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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico de multiples
etiologias, que se caracteriza por la presencia de hiperglicemia cronica,
consecuencia de defectos en la secrecion y/o accion de la insulina. La DM
afecta a millones de personas en el mundo, siendo la insuficiencia cardiaca
la principal causa de muerte entre pacientes diabéticos, posiblemente
debido a la existencia de una miocardiopatia diabética. Los mecanismos
gue conducen al desarrollo de dicha cardiopatia son aiin poco conocidos.
Sin embargo, se ha reportado que el aumento de la rigidez celular
intrinseca en los cardiomiocitos podria contribuir en forma importante. Los
costameros, estructuras supramoleculares asociadas al sarcolema lateral,
permiten la adhesion muscular a la matriz extracelular (MEC). Las fascia
adherens (FA), complejos proteicos que forman parte de los discos
intercalares (DI), median la adhesion intercelular. Ambas estructuras tienen
un papel fundamental en la mecanotransduccién, la cual implica la
conversion de estimulos mecanicos en sefiales bioquimicas que inducen
cambios en la estructura y funcién celular. La vinculina es una proteina
citoesquelética que se localiza en estos sitios de adhesion y presenta roles
tanto estructurales como de sefializacion. Hasta ahora no se ha estudiado
si dicha proteina se ve afectada por la DM en el corazén. En el presente

trabajo de tesis se estudio el efecto de la DM en la expresion de la vinculina,



a partir de homogeneizados de ventriculo izquierdo (VI) provenientes de
ratones CD1 con DM inducida por estreptozotocina (STZ). Por otro lado,
utilizando Microscopia Laser Confocal se estudio, en cortes histologicos de
VI, el efecto de la patologia en la distribucion de esta proteina. Los niveles
de expresion proteica de vinculina no se vieron afectados. Sin embargo, se
constatd un cambio en su distribucion, ya que la misma deja de localizarse
en los DI de los cardiomiocitos, dirigiéndose exclusivamente al sarcolema
lateral. Por lo tanto, este trabajo muestra por primera vez, evidencias
experimentales de que en el modelo de DM1 utilizado, ocurren cambios
intracelulares relacionados con la comunicacién célula-célula y célula-
MEC, pudiendo afectarse las vias mecanotransductoras, y contribuyendo
al desarrollo de mecanismos patogénicos cardiacos posiblemente

vinculados con la miocardiopatia diabética.

Palabras clave: diabetes mellitus tipo 1; miocardiopatia diabética;

mecanotransduccion; costamero; discos intercalares; vinculina.



INTRODUCCION

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) se define como un desorden metabdlico de
multiples etiologias (Alberti & Zimmet, 1998), asociado a factores tanto
genéticos como ambientales (Villeneuve et al., 2011). Se caracteriza por la
existencia de una disfuncion celular en el transporte y la utilizacion de
glucosa, consecuencia de defectos en la secrecién y/o accién de la
hormona insulina, lo que resulta en un estado de hiperglicemia crénica
(American Diabetes Association, 2014).

Dicha hormona es de gran importancia ya que media cascadas de
sefalizacion responsables de la captacion de glucosa a nivel fisioldgico.
Bajos niveles de insulina o de sus receptores, defectos en los sistemas de
transduccion de sefiales, o defectos genéticos, causan anormalidades en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos, y proteinas (Kharroubi & Darwish,

2015).

La DM es una de las enfermedades crénicas mas comunes practicamente
en todos los paises, y la prevalencia en adultos ha ido en aumento en las
Ultimas décadas (Whiting et al., 2011). Esto es debido al crecimiento
poblacional, al envejecimiento (Wild et al.,, 2004) y al hecho de que el

desarrollo economico y la urbanizacion conducen a estilos de vida



caracterizados por una actividad fisica reducida y un aumento de la
obesidad (Wild et al., 2004; Gil-Ortega & Kaski, 2006; Whiting et al., 2011).
En 2013, se estimaba que 382 millones de personas padecian DM; este
namero se espera que llegue a 592 millones para el afio 2035 (Guariguata
et al., 2014), e incluso que alcance los 642 millones en el 2040 (Ogurtsova

et al., 2017).

La DM puede clasificarse en diferentes categorias: DM tipo 1 (DM1), tipo 2
(DM2), gestacional, y otros tipos que se deben a causas especificas y que
presentan menor prevalencia (Alberti & Zimmet, 1998; American Diabetes

Association, 2015).

DM tipo 1

La DM1 resulta en una insuficiencia de la produccién de insulina (Maahs et
al., 2010). Se conocen alrededor de 40 loci que afectan la susceptibilidad a
la enfermedad (Concannon et al., 2009), existiendo una fuerte asociacion
con la region HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos) del cromosoma 6,
ligado a los genes DR y DQ (American Diabetes Association, 2014). De los
muchos tipos de HLA, los de clase Il muestran la mayor asociacion con la
DM1, donde los haplotipos DRB1*0401-DQB1*0302 y DRB1*0301-
DQB1*0201 confieren la mayor susceptibilidad, y DRB1*1501 vy

DQA1*0102-DQB1*0602 proveen resistencia a la enfermedad (Erlich et al.,



2008). Dentro de la DM1, se han reportado tres subclasificaciones:

autoinmune, idiopatica y fulminante.

La DM autoinmune representa aproximadamente el 5-10% de los casos de
DM (Daneman, 2006; Maahs et al., 2010; Waddingham et al., 2015) y se
desencadena por una destruccién autoinmune de las células [ del
pancreas, productoras de insulina (Devendra et al., 2004; Daneman, 2006;
Atkinson et al.,, 2014), principalmente a través de una respuesta
inflamatoria mediada por linfocitos T asi como una respuesta humoral por
los linfocitos B (Devendra et al., 2004). Se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos que pueden reaccionar tanto contra células de los islotes
de Langerhans o contra la insulina, como también contra la enzima
descarboxilasa del acido glutamico, proteinas tirosin fosfatasas y la
proteina transportadora de zinc. Estos autoanticuerpos pancreaticos, cuyo
rol en la patogenia de la enfermedad no esté claro, pueden ser detectados
en el suero de pacientes meses o afos antes del inicio de la misma (Couper
& Donaghue, 2009).

A menudo se desarrolla de manera repentina y puede producir sintomas
como polidipsia, poliuria, enuresis, falta de energia, cansancio extremo,
polifagia, pérdida de peso repentina, curacion lenta de heridas, infecciones
frecuentes, vision borrosa, deshidratacion severa, y cetoacidosis diabética

en nifos y adolescentes (Kharroubi & Darwish, 2015).



Ademaés de la importancia de la predisposicion genética, diversos factores
ambientales han sido implicados en la etiologia de la enfermedad (Couper
& Donaghue, 2009) como por ejemplo infecciones virales, bajos niveles de
vitamina D, exposicion prenatal a contaminantes, o la resistencia a la
insulina en la primera infancia (debido a la obesidad o el aumento en la
velocidad de crecimiento). También se cree que la mejora de las
condiciones de higiene y de vida ha disminuido las infecciones infantiles en
paises con alto nivel socioeconémico, conduciendo a un aumento en las
enfermedades autoinmunes. Sin embargo, el papel de los factores

ambientales sigue siendo controversial (Kharroubi & Darwish, 2015).

Por otro lado, la DM idiopética es una forma inusual de DM1, de origen
desconocido (idiopéatico) y menos severo que la DM autoinmune. Individuos
con este tipo de DM presentan mayormente descendencia africana o
proveniente de Asia y sufren grados variables de deficiencia de insulina y

cetoacidosis episédica (Daneman, 2006).

La DM fulminante es una forma diferente de DM1 y tiene algunas
caracteristicas comunes con la DM idiopatica (no mediada por
autoinmunidad). Se caracteriza por altos niveles de glucosa en sangre y la
aparicion de cetoacidosis poco después del inicio de la hiperglicemia. Tanto
factores genéticos como ambientales, especialmente la infeccidn viral, han

sido implicados en la enfermedad. La respuesta inmune antiviral puede



desencadenar la destruccién de las células B pancreaticas a través de una
reaccion inmune acelerada sin autoanticuerpos detectables contra las

células B pancreaticas (Kharroubi & Darwish, 2015).

DM tipo 2

La DM2 representa el 90-95% de los casos de DM y es iniciado por la
interaccion de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida
(Waddingham et al., 2015). Aunque la etiologia especifica no se conoce,
no ocurre destruccién autoinmune de las células B, y no se da por ninguna
de las causas conocidas de DM. Involucra individuos que tienen resistencia
a la insulina y generalmente deficiencia relativa de insulina (no absoluta)
(American Diabetes Association, 2015). Se desarrolla debido a
mecanismos descompensatorios en la secrecién de insulina, inducidos por
dicha resistencia (Maahs et al., 2010; Villeneuve et al., 2011). A pesar de
gue los pacientes con este tipo de DM puedan llegar a tener niveles de
insulina normales o incluso elevados, se esperaria que el aumento en los
niveles sanguineos de glucosa resultase en valores de insulina ain mas
altos si la funcion de las células B fuera normal. En consecuencia, la
secrecion de insulina es defectuosa e insuficiente para compensar la
resistencia a la insulina (American Diabetes Association, 2015). Esta
respuesta maladaptativa resulta en niveles elevados de glucosa en sangre

(hiperglicemia).



Otros tipos de DM

La DM gestacional es otro tipo de DM, que se diagnostica en el segundo o
tercer trimestre de embarazo. No es una DM claramente manifiesta
(American Diabetes Association, 2015).

Hay también otros tipos de DM, los cuales se deben a causas especificas:
defectos monogénicos que causan disfuncién de las células 3, como la DM
del neonato y la DM que se da en la madurez (Maturity-Onset Diabetes of
the Young o MODY), representan menos del 5% de los pacientes con DM,
y se caracterizan por la aparicion abrupta de hiperglicemia, generalmente
antes de los 25 afios (American Diabetes Association, 2015). La DM
relacionada con la fibrosis quistica (CFRD) se da en alrededor de un 20%
de adolescentes y 40-50% de adultos con dicha enfermedad; la
insuficiencia de insulina relacionada con la destruccion fibrotica parcial de
los islotes de Langerhans es el defecto primario en la CFRD (American

Diabetes Association, 2015).

Comorbilidad ligada a la DM

Tanto la DM1 como la DM2 se asocian con tasas significativamente
elevadas de enfermedades macrovasculares como la aterosclerosis
coronaria y de grandes arterias (carétidas, aorta, y arterias femorales)
(Garcia et al., 1974; Boudina & Abel, 2007), la hipertension, y el accidente

cerebrovascular, y complicaciones microvasculares como la neuropatia, la



retinopatia y la nefropatia (Villeneuve et al., 2011). Sin embargo, la
insuficiencia cardiaca es la principal causa de muerte entre pacientes
diabéticos (Belke et al., 2004; Gil-Ortega & Kaski, 2006), siendo la DM un

factor de riesgo muy reconocido para el desarrollo de la misma.

El Framingham Heart Study mostré que la insuficiencia cardiaca es dos
veces mas frecuente en hombres diabéticos y cinco veces mas frecuente
en mujeres diabéticas, en comparacion con individuos no diabéticos de la
misma edad (Kannel & McGee, 1979). Estudios posteriores reportaron que
pacientes con DM tienen diez veces mayor riesgo de presentar infarto de
miocardio, angina, y necesidad de revascularizacion de la arteria coronaria

(Atkinson et al., 2014).

Entre las patologias cardiacas que se asocian a la DM se incluyen:
cardiomegalia, disfuncién del ventriculo izquierdo (VI) y remodelamiento
eléctrico ventricular (Boudina & Abel, 2007). La disfuncion diastélica (de la
fase de relajacion) del VI, inducida por la DM, se reconoce cada vez mas
como un importante determinante de morbilidad y mortalidad en la

insuficiencia cardiaca (van Heerebeek et al., 2008).

Se ha reportado que la mayor propension a desarrollar insuficiencia
cardiaca, de pacientes diabéticos en comparacion con pacientes no

diabéticos, a pesar de presentar enfermedad arterial coronaria de



comparable gravedad, posiblemente se deba a la existencia de una

miocardiopatia diabética (Zarich & Nesto, 1989).

Miocardiopatia diabética

La miocardiopatia diabética fue descrita por primera vez en 1972 por Rubler
y colaboradores. Se caracteriza por presentar con el tiempo, un aumento
en la masa cardiaca, hipertrofia miocardica, fibrosis intersticial y
perivascular en la fase tardia, y apoptosis de los cardiomiocitos del VI
(Devereux et al., 2000; Shiomi et al., 2003; Wang et al., 2006), causando
rigidez en el miocardio. Dichos cambios en la estructura y funciéon del
miocardio, no se atribuyen directamente a factores como la enfermedad
arterial coronaria o la hipertensiéon (Boudina & Abel, 2010), sino a
caracteristicas propias de la DM, las cuales deben contribuir al dafio del

musculo cardiaco (Wang et al., 2006).

En humanos, las primeras etapas de la miocardiopatia diabética se asocian
con una reduccion de la funcién diastélica en 30-70% de los pacientes
diabéticos asintomaticos (Zarich et al., 1988; Wang et al., 2006). En etapas
posteriores la disfuncion sistélica (de la fase de contraccion) y la
insuficiencia cardiaca se hacen evidentes (Zarich & Nesto, 1989; Shiomi et

al., 2003).
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Los mecanismos que conducen al desarrollo de la miocardiopatia diabética
son aun poco conocidos. Existe un acuerdo general de que la patogenia es
multifactorial (Spector, 1998), y varios mecanismos han sido implicados en
su desarrollo. Las hipotesis propuestas incluyen desde disfuncion
autondmica, trastornos metabdlicos, anomalias en la homeostasis ionica,
alteracion de proteinas estructurales y de la integridad de estructuras del
citoesqueleto, hasta la disfuncion de los sarcomeros (Spector, 1998; Berg
et al., 1999). Todas estas alteraciones subcelulares contribuirian a una
disfuncién contractii con los consecuentes problemas cardiacos

(Waddingham et al., 2015).

En modelos animales de DM1y 2, se han documentado varias alteraciones
cardiacas funcionales y estructurales o trastornos del musculo cardiaco
(Boudina & Abel, 2007), asi como defectos en la sefializacion y el
metabolismo del calcio (Caz*), que podrian preceder a la miocardiopatia
diabética clinicamente manifiesta (Boudina & Abel, 2010). La homeostasis
intracelular anormal del Ca2* se atribuye a alteraciones funcionales de
multiples proteinas involucradas en la liberacion y la captacion de Ca?* a
través del sarcolema vy el reticulo sarcoplasmico (RS) (Boudina & Abel,
2007). Entre ellas se encuentra la expresiéon reducida de la ATPasa calcica
del RS (SERCA2a), que se presenta tanto en la DM1 como en la DM2

(Belke et al., 2004; Sulaiman et al., 2010; Benech et al., 2014).
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Por otro lado, la hiperglicemia prolongada puede generar cambios en las
propiedades de la matriz extracelular (MEC): aumenta la glicacion de
proteinas intersticiales como el colageno y la deposicion de productos
finales de glicacion avanzada (Advanced Glycation End products, o AGES)
(Berg et al., 1999; Gil-Ortega & Kaski, 2006; Boudina & Abel, 2007),
resultando en un aumento en la rigidez del miocardio y una alteracion de la
contractilidad (Boudina & Abel, 2007).

En pacientes diabéticos con una fraccion de eyeccion del VI (FEVI)
reducida, se ha reportado que la deposicion de AGEs y de colageno son
determinantes importantes en la mayor rigidez de VI (van Heerebeek et al.,

2008).

Por otro lado, Borbély y colaboradores (2005) reportaron una alta tensién
en reposo en cardiomiocitos hipertréficos de muestras de biopsias de VI,
de pacientes con insuficiencia cardiaca con FEVI normal, y lo
correlacionaron con una mayor rigidez diastdlica del VI in vivo. Por lo tanto,
se cree que una rigidez celular intrinseca de los cardiomiocitos también
contribuye al aumento de la rigidez del miocardio en la DM, llevando a una
disfuncion diastolica (van Heerebeek et al., 2008). Evidencia reciente
también apoya fuertemente esta idea. En 2014, Benech y colaboradores
utilizaron el método de nanoindentacion de Microscopia de Fuerza Atomica

(AFM) para comparar las propiedades materiales de cardiomiocitos vivos

12



aislados del VI de ratones normales y diabéticos, reportando una mayor

rigidez por parte de los cardiomiocitos diabéticos.

También se ha visto que otros cambios que preceden a la remodelacion de
la MEC, como interacciones célula-MEC y cambios estructurales dentro del
sarcomero y del citoesqueleto, como la desorganizacién del citoesqueleto
de actina, contribuirian de manera importante a la disfuncién diastélica en

la DM (Benech et al., 2014; Meininger, 2014; Waddingham et al., 2015).

Las propiedades nanomecanicas de los cardiomiocitos se ven afectadas
por patologias como la DM, incluida la fuerza de adhesion del sarcolema.
Benech y colaboradores (2014) detectaron una mayor fuerza de adhesion
en cardiomiocitos provenientes de ratones CD1 luego de tres meses de
DM1 inducida con estreptozotocina (STZ), y plantearon que podria estar
ocurriendo un aumento en el nimero y/o estado de activacion de moléculas
de adhesion que se encuentran en la superficie de los cardiomiocitos. Los
cambios resultantes en la adhesion y la elasticidad del tejido del corazén
pueden afectar el volumen de sangre que llena dicho 6rgano (Hersch et al.,
2012), por lo tanto, podrian estar involucrados en el desarrollo de la

miocardiopatia diabética.

13



En la figura 1 se resumen los mecanismos que posiblemente contribuyen

al aumento de la rigidez del miocardio y la disfuncion ventricular en el

corazon.
Myocardial Stiffening and Ventricular
Dysfunction
Matrix Cell-ECM
Composition Interactions
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Actin Cytoskeletal
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Figura 1. Posibles mecanismos que intervienen en el aumento de la rigidez y la disfuncién ventricular
en el corazén. Tomado de Meininger, 2014.

El miocardio y los cardiomiocitos

El corazén es un 6rgano cinético cuya forma cambia considerablemente
durante el desarrollo y la enfermedad, y requiere que los cardiomiocitos
sean mecanicamente durables y capaces de fusionar una variedad de
sefiales ambientales en diferentes escalas de tiempo (McCain & Parker,
2011). Los cardiomiocitos son responsables del flujo sanguineo
permanente mediante contracciones cardiacas coordinadas (Hersch et al.,
2012). Son el tipo de célula mas activo mecanicamente en los mamiferos.

Un cardiomiocito ventricular experimenta cambios en la longitud y la carga

14



durante cada latido del corazon. La contraccion los acorta fisicamente
durante la sistole, mientras que la sangre que ingresa a las camaras
cardiacas durante la diastole alarga o deforma las células (Russell et al.,

2010).

Los cardiomiocitos son células cilindricas, con un didmetro que ronda entre
los 10-15 ym y un largo de alrededor de 100 um. En general presentan uno
o dos nuacleos levemente elongados que se localizan centralmente
(Sarantitis et al., 2012). Por microscopia 6ptica ya se evidencia su alto
grado de organizacion, las células aisladas presentan una forma mas o
menos rectangular, y una apariencia estriada en contraste de fase, que se
debe a la disposicion paracristalina de los elementos contractiles, las
miofibrillas (Ehler, 2015). La disposicién de los cardiomiocitos lleva a la
formacién de un sincitio funcional, el cual constituye el musculo cardiaco
(Sarantitis et al., 2012). Esta organizacion es crucial para la propagacion
dirigida de sefiales eléctricas a travées de cadenas en serie de
cardiomiocitos (Ehler, 2015).

Durante décadas, estas células bombean volimenes de sangre casi
constantes (Jacot et al., 2008) aunque las propiedades del corazén, como
su elasticidad, cambian drasticamente con el envejecimiento o como
resultado de enfermedades (Hersch et al., 2012). Esto se debe a que los
cardiomiocitos de mamiferos adultos tienen un limitado potencial

regenerativo (Matsushita et al., 1999).

15



Con respecto al sarcolema de estas células, en él se pueden distinguir dos
subareas diferentes: los discos intercalares (DI) y el sarcolema lateral
(Sarantitis et al., 2012).

Los DI representan una parte especializada de la membrana celular.
Usualmente los cardiomiocitos se bifurcan y conectan a cardiomiocitos
adyacentes, a lo largo del eje longitudinal, a través de los DI. Proporcionan
conexion y comunicacion adecuadas entre las células del miocardio (Kostin
et al., 1998-a; Pyle & Solaro, 2004) manteniendo la integridad estructural y
la funcion sincronizada del corazon. Consisten en desmosomas, fascia
adherens (FA) y uniones GAP (Sarantitis et al.,2012). Las uniones GAP
facilitan la conduccion del impulso cardiaco de modo que todo el corazén
se comporte eléctricamente como un sincitio, mientras que los
desmosomas y las FA aseguran la transmision de la traccion generada por
las células individuales a través del miocardio (Matsushita et al., 1999).
Por otro lado, el sarcolema lateral se compone del area del sarcolema que
no forma parte de los DI, presentando una topografia diferente (Sarantitis
et al., 2012). En él se reconocen areas especializadas del cardiomiocito
llamados costameros (Kostin et al., 1998-a; Bloch & Gonzalez-Serratos,
2003; Ervasti, 2003). Ademas, hay invaginaciones de membrana, los
tubulos transversos o tubulos-T, que estan flanqueados por el RS y forman
la estructura de la diada, necesaria para el acoplamiento

excitacion/contraccion (Ehler, 2015).
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En la figura 2 se esquematiza las estructuras internas de un cardiomiocito

ventricular.

Intercalated T-tubule Sarcoplasm|ic reticulum Sarcomere Z-disk
disc

Microtubule Golgi Endoplasmic reticulum Mitochondrion
(rough ER)

Figura 2. Esquema de las estructuras internas de un cardiomiocito ventricular adulto. Se muestra
diferencias en la topografia de la membrana plasmatica a nivel de los discos intercalares y el
sarcolema lateral. Tomado de Hong & Shaw, 2017.

Los cardiomiocitos se componen, ademas, de una gran variedad de
proteinas, las cuales pueden clasificarse segun las propiedades

estructurales y funcionales (Kostin et al., 1998-a).

El citoesqueleto de los cardiomiocitos es una estructura subcelular

altamente organizada y compleja, que proporciona soporte mecanico a la

célula, conservando la integridad estructural y funcional, y contribuyendo a

17




la disposicion espacial de otros elementos subcelulares (Solaro & Van Eyk,
1996). Presenta una clara division funcional entre la parte contractil y las
partes no contractiles que transmiten la fuerza desarrollada y garantizan la
integridad estructural de la célula y el sincitio funcional; algunas proteinas
del citoesqueleto participan en diversos procesos celulares, entre ellos se
cree que desempefia un papel importante en la transduccion de sefiales
mecénicas de la célula (Solaro & Van Eyk, 1996).

Durante el crecimiento fisiolégico, los cardiomiocitos se remodelan
adaptativamente en relacién a las cargas mecénicas. Sin embargo, los
estimulos patolégicos pueden inducir una remodelacion mal adaptada. En
ambas condiciones, el citoesqueleto desempeiia un papel fundamental
tanto en la deteccion del estrés mecénico o como mediador del remodelado
estructural y de las respuestas funcionales dentro del cardiomiocito

(McCain & Parker, 2011).

Los cardiomiocitos estdn compuestos de miofibrillas que contienen los
componentes contractiles del musculo estriado, responsable de la
conversion de energia quimica en energia mecanica, para realizar trabajo
y generar fuerza. Paralelamente al eje longitudinal de la célula, las
miofibrillas estan definidas por una sucesion homogénea de lineas
transversales, que contienen unidades individuales repetitivas llamadas
sarcomeros (Sequeira et al., 2014). El citoesqueleto sarcomérico consiste

en filamentos delgados de actina, filamentos gruesos de miosina y discos
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Z. Un sarcomero esta limitado por dos discos Z (Kostin et al., 1998-a),
conectados en serie para formar una miofibrilla. Entre los filamentos de
actina, se disponen filamentos gruesos de miosina, ambos elementos
importantes para la ejecucion del ciclo de contraccion (Sarantitis et al.,
2012). En la figura 3 se ilustra de manera esquematica como se disponen

las miofibrillas y los sarcémeros.
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Figura 3. llustracién esquematica de grupo de miofibrillas conectadas al sarcolema mediante la red
costamérica (arriba) y de un sarcomero individual (abajo). Tomado de Sequeira et al., 2014.
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El citoesqueleto extra-sarcomérico consiste en filamentos intermedios de
desmina, microfilamentos de actina y microtibulos (Kostin et al., 1998-a).
Conecta el sarcémero con el sarcolema y la MEC a través del disco Z y el
citoesqueleto de la sub-membrana. De esta manera se asegura la
transmision de la energia producida por los sarcomeros (Kostin et al., 1998-
a). También brinda apoyo a las estructuras subcelulares, organiza el
citoplasma, regula la topografia de la membrana celular, y transmite
sefiales mecanicas y quimicas, tanto dentro de las células como entre ellas

(Sarantitis et al., 2012).

El citoesqueleto de la sub-membrana consiste en el complejo distrofina-
glicoproteina (DGC), el complejo integrina-talina-vinculina y el complejo de
espectrina (Kostin et al.,, 1998-a). Estas estructuras se consideran
pertenecientes al citoesqueleto, pero generalmente se mencionan como un
grupo separado de proteinas, ya que tienen un papel funcional especifico
(Kostin et al.,, 1998-a). Estas proteinas sirven para la conexion de los
sarcOmeros con el area del sarcolema lateral y la estabilizacién del sistema-
T. También intervienen en la conexion entre el entorno intracelular y la MEC
(Sarantitis et al., 2012). Estos tres complejos proteicos forman los llamados

costameros.

El citoesqueleto forma el andamiaje de los cardiomiocitos, ya que regula la

forma de las células, proporciona integridad mecanica y resistencia, y
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estabiliza las proteinas sarcoméricas. Es importante destacar que este
marco estructural media la sefializacion biomecéanica y bioquimica, tanto
hacia adentro como hacia afuera de la célula, alterando la expresion génica,
la sintesis de proteinas y la regulacion postraduccional, y remodelando

directamente el miocardio (Kostin et al., 2000).

Es importante marcar que, ademas de los cardiomiocitos, en el miocardio
se encuentra una variedad de tipos celulares, como fibroblastos (que
representan la mayoria de las células en el corazén normal), células
endoteliales y células del masculo liso (Sarantitis et al., 2012).

Por otro lado, el tejido conjuntivo que rodea a los cardiomiocitos incluye,
desde la capa méas externa hasta la mas interna, el epimisio, el perimisio y
el endomisio (Borg et al., 1983); este ultimo contiene la MEC, que se
compone de colageno tipo |, lll y IV, laminina, fibronectina y proteoglicanos,
y presenta un papel clave en la interaccion dindmica entre los

cardiomiocitos (Sarantitis et al., 2012).

Adhesiones célula-célulay célula-MEC

Las células se adhieren entre si y con la MEC a través de una maquinaria
de adhesion celular especifica, donde sitios de contacto subcelulares
especializados de diferente composicion molecular y estructural, formados

por receptores transmembrana, se unen a ligandos extracelulares y
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proveen un anclaje al citoesqueleto intracelular mediante proteinas
adaptadoras. Estas uniones deben soportar el ensamblaje a largo plazo de
tejidos con propiedades estructurales y mecanicas especificas (Chen et al.,
2004).

Un tipo de uniones intercelulares que se encuentran en los cardiomiocitos
son las FA, mientras que las uniones célula-MEC se dan a través de los

costameros.

Fascia adherens

Las FA, adhesiones intercelulares importantes para el desarrollo de la
organizacion multicelular, fueron definidas originalmente como dominios de
la membrana plasmaética, que se encontraban reforzados por una densa
placa citoplasmica a la que se adherian los microfilamentos de actina
(Farquhuar & Palade, 1963). Estan especializadas en el acoplamiento
mecanico entre células vecinas. Varios elementos citoesqueléticos y
citoplasmicos se ensamblan para unir componentes del citoesqueleto de

actina en células adyacentes.

Las FA se encuentran en células epiteliales y endoteliales, en las uniones
sinapticas del sistema nervioso central y los DI de los cardiomiocitos
(Michaelson & Huang, 2011). En éstos ultimos, se organizan junto con los

desmosomas y las uniones GAP, tal como se muestra en la figura 4.

22



En el corazon, los principales componentes que se encuentran unidos en
las FA son las glicoproteinas transmembrana N-cadherinas, las cuales se
unen intracelularmente a las proteinas citoplasmaticas a- y B-cateninas,
gque a su vez se unen a la vinculina, metavinculina, placoglobina, y
filamentos de actina. También se encuentran alli una serie de proteinas que
funcionan posiblemente como sensores de tension (Kostin et al., 1998-a,b,
Fatkin & Graham, 2002; Michaelson & Huang, 2011; Mezzano & Sheikh,

2012).

oglobln

Desmoglein

Desmosome

Desmocollin

Plakoglobin

N-cadherin

Thin Filament

Fascia ,
Adherens B e . S S I o ) e
Junction >553535200

e o

Gap
Junction

Connexin

Figura 4. Esquema de los principales componentes de los discos intercalares: desmosomas, fascia
adherens y uniones GAP. Tomado de Sheikh et al., 2009.

23



Las FA proveen un nexo mecéanico entre dos cardiomiocitos. Esto es debido
a que el dominio extracelular de las cadherinas de un cardiomiocito, media
la adhesion intercelular al unirse a cadherinas de la célula adyacente. A su
vez, estos complejos proteicos funcionan como sitios de anclaje para los
sarcomeros terminales, asegurando asi las miofibrillas (Li et al., 2019). Los
filamentos gruesos de miosina y filamentos finos de actina se conectan con
las proteinas de la FA que a su vez las sujeta a la membrana de los DI.

Por otro lado, las FA representan un punto clave para la transmisién de
fuerza entre cardiomiocitos vecinos. De esta manera contribuyen al
mantenimiento de la integridad funcional y estructural del tejido, mejorando

la fuerza y estabilidad del miocardio (Li et al., 2019).

Costameros

El término “costamero” (del latin costa, costilla; del griego meros, parte) fue
usado por primera vez por Pardo y colaboradores (1983-a) para describir
bandas transversales en el sarcolema de musculo esquelético, con aspecto
de costillas, que contenian vinculina y que rodeaban la fibra muscular de

manera perpendicular al eje longitudinal.

Los costameros se encuentran en ceélulas musculares cardiacas y

esqueléticas (Pardo et al., 1983-a,b). Aquellos pertenecientes al musculo

cardiaco son algo diferentes a los del musculo esquelético: los primeros
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aparecen como una sola banda sobre el disco Z y generalmente son mas
estrechos que la banda | subyacente, observandose una mayor intensidad
de tincidon directamente sobre la linea Z, mientras que los segundos
consisten en bandas dobles que flanquean el disco Z (Pardo et al., 1983-

b).

Se encontrd que estan ubicadas a nivel de la sub-membrana (Pardo et al.,
1983a) y que son responsables de la comunicacion fisica entre el disco Z,
el sarcolema y la MEC que cubre los cardiomiocitos individuales
lateralmente (Craig & Pardo, 1983; Pardo et al., 1983-a,b; Danowski et al.,
1992), encontrdndose justo debajo de la membrana de los tdbulos T (Hong

& Shaw, 2017).

Los costameros estan compuestos de complejos de proteinas que
interactian y cuyas funciones incluyen el mantenimiento de la estructura
celular y la transduccion de sefiales mediada por sus proteinas
constituyentes (Pardo et al., 1983-a). Comprenden tres complejos
proteicos: el DGC, el complejo de espectrina y el sistema integrina-talina-
vinculina (Danowski et al., 1992; Ervasti, 1993; Samarel, 2005; Ahmad et
al., 2005). Las proteinas asociadas a la membrana en la cara citoplasmica
de todos los complejos, forman colectivamente un enlace al aparato
miofibrilar a través de interacciones proteina-proteina, que termina

finalmente en el disco Z de las miofibrillas periféricas (Ervasti, 2003).
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Con respecto al sistema integrina-talina-vinculina, como se muestra en la
figura 5, los sarcomeros mas cercanos al sarcolema interactuan con los
dominios citoplasméticos de dimeros de integrina, receptores
transmembrana heterodiméricos compuestos de dos subunidades (a y B),
a través de la talina y la vinculina, dos proteinas citoesqueléticas,
esenciales en la unién de los filamentos de actina del citoesqueleto, al
sarcolema. Los dominios extracelulares de las integrinas se unen a la
fibronectina, laminina o coladgeno de la MEC (Pardo et al., 1983-a; Ross &

Borg, 2001; Sparrow & Schdck, 2009).
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Figura 5. El sistema integrina-talina-vinculina en los costameros, y su interaccion con los
sarcomeros a nivel del disco Z y con la matriz extracelular. Tomado de Brancaccio et al., 2006.

Sin embargo, para formar una unién continua entre las miofibrillas y la MEC,
son necesarias proteinas adicionales o modificaciones postraduccionales
de proteinas ya conocidas del costdmero (Ervasti, 2003). Una lista

creciente de otras proteinas citoesqueléticas y quinasas de sefializacion,
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han sido localizadas en los costdmeros, proporcionando asi un enlace
fisico directo via interacciones proteina-proteina, entre el aparato contractil
de las células musculares individuales y proteinas de la MEC dentro del
intersticio cardiaco (Ervasti, 2003).

En la figura 6 se esquematiza las proteinas conocidas que conforman al

disco Z y los tres complejos costaméricos.
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Figura 6. Complejos de proteinas citoesqueléticas en el costdmero y disco Z de los cardiomiocitos.
Se muestran proteinas estructurales y de sefializacion. Tomado de Hoshijima, 2006.

Los costameros son similares a las adhesiones focales no musculares, de
muchas maneras: 1) contienen vinculina, talina e integrina; 2) se localizan

en sitios celulares cercanos al sustrato (Danowski et al., 1992); 3) proteinas
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de la MEC se depositan en las superficies externas (Borg et al., 1983).
Tanto los costdmeros como las adhesiones focales se encuentran
asociadas a la membrana, localizadas donde haces de los filamentos de
actina se conectan al sarcolema (Geiger et al., 1980; Pardo et al., 1983-a),
funcionando como una placa de adhesion a la MEC (Ervasti, 2003;

Hoshijima, 2006).

Ademas, las adhesiones focales son lugares donde la fuerza contractil de
las células es transmitida a su sustrato, la MEC. Es por esto que fue
sugerido que una funcion de los costameros podria ser formar un enlace
mecanico entre las miofibrillas contractiles y el ambiente extracelular
(Pardo et al., 1983-a,b; Craig & Pardo, 1983), y de esta manera asegurar
la integridad de las fibras musculares durante los ciclos de contraccion y

relajacion (Pardo et al., 1983-b; Danowski et al., 1992).

Mecanotransduccion

La mayoria de las células en los 6rganos y tejidos estan sometidas a
multiples estimulos mecanicos externos, que modulan varios aspectos de
las funciones celulares y preservan la estructura y funcién de los tejidos

(Alenghat & Ingber, 2002).
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Las células musculares cardiacas tienen una capacidad intrinseca de
detectar y responder a la carga mecanica a través de un proceso conocido
como mecanotransduccion. En el corazon, este proceso implica la
conversion de estimulos mecénicos en sefiales bioquimicas que inducen
cambios en la estructura y funcién celular. La mecanotransduccion y sus
efectos posteriores funcionan inicialmente como respuestas adaptativas
gue sirven como mecanismos compensatorios durante la adaptacion a la

carga inicial (Vogel & Sheetz, 2009; Lyon et al., 2015).

Generalmente, la mecanotransduccion en la célula puede describirse como
(a) la transmision de la fuerza aplicada a estructuras especializadas, (b) la
transduccion de la fuerza en una sefial detectable bioquimicamente, y (c)
la respuesta subsiguiente de la célula (Alonso & Goldmann, 2016). Estas
fases se conocen comunmente como mecanotransmision, mecanosensado
y respuesta mecanica, respectivamente (Hoffman et al., 2011; Janostiak et

al., 2014).

Respuestas iniciadas por la mecanotransduccion son, por ejemplo,
cambios en la afinidad de union, alteraciones en el estado de fosforilacion
y/lo cambios de conformaciéon de proteinas, que activan vias de
sefalizacion, las cuales conducen a la expresion génica, la sintesis de
proteinas y en ultima instancia, el cambio del fenotipo celular (Hoffman et

al., 2011).
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En el muasculo cardiaco, se han propuesto varias proteinas como
mecanosensores y mecanotransductores clave que detectan y responden
directamente a las cargas mecdénicas, desencadenando alteraciones
estructurales, de sefializacion y funcionales, asociadas a diversos procesos
celulares. Estos procesos pueden incluir la regulacion de la electrofisiologia
a través de canales sensibles al estiramiento, propiedades materiales del
miocardio, funcion contréctil y regulacién del Ca2* , y el efecto posterior de

la sefializacion mecénica: hipertrofia y atrofia (Lyon et al., 2015).

En la red de mecanotransduccion del corazon, sefiales de fuerza externa
(como las impuestas durante la carga hemodinamica) se transmiten desde
la MEC al citoesqueleto de los cardiomiocitos, mientras que al mismo
tiempo los propios sarcomeros generan fuerzas, que se propagan en la
direccion opuesta. El sarcomero es el motor molecular del cardiomiocito, y
la fuerza generada por las interacciones actina-miosina se transmite de
manera compleja a través del propio sarcémero, el disco Z y el
citoesqueleto al sarcolema y, finalmente, a través de la MEC al miocardio
circundante. A medida que las fuerzas del exterior de la célula se transmiten
de vuelta al sarcomero, varias moléculas a nivel del sarcolema participan
en la deteccion y transduccion de fuerzas tanto internas como externas

(Pyle & Solaro, 2004; Hoshijima, 2006).
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Dentro de los actores moleculares que han sido identificados como
participantes en la mecanotransduccion celular se encuentra la MEC,
receptores de membrana, estructuras del citoesqueleto y mdltiples vias de
sefializacion (Vogel & Sheetz, 2009). Las vias de transduccién de sefiales
gque se activan en respuesta a fuerzas mecanicas incluye muchos
componentes Unicos, asi como elementos compartidos por otras vias

(Samarel, 2005).

Existen complejos proteicos cuya funcion es la de detectar estimulos
mecanicos, que se acoplan al citoesqueleto, el cual integra los estimulos
extracelulares, intracelulares e intercelulares (Ross & Borg, 2001).
Ademas, debido a que hay proteinas mecanosensibles que se asocian con
sub-estructuras citoesqueléticas especificas como el disco Z, la
arquitectura del citoesqueleto proporciona a los miocitos, sesgos de
sefializacion y filtros que atendan la mecanosensibilidad y la
mecanotransduccion segun la direccion, la fuente y la frecuencia temporal
de los estimulos mecanicos (Ross & Borg, 2001). La produccion de fuerza
debe ser ajustada y bien controlada para evitar la disfuncién, ya que afecta
la regulacion latido a latido del rendimiento cardiaco, pero ademas afecta
la proliferacion, diferenciacion, crecimiento y sobrevivencia de los
componentes celulares que comprenden el miocardio, siendo también el
mecanismo predominante responsable del crecimiento adaptativo de los

cardiomiocitos en respuesta al cambio de las cargas hemodindmicas

31



(Samarel, 2005). En la figura 7 se muestra las funciones desencadenadas

en los cardiomiocitos, consecuencia de

la activacion de vias de

senalizacion mecanotransductoras, en direccion de “afuera hacia adentro”
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Figura 7. Funciones moduladas
por vias de sefalizacion
mecanotransductoras activadas
durante la sefalizacién outside-in
en los cardiomiocitos. Tomado de
Samarel, 2005.

Las vias que vinculan los estimulos mecénicos con las sefales bioquimicas

en los cardiomiocitos no estan claras, pero un creciente cuerpo de

evidencia indica que los costameros tienen un papel fundamental en la

deteccion y transduccién del estrés mecénico en sefales bioquimicas que

coordinan las respuestas de crecimiento a estimulos hipertréficos tanto en

el musculo cardiaco como en el esquelético (Terracio et al., 1991; Borg et

al., 2000; Ross & Borg, 2001; Sussman et al., 2002) y que afectan la funcion

celular.
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En 1992, Danowski y colaboradores demostraron por primera vez que los
costdmeros eran sitios donde las fuerzas contractiles generadas dentro del
cardiomiocito se transmitian directamente a la MEC circundante. También
se sabe que los costameros son sitios donde el desplazamiento longitudinal
de la MEC se transmite directamente a la maquinaria contractil de la célula
(Mansour et al., 2004; Samarel, 2005; Peter et al., 2011). El costamero
representa una via de sefalizacién de dos sentidos, unida entre el disco Z
y la MEC, que puede modular el crecimiento y la contraccion de las

miofibrillas (Bloch & Gonzalez-Serratos, 2003).

El costamero es de importancia critica tanto para la transmision de fuerza
como para la remodelacién del sarcomero durante la adaptacion a la
sobrecarga hemodinamica. Se sabe que el costamero esta involucrado en
el crecimiento fisiol6gico o patolégico de los cardiomiocitos como resultado

de cargas mecanicas (Hoshijima 2006; Russell et al., 2010).

Con respecto al complejo integrina-talina-vinculina, éste es responsable de
la transduccién bidireccional de sefiales biomecanicas en respuesta al
estrés o la sobrecarga de presion. Se encarga de la transmision
bidireccional de la fuerza contractil entre el citoplasma de los cardiomiocitos
y la MEC, con la vinculina como la proteina que une la membrana y el
citoesqueleto de actina (Hong & Shaw, 2017). Un componente importante

gue contribuye al mecanosensado son las integrinas (Torsoni et al., 2003;

33



Neves et al., 2016). Ademas de su funcion estructural, las integrinas
reclutan proteinas de sefializacion para la transduccion de estimulos
mecanicos (Wiesner et al., 2005) y mediadores de sefiales (Ervasti, 2003;
Samarel, 2005). Es importante que los cambios que se producen en la MEC
puedan influir y verse influidos por el trafico de sefalizacion entre el
costamero, los discos Z periféricos, los discos Z centrales y el nucleo

(Ervasti, 2003).

Por otro lado, las fuerzas mecanicas generadas por los sarcomeros pueden
transmitirse en direccion longitudinal al sarcolemay luego a cardiomiocitos
vecinos. Existe evidencia de dependencia direccional de la deteccion de
estrés de los cardiomiocitos, por lo tanto, puede haber dependencia
direccional de la mecanotransduccion dentro de un miocito (Lyon et al.,

2015).

Asimismo, los DI también son posibles sitios clave para la transduccion de
fuerzas mecanicas, ya que también existen conexiones longitudinales entre
el citoesqueleto de actina y filamentos intermedios, con las FA y los
desmosomas, respectivamente (Sheikh et al., 2009). Incluso, se han
identificado uniones hibridas conocidas como area composita, compuestos
por proteinas tanto de las FA como de los desmosomas, lo que destaca

una convergencia de vias de sefializacion (Franke et al., 2006).
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Se ha propuesto un rol mecanotransductor para las proteinas N-cadherina
y a-catenina en las FA (Yonemura et al., 2010). En estos complejos de
adhesién también reportan a la vinculina como proteina clave (Yonemura
et al., 2010). La fuerza desarrollada dentro de los sarcédmeros es
transmitida longitudinalmente a estas uniones especializadas, las cuales
tienen un rol clave en el mantenimiento del acoplamiento mecanico y

eléctrico entre los cardiomiocitos (Sheikh et al., 2009).

El corazén tiene respuestas adaptativas para una gran variedad de
factores, genéticos y extrinsecos, para mantener la funcion contractil.
Cuando las respuestas compensatorias no son suficientes, se produce una
disfuncién cardiaca que conduce a una miocardiopatia. Las respuestas
compensatorias del corazén estdn mediadas por diferentes vias de
sefializacion. Inicialmente, las vias de sefializacion mantienen la
contractilidad normal, pero la activacion persistente de estas vias conduce
a una disfuncion cardiaca (Harvey & Leinwand, 2011; Lyon et al., 2015). La
lesion de los cardiomiocitos puede afectar la integridad estructural de los
componentes del aparato mecanosensorial y perjudicar la generacion de
fuerza, la regulacion del crecimiento y la supervivencia celular (Hongguangi

& Vander Heide, 2010).
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Vinculina

La vinculina es una proteina citoesquelética globular de 117 kDa (Coutu &
Craig, 1988; Price et al., 1989) que contiene 1066 aminoécidos. Esta
compuesta de ocho a-hélices antiparalelas organizadas en cinco dominios
diferentes, denominados 1-5 (D1-D5) por Bakolitsa y colaboradores
(2004). Experimenta un cambio conformacional que expone tres regiones
funcionales: una “cabeza” N-terminal 4cida (punto isoeléctrico -pl- 5.4) de
90 kDa (residuos 1-835), una region bisagra flexible rica en prolina
(residuos 836—895) y una “cola” C-terminal basica (pl 9.7) de alrededor de
27 kDa (residuos 896-1066) (Milam, 1985; Coutu & Craig, 1988; Price et
al., 1989; Eimer et al., 1993; Winkler et al., 1996; Humphries et al., 2007,
Bays & DeMali, 2017). El dominio “cabeza” se organiza en un arreglo plano
trilobulado asociado con un tallo corto, que comprende los dominios D1-D3
y una pequefia porcion de D4. La cola también es globular, comprende el
dominio D5 y contiene 5 a-hélices antiparalelas (H1-H5) (Winkler et al.,

1996; Bakolitsa et al., 2004).

La vinculina fue originalmente aislada en 1979 a partir de musculo liso de
ave, siendo una molécula que co-purificaba con a-actinina (Geiger et al.,
1979). La caracterizacion inicial, reveld que la proteina se localizaba en
sitios especializados, donde los haces de microfilamentos interaccionaban

con la membrana celular (Burridge & Feramisco, 1980; Geiger et al., 1980).
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Por lo tanto, la proteina fue nombrada vinculina, proveniente del término

latin vinculum, que significa la unién o unidad.

En el musculo cardiaco, la vinculina es componente de complejos de
adhesion asociados a la membrana que unen tanto células adyacentes
(interacciones célula-célula) como células a la MEC circundante
(interacciones célula-MEC) (Danowski et al., 1992). Se localiza en las FA
de los DI (Kostin et al., 1998-a; Wu et al., 2010), ademéas de haberse
descrito como la principal proteina de los costdmeros del sarcolema lateral

(Craig & Pardo, 1983; Pardo et al., 1983-a; Wu et al., 2010).

Desde la caracterizacion inicial de la vinculina, se han realizado muchos
estudios que analizan la funcién de esta proteina en el musculo estriado.
Se sabe que esta involucrada en el enlace mecénico del citoesqueleto de
actina al sarcolema, y existe evidencia que sugiere gque la vinculina tiene
un rol critico en la regulacion del acoplamiento o clustering de las integrinas
(Humphries et al., 2007), la generacion de fuerza y el fortalecimiento de la
adherencia celular (Peng et al., 2011). Se ha demostrado que la vinculina
y los complejos que la contienen son esenciales para las respuestas de
estrés hemodinamico (Xu et al., 1998; Zemljic-Harpf et al., 2004), siendo

importante para el normal funcionamiento del corazon (Peter et al., 2011).
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La vinculina no tiene actividad enzimatica, por lo tanto, su funcion esta
regida por interacciones proteina-proteina altamente reguladas, en parte
por cambios conformacionales. La proteina existe en dos conformaciones
(figura 8): una conformacion auto-inhibida o inactiva, en la cual los sitios de
union para una cantidad de ligandos se encuentran enmascarados, y una
conformacioén abierta o activa en la cual los sitios de union se encuentran
expuestos (Ziegler et al., 2006; Peng et al., 2011), permitiendo que la
misma interaccione con una variedad de otras proteinas citoesqueléticas
(Humphries et al., 2007).

El proceso de activacion es crucial para que se logre la interaccion directa
con proteinas como talina (Burridge & Mangeat, 1984), a-catenina, B-
catenina (Hazan et al., 1997), a-actinina (Geiger, 1979), en el dominio N-
terminal; ponsina, vinexina, y fosfoproteina estimulada por vasodilatadores
(VASP), en la region bisagra; F-actina, fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfato,
protein-quinasa Ca (PKCa), raver1 y paxillina en el dominio C-terminal
(Ziegler et al., 2006). Ademas, este dominio contiene dos residuos serina
altamente fosforilables por PKC (Peng et al., 2011). Solamente la talina se
une a la vinculina exclusivamente en adhesiones célula-MEC (Burridge and
Mangeat, 1984), mientras que las a- y B-cateninas se unen exclusivamente
en FA (Geiger, 1979; Hazan et al., 1997).

Se ha visto que algunas moléculas como fosfolipidos, talina y a-actinina
permiten la activacion de la vinculina, desenmascarando sitios de union

(Ziegler et al., 2006).
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A VINCULIN HEAD: LINKER:  VINCULIN TAIL:

talin, IpaA, B-catenin, VASP, vinexin, Actin, paxillin,PIP,
a-catenin, a-actinin, and Vinculin tail ponsin, Arp2/3 Vinculin head
I . 1 I \ ! h 1
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v 1
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Figura 8. (A) Estructura de la vinculina, compuesta de a-hélices antiparalelas organizados en 5
dominios. Dominios D1-D3 y pequefia porciéon de D4 conforman la region “cabeza”, mientras que
D5 conforma la regién “cola”. Se maped los sitios de unién para varias proteinas. (B) Modelo de la
estructura 3D de la vinculina humana en su forma auto-inhibida, donde D1 interacciona con D5. (C)
Esquema de la vinculina en su forma cerrada (inactiva o autoinhibida) y abierta (activa). Tomado de
Bays & DeMali, 2017.

Se ha establecido un rol para la vinculina en la regulacion de muchos
aspectos de la adhesion célula-MEC, ensamblado, y recambio de las
adhesiones focales, asi como la transmisiébn de fuerza por estas
estructuras. También esta emergiendo un rol como reguladora funcional de
las adhesiones intercelulares mediadas por las cadherinas (Peng et al.,

2011).

Estudios en modelos de ratones han demostrado que la vinculina es

esencial para mediar la respuesta al estrés mecanico en el corazén (Xu et
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al., 1998; Zemljic-Harpf et al., 2004). Por otro lado, se ha reportado que
interacciones combinatorias de la proteina vinculina con otras proteinas
sugiere la existencia de roles tanto estructurales como de sefializacion
(Humphries et al., 2007). Sin embargo, hasta ahora no se ha estudiado si
la vinculina presente en los cardiomiocitos del VI se se ve afectada por la

DM, o si esta implicada en la miocardiopatia diabética.

HIPOTESIS

Dado que los costameros y DI son sitios mecanotransductores esenciales
en los cardiomiocitos para lograr que el corazén funcione normalmente
como sincitio funcional, sumado a que patologias como la DM afectan la
nanomecanica de los cardiomiocitos del VI, asi como la MEC que se
relaciona con éstos, se plantea la siguiente hipotesis:

Proteinas que forman parte de sitios de sefializacién como las del sistema
integrina-talina-vinculina (costameros) y las FA (DI), entre ellas la vinculina,
se ven afectadas en su expresion y localizacion celular en el corazén de un
modelo murino de DM1, contribuyendo a la disfuncién en la miocardiopatia

diabética.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El trabajo tiene por objetivo profundizar el estudio en el corazén diabético
en un modelo murino de DM1, e identificar a nivel molecular alteraciones
producidas por la patologia en proteinas del citoesqueleto del propio
cardiomiocito, que puedan explicar los cambios intrinsecos ya detectados

en la nanomecanica de los cardiomiocitos diabéticos.

Obijetivos especificos

 |dentificar si la expresion de la vinculina (proteina integrante del
costdmero y las FA), se ve afectada en muestras obtenidas de VI de
corazones provenientes de ratones diabéticos, con respecto a muestras
obtenidas de ratones control de la misma edad.

« Identificar si la distribucion a nivel celular de la vinculina se ve modificada
en cortes histolégicos de VI de corazones provenientes de ratones
diabéticos, con respecto a aquellos obtenidos de ratones control de la

misma edad.
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MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron muestras obtenidas en
el marco del proyecto FCE_1_2017_1_ 136045 “Bases Moleculares de los
Cambios Nanomecanicos Intrinsecos Detectados en Cardiomiocitos
Diabéticos”, el cual se esta desarrollando desde el 2018, en el Laboratorio
de Senalizacion Celular y Nanobiologia del Instituto de Investigaciones

Biologicas Clemente Estable (IIBCE).

Modelo de trabajo

Se utilizaron ratones CD1 endocriados, machos adultos jovenes. Luego de
los 21 dias del nacimiento se realiz6 el destete, y se los mantuvo en un
ambiente controlado, con un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad,
una temperatura de 22 + 2°C y 40-70% de humedad, con libre acceso al
agua y alimento, ademas de realizarles un cambio de cama diario.

El protocolo de experimentacion fue aprobado por la Comisién de Etica
Animal del 1IBCE, de acuerdo con las reglamentaciones nacionales de

manipulacion de animales.
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Induccion de DM1 vy creacion de grupos

Para inducir la DM1, a los 1,5 meses de edad, un grupo de ratones fue
inyectado via intraperitoneal con una uUnica dosis (150 mg/kg) de una
solucion de STZ (Sigma, St Louis, MO, USA) resuspendida en buffer citrato
salino (pH 4,5), mientras que los animales control fueron inyectados
solamente con buffer citrato salino. Para la creaciéon de los grupos, los
animales fueron pareados segun el peso corporal. La glicemia de los
animales fue medida de manera periddica utilizando ACCU-CHECK
Compact Plus System (Roche Diagnostics, Indianépolis, USA). La medida
de la glicemia no fue realizada en ayunas. Los animales inyectados con
STZ, con valores de glicemia mayor a 250 mg/dL fueron considerados
diabéticos. A los tres meses de tratamiento (4,5 meses de edad), previo al
sacrificio de los ratones, se volvi6 a medir la glicemia para constatar la

condicion diabética.

Obtencidon de muestras

Se realiz6 eutanasia de los animales por dislocacion cervical. Se extrajo el
corazon y se fracciono el VI (region del corazon donde es mas notoria la
miocardiopatia), obteniéndose las muestras para los diferentes
experimentos. Se realizd un procesamiento diferencial de las muestras de

VI segun el experimento a realizar.
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Preparacion de muestras para Western blot

Se llevé a cabo el estudio de la expresion de la proteina vinculina en
homogeneizados de VI obtenidos de los dos grupos (diabético y control).
Las muestras de VI utilizadas provinieron de 3 ratones de cada grupo y
fueron congeladas a -80°C rapidamente luego de extraidas, hasta el

momento de su utilizacion.

Homogeneizados de VI

Para que ocurra la liberacion del contenido celular y solubilizar las
proteinas, se realizaron homogeneizados de las muestras en buffer de lisis
(BL), en una relacion 1.5 mL BL/50 mg corazon. El BL contiene: HEPES 20
mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM, Triton X-100 1%, glicerol 10%, fluoruro de
sodio 10 mM, PMSF 1 mM (inhibidor de proteasas de serina y cisteina),
ortovanadato de sodio 1 mM (inhibidor de fosfatasas de tirosinas) y coctel
inhibidor de proteasas 1X (SIGMA-ALDRICH Co, St Louis, MO, USA).

Para la homogeneizacién de las muestras se utilizaron homogeneizadores
de vidrio (Wheaton, Millville, NJ, USA). Se centrifug6 el homogeneizado a
15000 g por 5 minutos, transfiriendo el sobrenadante a un tubo eppendorf
nuevo y descartando el pellet. Por dltimo, se sonico el sobrenadante 2
veces durante 3 segundos con % duty cycle 40 y output control - micro tip
limit 4 (Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole Parmer Instrument Co,

Chicago, IL, USA).
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Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas de cada homogeneizado fue determinada
por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para esto se realizd una curva
de calibracion con distintas concentraciones conocidas de albumina sérica
bovina (BSA) a partir de una solucion stock de concentracion 0,1
mg/mL (tabla 1). Para cada uno de los homogeneizados se realizd, en
primer lugar, una dilucién 1/10 para obtener a partir de ésta, las siguientes
diluciones: 1/500, 1/1000 y 1/2000 (tabla 2).

Tanto a las muestras de la curva de calibracion como a las diluciones de
las muestras de concentracion a determinar, se les agregé 200 pL de
reactivo de Bradford, completando un volumen final de 1 mL con agua
miliQ. Se dej6 reaccionar minimo 5 minutos y se midio la absorbancia a 595
nm en un espectrofotdmetro UV-V -ZUZI MOD. 4418/2. Todo fue realizado
por triplicado. A partir de la ecuacién de la recta, y luego de multiplicar por
el factor de dilucion correspondiente, se obtuvo un valor promedio de

concentracion proteica para cada muestra.

45



Tabla 1. Cuantificacion de proteinas totales por método de Bradford: volimenes a tomar para la
realizacion de la curva de calibracion.

Concentracion Volumen BSA Volumen H20 (uL) | Volumen Reactivo | Volumen final (uL)
BSA (ug/mL) 0,1 mg/mL (uL) de Bradford (uL)

0 0 800 200 1000

1 10 790 200 1000

2 20 780 200 1000

3 30 770 200 1000

4 40 760 200 1000

5 50 750 200 1000

6 60 740 200 1000

Tabla 2. Cuantificacién de proteinas totales por método de Bradford: volimenes a tomar para
obtener diferentes diluciones de cada homogeneizado.

Dilucién Volumen dilucién Volumen H20 (uL) | Volumen Reactivo Volumen final (uL)
1/10 (uL) de Bradford (pL)
1/500 20 780 200 1000
1/1000 10 790 200 1000
1/2000 5 795 200 1000
SDS-PAGE

A cada homogeneizado se le agregé buffer Laemmli 5x en una relacion 1

parte buffer Laemmli/4 partes homogeneizado. El buffer Laemmli 5x

contiene: Tris 0,3125 M, SDS 10%, B-mercaptoetanol 25%, glicerol 50%,

azul de bromofenol 0.1%.
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Se realiz6 una electroforesis desnaturalizante y en condiciones reductoras,
en gel de poliacrilamida 7%, a 100 V. El buffer de corrida contiene: Tris 25
mM, glicina 190 mM, SDS 0.1%.

Se sembraron 50 pug de proteinas totales de cada una de las muestras
(controles y diabéticos). Como referencia de los pesos moleculares se
utilizé el marcador estandar de peso molecular Precision Plus Protein
WesternC Standards (161-0376, Bio-Rad Laboratories, Inc). El orden de
siembra fue el siguiente: control 1, control 2, control 3, diabético 1, diabético

2, diabético 3, estandar de peso molecular.

Transferencia e incubacidn con anticuerpos

Las proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) Immobilon Transfer Membranes (Millipore Co,
Bedford, MA, USA), a la cual previamente se la trat6 con metanol por 1-2
minutos, y luego con buffer de transferencia por 5 minutos. Se armé el
sandwich sumergido en buffer de transferencia, en orden de polo negativo
a polo positivo: esponja/papel de filtro/gel/membrana/papel de
filtro/esponja, evitando que queden burbujas entre el gel y la membrana.
Se coloco en el dispositivo, y se transfirié 1 hora y 15 minutos a 4°C y 350
mA. El buffer de transferencia contiene: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS

0.1%, metanol 20%.
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Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue bloqueada con buffer
Tris salino 1x con Tween 0.1% (TBS-T) + leche descremada 5% por 1 hora
a temperatura ambiente (TA) y en agitacion. La membrana fue
posteriormente incubada con el anticuerpo correspondiente diluido en TBS-
T, overnight a 4°C y en agitacion constante. El control de carga elegido,
gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la proteina de interés
(vinculina), tienen pesos moleculares muy diferentes (37 y 117 kDa
respectivamente). Es por esto que la membrana fue dividida en 2 tomando
como punto de corte las bandas del peso molecular de 75 y 100 kDa. La
parte superior de la membrana, que contiene los estandares de mayor peso
molecular, fue incubada con anticuerpo primario monoclonal, especifico
para vinculina (Ab129002) en una dilucion 1/2500, mientras que la parte
inferior fue incubada con anticuerpo primario monoclonal especifico para
GAPDH (Ab181602) en una dilucion 1/5000. Posteriormente se incubaron
ambas partes de la membrana con el anticuerpo secundario Alexa Fluor488
(Ab150077) en una dilucion 1/2000, durante una hora a TA y en agitacion.
Se realizaron lavados con TBS-T de 10 minutos entre cada paso, a TAy en
agitacion. Se realiz6 como control negativo, la incubacién solamente con
anticuerpo secundario de una membrana a la cual se habia realizado la
transferencia de las proteinas desde el gel. Para todos los experimentos,
desde la incubacion con anticuerpo secundario en adelante, el

procedimiento se realiz6 enteramente en oscuridad.
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Cuantificacion de vinculina

La deteccion de las bandas del Western blot se realiz6 por fluorescencia
utilizando High Performance Luminescent Image Analyser (FLA-9000
Fujifilm), donde la membrana fue excitada a 488 nm. La cuantificacion fue
llevada a cabo por densitometria utilizando el programa Image J (NIH,
USA). Los valores obtenidos fueron normalizados con los del control de

carga. Se analizaron 3 animales diferentes de cada grupo, por triplicado.

Preparacién de muestras para cortes histologicos

Se fijaron las muestras de VI recién extraido con paraformaldehido 4% en
buffer fosfato salino (PBS) 1x, durante 1 hora a TA y en agitacion. Se
realizaron lavados de 5 minutos con PBS. Luego se llevé a cabo la
crioproteccion de la muestra con sacarosa 15% en PBS, overnight a 4°C,
seguido de sacarosa 30%, también overnight a 4°C. Posteriormente se
realizd la infiltracion en medio de congelamiento con sacarosa 30%
(relacién 1:1) durante 1 hora a TA y en agitacion, y luego en medio de
inclusion puro (0201 08926, Jung, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Alemania) durante 1 hora, en iguales condiciones. Una vez realizado el
tratamiento, las muestras fueron conservadas a -80°C hasta su utilizacion.
A partir de dichas muestras se realizaron cortes de 15 ym en criostato a

-20°C en suelo ECO modelo MEV (SLEE Technical GmbH, Mainz,
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Alemania) y se dispusieron los cortes en portaobjetos tratados previamente

con polilisina.

Inmunohistoquimica

Se delimitaron los cortes con el lapiz Super Pap Pen Liquid Blocker for IHC
(SPM0928, IHCWORLD), se lavaron con PBS 1x + glicina 100 mM y se
prosiguié a permeabilizar por 10 minutos con PBS + Triton X-100 0.2%.
Luego se realizé el bloqueo durante 30 minutos con PBS + BSA 1% +
glicina, a TA. La incubacién con anticuerpo primario especifico para
vinculina (mismo al utilizado en Western blot) en una dilucion 1/75, se
realizd overnight a 4°C en camara humeda y luego se incubd en camara
himeda y a TA por 1 hora, con anticuerpo secundario DyLight650
(Ab96922) en una dilucién 1/200. Luego de cada incubacion se realizaron
lavados de 3 minutos con PBS. En todos los experimentos se llevo a cabo
un control negativo incubando sélo con anticuerpo secundario. Ademas, se
realiz6 la marcacion de los nucleos incubando con DAPI 1 ug/mL en PBS
50% + glicerol 50%. Por ultimo, se mont6 el preparado. Desde la incubacion
con anticuerpo secundario en adelante, el procedimiento se realizo

enteramente en oscuridad.
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Microscopia Laser Confocal

Las imagenes fueron adquiridas con objetivos 20x (aire; AN=0,5) y 40x
(aire; AN=0,95), excitando la muestra a la longitud de onda de 640 nm para
la deteccion de vinculina y a 405 nm para detectar DAPI, mediante el
microscopio laser confocal ZEISS modelo LSM 800 — AiryScan con camara
de Epifluorescencia Color 506. También se obtuvieron imagenes de las
fibras por luz transmitida. Se utilizaron 3 animales de cada condicion
(controles y diabéticos). Se analizaron en su totalidad, un minimo de 5

cortes de cada muestra, por experimento, de un total de 3 experimentos.

Cuantificacion de fluorescencia

Se realizaron stacks de imagenes, de distintos planos de cada fibra a 40x,
aintervalos de 1 um. Se traté de obtener imagenes de fibras que estuvieran
lo mas enteras y longitudinales posible. Se considerd que una fibra estaba
compuesta por la unién en serie, o de manera longitudinal, de varios
cardiomiocitos.

Una vez obtenidos los stacks, se utilizé el programa Image J (NIH, USA)
para el procesamiento de imagenes y la cuantificacion tridimensional de
fluorescencia: se realiz6 un Z Project para cada stack de imagenes, donde
se sumo la fluorescencia de todos los planos del stack y se obtuvo una sola
imagen con la fluorescencia total de cada fibra. Luego, se duplicé la

imagen. En el duplicado, se realizd una umbralizacion de la imagen, de
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manera que el programa reconociera solamente aquellos pixeles donde
hubiera fluorescencia. Ademas, se selecciono el contorno de la fibra, para
cuantificar la fluorescencia que estuviera dentro del area de la fibray a su
vez, dentro del umbral aplicado anteriormente. Se cuantifico la
fluorescencia total de cada fibra, redirigiendo las mediciones al duplicado
de la imagen que no fue umbralizada (Z project original), de manera de no
perder informacion del valor de los pixeles. Se dividi6 la fluorescencia total
entre el volumen, es decir el area de la fibra x la cantidad de stacks. De
esta manera se obtuvo un valor de intensidad de fluorescencia/um? para
cada fibra.

Se realiz6 el procedimiento descrito en un promedio de 15 fibras por raton
y por experimento.

Las imagenes fueron obtenidas teniendo en cuenta aplicar la misma
exposicidn para cada una de las capturas (obtenido en base al background

observado en el control negativo).

Disposicion espacial de la vinculina

Se adquirieron imagenes a 20x, del plano medio de fibras longitudinales
para estudiar la distribucion de la sefial de fluorescencia en cada fibra. Se
realizd un seteo manual de los planos superficiales de las fibras (inferior y

superior) y luego se posicion6 de manera automatica en el plano medio.
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Por un lado, se conto la cantidad de DI por campo en los que se observo
fluorescencia. Todas las imagenes consideradas para esta cuantificacion
fueron de campos completamente cubiertos por tejido a un aumento de
20X. Se analiz6, en promedio, 15 imagenes por raton.

Por otro lado, se realiz6 una comparacion descriptiva, en las mismas
imagenes, de la sefial de fluorescencia a nivel del sarcolema lateral. Esto
ultimo también fue realizado en el plano superficial del sarcolema lateral, a

un aumento de 40x.

Andlisis Estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el programa
estadistico PAST. Se aplico el test T de Student para muestras normales.
Los resultados fueron expresados como la media + el desvio estandar (SD).

Se considerd diferencias significativas con un p-valor < 0,05.
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RESULTADOS

Caracterizacion de los ratones utilizados

En todos los animales, previo a la inyeccion de STZ, los niveles de glicemia
fueron en promedio de 155 + 27 mg/dL. Luego de 3 semanas de la
inyeccion, el nivel de glicemia de los ratones inyectados con STZ fue mayor
gue en los controles. A las 12 semanas, previo a la eutanasia, se detecto
gue los valores de alta glicemia se mantuvieron en los ratones
pertenecientes al grupo diabético, con una media de 590 + 20 mg/dL,
mientras que los controles se encontraban dentro del rango normal, con
una media de 140 + 20 mg/dL, obteniendo una diferencia significativa en el
nivel de glicemia entre ambos grupos (p=0.0004). En la figura 9 se muestra
un gréafico de los niveles de glicemia de todos los animales previo a la
inyeccion con buffer citrato salino o STZ, a los 1,5 meses de edad, y de los
grupos control y diabético previo a la eutanasia, luego de 3 meses post-
inyeccion.

Los ratones inyectados presentaron sintomas caracteristicos de la

patologia: poliuria, polidipsia, polifagia.
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Figura 9. Niveles de glicemia (mg/dL) de animales de 1,5 meses de edad, previo a la inyeccion con
buffer citrato salino/estreptozotocina, y de grupos control y diabético a los 4,5 meses de edad. Previo
a ser inyectados, los niveles de glicemia de todos los ratones (n=6) fue de 155 + 27 mg/dL. Luego
de tres meses post-inyeccion, el nivel de glicemia del grupo control (n=3) fue de 140 + 20 mg/dL,

mientras que el del grupo diabético (n=3) fue de 590 * 20 mg/dL. *p<0.001.

Expresiéon de vinculina

Cuantificacion de proteinas totales

En la tabla 3 se muestran los valores de absorbancia obtenidos en los

triplicados tanto de la curva de calibracion como de los homogeneizados.
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Tabla 3. Valores de absorbancia obtenidos para la cuantificacion de proteinas totales por el método
de Bradford, tanto para la curva de calibracién como para cada una de las muestras a cuantificar.

Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Abs Prom -

de BSA 1 (595 nm) 2 (595 nm) 3 (595 nm) Promedio Abs prom

(ng/mL) Blanco
0 (Blanco) 0.208 0.221 0.220 0.216 0
1 0.249 0.248 0.246 0.248 0.031
C;Li’g\r’aac?gn 2 0.276 0.287 0.290 0.284 0.068
3 0.331 0.321 0.328 0.327 0.110
4 0.358 0.362 0.355 0.358 0.142
5 0.394 0.384 0.393 0.390 0.174
6 0.431 0.433 0.431 0.432 0.215
Muestra Dilucién

1/2000 0.292 0.291 0.293 0.292 0.076
C1 1/1000 0.335 0.346 0.339 0.340 0.124
1/500 0.417 0.420 0.421 0.419 0.203
1/2000 0.291 0.299 0.299 0.296 0.080
C2 1/1000 0.334 0.339 0.344 0.339 0.123
1/500 0.430 0.422 0.425 0.426 0.210
1/2000 0.294 0.295 0.297 0.295 0.079
C3 1/1000 0.343 0.344 0.344 0.344 0.128
1/500 0.419 0.425 0.427 0.424 0.208
1/2000 0.293 0.295 0.297 0.295 0.079
D1 1/1000 0.347 0.348 0.342 0.346 0.130
1/500 0.427 0.431 0.430 0.429 0.213
1/2000 0.285 0.292 0.294 0.290 0.074
D2 1/1000 0.329 0.336 0.333 0.333 0.117
1/500 0.407 0.417 0.413 0.412 0.196
1/2000 0.288 0.298 0.290 0.292 0.076
D3 1/1000 0.329 0.334 0.338 0.334 0.118
1/500 0.416 0.415 0.410 0.414 0.198
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En la figura 10 se muestra la curva de calibracion; la ecuacion de la recta

obtenida fue y=0.0359x-0.0017 con un R2=0.9984.
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Figura 10. Curva de calibracion
con BSA. Absorbancia a 595 nm
en funcién de la concentracion de
BSA (ug/mL). La ecuacion de la
recta obtenida fue y=0.0359x-
0.0017 con un R2=0.9984.

La concentracion promedio de proteinas totales de cada homogeneizado,

como se muestra en la tabla 4, fue: 3.56, 3.66 y 3.68 mg/mL para las

muestras correspondientes al grupo control, y 3.72, 3.43 y 3.48 mg/mL para

aquellas correspondientes al grupo diabético.

Tabla 4. Concentracion de proteinas totales (mg/mL) obtenida para cada muestra por el método de

Bradford.
Muestra Concentracion proteica (mg/mL) Muestra Concentracion proteica (mg/mL)
C1 3,56 D1 3,72
c2 3,66 D2 3,43
C3 3,68 D3 3,48
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Luego de agregar 1 parte de buffer Laemmli 5x (200 uL) a 4 partes de
homogeneizado (800 uL), se recalculo las concentraciones de las muestras
para la realizacion de la SDS-PAGE, dando: 2.85, 2.93 y 2.94 mg/mL para
las muestras correspondientes al grupo control, y 2.97, 2.74 y 2.78 mg/mL

para aquellas correspondientes al grupo diabético.

Western blot

La figura 11A muestra una imagen representativa de los Western blot
obtenidos para las muestras de ambos grupos (control y diabético). Por otro
lado, en la figura 11B se muestran los niveles de expresion relativa de la
proteina vinculina, en unidades arbitrarias, en relacion al control de carga
(GAPDH), para ambos grupos. El analisis estadistico de estos resultados,
constatd que no existen diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05).

Cabe destacar que no se detectaron bandas en la membrana incubada

solamente con anticuerpo secundario.
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Figura 11. Expresiéon de vinculina en grupos control (n=3) y diabético (n=3): (A) imagen
representativa de Western blot, (B) niveles relativos de expresion de vinculina (117 kDa) en relacion
a GAPDH (37 kDa), en ambos grupos (control y diabético), expresado en unidades arbitrarias. No
se encontraron diferencias significativas (p>0.05).

Cuantificacion de fluorescencia

Acorde a la cuantificacién de vinculina por Western blot, a partir del analisis
estadistico de la cuantificacion tridimensional de fluorescencia en las

imagenes obtenidas por Microscopia Laser Confocal, tampoco se
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obtuvieron diferencias significativas al comparar los grupos control y
diabético (p>0.05). En la figura 12 se muestra el grafico correspondiente a

la cuantificacion de fluorescencia/um?® en ambos grupos.
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Figura 12. Cuantificacion tridimensional de fluorescencia atribuible a la presencia de vinculina, en
cortes histoldgicos de ventriculo izquierdo de ratones pertenecientes a los grupos control y diabético,
expresada en unidades de intensidad de fluorescencia/um3. No se detectaron diferencias
significativas (p>0.05).

Disposicion espacial de la vinculina

Para el andlisis de la localizacién de la proteina en estudio se verifico, en
primer lugar, que hubiera ausencia de fluorescencia en los controles

negativos de ambos grupos, tal como se muestra en imagenes
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representativas de la figura 13. Estos cortes habian sido incubados

solamente con anticuerpo secundario.

CONTROL 20X DIABETICO 20X

CONTROL NEEGATIVO

Figura 13. Imagenes representativas de Microscopia Laser Confocal con aumento 20x, de control
negativo (sin anticuerpo primario) de inmunohistoquimica realizada en cortes histologicos de
ventriculo izquierdo obtenidos de corazones de ratones provenientes de grupos control (A) y
diabético (B), donde se observa ausencia de fluorescencia.

Luego se procedid a analizar los experimentos, incubados con anticuerpo
primario y secundario. En la figura 14 se muestran imagenes
representativas obtenidas en el plano medio de las fibras, a un aumento de
20x. Se examinaron varias imagenes de cada corte de VI y se analizé la
ausencia o presencia de sefial de fluorescencia, atribuible a la presencia
de vinculina. Se pudo apreciar en ambos grupos, sefial localizada a nivel
del sarcolema lateral de los cardiomiocitos. Sin embargo, en los controles

(figura 14A) la marca de fluorescencia se noté mas restringida al contorno
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de los cardiomiocitos, pudiéndose identificar la mayoria de las células de
las imagenes, mientras que en los diabéticos (figura 14B) se vio una sefial
mas difusa, y fue practicamente imposible diferenciar individualmente

cardiomiocitos que estuvieran dispuestos en serie.

Se observo, ademas, los cortes histoldgicos por luz transmitida, como se
muestra en la figura 15 donde también se constato la organizacion de los
cardiomiocitos en los controles (figura 15A) y el arreglo poco ordenado de
los diabéticos (figura 15B). De hecho, en la imagen de luz transmitida, los
DI fueron facilmente identificables en los controles, y dificiles de identificar

en los diabéticos (puntas de flecha).
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CONTROL 20X

DIABETICO 20X

VINCULINA

Figura 14. Imagenes

representativas de
Microscopia Laser
Confocal con aumento
20x de cortes
histologicos (plano

medio) de ventriculo
izquierdo obtenidos de
corazones provenientes
de ratones controles (A)
y diabéticos (B) incu-
bados con anticuerpo
primario anti-vinculina y
secundario Dylight 650.
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CONTROL 20X DIABETICO 20X

LUZ TRANSMITIDA

20 pm

VINCULINA + DAPI + LUZ TRANSMITIDA

Figura 15. Imagenes representativas de Microscopia Laser Confocal con aumento 20x de cortes
histoldgicos (plano medio) de ventriculo izquierdo obtenidos de corazones provenientes de ratones
control (izquierda) y diabéticos (derecha): (A y B) luz transmitida, (C y D) vinculina + DAPI + luz
transmitida. Puntas de flecha indican zona de discos intercalares.

Con respecto a la localizacion de la vinculina en los DI, se observé sefal
de fluorescencia en la mayoria de las células de todos los cortes de VI

provenientes de ratones controles, mientras que en los diabéticos no se
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identific6 marca en précticamente ningun DI. Es por esto que se cuantificd
la cantidad de DI con fluorescencia por campo, encontrandose diferencias
significativas entre ambos grupos (p=0.002) como se muestra en la figura

16.

M®DE DISCOS INTERC ALARES COM FLUORE SCENCIAIC AMPO
r
i

COMTROL
DIABETICO

Figura 16. Cuantificacién del numero de discos intercalares con sefial de fluorescencia por campo,
en cortes histoldgicos de ventriculo izquierdo provenientes de ratones control y diabético, incubados
con anticuerpo primario anti-vinculina y secundario Dylight 650. Se encontraron diferencias
significativas. *p<0.01.

A un aumento de 40x se pudo apreciar lo que ya se observaba a 20X. Con
respecto a aquellos cortes histolégicos de VI proveniente de ratones
controles (figura 17A), en un plano a nivel del sarcolema, se observo

localizacion de vinculina en el sarcolema lateral y en los DI (punta de
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flecha), mientras que en los provenientes de ratones diabéticos (figura 17B)
solamente se observo a nivel del sarcolema lateral. Se identifico incluso en
algunas zonas, ausencia de fluorescencia en forma de una banda oscura
que coincidia con los DI, cuando era posible reconocerlos mediante luz

transmitida (punta de flecha).

Al ver en mas detalle el plano superficial de las fibras de ambos grupos
(figuras 17C y D), se observo en la mayoria de las imagenes un patrén
organizado en “rejilla” o punteado, donde se identificé puntos con mayor
intensidad de fluorescencia (flechas) correspondiente a la localizacion de

los costameros.
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VINCULINA

CONTROL 40X DIABETICO 40X

Figura 17. Imégenes representativas de Microscopia Laser Confocal con aumento 40x de plano
superficial de cortes histologicos de ventriculo izquierdo, obtenidos de corazones provenientes de
ratones control (izquierda) y diabéticos (derecha): (A y B) vinculina, (C y D) zonas con mayor detalle,
donde se observa patron en rejilla. Puntas de flecha indican zona de discos intercalares; flechas
indican localizacion de costameros.

67




En planos mas internos (figura 18), solamente se vio fluorescencia en el
contorno (sarcolema lateral y DI) de los cardiomiocitos controles, asi como

en el sarcolema lateral de los diabéticos.

VINCULINA

VINCULINA + DAPI + LUZ TRANSMITIDA

CONTROL 40X DIABETICO 40X

Figura 18. Imagenes representativas de Microscopia Laser Confocal con aumento 40x de plano
medio, de cortes histolégicos de ventriculo izquierdo obtenidos de corazones provenientes de
ratones control (izquierda) y diabéticos (derecha): (A y B) vinculina, (C y D) vinculina + DAPI + luz
transmitida.

68




DISCUSION

Niveles de glicemia

La induccion de DM1 mediante la administracion de STZ es un modelo
animal bien caracterizado. La STZ es una toxina que genera necrosis
selectiva de las células B del pancreas, ocasionando un estado de
insuficiencia de insulina. La dosis de STZ utilizada se basé en reportes
previos de estudios en ratones, donde utilizaban 150-200 mg/kg (Trost et
al., 2002; Shiomi et al., 2003; Boudina & Abel, 2007; Sulaiman et al., 2010;
Benech et al., 2014). En este estudio, todos los animales inyectados con
STZ mostraron niveles altos de glucosa en la sangre y desarrollaron
sintomas severos de diabetes, como poliuria, polidipsia y polifagia.
Asimismo, al momento de la eutanasia se comprob6 que efectivamente los
animales de cada grupo tuvieran niveles de glicemia correspondientes a su

condicion.

Miocardiopatia diabética

Un numero creciente de investigaciones provee evidencia de que la
resistencia a la insulina y la hiperglicemia, altera procesos intracelulares de
los cardiomiocitos, responsables de la iniciacion y regulacion de la

contraccion cardiaca, y la generacion de la fuerza latido a latido (Dhalla et

69



al., 1998), contribuyendo al desarrollo de la miocardiopatia diabética
(Murarka & Movahed, 2010).

Dicha cardiopatia provoca una alteracion de la relajacion miocardica y un
aumento en la rigidez del VI, causando una disminucion en la fraccion de
eyeccion del VI (Poornima et al., 2006; Murarka & Movahed, 2010). No
obstante, los mecanismos subyacentes al desarrollo de la miocardiopatia

diabética son poco conocidos.

En estudios con el mismo modelo de DM1, se ha reportado alteraciones
funcionales y estructurales del musculo cardiaco (Trost et al., 2002; Shiomi
et al., 2003; Nemoto et al., 2006; Boudina & Abel, 2007; Sulaiman et al.,
2010; Benech, et al., 2014). Ademas, estudios previos reportaron que el
exceso de fibrosis y la deposicibn de productos finales de glicacion
avanzada (AGESs) contribuyen al aumento de la rigidez del miocardio en la

DM (Berg et al., 1999; Borbély et al., 2005; van Heerebeek et al., 2008).

Sin embargo, la alteraciébn en las propiedades mecanicas del tejido
cardiovascular en la DM no es Unicamente atribuible a cambios en la
composicion proteica de la MEC, la organizacion y la glicacion, sino que
cambios en las propiedades mecanicas intrinsecas de las células también
contribuyen de manera significativa (Meininger, 2014). Ademas de una
MEC normalmente estructurada y funcional, un tejido requiere para

funcionar de manera habitual, un relacionamiento adecuado entre las
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células que lo componen y su citoesqueleto con esa MEC, para que la
fuerza sea detectada y transmitida (Meininger, 2014). En relacion con esto,
se ha propuesto que el aumento de la tensién en reposo observado en
cardiomiocitos diabéticos seria un factor importante que contribuye al
incremento de la rigidez del VI, y se lo ha relacionado con cambios
mecanicos intrinsecos que pueden estar ocurriendo en los cardiomiocitos

(Benech et al., 2015).

La mecanotransduccién es un componente importante de la sefializacion
cardiaca, mediante el cual las células musculares individuales responden
a fuerzas mecénicas aplicadas externamente, asi como generan grandes
cargas internas (Janostiak et al., 2014). La investigacibn sobre la
mecanotransduccion en el corazén normal y enfermo esta dirigida a
dilucidar los mecanismos moleculares por los cuales las estructuras
miocardicas detectan las cargas fisicas y las transforman en sefiales
bioguimicas para alterar la expresion génica y modificar la estructura y
funcion celular (Heineke & Molkentin, 2006). La proteina vinculina forma
parte de sitios de adhesion célula-célula y célula—MEC y se requiere para
la transmision de fuerza bidireccional (Geiger, 1979; Geiger et al., 1980).
Debido a esto, se quiso estudiar si esta proteina, clave en la
mecanotransduccion, se ve afectada por la DM, y si esta relacionada con

la miocardiopatia diabética.
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Expresién de vinculina

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de expresion relativa de vinculina obtenidos por Western blot, en
homogeneizados de VI de corazones provenientes de ratones CD1, al
comparar entre el grupo con DM inducida por inyeccion de STZ y el grupo
control (figura 11B).

Como control de carga en el Western blot se utiliz6 GAPDH, en base a
estudios previos en los cuales también se empleaba, ya que la expresion
de dicha enzima no se ve afectada por la DM en el corazén (Hu et al., 2008;
Zhao et al., 2013; Liu et al., 2014). Esto indica que la cantidad de proteinas
totales sembrada en el gel de poliacrilamida fue muy similar entre las
muestras, y no hubo grandes errores en los volimenes de siembra.
Ademas, al incubar las membranas solamente con anticuerpo secundario,
no se observd banda alguna, lo que indica que la banda obtenida en la
incubaciéon con anticuerpo primario y secundario provienen de la unién
especifica del anticuerpo primario a la vinculina.

De igual modo, Mediante Microscopia Laser Confocal tampoco se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos al cuantificar la
intensidad de fluorescencia atribuible a la presencia de vinculina, en las
fibras de cortes histolégicos de VI (figura 12).

Estos resultados indican que los niveles de expresion proteica de vinculina
no se verian afectados por la patologia inducida con STZ en el modelo

animal utilizado.
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En relacion a cambios en la expresion de vinculina causados por otras
patologias, se ha reportado que en la miocardiopatia dilatada dicha
proteina se encuentra sobreexpresada y se cree que posiblemente se deba
a una funcibn compensatoria donde interacciones integrina-MEC
estabilizan el sarcolema y su unién al aparato contractil y la MEC,
manteniendo la integridad fisica del citoesqueleto (Heling et al., 2000;
Sequeira et al., 2014). La miocardiopatia diabética es una patologia propia
de la DM, por lo que es razonable que en el modelo de DM1 en estudio no
se den los mismos mecanismos moleculares que llevan a un aumento neto

de la cantidad de vinculina, como ocurre en la miocardiopatia dilatada.

Por otra parte, se ha reportado que ratones knockout homocigotas para
vinculina no se desarrollan completamente, y mueren a los 10 dias y medio,
teniendo defectos en el cierre del tubo neural y falla en el corazén (Xu et
al., 1998), lo cual refleja la importancia de la presencia de vinculina.

Ademas, en estudios realizados en ratones knockout heterocigotas, con
niveles reducidos de vinculina y metavinculina (isoforma variante de splice),
se reportd una desalineacion de la a-actinina y una arquitectura
sarcomeérica anormal acompafada de disfuncion cardiaca y mayor
mortalidad después de la sobrecarga de presion (Zemljic-Harpf et al.,
2004). También se ha visto que células depletadas de vinculina tienen
menor adhesion a una variedad de proteinas de la MEC (Xu et al., 1998).

Todos estos defectos reflejan que la vinculina es un componente clave en
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el sistema de mecanotransduccion (Sharp et al., 1997). Sin embargo, la
desorganizacion de los filamentos de actina reportados en la DM, no es

debido a una disminucién en los niveles proteicos de vinculina.

Disposicion espacial de la vinculina

Con respecto a la localizacion de la vinculina en los cortes de VI analizados
por Microscopia Laser Confocal, tanto en aquellos obtenidos de corazones
provenientes de ratones pertenecientes al grupo control como al diabético,
se observo presencia de la proteina en la membrana lateral (figura 14),
correspondiente a la localizacién de los costdmeros. La vinculina es un
marcador clasico para los costdmeros (Pardo et al., 1983-b), elementos
citoesqueléticos criticos involucrados en la mecanotransduccion
bidireccional (Borg et al., 1983; Danowsky et al., 1992; Sharp et al., 1997,
Kostin et al., 1998-a; Borg et al., 2000; Mansour et al., 2004; Samarel, 2005;
Anastasi et al., 2009; McCain & Parker, 2011).

La tension mecanica es fundamental para regular la expresion, la
estabilidad y la organizacion de las proteinas costaméricas (Ervasti, 2003).
Se ha demostrado que la generacion de fuerza entre cardiomiocitos
cultivados y su sustrato estd mediada a través del costamero (Danowski et
al., 1992). Las fuerzas mecanicas regulan la ganancia y la pérdida de
adherencia celular, el estiramiento de la membrana y el citoesqueleto, y la

compresion celular debido a cambios en la presion (Samarel, 2005).
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Por otra parte, al observar la distribucion de la vinculina en los planos mas
superficiales de las fibras, se identific6 en ambos grupos, un patron
punteado organizado, en el cual se localizaba la fluorescencia, atribuible a
la vinculina presente en los costameros (figura 17C y D). Esta distribucion
coincide con lo reportado por Koteliansky & Gneushev (1983). Asimismo,
se ha visto que cuando un sarcomero se alarga por tensién, tanto el
complejo costamérico como el disco Z se extienden en la direccion
longitudinal. Sin embargo, el acortamiento celular normal provoca un
ensanchamiento de la célula, proporcionando de esta manera, un
estiramiento en la direccion transversal que aumenta la distancia entre los
filamentos gruesos y finos. Bajo tension pasiva, los filamentos estdn més
juntos y el disco Z en seccion transversal tiene un enrejado pequefio. Con
la tension activa a medida que los sarcémeros se contraen, los filamentos
se separan mas y la red Z se convierte en tejido con un patron en canasta.
El mdasculo cardiaco suele estar bajo tensién activa, por lo que
generalmente se observa este Ultimo patron (Samarel et al., 2013). El
patrén punteado de fluorescencia observado en este estudio, se
corresponde a la localizacion de los costdmeros cuando el tejido se

encuentra bajo tension activa.

Por otro lado, en el presente estudio se observo diferencias entre grupos

en la expresion de vinculina a nivel de los DI. El grupo control presento

sefial de fluorescencia facilmente distinguible a 20x en el plano medio
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(figura 14A) asi como a 40x en ambos planos (figura 17A, 19A), e incluso
se logro identificar los DI por luz transmitida (figura 15A). Por el contrario,
en la mayoria de las fibras del grupo diabético fue muy dificil identificar los
DI por luz transmitida (figura 15B), y en aquellos que si se pudieron
identificar, practicamente no se observo sefial proveniente de la presencia
de vinculina (figuras 14B, 17B, 19B), resultado que se refleja en la
cuantificacion de los DI con sefial de fluorescencia de ambos grupos (figura
16). Esto indica que en el modelo de DM1 utilizado, se genera un
desarreglo o disrupcion de la mayoria de los DI. Ademas, la vinculina deja
de localizarse en aquellos DI que mantienen su organizacién observable

por luz transmitida.

Los DI son componentes del masculo cardiaco, altamente organizados,
gue mantienen la integridad estructural y la contraccion sincronizada del
tejido cardiaco. Estudios en modelos animales también han comenzado a
mostrar que los componentes de las FA desempefian un rol importante en
todos los aspectos de la biologia del musculo cardiaco, incluido el
desarrollo cardiaco, la enfermedad y las arritmias (Sheikh, 2009).

En pacientes con miocardiopatia hipertrofica obstructiva y estenosis
aortica, se vio una reduccion drastica en la expresion de vinculina en los
DI, mientras que otras patologias como la cardiomiopatia dilatada o la

enfermedad hipertensiva del corazén, presentan una expresion normal de
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vinculina en los DI. En todos los casos, se preserva la expresion normal en
los costameros (Vasile, 2006).

Por otro lado, en un estudio se report6 que los DI de corazones de ratones
knockout heterocigotas se muestran desorganizados, y las miofibrillas no
correctamente ancladas a los Dl y la linea Z (Zemljic-Harpf et al., 2004). En
otro estudio, con un modelo de estenosis aortica, se observd que la
vinculina se relocaliza, lejos de los DI, en el sub-sarcolema de la membrana
lateral (Wang & Gerdes, 1999).

Habrian, por lo tanto, diferentes mecanismos por los que se da la
desorganizacion de los DI y una redistribucion de la vinculina. Mayor
investigacion seria necesaria para entender si la vinculina se relocaliza en
el sarcolema lateral debido a la disrupcion de los DI, o si esa relocalizacion

es la causa de que los DI se desorganicen.

El masculo es altamente anisotropico, la transmision de fuerza biofisica
depende de la direccion longitudinal o transversal de la fuerza, asi como
del equilibrio entre la generacion de fuerza externa e interna (Samarel et
al., 2013), pudiendo ocurrir paralela o lateralmente al eje longitudinal del
sarcomero (Bloch & Gonzalez-Serratos, 2003). Esto podria deberse a la
ubicacion y orientacion especifica de los mecanosensores, en relacion con
la alineacion del citoesqueleto (McCain & Parker, 2011).

En la direccion longitudinal, la fuerza se transduce de un sarcomero al

siguiente dentro de la misma fibra hasta que se alcanza el final de la misma.

77



Perpendicularmente, la transmision de la fuerza lateral permite la
transduccion de una miofibrilla a una miofibrilla vecina hasta que alcanza el
complejo costamérico que canaliza la fuerza intracelular a través del
sarcolema hasta la MEC (Bloch & Gonzalez-Serratos, 2003). Asimismo, asi
como la fuerza generada por un cardiomiocito puede transmitirse de
manera longitudinal por interacciones célula-célula, puede transmitirse a
las células adyacentes también lateralmente, a través de la unién a la MEC,
lo que permite la contraccion y relajacion coordinada del sincitio funcional
y el aparato miofibrilar de células musculares adyacentes (Samarel et al.,
2013). Se ha reportado que la transmision de fuerza longitudinal representa
solo el 20-30% de la fuerza generada por los sarcomeros, lo que indica que
el principal vector de fuerza se produce lateralmente, por lo que la ubicacion
del costamero lo hace critico para su papel central en la transmisién de

fuerza (Bloch & Gonzalez-Serratos, 2003).

Los costameros responden a fuerzas mecanicas aumentadas a través de
la respuesta de fortalecimiento inducida por estiramiento. El estiramiento
aumenta la expresion de proteinas sensibles mecanicamente que mejoran
las propiedades adhesivas del costamero para resistir el aumento de
fuerzas mecanicas. Esta fuerza de contrapeso es fundamental para la
adhesividad de los cardiomiocitos, la cual esta dada por el citoesqueleto, la
MEC y los receptores de superficie (Stiber, 2009). El aumento en el nUmero

y/o estado de activacion de moléculas de adhesion en la superficie de los
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cardiomiocitos, planteado por Benech y colaboradores (2014) como posible
mecanismo responsable del aumento de la rigidez celular intrinseca en el
mismo modelo de DM1, podria reflejarse en la redistribucion de la vinculina,
totalmente hacia el sarcolema lateral. Se ha reportado que ambientes
fibroticos y rigidos desestabilizan las adhesiones célula-célula debido a un
aumento en la generacion de fuerza, la cual estimula la formacion de las
adhesiones focales, homodlogas a los costameros (McCain et al., 2012).
Asimismo, varias miocardiopatias, como el infarto de miocardio, se
caracterizan por un aumento de fibrosis y rigidez celular (McCain et al.,
2012), aumento de la expresion de integrinas (Heling et al., 2000) y falta de
conexiones intercelulares (Matsushita et al., 1999), lo que indica que ocurre
un aumento en las adhesiones célula-MEC mientras que disminuyen las
adhesiones célula—célula en los cardiomiocitos (McCain et al., 2012). Es
importante destacar que el remodelado de las adhesiones intercelulares
podria contribuir a la redistribucion de las uniones GAP y la generacién de

arritmias, asociada a muchas miocardiopatias (Matsushita et al., 2003).

La deformacién mecanica es detectada por las integrinas y desencadena
el reclutamiento y la activacion de varias proteinas que responden al estrés
en la cara citoplasmatica de las células, y quinasas de sefalizacion. Mas
abajo, se activan vias de sefalizacion que promueven la expresion géenica
y el crecimiento de los cardiomiocitos (Heineke & Molkentin, 2006),

participando en la sefializacion hacia el ndcleo y otros organelos (Mansour
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et al., 2004; Torsoni et al., 2003; Torsoni et al., 2005). Durante el
agrupamiento de integrinas, algunas quinasas pueden activar vias de
sefializacion que regulan la mecanotransduccion en sitios locales y
distantes, dentro de la célula (Samarel et al., 2013). Algunas quinasas,
como la quinasa de adhesion focal (FAK), tienen un rol importante en la
regulacién del cambio de conformacion de la vinculina, de cerrada a abierta,
lo que promueve la organizacion del anclaje indirecto en el sarcolema de la
actina a las integrinas (Brancaccio et al., 2006).

El hecho de que la vinculina, talina, paxilina, y los dominios citoplasmaticos
de la B1-integrina sean sustratos para una variedad de quinasas y
proteasas ha sido interpretado como una indicacion de que la adhesion
celular estaria modulada por la interaccion del citoesqueleto y las integrinas
(Kostin et al., 1998-a). Vinculado a esto, se ha reportado que la inhibicion
de la contractilidad de actina/miosina en cardiomiocitos cultivados, provoca
el desensamblaje de los costameros (Sharp, et al., 1997), mientras que la
estimulacion de la contractilidad induce la organizaciéon de los mismos, al
mismo tiempo que se restablece la organizacion de miofibrillas (Fujita et al.,
2007), indicando que el ensamblaje del costamero y las miofibrillas estan

estrechamente vinculados.

Por otra parte, se cree que muchos aspectos de la mecanotransduccion

convergen en la FA (Michaelson & Huang, 2011). La fuerza y sefales

mecdanicas se transmiten longitudinalmente entre células adyacentes a
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través de uniones como las FA y los desmosomas (Wang & Gerdes, 1999).
Las células ejercen fuerzas mecénicas entre si en sitios de adhesién
intercelular por medio de las cadherinas. Se ha visto que la delecion
especifica de la vinculina en las FA, mientras su funcion en las adhesiones
célula-MEC se mantienen normales, resulta en una pérdida de cadherina
en la superficie celular (Peng et al., 2011).

La vinculina tiene un rol en el establecimiento, mantenimiento y/o
regulacion de las FA, asi como en la transduccién de sefiales en estos sitios
(Hazan et al., 1997; Peng et al., 2011; Kaushik, 2015). Su localizacion en
las adhesiones intercelulares es critica para una fisiologia adecuada. (Peng

et al., 2011).

Los mecanosensores, estructuras capaces de percibir sefiales mecéanicas
y activar vias que permiten su transduccion en sefiales bioquimicas (Neves
et al.,, 2016), generan en dUltima instancia respuestas adaptativas o
inadaptadas, las cuales conducen a alteraciones en la estructura y funcion
de las células (Samarel, 2005). La integracion de esas sefiales juega un rol
critico en la adaptacion del cardiomiocito para dar respuestas fisiologicas y

fisiopatoldgicas durante el desarrollo y la enfermedad (Borg et al., 2000).

La fuerza tiene un papel importante en el reclutamiento de proteinas a los

complejos de adhesion mediados por cadherinas (Peng et al., 2011). Los

cambios en la actividad mecénica pueden regular la distribucion y el
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recambio de la vinculina y quizas otras proteinas del citoesqueleto y, en
Gltima instancia, la integridad estructural del aparato contractil en el
cardiomiocito (Simpson et al., 1993). La funcion contréctil y los contactos
intercelulares actldan en conjunto para modular la localizacion de la
proteina vinculina, cuya redistribuciébn subcelular parece estar
estrechamente correlacionada con el intento de mantener el orden
miofibrilar (Simpson et al., 1993). Sin embargo, la disminucién de la
expresion de vinculina en las FA podria debilitar el anclaje de los filamentos
de actina a la membrana de los DI, pudiendo contribuir al deterioro de la
funcion del corazén en la insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, una
posibilidad es que los eventos mediados por las integrinas estén regulados
positivamente porque las cadherinas de las FA no se encuentran presentes
para antagonizar el efecto de las integrinas (Bays et al., 2014). Asimismo,
el aumento de contactos integrinas-MEC aumenta la rigidez citoesquelética
y la viscosidad aparente (Wang & Ingber, 1994). El aumento de vinculina
en esos sitios podria ser un mecanismo compensatorio para mejorar el

anclaje de los miofilamentos.

Por otro lado, se ha reportado que la tensidon mecanica en las cadherinas,
y no en las integrinas, induce la fosforilacion de la vinculina a nivel de la
tirosina 822, permitiendo que la vinculina se una a la B-catenina. La
tirosinquinasa Abelson (Abl), se activa en respuesta a la fuerza ejercida

sobre la E-cadherina, fosforilando a la vinculina en dicha tirosina. Se vio
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que la inhibicion de Abl inhibe la accion de la vinculina sobre los complejos
gue contienen cadherina. De este modo, la fosforilacion de la vinculina en
la tirosina 822 tendria un rol en el establecimiento y mantenimiento de las
adhesiones mediadas por las cadherinas (Bays et al., 2014), siendo un
mecanismo por el cual la vinculina es selectivamente dirigida a las FA.

Puede que, en presencia de DM, las cadherinas se encuentren afectadas,
y Abl no se active, o directamente Abl esté afectada, y la vinculina no se
fosforile en la tirosina 822. De este modo, la vinculina no tendria sefial de
localizacion a las FA. De todos modos, la identificacion de las vias de
sefializacion que regulan la redistribucion de la vinculina requiere mayor

investigacion.

La mecanotransducciéon en los cardiomiocitos es compleja ya que
dependen de varios componentes intracelulares para detectar la carga
mecanica y convertir los estimulos mecéanicos en eventos bioquimicos que
causan la remodelacion del sarcomero (Torsoni et al., 2003). La
arquitectura citoesquelética es una red que integra impulsos mecéanicos y
propaga sefiales a lo largo del cardiomiocito, regulando una amplia gama
de salidas mecanotransductoras, para formar un circuito de
retroalimentacion y mantener la funcidn cardiaca en respuesta a
perturbaciones microambientales (Ross & Borg, 2001). La interaccion entre
los complejos de adhesion célula—célula y célula—MEC es esencial en la

organizaciéon de células individuales en un tejido funcional (Michaelson &
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Huang, 2011). Se piensa que la transmision de fuerza estaria altamente
integrada, ya que las fuerzas sobre las cadherinas se propagan a las
uniones integrina-MEC, y viceversa (Michaelson & Huang, 2011)

Una desorganizacion en las adhesiones celulares y las propiedades del
citoesqueleto, combinado con cambios en la MEC, estarian contribuyendo
a la disfuncion. A su vez, la mecénica extracelular y celular interviene en la
rigidez patogénica del tejido miocardico y la disfuncion ventricular

(Meininger, 2014).

La comprensién de los mecanismos por los cuales los cardiomiocitos
detectan y responden al estrés biomecanico es de vital importancia para el
desarrollo de una base molecular de la miocardiopatia diabética. La
modulacion de la rigidez es clave para que la célula mantenga el balance
de fuerzas entre ella y sus alrededores. Perturbaciones en ese balance
entre las fuerzas y la rigidez subyace la etiologia y progresion de muchas

enfermedades (Bays et al., 2014).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que, en el modelo
animal utilizado, la induccion de DM1 mediante inyeccion de STZ no
modifica los niveles de expresion de la proteina vinculina en
homogeneizados de VI. Sin embargo, si ocurre un cambio en su

distribucion en los cardiomiocitos.

Debido a que la localizacién especifica de la vinculina en los costameros y
DI es esencial para la funcion de estos complejos mecanotransductores, la
redistribuciéon de dicha proteina completamente hacia los costameros
puede estar afectando la transmision de fuerza y la subsiguiente
sefalizacion. La falta de vinculina en las FA indica que la integridad de las
comunicaciones intercelulares estaria viéndose comprometida, y por lo
tanto el comportamiento del tejido como sincitio funcional, podria estar
afectado. Puede que proteinas necesarias para el andamiaje de la vinculina
en ese complejo se vean modificadas de alguna manera por la patologia,
generando asi la disrupcién de los DI. Puede que, ademas, en un posible
intento de compensar la falta de comunicacion intercelular, haya un
aumento de los complejos costaméricos en el sarcolema lateral, los cuales
son capaces de transmitir sefiales mecanicas a células vecinas a traves de

la MEC.
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El hecho de que la expresion de la vinculina no se vea modificada por la
patologia, no significa que las vias mecanotransductoras no puedan estar
afectadas. De todas maneras, se requiere mayor investigacion para
conocer los mecanismos moleculares por los que se da este cambio en la
distribucién de dicha proteina en los cardiomiocitos, y para determinar
también si es en parte una de las causas que desencadenan la

miocardiopatia diabética.

A modo de sintesis, el presente trabajo muestra por primera vez, evidencias
experimentales de que en el modelo de DM1 utilizado ocurren cambios
intracelulares relacionados con la comunicacién célula-célula y célula-
MEC, los cuales podrian estar relacionados con mecanismos patogénicos

cardiacos vinculados al progreso de la miocardiopatia diabética.
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PERSPECTIVAS

1. Analizar nuevas muestras de ambos grupos para aumentar el n.

2. Determinar si ocurre un cambio significativo entre grupos, en los
niveles de expresion del ARN mensajero de la vinculina en el VI.

3. Estudiar la expresion de enzimas que se conocen por regular la
conformacién de la vinculina, como Ably FAK, en el VI de corazones
de ratones controles y diabéticos.

4. Estudiar el resto de componentes que conforman el sistema
integrina-talina-vinculina del costamero, a nivel de la expresion
proteica como de ARN mensajero, ademas de su distribucién celular
en el VI de ratones de ambos grupos.

5. Estudiar el resto de proteinas de las FA de igual modo a lo

mencionado anteriormente.
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