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Resumen

La diabetes mellitus representa una amenaza emergente para la salud a nivel global,
estimandose que hacia 2030 habra mads de 360 millones de personas en el mundo con esta
enfermedad. La cardiomiopatia diabética (CD) es una afeccidén cardiaca que se presenta en
pacientes diabéticos independientemente de otras enfermedades cardiovasculares o
hipertensidn. Varios estudios han mostrado que existe una pérdida de elasticidad en el
tejido cardiaco durante esta patologia que se ha atribuido entre otras causas, a la aparicion
de fibras de coldgeno intersticiales en el miocardio. Recientemente se ha demostrado por
nuestro grupo de investigacion que también existe pérdida de elasticidad (aumento en el
valor del médulo elastico aparente, E*) a nivel celular en cardiomiocitos aislados. Una de las
estructuras que han sido sefialadas como potenciales responsables de este aumento del E*
es el citoesqueleto celular y en particular las fibras de actina del mismo. En este trabajo
utilizamos un modelo in vitro de cultivo celular de la linea de mioblastos H9c2 para estudiar
el efecto de las condiciones diabéticas sobre el corazon. Para ello estudiamos el efecto de
una alta concentracion de glucosa (HG, 25 mM) y de acido palmitico (PA, 500 uM) sobre: a)
la muerte celular; b) la generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS); c) modificaciones
en las fibras componentes del citoesqueleto y d) la elasticidad celular medida como E*.
Observamos que el PA provocé un 23,8% de muerte celular, lo que representa un aumento
significativo con respecto al control. El medio HG no presentd un aumento significativo en la
muerte celular pero si produjo un incremento significativo de ROS. Al incubar células en
condiciones HG y PA (medio HGPA), se produjo un 33% de muerte celular lo que indica que
altas concentraciones de glucosa potencian el efecto de muerte del PA. El medio HGPA
también provocé cambios en la distribucion de actina y a-tubulina observados mediante
inmunocitoquimica. A su vez, este medio produjo cambios en el E* de las células, medido
por microscopia de fuerza atémica. Cuando las células incubadas en medios control y HGPA
fueron tratadas con citocalasina B, el valor de E* disminuyd en un 47% y 69%
respectivamente. Nuestro trabajo es el primero en mostrar evidencias directas de que
modificaciones en las fibras de actina del citoesqueleto contribuyen de manera importante
en la disminucion de la elasticidad celular en condiciones hiperglucémicas e hiperlipidicas
gue emulan las condiciones diabéticas. Estos resultados podrian contribuir en el desarrollo

de nuevas terapias especificas en el tratamiento de la CD.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabdlicas caracterizadas por defectos
en la secrecion de insulina, en la accién de la misma sobre los tejidos, o de ambas cosas a la
vez. Como resultado, la glucosa no es metabolizada adecuadamente por lo que se acumula
en la sangre provocando hiperglucemia. Este efecto provoca a largo plazo daios a las células
y tejidos de varios érganos, especialmente corazdn, ojos, nervios, rifiones y vasos sanguineos
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 2003). Hay varios
procesos que participan en el desarrollo de la DM que incluyen la destruccidon autoinmune
de las células beta del pancreas (una de las causas mas frecuentes de DM tipo 1) vy la
induccion de anomalias que producen una resistencia a la accién de la insulina en tejidos y
paralelamente una respuesta compensatoria inadecuada del pancreas (DM tipo 2), la cual es
mucho mas prevalente (American Diabetes Association 2008). Debido a la alimentacion y al
estilo de vida contempordneos, la DM representa una amenaza emergente para la salud
humana a nivel global. Hasta el afio 2014 el nimero de personas adultas con DM se
estimaba en 422 millones, lo que representa un 8,5% de la poblacidn y las proyecciones van

en aumento (World Health Organization 2016).

La DM incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas de 2 a 4 veces mas que
en personas que no tienen la enfermedad. Se estima que esto representa entre un 50% a un
80% de las muertes y es la primera causa de mortalidad en pacientes con DM (Mozaffarian
et al. 2015). La DM predispone a un amplio rango de enfermedades que incluye entre otras,
hipertension y enfermedad cardiovascular aterosclerética (ECA)(Dokken 2008). Sin embargo,
se ha determinado también que la DM provoca alteraciones cardiacas estructurales y
funcionales independientemente de los efectos provocados por la hipertensién y ECA. Estas
alteraciones involucran engrosamiento de la pared ventricular con disminucién del volumen
diastélico e hipertrofia del ventriculo izquierdo (Rubler et al. 1972; Stone et al. 1989),
fibrosis intersticial, hipertrofia de los miocitos, aumento en la glicosilacion de proteinas
contractiles (Kahn et al. 2006; Murarka & Movahed 2010), cambios en el tono adrenérgico
(Thackeray et al. 2012), reactivacion de genes fetales (Rosa et al. 2013), acumulacion de
lipidos en los cardiomiocitos y muerte celular (Poornima et al. 2006). En conjunto, todas
estas alteraciones redundan en anomalias del miocardio que provocan una disfunciéon

contractil del corazén conocida como cardiomiopatia diabética (CD). La CD provoca una
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pérdida de elasticidad o endurecimiento del tejido cardiaco, lo que causa una disminucién
en la fraccidén de eyeccion del ventriculo izquierdo (Rubler et al. 1972; Battiprolu et al. 2013;
Poornima et al. 2006; Murarka & Movahed 2010). Ese endurecimiento se ha atribuido a la
acumulacién de fibras de coldgeno que se intercalan entre las fibras musculares
disminuyendo la elasticidad (Van Heerebeek et al. 2008). Sin embargo, recientemente ha
sido demostrado por nuestro laboratorio en experimentos realizados en cardiomiocitos
provenientes de ratones diabéticos que también ocurre una disminucién de la elasticidad a
nivel celular y se propuso que esa pérdida de elasticidad en el corazén diabético se debe en

parte a modificaciones en el citoesqueleto celular (Benech et al. 2014).

El citoesqueleto es una estructura que colabora en el mantenimiento y organizacion interna
de la células. Aporta asimismo soporte mecanico lo que permite el desarrollo de funciones
celulares esenciales como la divisidn y el movimiento. En las células eucariotas esta
constituido principalmente de proteinas filamentosas que forman tres clases principales de
estructuras: microtubulos, filamentos de actina y filamentos intermedios. Los microtubulos
son los filamentos de mayor tamafio, tienen un didmetro cercano a los 25 nm y estan
compuestos por tubulina. Los filamentos de actina tienen un diametro aproximado de 6 nm,
se forman por la polimerizacién de la proteina globular G-actina y son los que cumplen la
mayoria de las funciones bioldgicas (Korn et al. 1987). Los filamentos intermedios poseen un
didmetro de aproximadamente 10 nm y estan constituidos por un nimero de diferentes
subunidades proteicas. Todos estos filamentos tienen roles importantes en el arreglo y
mantenimiento de la integridad de los compartimientos celulares. Se organizan en redes
qgue resisten la deformacidon y pueden reorganizarse en respuesta a fuerzas aplicadas
externamente sobre la célula (Fletcher & Mullins 2010). Varios estudios han sugerido que la
hiperglucemia e hiperlipidemia (concentraciones de lipidos en sangre superiores a la normal)
estan relacionadas con modificaciones sobre las fibras del citoesqueleto (Kita et al. 1996;
Dyntar et al. 2001; Kemeny et al. 2013; Benech et al. 2014). Estas modificaciones podrian
ser responsables de la pérdida de elasticidad celular, lo cual constituye parte de los objetivos

de estudio en el presente trabajo.

Para el estudio de los efectos de la DM en animales se han utilizado varios modelos (revisado
por Boudina & Abel 2007). Nuestro laboratorio ha empleado un modelo donde se ha
inducido DM tipo 1 en ratones mediante la inyeccidon de estreptozotocina. Esta droga es
téxica para las células beta del pancreas y su administracién en dosis adecuadas provoca la
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eliminacién de las mismas, lo que trae como consecuencia la falta de produccién de insulina
y la consecuente diabetes. En este modelo, los ratones deben ser mantenidos durante al
menos tres meses para estar en condiciones de tomar las muestras. Esto implica un proceso
laborioso ya que durante este periodo los animales requieren cuidados especiales debido a
qgue su calidad de vida se ve muy afectada por la enfermedad y su mortalidad es muy
elevada (cercana al 80%). Existen en la literatura varios ejemplos en los cuales se emplearon
cultivos de células neonatales o lineas celulares como una aproximacién al estudio de la CD
en animales (Dyntar et al. 2001; Cai et al. 2002; Pu et al. 2011; Michaelson et al. 2014). La
mayoria de los trabajos publicados se han enfocado en analizar el efecto de las condiciones
hiperglucémicas (y en menor medida las condiciones hiperlipidicas) en la alteracién de
procesos bioquimicos como apoptosis, seializacién de calcio y produccion de especies
reactivas. Sin embargo no se ha hecho extensivo el uso de modelos in vitro para estudiar el
efecto de las condiciones hiperglucémicas e hiperlipidicas sobre propiedades estructurales
de las células como la elasticidad, la cual contribuye directamente a la reduccién de la
funcién ventricular durante la falla cardiaca en la CD. Por otra parte, el uso de modelos in
vitro, ademas de evitar la utilizacién de animales de experimentacién, tiene la ventaja de
posibilitar el desarrollo de experimentos en condiciones donde las variables pueden ser

controladas de manera precisa.

Varios estudios han mostrado que en condiciones de hiperlipidemia, los niveles altos
cronicos de acidos grasos en sangre pueden provocar que el organismo pierda la capacidad
de respuesta a la insulina. Esto se conoce como resistencia a la insulina y produce una
reduccion de la incorporacion de glucosa a las células (McGarry 1992; Folsom et al. 1996;
Lovejoy et al. 2002; Savage et al. 2007). En condiciones de hiperlipidemia, los acidos grasos
son incorporados por las células musculares y almacenados en forma de triglicéridos intra-
miocelulares (TIMC) en cuerpos lipidicos. La hiperlipidemia induce el almacenaje de un
exceso de TIMC lo que juega un rol importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina
(Manco et al. 2000). Por otro lado, en las células beta del pdancreas en individuos
genéticamente predispuestos, los dacidos grasos libres (AGL) desencadenan multiples
mecanismos de toxicidad (lipotoxicidad), incluyendo un aumento en la oxidacién vy
esterificacion de los mismos, sintesis acelerada de ceramidas, estrés del reticulo
endoplasmico e induccién de la apoptosis (Del Prato 2009; Xu et al. 2012). Varios estudios

han sefialado que la presencia en plasma de acidos grasos saturados y en particular los de



cadena par entre los que se encuentran el acido miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y
estedrico (C18:0), estan correlacionados positivamente con la incidencia de DM de tipo 2.
Dentro de estos, el dcido palmitico ha sido sefalado como uno de los que juega un rol mas
importante en el efecto lipotéxico (Manco et al. 2000; Lovejoy et al. 2002; Forouhi et al.
2014). Si bien los AGL son necesarios para provocar la liberacién normal de insulina (ltoh et
al. 2003), la hiperlipidemia contribuye al desarrollo de la resistencia a la insulina en el
musculo e impide que las células beta del pancreas compensen esa resistencia mediante el
aumento en la secrecidon de insulina (Bergman & Ader 2000). En condiciones normales el
corazon no acumula cantidades significativas de lipidos, sin embargo se ha demostrado que
el aumento en la disponibilidad de lipidos en hiperlipidemia hace que los triglicéridos sean
acumulados en los cardiomiocitos en forma de cuerpos lipidicos (Sharma et al. 2004;
Szczepaniak et al. 2007). El efecto lipotdxico producido durante esta condicion puede actuar
entonces de forma sinérgica con la hiperglucemia para provocar dafios aun mayores en las
células, lo que se conoce como glucolipotoxicidad (Boden 2001; Kahn et al. 2006; Savage et

al. 2007; Walther & Farese 2012).

Varios estudios mostraron que la hiperglucemia e hiperlipidemia aumentan los niveles de
especies reactivas del oxigeno (ROS) en células de corazén y reportaron una relacién directa
entre éstas y la muerte celular (Battiprolu et al. 2010; Cai & Kang 2003; Diogo et al. 2013). El
término ROS se refiere a moléculas que pertenecen al grupo de los radicales libres. Estas
moléculas poseen un electrén desapareado en su orbital mas externo lo que determina que
las mismas sean altamente reactivas al intentar ya sea donar ese electrén o aceptar un
proton de otro compuesto para obtener un par de electrones estable. Esta alta reactividad
produce la formacion de enlaces entre los ROS y otros compuestos celulares lo que puede
alterar la estructura y la funcién de un tejido, asi como dafar componentes celulares como
la membrana plasmadtica u organelos. La glucosa y los dcidos grasos pueden ser
transportados a la mitocondria para ser oxidados y producir ATP. Si bien en condiciones
normales la oxidacién de d4cidos grasos es la principal fuente de ATP en el corazén, en
condiciones diabéticas se observa un aumento de este tipo de metabolismo ya que el efecto
provocado por la resistencia a la insulina impide la utilizacion de glucosa como fuente de
energia (Cai & Kang 2003). Los acidos grasos pueden ser oxidados también en el citosol en
peroxisomas (Reszko et al. 2004; Marin-Garcia & Goldenthal 2002) o incorporados a

triglicéridos intracelulares (Duncan 2011). En condiciones de hiperglucemia e hiperlipidemia



cronicas se promueve una produccién excesiva de ROS en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial debido al incremento en la oxidacién de la glucosa y la beta
oxidacion de los acidos grasos (Cai et al. 2002; Fillmore et al. 2014). La produccién excesiva
de ROS provoca un desbalance entre su generacion y su degradacién mediante los
mecanismos de proteccién celulares. Las defensas antioxidantes de la célula se ven
saturadas y se genera asi estrés oxidativo, que puede contribuir a un aumento en el dafio del
aparato contractil (Duncan 2011; Buchanan et al. 2005). Este efecto ha sido reportado tanto

en DM tipo 1 como en tipo 2 (Barouch et al. 2003; Wold & Ren 2004; Kemeny et al. 2013).

En este trabajo se utilizé la Microscopia de Fuerza Atémica (MFA) para estudiar las
propiedades mecanicas celulares y posibles cambios en el citoesqueleto inducidos por
condiciones hiperglicémicas e hiperlipidicas. La MFA es una herramienta muy poderosa para
la investigacidn en las ciencias bioldgicas y biomédicas. El funcionamiento del Microscopio
de Fuerza Atdmica se basa en la utilizacion de una sonda (o punta) para escanear la
superficie de la muestra analizada. La punta es muy fina, o sea contiene pocos atomos, y
esto permite la interaccién con la muestra a diferentes fuerzas. Una de las caracteristicas de
la MFA incluye su habilidad de obtener imagenes de topografia de superficie de muestras
bioldgicas a resolucién nanométrica (Kuznetsova et al. 2007), y que ademas permite hacerlo
en condiciones fisioldgicas (Graham et al.,, 2010). Por MFA pueden estudiarse las
propiedades dindmicas y mecdnicas de células vivas y analizarse diferentes tipos de eventos
celulares como la locomocién, la diferenciacidon, el envejecimiento, la activacién fisioldgica,
la electromotilidad, asi como el efecto de patologias a nivel celular (Kuznetsova et al. 2007;
Muller & Dufrene 2011). Las propiedades visco-elasticas de diferentes tipos celulares ya han
sido analizadas por MFA en el pasado (Kuznetsova et al. 2007; Muller & Dufrene 2011).
Nuestro grupo ha sido pionero en el estudio del efecto de la diabetes sobre las propiedades
nanomecanicas de cardiomiocitos vivos utilizando MFA (Benech et al. 2014). En el trabajo
citado, se constaté que la DM inducida en ratones por inyeccion de streptozotocina (tipo 1)
altera las propiedades nanomecanicas y viscoelasticas de cardiomiocitos vivos haciéndolos
mas rigidos y adhesivos al compararlos con aquellos obtenidos de corazones de ratones
sanos de la misma edad, sin DM inducida. Se sugirid asi que la DM modifica las propiedades
nanomecanicas intrinsecas del cardiomiocito y que los cambios medidos en la elasticidad
celular podrian ser explicados por cambios en la distribucion de los filamentos de actina

(Benech et al. 2014; Benech et al. 2015). Ademas de los resultados previos de nuestro



laboratorio, varios otros estudios también han mostrado evidencias que vinculan la falla
cardiaca y elasticidad del ventriculo izquierdo con remodelamientos de los filamentos de

actina en corazones de ratas (Kita et al. 1996; Liu et al. 1996; Machackova et al. 2005).

En el presente trabajo de Tesis, el modelo animal fue sustituido por la utilizacién de la linea
celular H9c2 derivada de corazdn de rata. Corresponden a células murinas embrionarias e
indiferenciadas las cuales han sido ampliamente caracterizadas demostrandose que
presentan propiedades fisioldgicas caracteristicas de células cardiacas (Kimes & Brandt 1976;
Hescheler et al. 1991). Para emular las condiciones diabéticas las células fueron cultivadas en
un medio conteniendo alta glucosa y acido palmitico (medio HGPA). A su vez, para evaluar si
dichas condiciones experimentales afectan la elasticidad celular, se determind el médulo
elastico aparente (E*) por MFA en células cultivadas en medio HGPA comparandose con el
correspondiente a células cultivadas en un medio control. Para realizar las medidas del E*, se
utilizé el método de nano-indentacién, que consiste en hacer penetrar la punta rigida
asociada a un cantiléver flexible, una cierta distancia en la muestra y registrar la relacién
entre la fuerza ejercida y la indentacién. Para tal fin se utiliza un laser que registra la
deflexién o deformacidén del cantiléver mientras la punta interactia con la superficie celular.
El impulsor del movimiento del cantiléver es un ceramico capaz de cambiar su tamafo en
respuesta a la aplicacién de un voltaje (piezoeléctrico). El E* fue calculado asi a partir de la
relacion entre la fuerza aplicada sobre la superficie celular y la deflexion del cantiléver
usando una adaptacion del modelo de contacto de Hertz (Sirghi et al. 2008). De esta manera,

un mayor E* implica una mayor rigidez celular.

Como aproximacién para evaluar la importancia de la actina en el E*, se traté también a las
células con una sustancia disruptiva de las fibras de actina y se compararon los valores del E*

antes y después del tratamiento.



Hipotesis y objetivos generales y especificos

Una de las moléculas posiblemente afectadas y que podria ser responsable de las
modificaciones nanomecdnicas en el cardiomiocito diabético es la actina. En este trabajo
esperamos obtener evidencias experimentales directas que muestren que la actina es un
componente importante del E* medido por MFA en la linea celular de mioblastos de
embriones de rata H9c2. Esperamos observar un E* menor en las células cultivadas en
medio control que el obtenido en medio HGPA. Asimismo, intentaremos comprobar si estas

diferencias en el E* se deben a diferencias en la distribucién del citoesqueleto de actina.

Objetivo general

Utilizar el modelo de cultivo de células H9c2 (mioblastos) para estudiar en forma controlada
los cambios morfoldgicos, muerte celular y alteraciones del citoesqueleto de actina

provocados por la hiperglucemia e hiperlipidemia.

Objetivos especificos

- Realizar una caracterizaciéon temporal de la morfologia celular en el modelo.
- Analizar si el tratamiento produce muerte celular.
- Estudiar si el tratamiento produce un aumento en los niveles de ROS.

- Estudiar la disposicion de las fibras de actina y de alfa tubulina en las células tratadas
y control.

- Determinar el E* y analizar diferencias entre la condicién control y con tratamiento.
- Verificar experimentalmente utilizando drogas especificas que la actina contribuye en

forma importante en el valor del E* medido por MFA.
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Materiales y métodos

Cultivos celulares

Se utilizd la linea celular de mioblastos derivados de corazén de embrién de rata H9c2
(ATCC). Las células se cultivaron en condiciones control con medio DMEM, conteniendo una
concentracion 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de streptomicina y
10% de suero fetal bovino (SFB). La concentracién de glucosa vario de acuerdo al
tratamiento realizado, se utilizé una concentracion de 1,0 g/L (5,6 mM) para los cultivos
control (C) y 4,5 g/mL (25 mM) en los cultivos donde se realizd el tratamiento
hiperglicémico/hiperlipidico (HGPA). Para emular el efecto de la diabetes se incorporé
ademas al tratamiento acido palmitico (PA, Sigma-Aldrich) en concentracién 500 uM (Dyntar
et al. 2001; Michaelson et al. 2014). Los cultivos se mantuvieron en una estufa con
atmosfera humeda controlada con 5% de CO, a 37°C. El tiempo de incubacién para los

tratamientos fue de 20 horas en todos los casos.

Preparacion del complejo PA/BSA en solucion

La naturaleza hidrofébica del PA hace necesario que para su disolucidon en el medio de
cultivo y su incorporacion a las células el compuesto deba estar conjugado con una sustancia
gue permita su interaccidon con un medio acuoso. Fisiolégicamente, los acidos grasos libres
se encuentran conjugados a seroalbimina bovina (BSA), lo que facilita su biodisponibilidad.
Para preparar la solucion del conjugado PA/BSA se prepard una solucion stock de PA 0,100
M en 0,100 M de NaOH(ac) en un bafio a 70°C con agitacion. Al mismo tiempo se prepard
una solucion acuosa de BSA (A3675, Sigma-Aldrich) al 10% m/v en un bafio a 55°C con
agitacion. Luego se mezclé 0,5 mL de la solucién de PA con 9,5 mL de la solucién de BSA para
obtener una solucién stock 5 mM PA/10% BSA, mezcldndose manualmente hasta la
completa homogenizacion. A continuacidn se enfrid la solucién stock a temperatura
ambiente y se filtr6 con membrana miliporo (0,22 p) para su esterilizaciéon. Previo a cada
uso, la solucidn se precalentd a 37 °C y se mezclé en vortex. En cada placa con tratamiento
HGPA se incorpord al medio DMEM de alta glucosa una dilucion 1/10 de esta solucidn stock,

generando una concentracion final de PA de 500 nM/ 1 % BSA.
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Medidas de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Para medir niveles relativos de ROS en nuestro modelo se usé el compuesto 2,7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCF-DA), el cual es una sonda fluorescente utilizada
para detectar y cuantificar la presencia de ROS intracelular (Sard3do et al. 2007; Oyama et al.
2009; Cai et al. 2002). Esta sonda ingresa a la célula por difusidén pasiva y una vez dentro del
citosol, los grupos acetato son removidos para formar el derivado 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCF), el cual no es fluorescente. Cuando este derivado es
expuesto a ROS u otros oxidantes, experimenta una oxidacién perdiendo dos electrones y
como resultado se forma el compuesto diclorofluoresceina, que es altamente fluorescente.
De esta forma la cantidad de fluorescencia de DCF puede ser usada como una medida del
grado de estrés oxidativo, como el que ocurre cuando la generacién de ROS intracelular

excede la capacidad antioxidativa de la célula (Wardman 2007).

Para evaluar la generacion de ROS se utilizaron dos métodos, microscopia de
epifluorescencia y citometria de flujo. En ambos procedimientos las células fueron incubadas
segin los diferentes tratamientos y al cabo de los mismos se cambié el medio
correspondiente por uno sin SFB. Como control positivo se utilizé peréxido de hidrégeno 300
UM. Se agregé H,DCF-DA en concentracién 40 uM para los ensayos de microscopia de
epifluorescencia y 10 uM para los ensayos de citometria de flujo. Transcurrido este tiempo
se incubd durante 30 min y se lavd con PBS precalentado a 37° C. Para los estudios
microscopicos se agregd medio DMEM sin SFB en las placas con las células y luego se
analizaron al microscopio con un objetivo 20X. En los andlisis citométricos, las células se
decolaron con tripsina 1X durante 5 min (37°C), y se resuspendieron en 5 mL de medio de
cultivo DMEM con SFB. La suspension se trasvasé a tubos cdnicos de centrifuga de 15 mL, se
centrifugé a 100 g durante 5 min, se descartd el sobrenadante, se agregd 0,5mL de medio
DMEM completo y se procedié a medir mediante citometria de flujo. Las longitudes de onda
de la sonda oxidada son 492-495 nm para la excitaciéon y 517—527 nm para la emision, por lo
gue en el microscopio de epifluorescencia usado (Olympus 1X81) se utilizaron los filtros

dicroicos UMNIBAS3 con excitacidon entre 470-495nm y emisién entre 510-550 nm.

Citometria de flujo

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo y clasificador celular FACSVantage

(Becton Dickinson, USA) de la Plataforma de Citometria de Flujo y Clasificacién Celular
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(SECIF) del IIBCE. El citdmetro esta equipado con un laser de alta potencia ion-argdn (Innova
304, Coherent, USA) ajustado para emitir a 488 nm a 100 mW de potencia. Se selecciond una
boquilla de 70 um para realizar las medidas citométricas. Para la calibracién del citdmetro se
realizd un ajuste estandar con Chicken Red Blood Cells (CRBC) fijados en glutaraldehido para

optimizar la deteccion y resolucidn de los parametros citométricos.

Las poblaciones celulares fueron claramente identificadas en graficos de FSC vs SSC. Se
establecié en cada caso una Regidon 1 que contenia las células y algunos restos. Se evalud
posteriormente la cantidad de eventos positivos/negativos en el canal de fluorescencia
verde (FL1) operado con amplificacién logaritmica con el fin de detectar células positivas
para el tratamiento aplicado. La viabilidad celular fue estudiada mediante la incorporacién
del agente intercalante loduro de Propidio (IP, concentracion final 2 ug/mL), dado que dicho
compuesto no tifie el ADN/ARN en células con la membrana celular intacta (indicador de

viabilidad).

La fluorescencia verde emitida por los compuestos fluorescentes utilizados en los ensayos
fue detectada en el canal FL1 usando un filtro de banda 530/30 y la fluorescencia emitida
por IP fue detectada en el canal FL3 usando un filtro de banda 675/20. En ambos casos, y al
igual que para las sefiales de dispersiéon lateral (Side Scatter, SSC - relacionado a la
complejidad celular), se usaron tubos fotomultiplicadores (PMTs) para detectar y amplificar
las sefiales obtenidas en cada canal. En cambio, para detectar las sefiales de dispersidon
frontal (Forward Scatter, FSC - proporcional al tamafio celular), se utilizé un fotodiodo. La
adquisicién y analisis de los datos obtenidos se realizé con el programa CELLQuest (BD, USA).

Por cada medicidn citométrica se adquirieron un total de 5000 eventos.

Microscopia de Fuerza Atomica

Para comparar los modulos elasticos de células cultivadas en placas de Petri de cultivo
celular en condiciones Control, HGPA, y sus respectivos tratamientos con drogas disruptivas
del citoesqueleto, se usé la técnica de MFA segun el método descrito en Benech et al. 2014.
Para cada caso, el tratamiento se detuvo a las 20 h mediante la remocién del medio y
sustitucion por un medio DMEM sin SFB. Las células fueron entonces incubadas con IP en
una concentracion final de 1 pug/mL durante 5 min a temperatura ambiente. Luego de la
incubacién fueron lavadas con medio DMEM sin SFB y se procedié a tomar las medidas

Unicamente sobre células que no presentaban fluorescencia (células viables). Para obtener
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las medidas se usé un Microscopio de Fuerza Atédmica (BioScope Catalyst, Bruker), montado
sobre un microscopio invertido de epifluorescencia (Olympus IX81). La platina contaba con
un sistema de control de temperatura a 37°C. El cantiléver usado fue del tipo DNP-10 de
nitruro-silicio con punta piramidal (Bruker) con una constante eldstica de 0,06 N/m. La

fuerza de indentacidn (F) se calculé usando la ley de Hooke:
F=k6

Donde k es la constante eldstica y § es la deflexién del cantiléver. La relacidn entre la fuerza
ejercida por el cantiléver y la indentacién depende del Mddulo de Young del material
estudiado, en este caso las células. El Mddulo de Young o mddulo de elasticidad es un
pardmetro que caracteriza el comportamiento de un material eldstico, segln la direccion en
la que se aplica una fuerza. A la grafica de fuerza en funcidn de indentaciéon se le denomina
curva de fuerza. La ecuacién que relaciona la fuerza con la indentacidon en una punta con

geometria piramidal es:

tgl17.5(tg15 + tg25)
/s

F = 2E*h?

donde F es la fuerza de indentacién, h es la profundidad de indentacién, tg es la tangente de
los diferentes angulos presentes en la punta piramidal utilizada y E* es el Mddulo de Young

reducido o Mddulo Elastico Aparente (Sirghi et al. 2008; Benech et al. 2014).

Las curvas de fuerza se obtuvieron colocando la punta en la regién peri-nuclear de la célula,
a una frecuencia de 1Hz, con un minimo de 250 curvas por célula. La profundidad de
indentacién fue calculada por el software del equipo a partir del movimiento vertical del
cantiléver debido al motor piezoeléctrico y su deflexidén. Las poblaciones de datos obtenidos
se analizaron con el programa Matlab, mediante un script desarrollado por el grupo de
trabajo de nuestro laboratorio, donde a partir de las curvas de fuerza obtenidas y la relaciéon
entre la fuerza y la indentacién se hallé el E* de cada curva. Con todas las curvas de fuerza
para cada tipo de tratamiento (minimo: 1800 curvas) se realizaron histogramas a partir de
los cuales se hizo un ajuste gaussiano y se obtuvo el valor de E* promedio para cada
tratamiento y su desviacidon estandar. Estas propiedades fueron medidas en tres

experimentos diferentes y en al menos tres células por experimento en cada condicidn.
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Tratamiento disruptivo del citoesqueleto

Las células H9c2 fueron incubadas en medios control y HGPA durante 20 horas y tratadas
con Citocalasina B en concentracion 100 uM durante 30 min a 37°C. Luego de la incubacién
se procedié a la medicion del E* mediante MFA para cada caso. Al finalizar las medidas, las
células fueron fijadas en paraformaldehido al 1% para su posterior analisis mediante

inmunocitoquimica en microscopia laser confocal.

Inmunocitoquimica

Para estudiar las fibras de actina, se hizo una incubacién con Faloidina conjugada a un
compuesto fluorescente (Faloidina-Alexa Fluor® 633, A22284 Thermo-Fisher). La Faloidina es
un péptido biciclico que pertenece a la familia de toxinas obtenidas del hongo Amanita
phalloides. Es capaz de unirse a la actina y se une de manera mucho mas intensa a los
filamentos que a los mondmeros. La union estabiliza los filamentos, lo que desplaza
significativamente el equilibrio entre filamentos y mondmeros hacia los filamentos. La
Faloidina conjugada a compuestos fluorescentes se ha usado extensamente para la
localizacién de los filamentos de actina en células vivas y fijadas (Spudich 1973). Para la
tincion se cultivaron células sobre cubreobjetos de vidrio o en placas de Petri y luego se
fijaron con PFA 1% en PBS. Luego se lavaron con PBS (3x) y se permeabilizaron con una
solucién al 0,1 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) en PBS durante 5 min. Luego de lavar
nuevamente en PBS las células fueron incubadas en una solucion de Faloidina conjugada en
una concentracion de 0,17 uM en PBS durante 20 min a temperatura ambiente y lavadas

nuevamente en PBS (2x).

Para el estudio de la alfa-tubulina se utilizé un anticuerpo especifico anti-alfa-tubulina
conjugado con un compuesto fluorescente (Mouse anti-alpha-Tubulin-Alexa 488, 32-2588
Thermo-Fisher) en dilucién 1/100. A continuacion las células fueron lavadas en PBS (3x), se
incubaron con una solucion 1 mg/mL de Hoechst 33342 (Thermo-Fisher) durante 10 min a
temperatura ambiente para tincién nuclear y finalmente se lavaron nuevamente en PBS (3x).
Las células cultivadas sobre cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con medio de
montaje (ProLong Antifade Kit P7481, Molecular Probes-Invitrogen) y fueron conservadas a -
20°C. Las células cultivadas sobre placas de Petri (utilizadas para las medidas en MFA) se

guardaron a 4° C en PBS para su posterior observacion en el microscopio laser confocal.
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Las muestras se analizaron en el microscopio laser confocal (MLC) por medio del empleo de
los laseres 488 nm para la observacién de los compuestos que emiten fluorescencia en el
verde, 633 nm para el rojo y 405 nm para la observacién de la fluorescencia azul. Las
imagenes obtenidas fueron procesadas posteriormente mediante la aplicacién Imagel en su

distribucidn Fiji (Schneider et al. 2012; Schindelin et al. 2012).

Tratamiento estadistico de datos

Para las comparaciones entre medidas de dos tratamientos se utilizo el test t de Student
para datos pareados. Para comparar mas de dos tratamientos se utilizd el test ANOVA de
una via. El niumero de experimentos independientes realizados se representan en los
resultados con la letra n. Para la mayoria de los casos, se considerd que existe diferencia
significativa con p < 0,05. Los datos para cada medida se presentan como valor medio +/- su

desviacién estandar (SD).
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Resultados

El tratamiento con HGPA y PA inducen muerte celular

Para evaluar el efecto en la morfologia y crecimiento del cultivo de células H9¢c2 se tomaron
imagenes de luz transmitida de los cultivos celulares en medios Control y HGPA cada 12 h.
En la condicidn Control (Fig. 1A) no se observaron cambios morfoldgicos ni indicios de
muerte celular durante la duracién de todo el experimento (60 h). En la condicién HGPA (Fig.
1B) a las 12 h de tratamiento se pueden apreciar pequeios puntos refringentes dentro de las
células. A las 24 h ya es posible detectar un importante cambio morfoldgico en algunas
células que pierden su estructura fusiforme. Se observan células que se han separado del
sustrato y aumentado su refringencia lo que implicaria un aumento en la muerte celular. A
medida que incrementa el tiempo de incubacién (36, 48 y 60 h), se verifica un aumento en

células con estas caracteristicas.
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Figura 1. Imagenes de microscopia dptica de los cultivos H9c2. Los nimeros indican el tiempo en
horas de tomada la imagen, luego del inicio del tratamiento. A) Control. B) HGPA. La barra
corresponde a 40 um.
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Para analizar el porcentaje de muerte celular en cada tratamiento se utilizé la técnica de
citometria de flujo (Fig. 2). El tratamiento control provocd un bajo porcentaje de muerte
celular (5,0%) al igual que el tratamiento HG (glucosa 25 mM, 3,9% de muerte) o el control
con seroalbumina bovina (BSA, 5,9% de muerte). Para el tratamiento HGPA el porcentaje de
muerte celular fue mayor y presentd una diferencia significativa con respecto al control
alcanzando un 33,2%. Para las células tratadas solamente con acido palmitico 0,5 mM (PA)
presento diferencias significativas con respecto a los tratamientos control y HGPA y alcanzé

un valor de 23,8%.

En la figura 2B se muestra el resultado de citometria de flujo para cada tratamiento, donde
se grafica en el eje Y la dispersidn frontal y en el eje X la dispersion lateral. Los graficos para
las condiciones control, HG y BSA tienen un aspecto muy similar lo que muestra que esos
tratamientos no indujeron cambios significativos en el tamafio celular ni en la complejidad
interna de las células. El tratamiento con HGPA muestra un perfil similar al de PA
provocando ambos tratamientos cambios notorios en la complejidad celular y en su tamaiio.

Esto sugiere que el PA seria el componente responsable de inducir esos cambios.
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Figura 2. A. Grafico de porcentajes de muerte celular con respecto al total de células analizadas en
los cultivos de células H9c2 para cada tratamiento. Control: glucosa 5,6 mM, n=7; HGPA: glucosa 25
mM vy ac. palmitico 500 uM, n=7; HG: glucosa 25 mM, n=3; PA: 4c. palmitico 500 pM, n=3; BSA:
seroalbumina bovina 1%, n=3. Se representan las desviaciones estandar de cada medida. Para el
analisis estadistico se utilizdé el método de ANOVA de una via y el test de comparaciéon multiple de
Tukey (# indica diferencias significativas con respecto a PA con p < 0,05, * indica diferencia
significativa con C, HG y BSA con p < 0,01). B. Graficos representativos de dispersidn lateral (Side
Scatter, SCC) y de dispersion frontal (Forward Scatter, FSC) obtenidos por citometria de flujo para las
distintas muestras analizadas.
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El tratamiento hiperglucémico induce la formacion de ROS

Para estudiar la produccion de especies reactivas del oxigeno las células fueron incubadas
con la sonda H,DCFDA vy analizadas posteriormente mediante microscopia de
epifluorescencia o citometria de flujo como se describié en la seccion de materiales y

métodos.

En la figura 3A se muestra el grafico de barras con los resultados de fluorescencia total en
unidades de fluorescencia para cada tratamiento medidos por citometria de flujo. Las
medidas correspondientes al tratamiento control presentaron una alta variabilidad entre los
ensayos (n=3). Por otro lado el tratamiento hiperglucémico (HG) presentd diferencias
significativas con HGPA y PA (p < 0,01) y con respecto al control (p = 0,05).
Sorprendentemente se observa también que el tratamiento PA disminuye la fluorescencia

total con respecto al control.

En la figura 3B se muestran imagenes de microscopia de epifluorescencia (izquierda) y dptica
(derecha) correspondientes a los tratamientos control y HGPA. El nivel de fluorescencia de

H,DCFDA observada es notoriamente menor en la condicion HGPA.
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Figura 3. A: Grafico de los datos obtenidos por citometria de flujo de medidas de fluorescencia total
de células H9c2 incubadas en los tratamientos Control negativo (C), HGPA, HG y PA. La concentracion
de H,DCFDA fue de 10 uM en cada caso. UF: Unidades de fluorescencia. Para el analisis estadistico se
utilizé el método de ANOVA de una via y el test de comparacion multiple de Tukey (* indica
diferencias significativas con HGPA y PA, p < 0,05). Se muestran las desviaciones estandar para cada
medida. B: Imagenes de microscopia de epifluorescencia (izquierda) y de luz transmitida (derecha)
de células H9c2 incubadas en condiciones control (arriba) y HGPA (abajo). La concentracién de
H,DCFDA usada en este caso fue de 40 uM. Las barras de escala corresponde a 50 um en cada caso.
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La hiperglucemia e hiperlipidemia inducen cambios en la distribucion de actina y alfa-
tubulina en el citoesqueleto

Lo siguiente que nos propusimos fue estudiar las fibras del citoesqueleto de las células en los
distintos tratamientos con el objetivo de ver si existen diferencias entre ellos. Para esto las
células H9c2 fueron incubadas con compuestos fluorescentes que se unen especificamente a
las fibras de actina y alfa-tubulina. En la figura 4 se muestran imdgenes representativas de
los resultados del analisis mediante microscopia confocal de las células tratadas en
condiciones control (columna izquierda) y HGPA (columna derecha). Las células en la
condicién control muestran fibras de actina (faloidina, rojo) delgadas y con una disposicidn
reticular donde las fibras se cruzan en dngulos de 45 a 90 grados. En las células tratadas con
HGPA se aprecian fibras de actina un poco mas gruesas y ya no se observa la disposicion

reticular sino que todas las fibras muestran la misma orientacidn.

La tincion con anti-alfa-tubulina para el tratamiento control muestra fibras con una
distribucidén citoplasmatica relativamente uniforme que ademas rodean el nucleo. En las
tratadas con HGPA sin embargo se pierde esa distribucidon uniforme ya que se muestran
regiones en el citoplasma donde no hay marcacidon con el anticuerpo (sefialadas con las
flechas). Esto muestra que la tubulina también se ve alterada en condiciones de

hiperglucemia e hiperlipidemia.
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Figura 4. Imagenes representativas de microscopia confocal de células H9c2 en condiciones control
y HGPA. Se muestra la tincidon con Faloidina-Alexa Fluor® 633 (rojo), la tincién inmunocitoquimica
con un anticuerpo especifico para alfa-tubulina conjugado con el fluoréforo Alexa 488 (verde), la
tincién de los nucleos con Hoechst 33342 (azul) y la combinacion de las tres. La barra de escala
corresponde a 25 um.
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La hiperglucemia junto con hiperlipidemia producen un aumento en la rigidez celular

En la figura 5A se muestra la imagen del cantiléver del microscopio de MFA ubicandose
sobre el citoplasma de una célula. En el vértice del tridngulo se encuentra la punta piramidal
cuyo extremo es muy delgado y es el que interacciona con la muestra a nivel atdomico. La
figura 5B muestra el grafico de fuerza aplicada sobre la superficie celular en funcién de la
profundidad de indentacién. Se aprecia que a medida que aumenta la profundidad a la cual
penetra la punta se produce un incremento en la fuerza necesaria para lograr esa
indentacidn. La linea continua es representativa de las curvas tomadas sobre células control
y la linea punteada es representativa de las células tratadas en la condicién HGPA. En el
grafico se aprecia que al comparar las fuerzas realizadas para llegar a una misma

indentacidn, es mayor la fuerza necesaria para penetrar una célula HGPA que una control.

En la figura 5C se muestran los histogramas obtenidos para las medidas de E* en células
tratadas en las condiciones control y HGPA, con los ajustes gaussianos correspondientes. En
la Tabla 1 se muestran los E* promedio para cada condicién experimental. En la figura 5D se
muestra el grafico comparativo de los valores de E* promedio para cada tratamiento, con su
correspondiente desviacion estdandar. Se observa asi que el tratamiento HGPA incrementé
significativamente el E* pasando de 16 +9 KPa en la condicién control a 117 +48 KPa en la
condicién HGPA (Tabla 1 y Fig. 5D). Al comparar los E*, el correspondiente al tratamiento
HGPA fue significativamente mayor que el control, asi como de las demas condiciones

aplicadas.

Tabla 1. Valores de E* promedio
de las células y sus desviaciones
estandar, medidos en KPa.

Tratamiento E* DS
C 16 9
HGPA 117 48
C+CitB 9 3
H+CitB 37 28
BSA 23 16
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Figura 5. A: Imagen de luz transmitida del cantiléver con la punta de nitruro-silicio ubicada sobre una
célula H9c2 cultivada en medio control. B: Superposicién de dos curvas de fuerza obtenidas mediante
MFA. Se grafica la fuerza ejercida en funcion de la indentacién de la punta en la célula. La linea
continua corresponde a una curva representativa de una medida tomada en una célula control, la
linea punteada corresponde a una curva representativa de una medida de una célula cultivada en la
condicién HGPA. C: Comparacion de los histogramas obtenidos para las medidas de mdédulo eldstico
aparente (E*) tomadas sobre células control (rojo, izquierda, n=9) y HGPA (azul, derecha, n=9). Para
cada caso se analizaron un minimo de 1800 curvas de fuerza (200 curvas por célula analizada). Las
lineas roja y azul corresponden a los ajustes gaussianos de cada histograma. Al comparar los valores
medios de ambas poblaciones mediante el test t de Student se hallé una diferencia significativa (p <
0,01) D: Grafico comparativo de los mddulos elasticos medidos para cada tratamiento: Control (n=9),
HGPA (n=9), C+CitB (células cultivadas en medio control y tratadas con Citocalasina B, n=9), H+CitB
(células cultivadas en medio HGPA vy tratadas con Citocalasina B, n=7) y BSA (n=9). Las barras
presentes en cada columna corresponden a la desviacidén estandar. Para el analisis estadistico en la
comparacién de todos los tratamientos a la vez se utilizé el método de ANOVA de una via con el test
de comparacién multiple de Tukey (* indica diferencia significativa con todas las demas condiciones,
p <0,01) y para la comparacion del tratamiento C con C+CitB se utilizo el test t de Student (# indica
diferencia significativa con C+CitB, p < 0,05).
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Modificaciones en el citoesqueleto de actina provocan una disminucion en el modulo eldstico
aparente

Al incubar con citocalasina B células previamente tratadas en medio HGPA (H+CitB) el valor
del mdédulo elastico disminuyd de 117 +48 KPa a 37 +28 KPa lo que representa un 69%
(Tablas 1y 2). Al comparar los valores de E* obtenidos para las células control y control
tratadas con citocalasina B (C+CitB) también se produjo una disminucidn significativa del E*
de un 47% (Tabla 2). En este caso el valor del mddulo elastico paso de 16 +9 KPa en la

condicion control a 9 £3 KPa con el agregado de citocalasina B (Tabla 1y Fig. 5D).

A continuacidén quisimos evaluar por microscopia confocal el estado del citoesqueleto de
actina en las células tratadas con citocalasina durante el ensayo realizado en MFA para los
tratamientos control y HGPA (Fig. 6). En la imagen se muestran células tratadas en ambas
condiciones antes y después del tratamiento con citocalasina B respectivamente, luego de la
incubacién con faloidina conjugada al fluoréforo Alexa Fluor 633. Se observa claramente que

la citocalasina desensambld las fibras de actina del citoesqueleto (Figs. 6B y 6D).

Tabla 2. Valores promedio de E* para
cada tratamiento y comparacién entre los
distintos tratamientos.

C HGPA

16 117 Aumento de 716%
C C+CitB

16 9 Disminucion de 47%

HGPA H+CitB
117 37 Disminucién de 69%
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Figura 6. Imagenes de células H9c2 teiiidas con Faloidina-Alexa Fluor® 633 obtenidas mediante
microscopia confocal. A y B: células cultivadas en condicién Control, antes (A) y después (B) del
experimento de MFA luego del tratamiento con Citocalasina B. Cy D: cultivadas en condicién HGPA,
antes (C) y después (D) del experimento de MFA luego del tratamiento con Citocalasina B. La barra
de escala corresponde a 50 um. Para obtener estas imagenes se utilizdé un objetivo de inmersidn 40X.
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Discusion

El presente trabajo de Tesis muestra evidencias experimentales originales de que el
tratamiento hiperglucémico e hiperlipidico (medio HGPA) de células H9c2 (derivadas de
corazén de embriones de rata) aumenta significativamente el Mdédulo Eldstico Aparente de
las células H9c2 (las torna mas rigidas), cuando es comparado con las mismas células en la
condicién control. Ademas, el trabajo aporta una serie de evidencias experimentales que
sugieren fuertemente la participacion del citoesqueleto de actina como componente
fundamental del aumento del valor del Mddulo Elastico Aparente determinado por MFA. Se
ha probado que las células de la linea H9c2 mantienen propiedades fisioldgicas
caracteristicas de células cardiacas (Kimes & Brandt 1976; Hescheler et al. 1991), razén por
la cual han sido utilizadas en varios estudios como modelo de miocitos cardiacos (Ménard et
al. 1999; Cai & Kang 2003; Zordoky & El-Kadi 2007; Kageyama 2002; Umadevi et al. 2012;
Park et al. 2015). Utilizando estas células, varios trabajos han demostrado el aumento en la
generacién de ROS cuando las mismas fueron incubadas en condiciones de alta glucemia (Cai
et al. 2002; Yu et al. 2006; Li et al. 2015). Cai et al. 2002 mostré que al cultivar las células en
22 o 33 mM de glucosa, los niveles de ROS aumentaban significativamente al ser
comparados con la condicidn control (5.5 mM de glucosa). Esto estd de acuerdo con nuestra
observacion de un aumento en la generacién de ROS promovido por la alta glucemia (25
mM) detectado utilizando citometria de flujo y la sonda H,DCFDA (Fig. 3). Ademas, los
mencionados autores, detectaron alta viabilidad celular (similares a la condicién control) por
ensayos de MTT en las condiciones de alta glucosa (22 y 33 mM) en tratamientos de hasta 96
horas, y una significativa reduccion en la viabilidad celular a concentraciones de glucosa de
60 mM. Este resultado también es coincidente con nuestras observaciones, ya que en
condiciones de alta glucosa (25 mM) la muerte celular no fue significativamente diferente a
la cuantificada en la condicién control por citometria de flujo con ioduro de propidio (Fig. 2).
Los mencionados autores, destacan un aumento en el nimero de células que respondieron
positivas a la técnica TUNEL (muerte celular apoptdtica) en la condicion HG después de 4
dias de tratamiento. Varios otros trabajos reportaron también el aumento de apoptosis
debido a condiciones de alta glucosa en H9c2 (Li et al. 2015; Diao et al. 2016). En nuestro
caso, intentamos cuantificar muerte celular apoptdtica por la técnica de Anexina V en la
condicién HGPA (hiperglucémica + hiperlipidica), pero no fue posible porque tuvimos

resultados positivos en el control con seroalbimina bovina. Varias publicaciones reportaron
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qgue el acido palmitico induce la muerte celular mediante mecanismos que incluyen la
apoptosis y la necrosis, dependiendo del tiempo de exposicion y la concentracién del mismo
(Park et al. 2015; Liu et al. 2015; Khan et al. 2012). Liu et al. (2015) y Park et al. (2015)
reportaron un aumento significativo de la apoptosis medida por Anexina V en H9c2 a un
tiempo de incubacion de 12 horas. Khan et al. (2012) reporté que el dcido palmitico provoca
necrosis en células endoteliales a partir de las 18 horas de incubaciéon. Para obtener
resultados especificos para nuestro modelo se deberia repetir el experimento con Anexina V
utilizando seroalbumina bovina recomendada especialmente para cultivo celular. También
podrian utilizarse otras técnicas como TUNEL o triple tincién para confirmar el tipo de

muerte celular en nuestro modelo experimental.

En nuestro trabajo observamos drasticos cambios morfolégicos (Fig. 1), de tamano y de
complejidad interna celular (Fig. 2B). También constatamos una significativa muerte celular
en el medio hiperlipidico (PA) que alcanzé un 23,8% del total de células analizadas. Este
porcentaje fue aun mayor en el medio HGPA (Fig. 2A) alcanzando un 33,2% del total de
células analizadas en esa condicion. Este resultado sugiere que la alta glucosa potencia el
efecto de la hiperlipidemia sobre la muerte de las células cardiacas, lo que confirmaria el

efecto conocido como glucolipotoxicidad en nuestro modelo (Kahn et al. 2006).

Varios estudios muestran que la hiperglucemia aumenta los niveles de especies reactivas del
oxigeno (ROS) en células de corazén. Otros autores sugieren que la hiperlipidemia provoca el
mismo efecto (Boudina et al. 2007). Se ha reportado una relacién directa entre la
hiperglucemia e hiperlipidemia y la muerte celular (Battiprolu et al. 2010; Cai & Kang 2003;
Diogo et al. 2013). En lo que respecta a la produccién de ROS, observamos un aumento en
las células tratadas en la condicién HG, lo cual condice con varios reportes publicados (Cai et
al. 2002; Yu et al. 2006). En el trabajo de Boudina y Abel (2010) se observd que el aumento
en el estrés oxidativo a nivel celular se correlaciona con la acumulacién de lipidos /In vivo, lo
gue implicaria que los acidos grasos libres cumplen también un rol en la acumulacién de ROS
(Boudina & Abel 2010). Sin embargo en nuestro modelo no pudimos observar aumento de
ROS en el medio HGPA ya que la inclusion en el medio hiperglucémico del complejo acido
palmitico:BSA ocasiond una gran disminucion de la sefal de fluorescencia de la sonda
H,DCFDA (Fig. 3). Este efecto fue observado por microscopia de epifluorescencia y por
citometria de flujo. Una posible causa para esto es que el complejo acido palmitico:BSA
agregado al medio de cultivo esté interfiriendo con la absorcién o emisidon de la sonda. De
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hecho, en un trabajo previo los autores describen el mismo problema (Michaelson 2014).
Algunos de los trabajos que sugieren un aumento en los niveles de ROS en condiciones
hiperlipidicas, utilizaron una sonda similar a la empleada en nuestro trabajo (carboxi-
DCFDA), aunque fueron desarrollados en modelos in vivo y no en cultivos de células como en
nuestro caso (Bugger et al. 2008). Para alcanzar resultados concluyentes en nuestro modelo
se deberia intentar utilizar otro sistema para medicion de ROS, como por ejemplo el uso de
sensores fluorogénicos especificos para aniones superéxido producidos por la mitocondria
(zielonka et al. 2008) o medidas de la relacién entre glutation reducido y oxidado (Baker et
al. 1990) o intentar con otra sonda citoplasmadtica como por ejemplo dihidroetidio (DHE)

(Peshavariya et al. 2007).

Trabajos previos han utilizado MFA para estudiar las propiedades dindmicas y mecanicas de
células vivas. Eventos como la locomocién, diferenciacién y envejecimiento, asi como
diferentes eventos fisioldgicos y patoldgicos pudieron ser analizados por MFA (Chen et al.
2013; Kuznetsova et al. 2007; Miller & Dufréne 2011; Qju et al. 2010; Wu et al. 2010; Zhu et
al. 2012; Collinsworth et al. 2002). Por ejemplo, utilizando MFA, se ha estudiado el efecto
del envejecimiento y la obesidad en la rigidez de Células de la Musculatura Lisa Vascular
(CMLV)(Qiu et al. 2010; Chen et al. 2013), asi como el efecto del envejecimiento en la rigidez
de los cardiomiocitos (Lieber et al. 2004).

Qiu 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
jovenes. El E* 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* se vio revertido luego de tratar las

células con Citocalasina D (Qiu et al. 2010).

Diversos trabajos han mostrado alteraciones funcionales y estructurales en corazones de
animales con diabetes inducida por inyeccion de STZ (Lieber et al. 2004; Cooper et al. 2004;
Nemoto et al. 2006). Existen evidencias experimentales de que la diabetes afecta el
citoesqueleto de actina. En el trabajo de Cooper et al. 2004, utilizaron faloidina fluorescente
para mostrar un remodelamiento del citoesqueleto de actina en cortes de corazones de
ratas diabéticas. En el trabajo publicado por Nemoto et al. (2006), observaron que la tincién
de actina estaba reducida, sugiriendo que su expresién estaba disminuida en corazones

diabéticos. En nuestro trabajo la tinciéon con faloidina mostré un cambio en la distribucion
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de las fibras de actina en las células tratadas con el medio HGPA donde las fibras muestran

una clara diferencia en su disposicién comparada con el tratamiento control (Fig. 4).

La MFA ha mostrado su capacidad en detectar cambios a nivel del citoesqueleto celular
(Vinckier & Semenza 1998). Nuestro laboratorio ha sido pionero en el estudio del efecto de
la diabetes sobre las propiedades nanomecdnicas de cardiomiocitos vivos utilizando MFA. En
Benech et al. 2014 se constaté que la DM inducida en ratones por inyeccion de
streptozotocina (modelo de DM tipo 1) altera las propiedades nanomecdnicas y
viscoelasticas de cardiomiocitos vivos haciéndolos mas rigidos y adhesivos al compararlos
con aquellos obtenidos de corazones de ratones control de la misma edad. Se sugirid asi que
la DM modifica las propiedades nanomecanicas intrinsecas del cardiomiocito y que los
cambios medidos en el E*, podrian ser explicados por cambios en la distribucion de los

filamentos de actina (Benech et al. 2014; Benech et al. 2015).

En el presente trabajo encontramos que la condicion HGPA aumentd significativamente el
valor de E* con respecto a las células control, resultado que estd en concordancia con
estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo. Aun mas, el tratamiento posterior
con citocalasina B disminuyd el valor de E* en un 69% en el caso de HGPA y un 47% en el
caso del control (Tabla 2). La despolimerizacion de las fibras de actina por la accidon de esta
droga pudo comprobarse en la imagen de microscopia confocal obtenida luego del

tratamiento y las medidas de MFA mediante tincidn con faloidina (Fig. 6).

En conjunto, estos resultados sugieren que el citoesqueleto de actina es un componente
importante en el valor del E* medido por el método de nanohendidura y MFA. En la
condiciéon HGPA, el citosqueleto de actina mostrd representar casi un 70% del E* medido y
en la condicién control casi un 50%. Ademas el resultado sugiere que el valor del E* podria
ser afectado por modificaciones en la disposicidn del citoesqueleto de actina como las que
fueron provocadas por el medio HGPA y que pudimos observar por microscopia confocal y
faloidina (Fig. 4). Por lo tanto nuestros resultados experimentales sugieren fuertemente que
la actina tiene una participacién importante en el valor del Mddulo Elastico Aparente en las
células cardiacas estudiadas y que el medio HGPA alteraria la disposicion espacial del
citoesqueleto de actina tornando las células mas rigidas. Segun la bibliografia disponible,
este es el primer trabajo que muestra evidencias directas de la implicancia de las fibras de

actina del citoesqueleto en células cardiacas, como un componente importante del E* y su
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alteracion en un medio que emula condiciones diabéticas a nivel celular. Esto podria brindar
nuevos enfoques en el desarrollo de estrategias terapéuticas futuras para el tratamiento de

la cardiomiopatia diabética.

Por otro lado, las fibras de tubulina si se vieron afectadas por el tratamiento con HGPA (Fig.
4), el efecto de la diabetes sobre este componente del citoesqueleto y su participacién en el
aumento del E* deberia ser explorado en futuros trabajos. Si se realizara una incubacién con
una droga que desorganice los microtubulos como por ej. Vincristina (Himes et al. 1976) en
una concentracién necesaria para lograr la despolimerizaciéon (entre 50 nM y 100 nM,
Blajeski et al. 2002; Novichkova et al. 2003), podria estudiarse la contribucién de la tubulina

al E* realizando mediciones del mismo antes y después del tratamiento.

Por otra parte seria interesante también como perspectiva a futuro probar el efecto sobre el
E* de drogas como metformina (Kabadi 2013), sustancia ampliamente usada en el
tratamiento de DM tipo 2 y que también ha sido sefialada como protectora de los efectos de
la diabetes en ensayos previos realizados en la linea H9c2 (Hu et al. 2016) o resveratrol, que
es un reconocido antioxidante que también ha sido estudiado como potencial agente
terapéutico para esta patologia (Hwang et al. 2008; Turan et al. 2012). El estudio de la
elasticidad celular mediante MFA permitird de esta manera realizar avances significativos en
el conocimiento de la cardiomiopatia diabética asi como del efecto de agentes terapéuticos

potenciales.
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