, sino que también contribuyen a la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Wang et al.,, 2006). Estos, a su vez,
causan estrés oxidativo ante la ausencia de defensas antioxidantes suficientes para
degradarlos (Murarka & Movahed, 2010). Proteinas extracelulares como el colageno y la
elastina son particularmente vulnerables a la glicosilacion. Esto podria disminuir la degradacion
del colageno, lo cual contribuye a una acumulacién del mismo (fibrosis intersticial). Los
crosslinks, productos de la glicacién no enzimatica del colageno y la elastina en el corazén
diabético, junto con la fibrosis resultante, también causan un aumento en la rigidez del
miocardio y dificulta la relajacién cardiaca, fenomenos tipicos en la diabetes (Wang et al.,
2006). Por lo tanto, la utilizacion de antioxidantes se esta convirtiendo en un método
terapéutico como estrategia para normalizar la homeostasis de glucosa y mejorar el
metabolismo energético, disminuyendo a su vez la generacién de ROS y AGEs (Dos Santos

etal., 2014).
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La actina, es el componente principal del citoesqueleto en todas las células eucariotas, y juega
un rol fundamental en una gran variedad de procesos celulares. La proteina globular G (G-
actina), polimeriza en filamentos (F-actina) para cumplir la mayoria de sus funciones biologicas
(Korn et al.,, 1987). Existen evidencias experimentales de que la diabetes afecta el
citoesqueleto de actina (Cooper et al., 2004). Nemoto et al., 2006, observaron por tincién de
faloidina que la actina estaba reducida en corazones de ratas diabéticas, sugiriendo que su
expresién estaba disminuida en los corazones con la patologia. Cooper et al. (2004),
relacionaron la falla cardiaca y rigidez de ventriculo izquierdo por remodelamientos de la F-
actina en corazones de ratas. En este estudio, observaron una disminucion de la rigidez del
corazébn tratando a las ratas con Trientina, un quelante del Cu, y observaron un
restablecimiento de la estructura de la F-actina en cortes de corazén las ratas con dicho

tratamiento (Cooper et al., 2004).

El Resveratrol (RSV), es un flavonoide natural que se encuentra en la cascara de uvas rojas, el
vino tinto y el mani (Figura 3). Se le han atribuido una gran variedad de efectos bioldgicos
(revisado en Baur & Sinclair, 2006; Baur etal., 2006). A través de sus propiedades
antioxidantes, ha sido demostrado que previene o retarda la progresion de una variedad de
enfermedades que incluyen enfermedades cardiovasculares, del cerebro y cancer (Anton et al.,
2014; Bresciani et al., 2014; Hung et al., 2000; Shigematsu et al., 2003). En diabetes tipo 2,
prolonga la supervivencia de ratones, al prevenir la resistencia a la insulina y mejorar el nimero
de mitocondrias en el musculo esquelético (Baur et al., 2006; Lagouge et al., 2006). En etapas
tempranas de DM1, el RSV se ha mostrado capaz de disminuir los niveles de glucosa y
triglicéridos (Su et al., 2006) y mejorar la actividad cardiaca después de un dafio isquémico, al
aumentar la capacidad anti-oxidativa del corazén (Thirunavukkarasu et al., 2007). Por otro lado,
Sulaiman et al., 2010, en estudios con modelo de ratén diabético, reportaron resultados de 12
semanas de tratamiento de ratones con diabetes tipo 1, en los que los niveles de glucosa no se

vieron modificados luego de un tratamiento con RSV (Sulaiman et al., 2010). También se ha
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encontrado que en el miocardio de ratas diabéticas, el RSV mantiene los niveles energéticos y
metabdlicos similares a los de las ratas control. Se ha reportado que el RSV es un antioxidante
eficiente (Park & Pezzuto, 2015) que reduce la generacién de ROS por la degradacion directa
de radicales de oxigeno y por el aumento de las defensas antioxidantes enzimaticas de las
células. Diversos estudios han mostrado que el posible efecto cardioprotector del RSV es

mediado por la atenuacion del estrés oxidativo celular (Dos Santos et al., 2014).

Figura 3.Estructura quimica del Resveratrol. A- cis-resveratrol, B- trans-resveratrol. Figura extraida de
Raj et al.(2014).

El estrés oxidativo y la inflamacion estan altamente involucrados en la génesis de
enfermedades cardiacas y su progresion a falla cardiaca (Raj et al., 2014). Las propiedades
antiinflamatorias del RSV estan bien documentadas (Svajger & Jeras, 2012). El factor nuclear
kappa B (NFkB) es un factor de transcripcién clave que se activa en respuesta a citoquinas y
radicales libres en el citosol. IkB es la proteina que previene la activacion de NFkB en entornos
normales (Raj et al., 2014). Se ha reportado que el tratamiento con RSV previene la
degradacion de IkB e inhibe la activacion de NFkB (Shadfar et al., 2011), y la translocacién
hacia el nucleo, dando lugar a la transcripcion de una variedad de genes. Al mismo tiempo, se
sabe que el RSV reduce los niveles de TNF alpha e IL-6 (Louis et al., 2012), dos citoquinas
liberadas por macréfagos, las cuales pueden desencadenar la activacion de NFkB (Raj et al.,
2014). También, se ha reportado que RSV reduce la expresion de iNOS (L.-M. Hung, Su,
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&Chen, 2004), el cual es uno de los genes transcriptos por NFkB. El tratamiento con RSV
puede aumentar la expresion de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (Tanno
et al., 2010), catalasa (Movahed et al., 2012) y la glutation peroxidasa, a la vez que reduce la
expresion de la NADPH oxidasa (NOX) (Xia et al., 2010). El factor de transcripcion Nrf2
(nuclear factor erythroidrelated factor 2) es vital para una la induccién de la respuesta al estrés
oxidativo, que se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE) y resulta en la transcripcién
de la NADPH quinona oxidorreductasa 1 (Nqol), heme oxigenasa-1 (HO-1) y otros genes
antioxidantes. Se ha encontrado que el RSV promueve la activacién de Nrf2 en el corazén (Hao
et al., 2013). Tomados en conjunto, estos cambios ayudan a reducir la generacién de radicales
libres, a la vez que aumentan su erradicacién en condiciones patolégicas. Por lo tanto, las
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del RSV contribuyen significativamente a la
prevencion, atenuacion o reversion de enfermedades cardiacas en animales. Aunque la terapia
con antioxidantes no ha tenido mucho éxito en estudios clinicos humanos, el RSV puede ser un

candidato potencial para futuros ensayos (Raj et al., 2014).

Otro mecanismo clave involucrado en la cardioproteccién mediada por RSV es la habilidad de
disminuir la expresién de proteinas involucradas con la fibrosis cardiaca (Tanno et al., 2010).
Los fibroblastos liberan la mayor parte de los factores profibréticos en el corazén. Hasta el
momento, se ha observado que RSV reduce la fibrosis en el corazén al asociarse con la
disminucion de niveles de colageno. La citoquina TGFB (Tumor growth factor beta) es una
citoquina que estimula la respuesta de fibrogénesis en el corazén. La habilidad del RSV de
controlar los niveles de TGFB puede resultar en un paso mas para prevenir la fibrosis (Lin et
al., 2008). Como fue mencionado previamente, la fibrosis causa rigidez en el tejido del misculo
cardiaco, resultando en anormalidades diastdlicas y hasta cierto punto disfuncién sistélica. Por
lo tanto, prevenir la fibrosis con RSV puede ayudar a preservar las funciones diastélicas y
sistdlicas en casos de enfermedad cardiaca (Raj et al., 2014).

Ademas de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, muchos de los efectos del RSV,
parecen estar relacionados con su capacidad de inducir la actividad de SIRT1 (silent
information regulator Sir 2 alpha). SIRT1 regula una gran variedad de procesos celulares como

apoptosis, sobrevivencia celular, sefalizacion endécrina, remodelacién de la cromatina,
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transcripcion génica, etc. (Imai, Armstrong et al., 2000; Rogina & Helfand, 2004). Sulaiman et
al., 2010, demostraron que la actividad reducida de SIRT1 durante la DM1, contribuye a la
represion de la expresion de SERCA2a observada en esta patologia. Los mismos autores
demuestran, que el RSV, al activar SIRT1, mejora los niveles de expresion de SERCA2a vy las
funciones cardiacas en los ratones diabéticos. Ratones knockout para SIRT1 son muy
sensibles a la diabetes resultando en una disminucion en los ARNm de SERCA2a.
Adicionalmente, los autores muestran que SIRT1 actla como un activador transcripcional de la
expresién del gen SERCa2 en condiciones de alta glucosa (similar a la condicién diabética).

Una cantidad significativa de trabajos acerca de los mecanismos cardioprotectores del RSV se
han documentado en la literatura. A partir de estos estudios se ha realizado una lista de
moléculas que podrian mediar la cardioproteccion del RSV (Raj et al., 2014). (Figura 4). En
resumen, el RSV es un polifenol Unico, pues tiene las caracteristicas de un fuerte antioxidante y
antiinflamatorio, mientras que también puede regular componentes celulares clave para
proteger el organismo. La combinacidn de estos efectos benéficos la hacen una molécula mas
efectiva y exitosa en comparacién con otras moléculas bioactivas exploradas previamente (Raj

et al., 2014).
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La Microscopia de Fuerza Atomica (AFM), es una herramienta muy poderosa en la
investigacion en general, particularmente aplicada a las ciencias biologicas y biomédicas. El
microscopio de fuerza atémica tiene como base la interaccion entre una sonda y una superficie.
La principal caracteristica del AFM incluye su habilidad de obtener imagenes de muestras no
conductoras y de medir la topografia de superficie de muestras bioldgicas a una resoluciéon
nanométrica (Kuznetsova et al., 2007), ademas de poder funcionar en condiciones fisiolégicas
(Graham et al., 2010). Por AFM se pueden estudiar las propiedades dinamicas y mecanicas de
células vivas. Diferentes tipos de eventos celulares como la locomocion, la diferenciacion, el
envejecimiento, la activacion fisiolégica, la electromotilidad, asi como la patologia celular,
pueden ser analizados con esta técnica de investigacion en microscopia (Kuznetsova et al.,
2007; Miiller & Dufréne, 2011). Las propiedades visco-elasticas de diferentes tipos celulares ya
han sido analizadas por AFM (Kuznetsova et al., 2007; Miller & Dufréne, 2011). En el campo
del estudio de la diabetes por esta técnica, se ha estudiado el efecto de la patologia en los
glébulos rojos (Buys et al.,, 2013; Chen et al.,, 2009). Nuestro grupo ha sido pionero en el
estudio del efecto de la diabetes sobre las propiedades nanomecanicas de cardiomiocitos vivos

utilizando AFM (Benech et al., 2014).

Recientemente, utilizando AFM con el método de nanoindentacién, constatamos que la
diabetes tipo 1 (inducida en ratones por inyeccion de streptozotocina), altera las propiedades
nanomecanicas y viscoelasticas de cardiomiocitos vivos (los hace mas rigidos y adhesivos), al
ser comparados con cardiomiocitos vivos obtenidos de corazones de ratones control de la
misma edad, sin diabetes inducida (Benech et al., 2014). A su vez, hemos observado una
disminucién de la expresion de SERCA2a en VI de ratones diabéticos y una acumulacién de
colageno en cortes de VI (Benech et al., 2014).

Como fue mencionado anteriormente, diversos estudios han mostrado un posible efecto
cardioprotector del RSV, un flavonoide con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
activador de SIRT1. A su vez, se le atribuyen numerosos efectos benéficos para disminuir la

fibrosis y regular la homeostasis de Ca’".
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En el presente trabajo de tesis, se estudia el efecto del RSV en los niveles de expresion de
. . ~ 1 .z 2+ L - . £
proteinas involucradas en la sefalizacién por Ca”'y el depdésito de colageno en el corazén de
ratones diabéticos. También se estudia el efecto de este flavonoide en las propiedades
nanomecanicas y viscoelasticas, utilizando AFM en cardiomiocitos aislados de corazones

obtenidos de ratones diabéticos tratados con RSV.

En base a la literatura consultada y los antecedentes presentados, planteamos la hipotesis de
que el Resveratrol, administrado a ratones con diabetes tipo 1:

1) Restablece los niveles de expresion de SERCA2a y NCX1

2) Disminuye la acumulacion de colageno total

3) Restablece la disposicién de la F-actina

4) Disminuye la rigidez de los cardiomiocitos
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OBJETIVOS

Estudiar el efecto del resveratrol en los niveles de expresion de proteinas involucradas en la

sefializacion por Ca”‘en el corazén de ratones con diabetes tipo 1 experimental, asi como en

las propiedades nanomecanicas de cardiomiocitos aislados.

1)
2)
3)

4)

5)

Evaluar los niveles de expresién de SERCA2a y NCX1

Evaluar la presencia de colageno total en cortes del ventriculo izquierdo de corazén
Estudiar la disposicion de F-actina en cortes del ventriculo izquierdo del corazén
Determinar el Moédulo Elastico Aparente (E*) de cardiomiocitos aislados de los
diferentes grupos de ratones.

Estudiar la disposicion de F-actina en cardiomiocitos aislados de ratones control y

diabético.
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MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se utilizaron ratones machos CD1 adultos. Los animales fueron mantenidos en
un ambiente controlado con un ciclo de 12 h luz y 12 h de oscuridad y una temperatura
promedio de 22 + 2°C con acceso libre a agua y racién. Los ratones fueron destetados a los 21
dias y organizados en cajas de 4 o 5 ratones cada una. El protocolo de experimentacion fue
aprobado por la Comision de Etica Animal del [IBCE, de acuerdo con las reglamentaciones

nacionales de manipulacion de animales.

A un grupo de ratones CD1 de 1,5 meses de edad (n=12), se le indujo la diabetes por inyeccion
intra-peritoneal de streptozotocina (STZ, Sigma, St. Louis, MO, USA) 150 mg/kg, resuspendida
en buffer citrato salino (CgHgO70.1M, pH 4,5). Esta droga produce necrosis selectiva de las
células beta del pancreas y produce en los animales un estado de insuficiencia a la insulina,
induciendo diabetes de tipo 1. A otro grupo de ratones CD1 de igual edad (n=12), grupo control,
se les administré solo el buffer citrato. Semanalmente, los animales fueron pesados, y su
glicemia fue medida utilizando ACCU-CHECK Compact Plus System (Indianapolis, USA). Una
semana posterior al tratamiento con STZ, los animales con valores de glicemia > 250 mg/dI

fueron considerados diabéticos.

Una vez confirmada la diabetes, fueron creados cuatro grupos (cada uno con n=6), agrupados
por edad y peso corporal. El grupo de ratones diabéticos fue dividido aleatoriamente en dos
sub-grupos: diabéticos (D) y diabéticos con Resveratrol (DRSV). Se procedié en forma similar
con el grupo control, el cual se subdividi6 (aleatoriamente) en dos grupos: controles (C) y
controles a los que se les inyectd resveratrol (CRSV). El resveratrol (BML-FR104, Enzo Life

Sciences, Inc.), resuspendido en DMSO a razon de 40mg/kg, con una concentracion de 65
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mg/ml, fue inyectado cada dos dias en forma intra-peritoneal, como descrito en Damian, JP et.

al., 2014. Los animales C fueron inyectados Unicamente con DMSO.

Para la caracterizacion morfolégica de la diabetes, los animales fueron observados a lo largo
de los tres meses de experimento, a modo de constatar los efectos secundarios ya reportados
en la literatura consultada. Se siguié un control de los decesos de ratones a lo largo de tres

meses para establecer un control de la viabilidad de cada grupo.

A los tres meses de tratamiento (4,5 meses de edad), se realiz6 eutanasia de los ratones por
dislocacion cervical. Se fraccioné el ventriculo izquierdo para los diferentes experimentos Fue
necesario repetir los diferentes grupos de animales, para obtener un niimero suficiente de los

mismos a los 4,5 meses de edad.

Se llevdo a cabo el estudio de la expresion de las proteinas SERCA2a y NCX1 en
homogenizados de corazén obtenidos de los cuatro grupos. Analisis por Western Blot:
muestras de VI, congeladas a -80°C de los diferentes grupos de ratones fueron utilizadas.
Estas muestras fueron homogeneizadas en Buffer de lisis en una relacién 1.5 ml buffer lisis / 50
mg corazon [Para 20 ml: 4 ml EGTA 100 mM, 800 ul DTT 100 mM, HEPES 0.5 M, 200 pl Tritén
X-100, 2 ml Glicerol, 80 ul PMSF 100 mM (inhibidor de proteasas de serina y cisteina), 200 pl
Ortovanadato de sodio 100 mM (inhibidor de fosfatasas de tirosinas) y 20 ul (Coctel inhibidor de
proteasas] utilizando homogeneizadores de vidrio. EI homogenizado fue centrifugado 5 min a
14.000 xg, y se conservd el sobrenadante. Finalmente, se sonic6 la muestra 3 segundos dos
veces con %DUTY CYCLE 40 Y OUTPUT CONTROL MACRO TIP LIMIT 3 (Ultrasonic
Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer Instrument Co.). La concentracion de proteinas fue
determinada por el método de Bradford (BRADFORD, 1976). Posteriormente, se sembraron 50
pg de proteina total por carril de cada una de las muestras, las cuales fueron corridas a 100 V
en geles de SDS con 10% de poliacrilamida. Como referencia de los pesos moleculares se

utilizé el marcador estandar de peso molecular Precision Plus Protein Standard Dual Color(161-
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0374, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Posteriormente, las muestras fueron transferidas a
membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilon-Psq Transfer membrane
(ISEQ00010, MILIPORE) a 350 mA por una hora y 15 minutos. Para su andlisis con
anticuerpos especificos, se siguio el protocolo reportado en (Aksoy et al., 2006; Calliari et al.,
2002). Para esto, se utilizaron anticuerpos comerciales monoclonales especificos para
SERCAZ2a de reticulo endoplasmatico (SERCAZ2a) y la isoforma 1 del Intercambiador Na+/Ca+
(NCX1), y sus anticuerpos secundarios correspondientes. Todas las diluciones se realizaron
con TBST (Ver Tablal). Brevemente, se bloquearon las membranas con buffer de bloqueo
(TBS-T con leche descremada 5%) por 1 hora e incubaron toda la noche a 4 °C en agitacién
con el anticuerpo primario correspondiente. Luego, se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente. La sefial obtenida fue
analizada en un High Performance Luminescent Image Analyser (FLA-9000 Fujifilm) y

cuantificada por densitometria, utilizando el programa Image J (NIH, USA).

Tablal. Lista de anticuerpos usados en los procedimientos d e la tesis

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Nombre Cadigo Dilucion
anti-SERCA2a ab2861 1:500
anti-NCX1 ab6495 1:100
anti -B-Actin ah8227 1:1000
ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Nombre Cadigo Dilucion
Alexa Fluor® 488 goat anti -mouse IgG (H+L) A11001 1:1000
Alexa Fluor® 488 goat anti -rabbit IgG (H+L) A11008 1:5000

Se fijaron las muestras de VI con paraformaldehido 3% en PBS por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Luego se realiz6 la crioproteccién de la muestra con sacarosa 15%,

overnight a 4°C, seguido de sacarosa 30%. Se realizd la infiltracion en el medio de
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congelamiento con sacarosa 30% y medio de congelamiento (1:1) por 1 h a T ambiente en
agitacion, y luego en iguales condiciones 1 h en medio de inclusién puro (0201 08926, Jung).
Las muestras fueron preservadas a -80°C. Por Gltimo se armaron las piezas y se realizaron los
cortes en un cridstato ECO, modelo MEV (SLEE Technical GmbH, Mainz, Alemania) y se

dispusieron los cortes en portaobjetos tratados previamente con gelatina (Ver Anexo 1).

Se estudioé la presencia de colageno total en cortes de corazéon de 10 um, montados en
portaobjetos tratados con gelatina. Se utilizo la técnica de Hematoxilina y Eosina, siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se analizaron cuatro animales de cada condicion. Se realizaron
entre dos y cuatro cortes por cada animal y se obtuvieron imagenes de cada corte de forma tal

gue las imagenes obtenidas cubrieran el area total de cada corte.

Se cuantificé el colageno en 3 animales por condicién a partir de entre dos y cuatro cortes por
cada animal, de los cuales se analizé un promedio de 3 campos cada uno, a partir de imagenes
40X obtenidas del microscopio por luz transmitida.

La cuantificacion de colageno se realizd6 con el MATLAB (The MathWorks, Inc.), el cual fue
programado para andlisis de imagenes como descrito en software comerciales para este
propdsito (Gonzalez and Woods, 2004). Se calcul6é el area total de cada corte y luego se
obtuvo la diferencia de area entre el colageno y el area total. Los niveles de sensibilidad de
andlisis se ajustaron caso a caso, estableciendo un criterio de observacion para ajustar los

niveles de los filtros y evitar saturacion de la imagen (Ver Anexo 2 B).

Se estudid la Actina-F en cortes de 10 pm depositados en montados en portaobjetos tratados

con gelatina. Se separaron los cortes con el l1apiz hidrofébico SuperPap Pen Liquid Blocker for
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IHC (SPM0928, IHCWORLD) y se hizo una incubacién con faloidina fluorescente 633 (50
pg/ml-Sigma Aldrich), 40 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron tres
veces con PBS para eliminar exceso de faloidina. Se montaron los cubreobjetos y se
obtuvieron imagenes con el microscopio laser confocal de fluorescencia invertido BX61, con
modulo confocal FV3000 y con una camara DP70 acoplada (Olympus). Se realizaron entre dos
y cuatro cortes por cada animal. Se obtuvieron imagenes de cada corte de forma tal que las
imagenes obtenidas cubrieran el area total de cada corte. Se obtuvieron imagenes de por lo
menos 18 cortes por condicion.

Para analizar los datos obtenidos, se realizé el método del observador independiente mediante
una tabla comparativa de morfologia de muestras Control y Diabético, para determinar el marco
de referencia de comparacién de los grupos con tratamiento. Para esto se realizé una grilla,
con cada corte y campo fotografiado, y cuatro observadores la respondieron. Los criterios a
responder sobre los cortes fueron: “Observo fibras alineadas”, “Observo fibras espaciadas” y
“Observo Fibras rotas”. A partir de las respuestas de los observadores sobre todas las
muestras de animales diabéticos y control, se fij6 un criterio de referencia y se compardé DRSV
y CRSV en base a este. Se le asigno valor 1 a una afirmacion y 0 a una negativa a cada

categoria. A partir de alli se defini6 como muestra “tipo” aquella que contara con mayor puntaje

en cada grupo de ratones.

Los cardiomiocitos aislados de los diferentes grupos de ratones fueron obtenidos adaptando el
protocolo de Brum et al., (1983) como descrito en Benech et al, 2014. Brevemente, el protocolo
utilizado para obtener los cardiomiocitos consisti6 en: 1) El animal fue sacrificado por
dislocacion cervical, el corazén removido rapidamente y colocado en 3 ml de Buffer Tyrode
(CaCl, 1.8 mM, NaCl 135mM, KCI 5.4 mM, MgCl, 1 mM, Glucosa 10 mM, HEPES 5 mM, pH
7,4) y lavado un par de veces para remover los restos de sangre; 2) el corazén latiendo, fue
trasferido a un Buffer Tyrode libre de Ca®** hasta que dejara de latir. Luego se procedi6 a cortar

y separar el VI (30-40 mg); 3) se transfirio el corte de VI a una placa de petri conteniendo Buffer
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Tyrode con 50 pM de Ca*'y la seccion de VI fue cortada en pequefios trozos con tijera; 5) los
trozos de ventriculo seleccionados para el aislamiento se incubaron en 15 ml de solucién Buffer
Tyrode (Tyrode Buffer Solution: TyBS) conteniendo 30 mg de colagenasa tipo | y 50 uM de
Ca2+por 5 minutos; 6) finalizado los 5 minutos de incubacion, los trozos de ventriculo izquierdo
se transfirieron a tubos eppendorf con 1 ml de Buffer Tyrode con Cca’'50 uM y fueron agitados
para promover el desprendimiento de los cardiomiocitos; 7) los trozos de ventriculo izquiero
que permanecian, fueron removidos y el eppendorf conteniendo los cardiomiocitos fue
centrifugado a 800 x g por 5 minutos. 8) se resuspendi6 el pellet en 1ml de Buffer Tyrode con
Ca”0.5 mM y se centrifugd nuevamente 5 minutos a 800 xg; 9) este proceso fue repetido
utilizando TyBS con 1 mM CacCl, y finalmente 1,8 mM CacCl,. Durante el aislamiento de los
cardiomiocitos, todas las soluciones utilizadas fueron mantenidas a 37C° y oxigenadas. Para
cuantificar la viabilidad de los cardiomiocitos obtenidos, los mismos fueron incubados con
loduro de Propidio en placa de Petri y fotografiados utilizando un microscopio invertido
Olympus 1X81. El total de cardiomiocitos aislados asi como los que presentaban marca de
iduro de propidio fueron contados. Los resultados mostraron ~ 70% de viabilidad en los
cardiomiocitos controles y ~ 60% en los cardiomiocitos diabéticos. Si bien la viabilidad de los
cardiomiocitos diabéticos tratados con resveratrol y cardiomiocitos control tratados con RSV no
fue cuantificada, estimamos por las observaciones realizadas durante los experimentos que la

misma fue superior al 60% en ambos casos.

En el presente proyecto, se utilizo el Microscopio de Fuerza Atémica (MFA) del IIBCE (Modelo
Bioscope Catalyst Veeco, ahora Bruker). Los cardiomiocitos aislados de corazones
provenientes de los diferentes grupos de ratones fueron depositados 10 minutos en
portaobjetos de vidrio tratados con polilisina 1X (Sigma). Luego de un lavado con PBS, los
cardiomiocitos adheridos fueron incubados 5 minutos con loduro de Propidio (IP) en oscuridad
y luego lavados tres veces con TyBS. El portaobjeto con células adheridas se ubico en el
microscopio Olympus invertido 1X81, acoplado al MFA. El microscopio invertido, fue utilizado

para localizar los cardiomiocitos en los cuales se realizarian las curvas de fuerza para la
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determinacion del MEA. Los cardiomiocitos aislados vivos (sin marca de IP) fueron analizados
ultilizando un fluid cantilever holder a 25°C, por el método de nano-hendiduras, como descripto
en Benech et al., 2014. El método de nano-hendiduras consiste en penetrar una cierta distancia
en la muestra y registrar la relacion entre la fuerza ejercida y la indentacién. A la grafica de

fuerza en funcién de indentacién se le denomina curva de fuerza.

La ecuacion que relaciona la fuerza con la indentacion para una punta piramidal (Sirghi et al.,

2008; Benech et al., 2014) es:

F—2E*j N{Egl? }(Egl}—fg’«‘}]

donde F es la fuerza de indentacion, h es la profundidad de indentacion, y tg es la tangente de
los diferentes angulos presentes en la punta piramidal utilizada. En nuestro caso, para realizar
las medidas, fue utilizada una punta de nitruro de silicio c6digo DNP-10 de la compafiia Bruker,
con un radio de punta de 20-60nm, contenida en un cantilevertriangular de 200-uym (cantilever
D), con una constante elastica de 0.06 N/m, de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Para
posicionar el cantilever sobre la superficie celular se utilizaron las magnificaciones 20X y 40X,

en ese orden.

Se realizé una imagen de baja resolucién de 500 nm de lado, y la aplicacién “Point &Shoot” del
software para elegir una serie de 20 puntos distribuidos de manera uniforme sobre la imagen.
En cada uno de éstos puntos se obtuvieron aproximadamente 12 curvas de fuerza, con una
velocidad de indentacion y retraccion de 6 um/s, totalizando aproximadamente 240 curvas de

fuerza por célula.

Para cada curva de fuerza se realizé un ajuste cuadratico, del que se obtuvo un valor para el
Mddulto Elastico Aparente (E*). En total se analizaron entre 14-20 células de cada condicion,
de por lo menos 3 animales diferentes. Se construyé un histograma normalizado del E* para

cada condicion.
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Las células aisladas se fijaron a un vidrio tratado con polilisina 1X, se incubaron 10 minutos con
PFA 1% en PBS y posteriormente se lavaron con 0.1% Triton X-100-PBS. Para estudiar la
Actina-F, se realizé una incubacién con faloidina fluorescente 633 (50 pg/ml-Sigma Aldrich), 40
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron tres veces con PBS para eliminar
exceso de faloidina. Se montaron los cubreobjetos y se obtuvo imagenes con el microscopio
laser confocal. Se realiz6 un ploteo de superficie de células seleccionadas utilizando el
programa Image J (NIH, USA), como insumo para poder determinar la distribucién espacial de

los filamentos de actina.

La normalidad de los datos, se determiné por el test de Shapiro-Wilks y la homocedasticidad
(homogeneidad de varianzas entre grupos) fue evaluada por el test de Cochran y Levene
(Alvarez Céceres, 2007). La comparacién de la glicemia entre grupos fue analizada por ANOVA
para mediciones repetidas donde se incluy6 el efecto de grupo, el efecto tiempo y la interaccién
entre ambos. Las otras variables (evaluadas en una sola ocasion) fueron comparadas entre
grupos por ANOVA. Las comparaciones miltiples a posterior del ANOVA fueron realizadas por
la minima diferencia significativa (LSD) de Fisher. Los resultados fueron expresados como la
media + el desvio estandar (SD). Se consideré diferencias significativas con un alpha < 0.05 y

tendencia con un alpha entre 0.05 y 0.1.
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RESULTADOS

En todos los animales, previo a la inyecciéon de la STZ (semana 0), los niveles de glicemia
fueron en promedio de 160 mg/dl. Hubo efecto de grupo (p<0,0001), tiempo (p=<0,0001), e
interaccion entre grupo y tiempo (p<0,0001) en los niveles de glicemia. En los ratones
inyectados con STZ, luego de 3 semanas de la inyeccién, el nivel de glicemia de los mismos
fue significativamente mayor que en los controles (p<0,0001) y con valores similares sostenidos
de alta glicemia hasta las 12 semanas (3 meses) (Figura 5).La inyeccion de RSV no modificé
significativamente la glicemia de los animales DRSV con respecto a los D (p= 0.08) y CRSV

con respecto a los C (p= 0,98) (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de glicemia de los grupos de ratones . Se tomaron medidas de glicemia en ratones
hasta el término de 12 semanas. C: control (n=12),D: diabético (n=12), DRSV: diabético com RSV (n=12)
y CRSV: control con RSV (n=5). El valor de la semana 0 es el de todos los animales previo a la inyeccion
de STZ. Los valores son promedio + SD. * p < 0.05.
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Figura 6. Foto representativa de ratones controles y diabét
A-Raton control; B-Raton diabético.

icos de 4 meses y medio de vida.
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La expresion de la bomba de Ca®* SERCA2a, en homogenizados de VI de corazén no mostré
un efecto de grupo (p=0,16) (Figura 7D). Sin embargo, en las comparaciones multiples entre
grupos de animales, detectamos una disminucién significativa (p=0,05) al comparar animales D
con animales control de la misma edad. Por otro lado, los ratones DRSV, mostraron una
tendencia a una expresion mayor SERCA2a que los ratones D (p=0,08), al compararse dentro
del ANOVA.EI tratamiento de los animales CRSV no tuvo efecto significativo en la expresion de

SERCA2a comparado con los animales C (p=0.90).

Con respecto a la expresiéon de NCX1 en homogenizados de VI de corazon obtenidos de
animales diabéticos se observé un efecto de grupo (p=0.0002). A su vez, detectamos un
aumento (p=0.0049) en la expresion en el grupo D, comparado con animales control de la
misma edad (Figura 8D).

Por otra parte, los animales DRSV presentaron una disminucién (p=0.0023) en la expresion de
NCX1, comparado con los animales diabéticos (Figura 8D).

Finalmente, la expresion de NCX1 en los animales CRSV no mostré diferencias en el nivel de

expresion (p=0.7789) comparado con los grupos control (Figura 8D).
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Figura 7. Expresion de SERCA2a en corazones de ratone s. A, B y C: Imagenes representativas
obtenidas por analisis de Western Blot de los diferentes grupos de animales (C= Control; D=Diabético;
Diabético con RSV y CRSV= Control con RSVLas flechas indican las bandas correspondientes a
SERCA2a (110KDa). Proteina de referencia: § actina (42 KDa). D: expresiones relativas (SERCA2a/
actina) con sus respectivas desviaciones estandar.(PM) Marcador de peso molecular. Ratones controles
(n=4) y diabéticos (n=3), DRSV (n=3) y CRSV (n=4). Los valores son promedio + SD.
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Figura 8. Expresion de NCX1 en corazones de ratones. A, B y C: Imagenes representativas obtenidas
por analisis de Western Blot de los diferentes grupos de animales (C= Control; D=Diabético; DRSV=
Diabético con RSV y CRSV= Control con RSV. Las flechas indican las bandas correspondientes a NCX1
(160KDa). Proteina de referencia: B actina (42 KDa). D: expresiones relativas (NCX1/ B actina) con sus
respectivas desviaciones estandar. (PM) Marcador de peso molecular. Ratones controles (n=5) y
diabéticos (n=6), DRSV (n=6) y CRSV (n=4). Los valores son promedio + SD. * p < 0.05.

32



En los cortes de animales diabéticos, se constatdé una disposicion desordenada de las células
del miocardio, nacleos de tamario irregular y fibras fragmentadas y desordenadas, a la vez que
una acumulaciéon de colageno intersticial (Figura 9B). Este Ultimo ya ha sido ampliamente
reportado y se identifica en esta tincién por un rojo carmesi caracteristico, (Sulaiman et al.,
2010). Esto no se observo ni en los preparados histolégicos de los grupos control (Figura 9A) ni
de CRSV (Figura 9C), los cuales presentaron fibras ordenadas y continuas, y no se observo
acumulacion de colageno. Se observé que en las muestras de ratones DRSV las fibras tenian
disposicion similar a las de los animales control, y s6lo en un animal de los cuatro analizados

se constatd una escasa acumulacion de colageno (Figura 9D).

En la Tabla 2, se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de la acumulacion de
colageno total, de los cortes de VI obtenidos de los diferentes grupos de ratones. Se observé
gue en el caso de los ratones diabéticos, las acumulaciones de colageno total representaron un
6,23 % +1,70, mientras que para el grupo C se detectdé un 0.18%z 0,10 del total del area
analizada. Hubo efecto de grupo sobre el contenido de colageno (p= 0,0001), siendo el grupo D
el unico grupo diferente de las demas condiciones. No hubo diferencias significativas entre el

grupo C y CRSV (p=0,5277).
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Figura 9. Cortes de corazén de rat 6n tefiidos con Hematoxilina y Eosina
Imagen representativa de cortes de VI de corazén de ratén de cuatro meses y medio por microscopia de
luz transmitida. A: Raton control. B: Raton diabético. C: CRSV.D: DRSV. Magnificacion: 40x.

Tabla 2. Contenido de colageno en cortes histolégicos.

Grupo Porcentaje del area (%)de colageno con respecto al  area total de
fibra analizada

c 0,18 +0.10
|_D 6,23+1,70*
DRSV 0,10 0,05
CRSV 0,17 +0,10

Los valores son promedio + SD. n= 3 animales por grupo de acuerdo a como explicado en materiales
y métodos.* p < 0.05 en comparacién con los diabéticos. C: control; D: diabético; DRSV: diabético
con RSV yCRSV: control con RSV.
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A partir del analisis morfolégico de las imagenes de cortes de VI de los cuatro grupos de
ratones, se observé un patrén distintivo (ver Materiales y Métodos) en las muestras
provenientes de corazones de ratones diabéticos que mostraron filamentos de actina
irregulares y rotos (Figura 10C y D). En contraposicién, los filamentos de actina de control,

DRSV y CRSYV fueron regulares y presentaron pocas regiones rotas (Figura 10 AyB,Ey F, G

y H, respectivamente).
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Figura 10. Estudio de F -Actina. Para estudiar la Actina-F, se realizaron cortes de 10 um del ventriculo
izquierdo de los diferentes grupos de ratones y se depositaron en vidrios tratados con gelatina. Se realizo
una incubacion de 40 min a TA con faloidina fluorescente 633 y se obtuvieron imagenes representativas de
Microscopia Laser Confocal. A: control; C: diabético; E: CRSV; G: DRSV. Magnificacion: 40x. B: control; D:
diabético; F: CRSV; H: DRSV. Magnificacién: 80x.
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Efecto del R esveratrol en el Modulo Elastico Aparente de
Cardiomiocitos Aislados

Las curvas de fuerza obtenidas en los cardiomiocitos vivos, mostraron una menor indentacion
en los cardiomiocitos D que en los cardiomiocitos C ante la misma fuerza aplicada. La figura
11muestra el histograma de los E* de cardiomiocitos C y D. Hubo un efecto de grupo para el E*
(p=0.0001). El E* de los cardiomiocitos diabéticos (Ed 91 + 14 kPa) fue significativamente

mayor al de los cardiomiocitos control (Ec 43 + 7 kPa) (Figura 11 y Figura 12).

0.1 2 - - ' — - Diabético

0.05

Frecuencia Relativa

Figura 11. Médulo Elastico Aparente ( E*) de cardiomiocitosaislados  Controles y Diabéticos .

Se obtuvo grupos de datos de tres animales diabéticos (14 células, 1,800 curvas de fuerza) y cuatro
control (14 células, 2,780 curvas de fuerza). Se realizé un ajuste gaussiano a partir de los datos para cada
histograma para calcular el promedio y la desviacion estandar del Médulo Elastico (E).

Por otro lado, al realizar las comparaciones multiples entre grupos, el E* de los cardiomiocitos
provenientes de los ratones DRSV fue significativamente menor (p=0,00016) al de los
cardiomiocitos provenientes de ratones diabéticos sin tratamiento (Figura 12). Se constaté una
diferencia significativa (p=0,03) en el E* de cardiomiocitos provenientes de los ratones CRSV,
en comparacion con los cardiomiocitos obtenidos de ratones control, siendo el E* del grupo

CRVS mayor que el del grupo C.
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Figura 12. Mddulos elasticos aparentes de cardiomiocitos aisla dos de los diferentes grupos de
ratones. Los valores corresponden a la media +SD de 3360-4800 curvas de fuerza obtenidas de 14-
2células de por lo menos 3 animales de cada grupo. Los cardiomiocitos aislados de los diferentes grupos
de ratones fueron colocados en una camara de vidrio tratada con polilisina 1X. Los cardiomiocitos
adheridos, fueron incubados en buffer Tyrode y se procedié como descripto en Materiales y Métodos. Se
obtuvo el histograma normalizado del Médulo de Young para cada condicion experimental. A cada
histograma se le realizé un ajuste Gaussiano para obtener el promedio y el desvio estandar del M6dulo
Elastico E en cada condicion experimental. Se realiz6 one-way ANOVA para el andlisis
estadistico.Diferentes letras entre grupos difieren: bvs.a,cyd,avs.cyd, cvs.dp<0.05
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Observamos que los cardiomiocitos de ratones D mostraron filamentos irregulares y difusos
(Figura 13D, E y F), en comparacion a los cardiomiocitos de ratones C, los cuales mostraron

una organizacion regular de la F-actina (Figura 13A, B y C) (Benech et al., 2014).

E ]

Figura 13. F-actina en cardiomiocitos aislados de Vi de  corazon de ratén tefiidos con faloidina
Imagenes representativas de cardiomiocitos aislados de VI de corazén de ratén control y diabéticos
tefiidos con faloidina. Los cardiomiocitos fueron aislados, incubados 40 min confaloidina fluorescente 633y
fotografiados por microscopia laser confocal.Se realizé un ploteo de superficie de células seleccionadas
utilizando el programa Image J para poder determinar la distribucion espacial de los filamentos de actina.
A y B: cardiomiocitos de ratén control. 40x y 100x respectivamente. D y E: cardiomiocitos de ratén
diabético. 40x y 100x respectivamente. Con una flecha blanca se indican cardiomiocitos caracteristicos de
cada grupo. Cy F: ploteo de superficie por ImageJ de cardiomiocito control y diabético respectivamente.
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El 75% de los ratones diabéticos murieron antes de que se completara el estudio. El
tratamiento de los ratones diabéticos con RSV mostr6 mejorar la sobrevida de los ratones a lo
largo de los 3 meses de estudio. A los 2 meses de inducida la diabetes murié el 60% de los
ratones diabéticos. Sin embargo, en este mismo tiempo, el tratamiento con RSV redujo la
muerte a un 25%, mientras que los ratones CRSV tuvieron una sobrevida similar a la de los

animales control (Figura 14).
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Figura 14. Probabilidad de sobrevida en funcién del tiempo de ratones control,

diabéticos y tratados con Resveratrol.  Tiempo: semanas.
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DISCUSION

Este trabajo muestra evidencias experimentales de que el tratamiento con RSV de ratones con
DM1, puede ayudar a prevenir o mejorar varios de los mecanismos patogénicos vinculados con
la enfermedad. El presente estudio, fue realizado utilizando el modelo de induccién de DM1 por
administracion de STZ. La administracién de esta droga, produce necrosis selectiva de las
células B del pancreas, resultando en animales con deficiencia de insulina. Este modelo animal
de DM1 estd muy bien caracterizado (Atkinson, Eisenbarth, & Michels, 2014; Coppieters et al.,
2012; Diana et al., 2013) y ha sido utilizado previamente para estudios del efecto de la diabetes
en el corazon (Sulaiman et al., 2010).

Todos los animales utilizados en el presente estudio mostraron altos niveles de glucosa en
sangre (superior a 250mg/dl, (Figura 5) y signos de diabetes como poliuria y polidipsia. El
tratamiento con RSV de los ratones diabéticos no disminuyd la alta glicemia (Figura 5). Este
resultado es similar a resultados obtenidos por Sulaiman et al. (2010).

Utilizando este modelo de induccion de DM1, logramos observar el efecto del tratamiento con
RSV en la expresion de dos proteinas relacionadas con la homeostasis del Ca*" la deposicion
de colageno total, la nanomecéanica de los cardiomiocitos y la sobrevida de los ratones

diabéticos.

A pesar de no haber observado un efecto de grupo, detectamos una disminucion significativa
en la expresion de la bomba de Ca”* SERCA2a, cuando comparamos animales diabéticos con
animales control de la misma edad (Figura 7). Estos resultados estan en concordancia con
reportes previos (Benech et al., 2014; LaRocca et al., 2012; Sulaiman et al., 2010; Trost et al.,
2002). Una disminucion en la expresiéon de SERCA2a se ha observado también en estudios
con pacientes diabéticos (Zarain-Herzberg et al., 2014).

Por otro lado, las muestras provenientes del grupo DRSV (Figura 7) mostraron una tendencia a

una expresion mayor de SERCA2a que los diabéticos. Sin embargo, los animales CRSV
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tuvieron un perfil de expresion relativa de SERCA2a similar al del grupo control (Figura 7).
Estos resultados sugieren que el tratamiento con RSV afecta la expresion de SERCAZ2a,
mitigando la inhibicién de su expresién promovida por la diabetes. Los resultados estan de
acuerdo con el estudio realizado por Sulaiman et al., 2010, quienes, utilizando el modelo
murino de DM1 inducida por inyeccién de STZ, reportaron que el tratamiento de estos ratones
diabéticos con RSV fue responsable de que el nivel de expresion de SERCA2a llegara al 80%
de la expresion en el control. La diferencia en el nivel de significancia, podria ser explicado por
la via y periodicidad de administracion del RSV. En el trabajo citado anteriormente (Sulaiman
et al.,, 2010), el RSV fue administrado diariamente en la racion, mientras que nuestro método
fue administrado por via intraperitoneal desde la confirmacion de la diabetes, cada dos dias,

durante tres meses.

En homogenizado de animales diabéticos, detectamos un aumento significativo en la expresion
de NCX1, comparado con animales control de la misma edad (Figura 8). Este resultado ha sido
descrito en estudios previos (Hattori et al., 2000; Kashihara et al., 2000; LaRocca et al., 2012).
LaRocca (2012) han propuesto que el aumento en la expresiéon de NCX1 en diabetes resulta
por un mecanismo compensatorio por el descenso en la expresion de SERCA2a y en
respuesta a una alteracion de la homeostasis de Ca” en el corazén. Durante la diastole, el
95% del Ca”citosdlico de miocitos murinos es re-secuestrado por SERCA2a del RE,
disminuyendo por lo tanto el Ca®* intracelular ([Ca**]i), lo cual permite la relajacion del miocito.
Para mantener el balance latido-a-latido del Ca®*, este tiene que ser extruido por NCX1, con
contribucion de la Ca**-ATPasa del plasmolema (LaRocca et al.,, 2012). A su vez, algunos
autores sugieren que el aumento en la expresion de NCX1 y el adelanto de la corriente de
NCX1 (Incx) contribuye en hasta un 50% del eflujo de calcio para mantener los niveles de
[Ca*i diastélicos, como mecanismo compensatorios al descenso de la actividad de SERCA2a
(Reuter et al., 2005; Szentesi, et al. 2004; Wang et al., 2009). Por lo tanto, el aumento en la
expresion de NCX1 en el corazén diabético ha sido propuesto como una adaptacion a la
disminucién en la expresion de SERCA2a (LaRocca et al., 2012).

Con respecto a la expresién de NCX1 en ratones DRSV, ésta fue significativamente menor en

comparacién con la expresion en ratones diabéticos (Figura 8), mientras que la de los ratones
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CRSV fue similar a la expresion en ratones control (Figura 8). Debemos dejar claro, que en
nuestro trabajo no medimos la concentraciéon de calcio ni en el citosol ni en el reticulo
endoplasmico en los diferentes cardiomiocitos, Lo que si constatamos, es que en la DM1
disminuye la expresion de SERCA2a y aumenta la de NCX1, y que el tratamiento con RSV
atenua parcialmente este efecto, haciendo que la expresion de SERCA2a y NCX1 sean mas
parecidas al grupo control (Sulaiman et al., 2010).

Como fue mencionado anteriormente, se sabe que el RSV es un activador de SIRT1 y un muy
buen antioxidante (Park & Pezzuto, 2015; Raj et al., 2014). Sulaiman et al., (2010) reportaron
que la actividad reducida de SIRT1 durante la DML, contribuye a la represion de la expresion
de SERCA2a observada en esta patologia. Los mismos autores demuestran que el RSV, al
activar SIRT1, mejora los niveles de expresion de SERCA2a. Sin embargo, en un estudio
realizado por nuestro grupo de investigacion (Bervejillo, 2015), fue constatado que el
tratamiento de los ratones diabéticos con RSV no modificé significativamente, ni la expresién ni
la actividad de SIRT1. Ambas se encontraron disminuidas en las muestras de ventriculo
izquierdo de ratones diabéticos. En base a estos resultados, se sugiere que muy posiblemente
las propiedades antioxidantes del RSV sean importantes en el restablecimiento de los niveles

de expresion de SERCA2a y NCX1 alterados por la diabetes (se discutird mas adelante).

En este trabajo, constatamos una acumulacién de colageno total del 6, 23 % + 1,70 en el VI de
los corazones de ratones diabéticos, valor significativamente diferente al porcentaje de
colageno total en corazones de ratones control (Figura 9) (Tabla 2). El depésito de colageno en
muestras de ventriculo izquierdo de corazones diabéticos ha sido descripto en varios trabajos
previos, tanto en muestras de animales (Cooper et al.,, 2004, Huang et al., 2013) como en
biopsias humanas (Van Heerebeek etal., 2008). En uno de estos trabajos, el depdsito de
colageno fue cuantificado y representd el 8% del area total analizada (Huang et al., 2013). Este

resultado fue similar al porcentaje de acimulo de colageno constatado en nuestro estudio.
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En el caso de los ratones C y CRSV, el andlisis visual y el andlisis digital mostraron niveles muy
bajos de colageno (Tabla 2). Estos resultados sugieren que la acumulacion de colageno se da
como consecuencia de la patologia. El tratamiento con RSV de los ratones diabéticos,
disminuy6 significativamente el acumulo de colageno en el corazon. Estudios previos han
mostrado una inhibicién de la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos cardiacos por el
RSV, asi como una modificacion de la deposicion de colageno in vivo en el miocardio diabético
(Lin et al., 2008, Liu et al., 2015, Wu 2016). Nuestros resultados estan de acuerdo con los

estudios mencionados anteriormente.

El dafio oxidativo esta involucrado en la patogénesis de diversas enfermedades, como las
enfermedades neurodegenerativas, el céancer, la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares. También cumple un rol importante en el envejecimiento. Se ha sugerido que
el aumento del estrés oxidativo y de la produccién de ROS en el corazén diabético, es un factor
qgue contribuye al desarrollo y progresién patologias cardiacas (Cai, 2006; Cai et al., 2006).
Varios grupos de investigacion han mostrado la existencia de una mayor produccion de ROS
en DM1 y 2 (Barouch et al., 2003; Cai et al., 2002; Wold & Ren, 2004; Zhou et al., 2000). En
condiciones fisiologicas, la mayor parte del ROS generado en las células se origina en la
mitocondria. En células endoteliales expuestas a hiperglicemia, la generacion de ROS por la
mitocondria se vio aumentada (Brownlee, 1995). La sobre-expresion de la
superoxidodismutasa mitocondrial (Sod2) en el corazén de ratones con DM1, revirtid la
morfologia alterada de las mitocondrias y mantuvo la funcién de los cardiomiocitos (Shen et al.,

2006).

Varias son las evidencias experimentales que muestran actividad antioxidante del RSV.
Mitocondrias de cerebro de rata incubadas con RSV, mostraron una reduccién en la respiracion
mitocondrial (Zini et al., 1999). Ademas, el RSV inhibe la actividad del complejo Il al competir
con la coenzima Q. Este hecho es interesante pues demuestra su actividad antioxidante en la
mitocondria, no sélo por su actividad en la toma de electrones desapareados, sino también por
la inhibicion del complejo que genera radicales libres (Zini et al., 1999). Se ha mostrado in vitro
gue concentraciones de RSV similares a las provenientes de la alimentacién, pueden disminuir
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los niveles de H,O, en células MCF-7 al inducir la expresién de genes antioxidantes como la
catalasa (Ferrero et al., 1998) y la manganeso superdxidodismutasa (MnSOD), a través de un
mecanismo que involucra al homoélogo de la fosfatasa y tensina (PTEN) y la via de sefializacién
proteina quinasa (Inglés et al., 2014). En referencia al sistema cardiovascular, se ha reportado
gue a una concentracion de 20uM de este polifenol, puede reducir el contenido de
malondialdehido en células mononucleares de la sangre de pacientes sanos (Losa, 2003). Por
otro lado, la pre-incubacién de células del musculo liso de aortas bovinas con RSV, pudo
atenuar la lipoproteina de baja densidad oxidada (oxLDL-), la que induce aumentos en ROS y
niveles de H,O, (Liu & Liu, 2004). En otro estudio llevado a cabo en plaguetas humanas
tratadas con peroxinitrito, el RSV inhibié la carbonilacién, la nitracion y la peroxidacion lipidica
(Olas et al., 2008).

Como fue dicho anteriormente, en un estudio realizado por integrantes de nuestro grupo de
investigacién (Bervejillo, 2015), fue constatado que el tratamiento de los ratones diabéticos con
RSV no modificé significativamente ni la expresion ni la actividad de SIRT1. La larga lista de
evidencias experimentales citadas anteriormente, que muestran un efecto antioxidante del
RSV, nos lleva a postular que el efecto de disminucion de colageno en los corazones de
ratones DRSV puede ser atribuido en parte a la disminucién de cascadas oxidativas, gracias al
efecto antioxidante del RSV. El aumento en la produccién de ROS ha sido asociado con
aumento de apoptosis y activacion de la actividad de caspasa 3 en corazones de ratones ob/ob
y db/db (Barouch et al., 2003). El mismo estudio mostré el aumento de ROS asociado a un
aumento del dafio del ADN y pérdida de actividad de las diferentes vias de reparacion del ADN.
Ademas de causar dafio celular, el aumento en la produccion de ROS podria llevar a la
disfuncién cardiaca por otros mecanismos. Por ejemplo, ha sido propuesto que el aumento de
ROS amplificaria la activacion de la proteina quinasa C por la hiperglicemia, lo que aumentaria
la formacién de productos finales de glicosilacién avanzada (AGEs), y aumentaria el flujo de
glucosa por la via de la aldosa reductasa (Brownlee, 1995; Koya & King, 1998). En su trabajo
de Tesis, Bervejillo, 2015, mostré por inmunohistoquimica el aumento de AGEs en cortes de VI
de corazon de ratones diabéticos, entre los cuales se encuentra muy posiblemente el colageno.
El tratamiento con RSV de los ratones diabéticos, disminuy6 significativamente la presencia de

los AGEs. Por lo tanto, el tratamiento con RSV, podria estar disminuyendo los crosslinks
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(producto de la glicacion no enzimatica del colageno y elastina en el corazén diabético),
promoviendo el restablecimiento de los mecanismos normales de degradacion del colageno en
el corazon. Seria necesario seguir trabajando para proporcionar evidencias experimentales

directas del efecto antioxidante del resveratrol en nuestro modelo experimental.

En el presente trabajo de Tesis, se constato (utilizando AFM) un efecto de grupo en el E* de los
cardiomiocitos. A su vez el E* de DRSV, fue significativamente menor al de los cardiomiocitos
diabético y significativamente mayor al de los cardiomiocitos control (Figura 12). Trabajos
previos han utilizado AFM para estudiar las propiedades dindmicas y mecanicas de células
vivas. Eventos como la locomocién, diferenciacion y envejecimiento, asi como diferentes
eventos fisioldgicos y patolégicos pudieron ser analizados por AFM (J.-Y. Chen et al., 2013;
Kuznetsova et al., 2007; Muller & Dufréne, 2011; Qiu et al., 2010; Wu et al., 2010; Zhu et al.,
2012). Por ejemplo, utilizando AFM, se ha estudiado el efecto del envejecimiento y la obesidad
en la rigidez de Células de la Musculatura Lisa Vascular (CMLV) (J.-Y. Chen et al., 2013; Qiu et
al., 2010), asi como el efecto del envejecimiento en la rigidez de los cardiomiocitos (Lieber et
al., 2004).

Qiu, H et al, 2010, reportaron que la rigidez (determinada como E*) fue 200% mayor en CMLV
vivas obtenidas de la aorta de monos viejos comparados con CMLV obtenidas de monos
jévenes. EI MEA reportado para CMLV de monos jovenes fue de 12.8+0.3 kPa y para CMLV de
monos viejos fue de 41.7+0.5 kPa. Este aumento en el E* desaparecié luego de tratar las
células con Citocalasina D, una droga que provoca el desensamblaje del citoesqueleto de
actina (Qiu et al., 2010).

Previamente, hemos demostrado un aumento del E* en cardiomiocitos provenientes de ratones
diabéticos en comparacion con los provenientes de ratones controles. Este aumento en el E*
de los cardiomiocitos diabéticos fue observado en buffers con diferentes composiciones iénicas
(Benech et al., 2014), incluyendo la condicion fisiolégica con 1,8 mM CaCl,. Por lo tanto, los

cardiomiocitos provenientes de ratones diabéticos resultaron ser mas rigidos que los de
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ratones control, en condiciones fisiolégicas normales (Figura 11 y Figura 12). Como fue
mencionado anteriormente, en el presente trabajo constatamos que el E* de los cardiomiocitos
DRSV fue significativamente menor al de los cardiomiocitos diabéticos y significativamente
mayor al de los cardiomiocitos control (Figura 12). Estos resultados sugieren que el tratamiento
con RSV disminuye la rigidez provocada por la patologia en los cardiomiocitos. Si bien fue
constatado un efecto del resveratrol en el E*, del grupo control, el efecto fue mucho menor que
el observado en ratones diabéticos. En el grupo control, el E* pasé de 43+7 kPa (sin
resveratrol) a 51+7 kPa (con resveratrol), con un nivel de significancia de p= 0,03. En los
ratones diabéticos el E* fue de 91 + 14 kPa (sin RSV) y 64 + 7 kPa (con RSV) con un nivel de
significancia de p= 0,00016.

El AFM, ha mostrado su capacidad en detectar cambios a nivel del citoesqueleto celular
(Vinckier & Semenza, 1998). Aplicada a cardiomiocitos aislados vivos, las medidas de
indentacién registran cambios en el sarcolema, el esqueleto sarcomérico y las proteinas del
citoesqueleto, incluidas la tubulina, desmina y actina. Diversos trabajos han mostrado
alteraciones funcionales y estructurales en corazones de animales con diabetes inducida por
inyeccion de STZ (Cooper et al., 2004; Lieber et al.,, 2004; Nemoto et al., 2006). Existen
evidencias experimentales de que la diabetes afecta el citoesqueleto de actina (Cooper et al.,
2004). Estos investigadores, utilizando faloidina, fluorescente, mostraron un remodelamiento
del citoesqueto de actina en corazones de ratas diabéticas y Nemoto et al., 2006, observaron
que la tincion de actina estaba reducida, sugiriendo que su expresion estaba disminuida en los
corazones diabéticos. El analisis morfoldgico de los cortes de VI de los cuatro grupo de ratones
constatando filamentos de actina irregulares y rotos en los ratones diabéticos (Figura 10C y D)
coincide con las observaciones de Cooper et al, 2004. El efecto protector de los filamentos de
actina en los ratones diabéticos por el tratamiento con RSV, esta en linea con sus propiedades
anti-oxidantes que ya fueron discutidas. En el caso de los cardiomiocitos aislados, observamos
que los provenientes de ratones diabéticos mostraron filamentos irregulares y difusos de actina
(Figura 13D, E y F), en comparacion a los cardiomiocitos de ratones control, los cuales
mostraron una organizacion regular de la F-actina (Figura 13A, B y C) (Benech et al., 2014).
Wu et al, 2010, mostraron que el citoesqueleto de actina es un componente importante en las

medidas del moédulo elastico obtenido en cardiomiocitos, ya que disminuye mucho con el
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tratamiento con citocalasina D. En ausencia de citocalasina D, el E* fue de aproximadamente
30 kPa y de aproximadamente 5 kPa en presencia de la droga. Estos resultados sugieren que
en los cardiomiocitos vivos, la actina seria responsable de mas del 80% del valor total del E*.
Es decir, que pequefios cambios en la organizacion del citoesqueleto de actina, podrian afectar
significativamente la rigidez de los cardiomiocitos. Nuestros resultados con los cortes
histolégicos, muestran que el tratamiento con RSV de los ratones diabéticos fue capaz de
disminuir o minimizar los dafios causados por la patologia diabética en los cortes realizados en
los animales DRSV. También constatamos una disminucion del MEA en los cardiomiocitos de
estos ratones. El tratamiento con RSV promovié una disminucién del 30% en el E* en
comparacion con el de los cardiomiocitos diabéticos. Dada la gran contribucion del
citoesqueleto de actina en el valor del E*, seria bastante razonable pensar que el RSV pudiera
estar protegiendo el citoesqueleto de actina de las modificaciones que le provoca la diabetes y
que fueran explicadas anteriormente. Si bien con los cardiomiocitos diabéticos tratados con
RSV no hemos realizado el estudio de la disposicién de los filamentos de actina utilizando
faloidina, el resultado obtenido con los cortes de tejido, permite especular que los filamentos de
actina en este caso deberian ser muy similares al de los cardiomiocitos de ratones controles
(filamentos de actina mas nitidos organizados en forma mas regular).

Como hemos visto, el tratamiento de ratones diabéticos con RSV ha mejorado varios de los
mecanismos patogénicos vinculados con la enfermedad. Disminuyé el efecto de la diabetes en
la expresiéon de SERCA2a y NCX1 y disminuyé el colageno acumulado en el VI del corazén.
También protegié los filamentos de F-actina de la desorganizacion y la rotura, asi como

protegio a los cardiomiocitos de la rigidez promovidos por la patologia.

Trabajos previos, han reportado efectos cardioprotectores del RSV, tales como propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes (Raj et al., 2014; Svajger & Jeras, 2012). Ademas, el RSV
presentd varios efectos benéficos en el corazén diabético, descriptos anteriormente. Tal vez
todos estos aspectos sumados puedan explicar que el tratamiento con RSV mejoré la

sobrevida de los ratones diabéticos (Figura 14).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, concluimos que el tratamiento de ratones diabéticos con
RSV produce efectos positivos a pesar de que el mismo no disminuyé el alto nivel de
hiperglicemia que mantuvieron los ratones durante las 12 semanas del experimento. Sin
embargo, pudimos constatar que el tratamiento con resveratrol: 1) promovié una tendencia en
la recuperacion del nivel de expresion de SERCA2a (expresion disminuida en la diabetes) y
una disminucién significativa en la expresion de NCX1 (expresién aumentada en la diabetes),
tornando la expresion de ambas proteinas mas similares a las observadas en el grupo control;
2) promovié una menor acumulacion de colageno en cortes de VI de los ratones diabéticos; 3)
protegi6 los filamentos de F-actina de la desorganizacion y la rotura, asi como protegié a los
cardiomiocitos de la rigidez promovida por la patologia; 4) constatamos una mayor sobrevida,
de los ratones diabéticos tratados con el flavonoide. Por lo tanto, el RSV disminuy6 el dafio

cardiaco causado por la diabetes en ratones no tratados con insulina.

El tratamiento con resveratrol podria ser una alternativa para prevenir efectos cardiacos en

pacientes con DM.
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PERSPECTIVAS

1. Realizar el andlisis de nuevas muestras de los diferentes grupos y repetir analisis por
Western Blot para corroborar el aumento de SERCA2a en DRSV (aumentar n).

2. Utilizar técnicas mas especificas para la cuantificacion de colageno.

3. Realizar tinciones con faloidina en cardiomiocitos aislados de CRSV y DRSV para
estudiar la estructura de la F-actina en estos grupos y poder comparar con los
resultados obtenidos de animales C y D.

4. Realizar todos los procedimientos descritos en esta Tesis, en ratones diabéticos

tratados con insulina y sus respectivos grupos control.
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ANEXO A

1) Lavado de portaobjetos para microscopia en general.

- Se prepara una solucién de lavado con 200 ml de alcohol 70° y 2 ml de HCI.

- Los portaobjetos se colocan en esta solucion y se deja overnight.

- Lavar con agua de la canilla y hacer tres cambios con H20d de 10 minutos cada uno.

- Colocar los portaobjetos en rieles y dejar secar.

2) Preparacion de portaobjetos para inmunohistoquimica y tinciones histolégicas.

- Disolver 0,5 g de gelatina en 100 ml de H20d. La temperatura no puede exceder los 60°C (se
hace en plancha calefactora de modo de ajustar la temperatura).

- Agregar 0,05 g de cromoalumbre.

- Filtrar la gelatina disuelta por whattman y pasar la solucion a un vaso de bohemia de 50 ml.

- Sumergir los portaobjetos en la solucion de gelatina y sacarlos en seguida, escurrir y dejar
secar al aire.

- Colocar los portaobjetos en caja semitapada y secar overnight en estufa a 37°C.

- Guardar en caja de portaobjetos a 4°C.
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ANEXO B

Cuantificacion de colageno en cortes de corazén de ratén por
analisis de MATLAB

1- Aplico filtro

2- Imagen modificada:

Imagen original Identifico el colageno

3-Elijo niveles de filtro adecuados para cada muestra evitando saturacion.
4-Extraigo datos del Matlab y realizo los calculos estadisticos de las medidas
obtenidas.

Figura B1l. Esquema con imagenes representativas de corte de corazo6n de raton, para analisis

por MATLAB Se cuantifico el colageno en 3 animales por condicién a partir de entre dos y cuatro cortes
por cada animal, de los cuales se analizé un promedio de 3 campos cada uno, a partir de imagenes 40X
obtenidas del microscopio invertido por luz transmitida. La cuantificacion de colageno se realiz6 con el
MATLAB (The MathWorks, Inc.), el cual fue programado para analisis de imagenes como descrito en
software comerciales para este propésito (Gonzalez and Woods, 2004). Se calcul6 el area total de cada
corte y luego se obtuvo la diferencia de area entre el colageno y el area total. Los niveles de sensibilidad
de analisis se ajustaron caso a caso, estableciendo un criterio de observacién para ajustar los niveles de

los filtros y evitar saturacion de la imagen
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