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RESUMEN

RESUMEN

La Diabetes mellitus (DM) es debida a un desorden sistémico caracterizado por defectos en la
secrecion de la insulina, resistencia a la misma, o ambas. Como resultado, la glucosa no logra ser
metabolizada correctamente provocando hiperglicemia crénica. Este trastorno genera a largo
plazo dafios a nivel celular y tisular en una gran variedad de drganos incluyendo al corazén. A su
vez, en la DM tipo 2 el aumento de lipidos desempefia un papel fundamental en el desarrollo de
algunas patologias cardiacas, siendo el lipido mas importante el acido palmitico (PA). Se ha
reportado que la sinergia entre la hiperglicemia e hiperlipidemia genera alteraciones del
miocardio mas graves que ambos factores independientemente. La DM incrementa el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiacas, provocando alteraciones estructurales y funcionales,
siendo ésta una de las principales causas de mortalidad de los pacientes. Muchas son las
alteraciones que se generan que, en conjunto, producen la miocardiopatia diabética (MCD).
Las células H9c2 son una linea celular derivada del ventriculo izquierdo de corazén de embriones
de rata las cuales comparten varias de las propiedades fisioldgicas con los cardiomiocitos. Por
esta razén han sido muy utilizadas como modelo in vitro de miocitos cardiacos. Esta linea celular
se puede cultivar en condiciones de hiperglicemia e hiperlipidemia para emular in vitro las
condiciones de los cardiomiocitos en el corazén diabético.

El objetivo de esta tesis fue analizar los cambios morfo-fisioldgicos inducidos por la sinergia
entre la glucosay el PA en cultivos celulares de la linea H9c2. Para definir las condiciones éptimas
de trabajo, se incubaron las células en condiciones control (5.5 mM glucosa) y en dos de las
condiciones de hiperglicemia mas utilizadas en la literatura cientifica (25 mM y 33 mM glucosa)
asociadas a concentraciones fijas de PA (500 uM). Se encontré que la concentracién 33 mM
glucosa + PA presentaba mayor frecuencia de muerte celular apoptética (5 veces mayor que el
control) y cambios morfolégicos significativos a las 72 h de incubacion. Estos resultados
determinaron que la mayoria de los analisis fueran realizados utilizando la condicién 33 mM
glucosa + PA a las 72 h de incubacion.

Existen evidencias que sugieren que el citoesqueleto de actina actuaria como un sensor y
mediador de la apoptosis. Por esta razdn se cuantificd la cantidad de actina F por intensidad de
fluorescencia, no observandose diferencias en su expresion, pero si en su distribucién espacial.
Se constatd un desplazamiento espacial de la actina F hacia la periferia celular en las células solo
de la condicidon 33 mM glucosa + PA. A su vez, resultados obtenidos por western blot sugieren

gue la actina total, en condiciones de 33 mM glucosa + PA presenta alteraciones en su peso
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molecular. Como se ha reportado que la actina es responsable de mas del 80% del valor del
madulo elastico celular, se realizé el analisis de la rigidez celular utilizando microscopia de fuerza
atémica. Esta herramienta permitio la realizacién de mapas de elasticidad, demostrando un
aumento de la rigidez en la totalidad de las células de la condicién 33 mM glucosa + PA, siendo
esta diferencia mayor en la periferia celular. Este trabajo es el primero en mostrar evidencias,
mediante mapas de elasticidad, que modificaciones en la distribucién espacial de las fibras de
actina podrian correlacionarse con la distribucién en la rigidez en condiciones hiperglicémicas e
hiperlipidémicas. La desorganizacidn estructural y el aumento en la rigidez celular se encuentran
asociadas a contracciones musculares disfuncionales y arritmia en los corazones de pacientes

diabéticos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es definida como un desorden metabdlico de multiples etiologias
(Alberti & Zimmet, 1998). Actualmente esta patologia afecta a millones de personas en todo el
mundo (Whiting et al., 2011; American Diabetes Association, 2019) y se caracteriza por
presentar defectos en la secrecidn de insulina y/o resistencia a la misma en los tejidos. Como
consecuencia, la glucosa no logra ser metabolizada correctamente y comienza a acumularse en
sangre provocando un estado de hiperglicemia crénica (American Diabetes Association, 2014;

International Diabetes Federation, 2019).

La DM puede clasificarse en: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), gestacional y otros tipos que
se presentan con menor prevalencia (American Diabetes Association, 2019). La DM1 se debe a
una insuficiencia en la produccién de insulina, la cual puede clasificarse en autoinmune,
idiopatica y fulminante (Daneman, 2006; Maahs et al., 2010). La DM2 es la que presenta mayor
prevalencia en la poblacidn. Es un trastorno metabdlico caracterizado por resistencia a la
insulina como consecuencia de la hiperglicemia e hiperlipidemia (American Diabetes
Association, 2015; Waddingham et al., 2015). La resistencia a la insulina como componente
central, la hiperglicemia, la hipertension, la dislipemia y la obesidad definen al sindrome
metabdlico (Reaven, 1988; Shin et al., 2013). Generalmente para su diagndstico deben estar
presentes tres o mas de los siguientes componentes: gran perimetro abdominal, triglicéridos
elevados, colesterol HDL bajo, presién arterial elevada y glucosa en sangre (en ayunas) elevada
(Nolan et al., 2017). Se estima que aproximadamente un 25% de la poblacién mundial presenta

sindrome metabdlico (O’Neill & O’Driscoll, 2015; International Diabetes Federation, 2017) .

La Federacidn Internacional de Diabetes estimd en 2019 que aproximadamente 463 millones de
adultos entre 20-79 afios padecian DM, y se calcula que el nimero llegue a 700 millones para el
2045 (Fig. 1) (International Diabetes Federation, 2019). Se sabe que la DM ya ha causado mas
de 4.2 millones de muertes siendo las afecciones cardiovasculares una de las principales causas
de mortalidad en estos pacientes (Sasaki et al., 1989; Candido et al., 2003; Gil-Ortega & Kaskia,
2006; Mozaffarian, 2015).
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Figura 1.- Prevalencia de la Diabetes mellitus a nivel mundial (20-79 afos). El mapa muestra un estimativo del
numero de casos que habra en cada regién en el afio 2045. Se calcula que a nivel mundial la DM incrementara
un 51%. Datos proporcionados por la Federacidn Internacional de Diabetes, en su actualizacién 2019. Figura
extraida de www.idf.org (International Diabetes Federation, 2019).

1.2. Miocardiopatia diabética

La miocardiopatia diabética (MCD) es un trastorno generado en el musculo cardiaco de
pacientes diabéticos. Se caracteriza por el agrandamiento de las células cardiacas (Fonarow &
Srikanthan, 2006), engrosamiento de la pared ventricular con disminucion del volumen
diastdlico (volumen de sangre que llena el ventriculo izquierdo) e hipertrofia del ventriculo
(Rubler et al., 1972; Stone et al., 1989), aumento en la glicosilacién de proteinas contractiles
(Kahn et al., 2006; Murarka & Movahed, 2010), acumulacién de lipidos en las células del corazén
(cardiomiocitos) (Yagyu et al., 2003; Sharma et al., 2004) y muerte celular (Cai & Kang, 2003),
entre otras. Dichos cambios en la estructura y funcién del miocardio, no se atribuyen a la
enfermedad arterial coronaria o la hipertensién (siendo estos los principales contribuyentes al
desarrollo de la insuficiencia cardiaca) (Boudina & Abel, 2010), sino a caracteristicas propias de
la DM (Wang et al., 2006). Rubler y colaboradores utilizaron por primera vez el término de
"miocardiopatia diabética" para describir este tipo de enfermedad, ya que encontraron cuatro
pacientes diabéticos con insuficiencia cardiaca pero con arterias coronarias normales. Por esta
razon los autores definieron la MCD como una disfuncién ventricular que ocurre
independientemente de la arteriosclerosis y la hipertensién (Rubler et al., 1972). En 1979, el

Framingham Heart Study demostrd que los pacientes diabéticos presentan un riesgo a
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desarrollar MCD dos a cinco veces mayor que los pacientes no diabéticos de la misma edad

(Kannel & McGee, 1979; Nichols et al., 2001).

En la DM1, la autoinmunidad y la hiperglicemia podrian ser las responsables de generar la MCD,
mientras que para la DM2 podrian ser la hiperglicemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina
y otros factores de riesgo como obesidad, hipertensién y dislipemia (Lee et al., 2019).

Se ha comprobado, ademads, que la MCD provoca una reduccién de la elasticidad o
endurecimiento del tejido cardiaco (rigidez), generando una disminucién en la fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo (Poornima et al., 2006; Murarka & Movahed, 2010; Battiprolu
etal., 2013). AUn mas, experimentos realizados en cardiomiocitos provenientes de ratones DM1
han demostrado que dicha pérdida de elasticidad se debe, en parte, a modificaciones en el

citoesqueleto celular (Qiu et al., 2010; Benech et al., 2014, 2015).

1.3. Caracteristicas del corazdon diabético

El corazdn es el drgano de mayor consumo de energia en el organismo por lo que para satisfacer
las altas demandas necesita de una produccidn constante y abundante de ATP (Knaapen et al.,
2007). Pequeiias variaciones en la generacién de energia o utilizacién de diferentes sustratos,
como las observadas en pacientes diabéticos, pueden tener un impacto sustancial en los niveles
de energia obtenidos que pueden llevar a disfuncién contrdctil (Lopaschuk, 2002). En
condiciones fisioldgicas el corazén utiliza acidos grasos (AG) y carbohidratos como fuente de
energia para la produccién de ATP (Cai & Kang, 2003). En los corazones diabéticos las
alteraciones del metabolismo energético observadas son: disminucidon de la absorcién y
oxidacion de los carbohidratos y un aumento en el metabolismo de los AG (Amaral & Okonko,
2015).

Los AG circulan en el plasma mayormente como lipoproteinas y en menor medida unidos a la
albumina. Estos AG ingresan a los cardiomiocitos mediante transportadores especificos (FABP,
FATP o CD36) y una vez en el citosol la mayoria (70 - 90 %) ingresa a las mitocondrias mediante
la carnitina palmitoiltransferesa | (CPT I). Alli convierte los AG en Acetil-CoA (mediante la beta
oxidacion), e ingresa en el ciclo de Krebs para finalizar con la generacion de ATP (Lopaschuk,
2002; Amaral & Okonko, 2015). La oxidacién de AG en el corazdn sano es responsable de casi el
70 % de la produccién de energia (Lopaschuk, 1996). En el corazén diabético y sobre todo en
DM2, al aumentar la concentracién de AG en sangre su metabolismo se ve aumentado
(Lopaschuk, 2002) siendo responsable de hasta un 100 % de la produccién de ATP (Lopaschuk,

1996; Cai & Kang, 2003). La abundancia de AG miocardicos activa al receptor de peroxisoma
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proliferador-activado alfa (PPAR-alfa) el cual regula positivamente la absorcién y utilizacion de
los AG y suprime la oxidacidn de los carbohidratos (Amaral & Okonko, 2015). A pesar de ello
esta via no tan eficiente ya que requiere 10 % mds de O2 para producir la misma cantidad de
ATP. La glucosa es el principal carbohidrato y su oxidacion representa del 10 - 30 % de la
produccién del ATP cardiaco (Lopaschuk, 2002). Se inicia por la entrada de glucosa en los
cardiomiocitos a través del transportador de glucosa dependiente de insulina denominado GLUT
(GLUT 1y 4) (Barsotti et al., 2009). EI 85 % de la glucosa ingresa en glucolisis generando piruvato
que luego se transformara en Acetil-CoA para ingresar en el ciclo de Krebs e inducir la sintesis
de ATP (Amaral & Okonko, 2015). La primera alteracién del metabolismo de la glucosa que se
ha visto en los cardiomiocitos diabéticos, viene dada por una disminucién del transporte de
glucosa debido a una expresion reducida de la proteina GLUT4 (Lopaschuk, 2002). Esto conduce
a una disminucién de la glucolisis y de la oxidacién de la glucosa de hasta un 30 — 40% en
pacientes con DM2 (Amaral & Okonko, 2015). Una mayor oxidacién de los AG conduce a
elevadas concentraciones de citrato, el cual inhibe a la enzima fosfofructoquinasa |,
perteneciente a la glucolisis, induciendo a un acumulo de glucosa 6 fosfato (Lopaschuk, 2002).
Ademas, el alto contenido de AG circulantes producen una marcada reduccién en la actividad
de la enzima piruvato deshirogenasa (PDH, enzima clave y paso limitante en la oxidacion de la
glucosa) (Lopaschuk, 2002). Es decir que a pesar de la disminucién de GLUT4 y de la oxidacion
de la glucosa se observa un mayor contenido de glucosa intracelular (Wall & Lopaschuk, 1989;

Lopaschuk, 1996; Jia et al., 2018).

La mayor oxidaciéon de los AG da como resultado la acumulacidon de lipidos en forma de cuerpos
lipidicos (Sharma et al., 2004; Szczepaniak et al., 2007) como se observé en modelos animales
(Paulson & Crass, 1982; Chattopadhyay et al., 1990; Chiu et al., 2001) y en pacientes humanos
(Avogaro et al., 1990; Barsotti et al., 2009). En condiciones fisiolégicas los AG son necesarios
para una correcta liberacién de la insulina por las células beta del pancreas (Itoh et al., 2003).
Sin embargo en la hiperlipidemia el organismo disminuye la capacidad de respuesta a la misma,

induciendo lo que se conoce como resistencia a la insulina.

1.4. Modelos de experimentacién de DM

A pesar de los numerosos estudios sobre la fisiopatologia de la DM, aun persisten multiples
incognitas acerca de los cambios a nivel fisiolégico y molecular que dan lugar a la MCD. Existen
muchas dificultades para el estudio de la DM en los seres humanos debido a una amplia variedad

de razones como las consideraciones éticas y la relativa inaccesibilidad a drganos o tejidos vitales
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de los pacientes.

Actualmente el uso de modelos de experimentacidon, como los animales o lineas celulares,
permite profundizar el conocimiento sobre esta patologia presentando muchas ventajas en su
investigacion. Para el estudio de la DM1 en los animales de experimentacion, se utilizan drogas
gue producen necrosis selectiva de las células beta del pancreas generando deficiencia de
insulina (Etuk, 2010). Las drogas mas utilizadas son estreptozotocina (STZ) en una o varias dosis
(Furman, 2015; Romanelli et al., 2020) o aloxano en variadas dosis (Viana et al., 2004). Ademas
se han utilizado modelos con modificaciones genéticas de DM1, ya que evitan la interferencia y
los efectos secundarios de las drogas usadas y modelos con pancreatectomia (extirpacion
completa del pancreas) (Etuk, 2010). Para el estudio de la DM2 en modelos de animales, se
utilizan principalmente la alimentacién con dietas ricas en grasas y azlUcares para obtener
rapidamente animales obesos y modelos genéticos que presentan mutaciones espontaneas en
un solo gen de leptina o de su receptor (Winzell & Ahrén, 2004; Wang & Liao, 2012; Baribault,
2016). Estos modelos han permitido realizar diversas investigaciones en corazones u otros
drganos y han ayudado a conocer un poco mas sobre la fisiopatologia de la diabetes. Nuestro
laboratorio trabajé y trabaja actualmente con un modelo animal de DM1, inducido por inyeccidn
intraperitoneal de una uUnica dosis de STZ, en ratones machos de la cepa CD1. Estudios realizados
en estos animales luego de tres meses de patologia, han permitido detectar en el miocardio y
en cardiomiocitos diabéticos la rigidez celular y la desorganizacién espacial de los filamentos de
actina y del colageno intersticial, entre otros fendmenos (Benech et al., 2014; Romanelli et al.,
2020). Sin embargo, la experimentacion con animales es costosa y laboriosa ya que requiere de
insumos y cuidados estrictos durante largos periodos. Ademas, se encuentra limitada por el
numero de animales utilizados para las réplicas y no permiten evaluar, por ejemplo, los efectos
producidos por la hiperglicemia crénica independientemente del resto de los factores. Por esta
razon, otros modelos experimentales muy usados son aquellos que utilizan lineas celulares y
que emulan la diabetes in vitro (Dyntar et al., 2001; Cai & Kang, 2003; Michaelson et al., 2014).
Los cultivos celulares permiten controlar de manera precisa variables del medio tales como pH,
temperatura, 0,, CO,, niveles de glucosa, etc., y permiten obtener un elevado numero de
réplicas idénticas con una produccidn continua. Un modelo muy utilizado para el estudio de la
DM es la linea celular H9c2 (primera linea celular derivada de corazdn) que proviene de células
del ventriculo izquierdo de embriones de rata (Kimes & Brandt, 1976). Cai y colaboradores
(2002) observaron en un modelo animal que los corazones diabéticos presentaban muerte
celular apoptética y constataron activacion de la caspasa 3 por liberacion del citocromo c
mitocondrial. Sin embargo, para poder explorar si la apoptosis se encontraba directamente

relacionada con la hiperglicemia los autores utilizaron el modelo celular H9¢c2 expuesto a altos
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niveles de glucosa. Pudieron evidenciar que tanto la apoptosis como la activacién de la caspasa
3 con liberacion del citocromo c son consecuencias directas de la hiperglicemia (Cai et al., 2002).
La mayoria de los modelos sdlo estudian el efecto de la hiperglicemia con variadas
concentraciones de glucosa, pero son pocos los trabajos que centran su modelo de investigacidn

en condiciones hiperglicémicas e hiperlipidémicas (modelo que emula las condiciones de DM2).

1.5. Hiperglicemia - hiperlipidemia

Las principales complicaciones que se observan en la DM son producidas por la hiperglicemia, la
inflamacidn y la hiperlipidemia (Pappachan et al., 2013; Jia et al., 2016).

La hiperglicemia, como factor de riesgo independiente, juega un rol importante en el desarrollo
de la MCD (Singh et al., 2000; O’Keefe & Bell, 2007) tanto para la DM1 como para la DM2 (Wang
et al., 2006). Es sabido que instalada de manera crdnica genera anomalias metabdlicas, defectos
subcelulares y una expresiéon anormal de genes (Depre et al., 2000; Pawelczyk et al., 2000; Cai
& Kang, 2001) resultando en un aumento en la muerte celular de los cardiomiocitos
(Swynghedauw, 1999; Feuerstein & Young, 2000; Cai & Kang, 2001). Las altas concentraciones
de glucosa generan niveles elevados de ROS lo que conduce a dafios en el ADN e inhibicion de
la actividad de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y productos de glicosilacién avanzada
(AGEs, por sus siglas en inglés) los cuales también participan en la induccién de MCD (Wang
et al., 2006). Proteinas como el colageno y la elastina son vulnerables a la acumulacion de AGEs
(Susic et al., 2004) generando enlaces cruzados que inducen rigidez en el miocardio (Wang et al.,

2006; Van Heerebeek et al., 2008; Benech et al., 2014).

La DM2 se encuentra altamente relacionada con la hiperlipidemia. El aumento de lipidos en
forma de cuerpos lipidicos desempeiia un papel fundamental en el desarrollo de la insuficiencia
cardiacay la MCD (Zhou et al., 2000; Chiu et al., 2001; Grynberg, 2005). La acumulacion de lipidos
(lipotoxicidad) genera problemas metabdlicos y en la contractilidad de los miocitos, ademas de
promover la apoptosis de los cardiomiocitos a través del aumento de la produccidon de ROS y del
estrés del reticulo endoplasmatico (afectando el plegamiento de proteinas y otras
modificaciones postraduccionales) (Jia et al., 2016). En presencia de ROS, las proteinas, el ADN
y los componentes de la membrana lipidica se dafian generando a nivel tisular acumulacién de
fibrosis. Esto, a largo plazo, promueve la disfuncidn diastélica pudiendo progresar a insuficiencia
cardiaca (Jia et al., 2016). Los niveles elevados de ROS se han visto implicados en hipertrofia
miocardica, acoplamiento defectuoso de excitacidn-contraccion e ineficiencia cardiaca (Amaral

& Okonko, 2015). Los lipidos que circulan mayormente en sangre de pacientes diabéticos son
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los acidos miristico, estearico y palmitico siendo este ultimo el que presenta el rol mas
importante (Manco et al., 2000; Lovejoy et al., 2002; Foroubhi et al., 2014). El 4cido palmitico (PA,
por sus siglas en inglés) es un AG saturado de 16 carbonos presente en aceites, provenientes de
animales y plantas. Su exceso en sangre induce apoptosis en una gran variedad de células como
neuronas (Hsiao et al., 2014), células de la granulosa (Mu et al., 2001), hepatocitos (Mei et al.,
2011), células endoteliales (Jiang et al., 2010) y cardiomiocitos (Listenberger & Schaffer, 2002;
Leroy et al., 2008). La acumulacién de PA produce un aumento en la produccién de ROS (Wang
et al., 2006) y puede promover, también, la produccién de metabolitos intermedios como la
ceramida y el diacilglicerol resultando en la apoptosis de los cardiomiocitos directamente o
mediante citocromo C. Estos eventos son la base de la lipotoxicidad (Poornima et al., 2006;
Amaral & Okonko, 2015). La acumulacidn de AG en el tejido cardiaco, la lipotoxicidad asociada
y la disminucion del metabolismo de la glucosa conducen a alteraciones morfoldgicas vy
estructurales, asi como a un deterioro del rendimiento del miocardio conduciendo a una MCD
(Jia et al., 2016). Se define glicolipotoxicidad como la combinacion de los efectos nocivos de la
hiperglicemia cronica y la hiperlipidemia (Boden, 2001; Kahn et al., 2006; Savage et al., 2007;
Walther & Farese, 2012).

1.6. Citoesqueleto de actina

El citoesqueleto constituye una compleja red tridimensional de filamentos proteicos encargados
de proveer estructura, determinar la morfologia celular y la organizacién interna de las células.
A pesar de que su nombre sugiere cierta rigidez, el citoesqueleto es extremadamente dindmico
(Birchmeier, 1984; Dominguez & Holmes, 2011). A través de los procesos de
polimerizacion/despolimerizacidn, el citoesqueleto es capaz de ser el efector de sefiales intra y
extracelulares, modificando su red, en funcidn de las necesidades celulares. Esta constituido
primordialmente de proteinas filamentosas que forman tres clases principales de estructuras:

microtubulos, filamentos de actina y filamentos intermedios (Birchmeier, 1984).

La actina, es el componente principal del citoesqueleto de las células musculares, y juega un rol
fundamental en una gran variedad de procesos celulares tales como motilidad (Svitkina, 2018),
contracciéon y transporte intracelular (Titus, 2018), citocinesis (Glotzer, 2017), adhesion y
morfologia celular (Dominguez & Holmes, 2011; Svitkina, 2018). Existe en dos formas: actina
monomeérica (actina G) y actina filamentosa (actina F) la cual se encuentra involucrada en la

mayoria de las funciones bioldgicas (Wegner & Isenberg, 1983; Korn et al., 1987; Dominguez &
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Holmes, 2011). Los filamentos de actina presentan un diametro de entre 7-10 nm dependiendo
del método de andlisis (Grazi, 1997) y se forman por la polimerizacion de la proteina globular
actina G (42 kDa) en un proceso dependiente de ATP. Existe poca evidencia experimental de que
la DM afecta al citoesqueleto de actina (Cooper et al., 2004). Varios autores han comprobado
que existe una disminucidn de la actina F en tejidos de ratas diabéticas (Nemoto et al., 2006;
Zhang et al., 2008). Romanelli y colaboradores demostraron que la organizacion espacial de la
actina F en el tejido cardiaco se veia severamente alterada, observandose una disminucion de

las areas ocupadas por la actina F en los ratones diabéticos (Romanelli et al., 2020).

1.7. Apoptosis

La apoptosis es una forma de muerte celular programada (Kerr et al.,, 1972) que puede ser
inducida por ciertos estimulos ambientales. Se caracteriza por una secuencia de cambios
morfoldgicos y bioquimicos que incluyen: reorganizacién del nucleo, despolimerizacién del
citoesqueleto formando protuberancias en la membrana plasmatica (blebbing) y formacion de

cuerpos apoptaticos, entre otros (Wyllie et al., 1981; Earnshaw, 1995).

Los miocitos cardiacos son las células mas susceptibles a la muerte celular (Frustaci et al., 2000)
y se ha demostrado que no solo presentan apoptosis en las fases tempranas sino que también
en las fases tardias de la DM (Cai & Kang, 2003). Como se mencioné previamente, la
hiperglicemia y la hiperlipidemia son factores independientes que generan apoptosis en el
miocardio diabético (Cai et al., 2002; Wang et al., 2006). En la DM ambos conducen a la
generacion de ROS, desencadenando la produccidon de citoquinas, proteinas apoptodticas y
factores de transcripcion, que conducen a la inflamacién, disfuncion mitocondrial,
sobreactivaciéon del sistema renina-angiotensina-aldosterona y la apoptosis en corazones
diabéticos (Sari et al., 2010; Huynh et al., 2013; Miranda-Diaz et al., 2016). Es sabido que la
generacidn de ROS activa la caspasa 3 por liberacién mitocondrial del citocromo C induciendo la
apoptosis por la via intrinseca (Cai et al., 2002). Todos estos factores comienzan generando una

disfuncién cardiaca que finaliza en el desarrollo de la MCD (Althunibat et al., 2019; Li et al., 2019)
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Figura 2.- Progresion de la MCD. La hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia conducen a estrés
oxidativo generando una serie de efectos como la apoptosis las cuales conducen a la MCD. Figura extraida de
(Alabi et al., 2020).

1.8. Problema de investigacion

Previamente, nuestro grupo de investigaciéon utilizdé la linea celular derivada de ventriculo
izquierdo de embriones de rata H9c2 (Watkins et al., 2011; Guan et al., 2019; Pu et al., 2019)
como modelo in vitro que emula la diabetes, incubando las células en un medio de hiperglicemia
e hiperlipidemia compuesto por DMEM High Glucose (25 mM glucosa) y 500 uM de PA
adicionado (Alberro, 2016). Utilizando este modelo se pudo comprobar que la condiciéon 25 mM
glucosa + PA antes descrita presenté cambios en la distribucidén celular del citoesqueleto de
actina (Alberro, 2016). El cambio detectado fue cualitativo y no cuantitativo debido a la

variabilidad en los resultados obtenidos con el medio hiperglicémico e hiperlipidémico utilizado.

En el presente trabajo, se utilizé la linea celular H9c2 y se realizé un ajuste para determinar las
condiciones experimentales (medio hiperglicémico y tiempo de incubacién) que permitiera
realizar una evaluacidon cuantitativa de los cambios morfo-fisiolégicos generados por la
incubacion de las células en este medio. Particularmente, poder cuantificar los cambios en la
disposicion espacial del citoesqueleto de actina y estudiar su posible relacién con la rigidez

celular (nanomecdnica celular).
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2. HIPOTESIS

La hiperglicemia (33 mM glucosa) e hiperlipidemia (500 uM PA) actlan sinérgicamente e
inducen cambios morfo-fisioldgicos en la linea celular H9¢2 que pueden ser cuantificados y que

podrian estar relacionados con la fisiopatologia de la miocardiopatia diabética.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Cuantificar y analizar los cambios morfo-fisioldgicos inducidos por la sinergia entre la glucosa y

el 4cido palmitico en cultivos celulares de la linea H9c2.

3.2. Objetivos especificos

e Ajustar la concentracidon de glucosa para emular las condiciones de hiperglicemia
equivalentes a la DM

e Diferenciar y cuantificar tipos de la muerte celular promovida por la condicién
hiperglicémica-hiperlipidémica

e Analizar y cuantificar la morfologia celular (alto, ancho y largo) en condiciones control e
hiperglicémicas-hiperlipidémicas

e Cuantificar la expresion de actina F y analizar su disposicidon espacial en condiciones
control e hiperglicémicas-hiperlipidémicas

e Analizar la expresion proteica de la actina total en condiciones control e hiperglicémicas-
hiperlipidémicas

e Analizar y cuantificar la nanomecanica celular en condiciones control e hiperglicémicas-

hiperlipidémicas
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cultivos celulares

Las células H9c2 derivadas del ventriculo izquierdo de embriones de rata fueron descritas en
1976 por Kimes y Brant (Kimes & Brandt, 1976). Corresponden a una linea celular finita de
mioblastos que crecen en monocapa. Para los experimentos estas células fueron cultivadas en
medio DMEM Low Glucose (5.5 mM glucosa, Capricorn Scientific DMEM-LPXA) con 10% de suero
fetal bovino (SFB, Capricorn Scientific FBS-11A), 100 U/mL de penicilina y 100 g/mL de
estreptomicina. Se utilizaron como sustratos cajas de Petri, en su mayoria, de 50mm y las celulas
fueron incubadas a 37 °C con 5% de CO,. Ya que una confluencia mayor al 80% genera células
diferenciadas, multinucleadas, alargadas y ramificadas, la confluencia utilizada para todos los
experimentos fue del 70 % aproximadamente. Para realizar experimentos independientes se

utilizaron diferentes ampollas, con el mismo pasaje (10 - 14), las cuales se conservaron a -80 °C.

Como condicidn control, se utilizd 5.5 mM glucosa y para la condicién hiperglicémica las
concentraciones de glucosa utilizadas fueron de 25 mM, o 33 mM. Para las ultimas
concentraciones se utilizé el medio DMEM High Glucose (25 mM glucosa), y para alcanzar el
nivel de 33 mM glucosa, se adicionaron los 8 mM restantes utilizando D-glucosa (Sigma-Aldrich).
Como medio hiperlipidémico se incorpord, al medio hiperglicémico (25 mM y 33 mM glucosa),
500 uM de PA (Sigma-Aldrich) en concentracién 500 pM en un complejo con 1% de
seroalbumina bovina (BSA, A3675, Sigma-Aldrich) (Cousin et al. 2001; Dyntar et al. 2001; Leroy
et al. 2008; Michaelson, et al. 2014)

4.2.Complejo PA/BSA

El PA es hidrofdbico por lo que para su disolucidn en el medio de cultivo es necesario conjugarlo
con una sustancia que facilite su biodisponibilidad. En este caso utilizamos BSA.
Se prepararon dos soluciones:
® Solucién 1: Solucién madre de 100 mM PA en 0.1 M de NaOH en bafio a 70 °C con
agitacion.
e Solucién 2: Solucion de BSA al 10 % m/v en agua destilada, en bafio a 55 °C y con

agitacion.
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Para obtener el complejo PA/BSA se mezclé 0.5 mL de la solucién 1 con 9.5 mL de la solucidn 2
obteniendo una solucién stock de 5 mM PA /10 % BSA. A continuacion la misma se dejo enfriar
y se filtré con membrana miliporo (0.22 um) en cdmara de flujo laminar.

El medio hiperglicémico (25 mM o 33 mM glucosa) e hiperlipidémico fue generado
adicionandole 1/10 de la solucidn stock (5 mM PA /10 % BSA), para obtener una concentracion

final de PA de 500 uM/ 1 % BSA (Cousin et al., 2001).

4.3. Analisis de la muerte celular

Se realizé un analisis temporal con el objetivo de determinar el tiempo de cultivo éptimo para
llevar a cabo los objetivos de esta tesis. Dicho andlisis se realizd Unicamente en las condiciones
control, 25 mM glucosa + PA (datos no mostrados) y 33 mM glucosa + PA a las 12, 24, 36, 48, 60
y 72 h de incubacion.

El analisis de la muerte celular se realizd en las siguientes condiciones: a) control (5.5 mM
glucosa), b) 5.5 mM glucosa + PA, c) 25 mM glucosa, d) 25 mM glucosa + PA, e) 33 mM glucosa,
f) 33 mM glucosa + PA. En todos los casos el andlisis fue realizado a las 72 h. Para excluir el efecto

hiperosmolar se incluydé un control con manitol (Sigma-Aldrich) a una concentracién 33 mM.

Se recolectd el sobrenadante y las células en monocapa fueron lavadas con PBS 1X para luego
ser decoladas empleando tripsina/EDTA (0.05 % en DPBS 1X) por 5 min a 37 °C. Posteriormente,
se resuspendié en el medio Low Glucose y se colocd en el tubo de centrifuga con el sobrenadante
previamente recolectado al decolar las células con tripsina. Se procedié a centrifugar a 800 g por
5 min, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 mL de PBS 1X.

La viabilidad celular fue analizada mediante la incorporacién de un agente intercalante del ADN:
loduro de propidio (IP) (2 pg/mL) durante 5 min en oscuridad. Dicho compuesto no se une al
ADN/ARN de las células cuya membrana se encuentra integra, por lo que su ingreso en la célula
determina que la célula esta en proceso de muerte celular o muerta. Por ultimo, se cargaron 10
pL de la solucién en una cdmara de Neubauer y se procedié a contar la cantidad de células totales
por microscopia de contraste de fases y las células muertas empleando microscopia de
epifluorescencia (Olympus 1X-81). Se realizaron tres experimentos independientes para cada
condicidn contabilizdndose 200 células en cada grupo. Los resultados fueron expresados como
porcentaje de muerte celular. El pico maximo de la longitud de onda de excitacién para IP es 543
nm, mientras que el de emisién corresponde a 617 nm. Cada experimento fue realizado por

triplicado.
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4.4, Analisis del tipo de muerte celular mediante la técnica de la triple tincion de
células en suspension

La triple tincidn es una técnica muy utilizada para la evaluacion del tipo de muerte celular (Turku
et al.,, 2017; Tong et al., 2018; Berthier et al., 2019). La combinacién de dos fluoréforos como IP,
Hoechst (intercalantes de ADN) y un tercero como el diacetato de fluoresceina (FDA) permiten

visualizar la integridad de la membrana y el estadio de apoptosis.

Caracteristicas de los fluorocromos:

e |P: Color rojo. Intercalante del ADN. Se une al ADN de las células cuando las membranas se
encuentran danadas.

e FDA: Color verde. Se activa transformandose en una sustancia fluorescente por una esterasa
celular presente en las membranas integras, razon por la cual es un indicador de la integridad
de la membrana plasmatica.

e Hoechst 33342 supravital: Color azul. Intercalante del ADN. Se observa la eu vy
heterocromatina. Es un indicador de la morfologia nuclear siendo capaz de diferenciar entre
una morfologia normal (nucleos integros) y una apoptdtica (cromatina compacta con nucleos

heterocromaticos).

Se prepard una solucién stock de 50 pL:

Stock Volumen (pL)
IP (1 mg/mL) 2.5
Hoechst 33342 (1 mg/mL en agua) 7.5
FDA (1.5 mg/mL en DMSO) 4.0
PBS 1X 36.0

Las células fueron cultivadas en las condiciones control y 33 mM glucosa + PA durante 72 h en
placas de cultivo de 50 mm. Luego de ese tiempo, las células fueron decoladas utilizando tripsina
y centrifugadas a 800 g durante 5 min con el medio de cultivo en el que crecieron las células, de
manera de incorporar a la medicién las células muertas que se desprendieron de la placa. Se
descarté el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 50 pL de PBS 1X. Posteriormente se
adicionaron 5 pL de la solucién stock con los fluorocromos y se incubd durante 6 min a 37 °C en
oscuridad. Luego se colocaron 10 pL en portaobjetos e inmediatamente fueron visualizados con
Microscopia Laser Confocal (MLC) ya que al cabo de unos min la fluorescencia comienza a

disminuir. Protocolo basado en De Santis et al., 2001.
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La longitud de onda (A) de excitacion (Aexc) y emisidn (Aem) maxima para los fluoréforos utilizados
es la siguiente: IP (Aexc: 543 nM; Aem: 617 nm), FDA (Aexc: 490 nm; Aem: 526 nm), Hoechst 33342
(Aexc: 343 nm; Aem: 483 nm).

Se clasificaron en células vivas, apoptdticas o necréticas (Tabla 1) y se analizaron un total de 100
células en tres experimentos independientes para cada condicién. Los datos obtenidos fueron
representados como porcentaje de muerte celular apoptdtica en funcién de la muerte celular

total de cada experimento.

Tabla 1.- Caracteristicas celulares después de la triple tincion. Tabla basada en (De Santis et al., 2001; Turku

etal., 2017)

Tipo de célula Visualizacion con la triple tincion
Células vivas Célula verde y ntcleo azul normal
- Célula verde y nucleo de tamafio igual o menor al
Apoptéticas . - .
normal, con granulos heterocromaticos. Presencia de
tempranas L - ;
protuberancias citoplasmaticas (blebbing)
Apoptoéticas Célula roja y nucleo de tamaiio igual o menor al
tardias normal, con granulos heterocromaticos.
Necréticas Célula roja y nucleo de apariencia normal

4.5. Andlisis de largo y ancho celular

Se realizaron cultivos en las mismas condiciones descritas en la seccidén de analisis de muerte
celular (secciéon 4.3) y se adquirieron imagenes de microscopia dptica de luz transmitida (Nikon
Diaphot 300) utilizando el software Micrometrics SE Premium para cada una de las condiciones.

Se analizaron los cultivos a los distintos tiempos de incubacién (0, 12, 24, 36, 48, 60y 72 h) para
las condiciones control y 33 mM glucosa + PA mientras que para el resto de las condiciones se
utilizaron Unicamente los cultivos a 72 h. Se obtuvo el largo y ancho celular mediante la
herramienta straight del software ImageJ (NIH, USA). Se consideré como largo la mayor
distancia entre dos puntos que se encuentran en los extremos distales de la célulay como ancho,
la distancia que conecta los puntos medios del largo celular. Se realizaron tres experimentos

independientes para cada condicidn contabilizandose 150 células en cada grupo.
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4.6.Andlisis del citoesqueleto de actina

El estudio de la actina filamentosa (actina F) se realizd utilizando faloidina conjugada con
rodamina (Thermo Fisher Scientific R415). La faloidina es un heptapéptido biciclico muy téxico,
aislado del hongo Amanita phalloides. Es muy utilizado para marcar la actina F de las células
eucariotas ya que presenta alta afinidad por ella (Wieland, 1986; Romanelli et al., 2020). Varios
trabajos han utilizado a la faloidina como marcador de los filamentos de actina y es debido a
que se une fuertemente a la actina F pero muy débilmente a la actina G (De Vries & Wieland,
1978; Barden et al., 1987).

Se cultivaron las células sobre cubreobjetos, previamente esterilizados en autoclave, dentro de
placas de cultivo con el medio control. Luego de 24 h se incorporaron a los cultivos los medios
a) controly b) 33 mM glucosa + PA. Alas 72 h de incubacidn, el medio fue descartado y las células
fueron fijadas utilizando paraformaldehido (PFA, 4% en PBS 1X) / 0.2 % Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) durante 10 min a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas tres veces con PBS
1X y luego incubadas durante 20 min con 6.6 uM faloidina rodamina (diluida en metanol, R415
Invitrogen) a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron tres lavados nuevamente con
PBS 1X de manera de eliminar la faloidina no conjugada e inmediatamente las muestras fueron
montadas con 50 % de glicerol-DAPI (1 pg/mL).

Las imagenes fueron adquiridas a una resolucidn de 1024 x 1024, con un objetivo de 40X,
utilizando MLC (Zeiss 800). El pico maximo de la longitud de onda de excitacidn para la rodamina
es de 540 nm, mientras que el de emisién corresponde a 565 nm. Se realizaron tres
experimentos independientes. En todas las imagenes se mantuvieron constantes los parametros

de la adquisicién como PMT (fotomultiplicador), intensidad del laser, ganancia y offset.

4.6.1. Cuantificacion de la actina F total

Las imagenes adquiridas por MLC en el plano medio de las células fueron cuantificadas dando
menor diferencia significativa (con p<0.05 en un test Mann-Whitney) en la condiciéon 33 mM
glucosa + PA en comparacidn con la condicién control. Sin embargo, al notar que las células
incubadas en la condicién 33 mM glucosa + PA se tornaban mas altas (ver anadlisis de células
fijadas por Microscopia de Fuerza Atdmica; seccién 4.9.1), en comparacidén con las células
control, se realiz6 una cuantificacion tridimensional de las fibras de actina F. Se adquirieron,

entonces, imagenes por MLC en stacks a intervalos de 0.5 um con un objetivo 40X.
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Las imagenes fueron analizadas con el software ImageJ utilizando la herramienta Z proyect. Esta
herramienta permitié sumar la fluorescencia de todos los planos del stack obteniendo asi una
sola imagen final. Se delimitd cada célula y se obtuvo un valor de intensidad de fluorescencia.
Luego se dividio la fluorescencia total por el volumen (area de la célula x la cantidad de stacks)
de manera de obtener un valor de intensidad de fluorescencia/um?® para cada célula. Se

analizaron un total de 150 células para cada condicidn.

4.6.2. Cuantificacion de la disposicién espacial de la actina F

De las imagenes finales obtenidas de los stacks, se trazd un eje a lo largo de la célula (largo
celular) y un eje perpendicular al mismo conectando los puntos medios del largo, determinando
asi, el ancho celular. Se definié el cruce de ambos ejes como el punto central de la célulay en
dicha regidn, con centro en el punto de interseccidn, se trazé un cuadrado de 10 pm x 10 pum
determinando la zona central. A su vez, sobre los extremos distales del eje longitudinal se
trazaron dos cuadrados mds de 10 um x 10 um, uno en cada extremo de la célula, determinando

asi la zona distal, tal como se muestra en la Fig. 3.

Zona central Zona distal

Figura 3.- Determinacion de la zona central y distal. Imdgenes representativas de MLC, adquiridas con un
aumento de 40x. A) Determinacién de la zona central de la célula, y realizacién del cuadrado 10 pm x 10 um en
dicha zona B) Determinacion de los cuadrados 10 um x 10 um en la zona distal de la célula.

En cada cuadrado se cuantificd la cantidad de filamentos de actina y la distancia entre los
mismos. Sin bien la mayoria de las células son afectadas por la condicién 33 mM glucosa + PA se
utilizaron células cuyo largo era menor a 60 um (siendo el largo nomal 80 um
aproximadamente). Este criterio fue adoptado en base a los resultados obtenidos del analisis de
la morfologia celular (seccidn 4.5) de manera de analizar el cambio en la disposicion espacial

solo en aquellas células que se ven afectadas por la condicidn 33 mM glucosa + PA. Se realizaron
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tres experimentos independientes y fueron analizadas un total de 150 células para cada

condicioén.

4.7. Analisis de la expresion proteica por Western blot

Las células fueron incubadas durante 72 h en las condiciones control, 5.5 mM glucosa + PA, 33
mM glucosay 33 mM glucosa + PA. Luego se retiré el medio de cultivo y se realizaron dos lavados
con PBS 1X frio. Las células fueron tratadas en las placas de cultivo durante 30 min a 4 °C en
agitacién con 700 pL de buffer de lisis (50 mM HEPES, 5 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 5 mM EGTA,
5 % glicerol, 1 % Tritén X-100, 0.1 % Tween 20, 0.1 mM PMSF, 0.2 mM ATP y un céctel inhibidor
de proteasas - SigmaFast ™- concentracion final 1X, pH 7.4 (segun indicaciones del fabricante)).
Los homogeneizados de proteinas fueron sonicados siete veces a pulsos de 0.03 s y la
concentracién de proteinas se determiné mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976). Las
muestras fueron analizadas en geles de 10 % poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se
sembraron 30 ug de proteinas totales de cada una de las muestras y se utilizé el marcador
estandar de peso molecular Precision Plus Protein Western C Standards (161-0376, Bio-Rad

Laboratories, Inc.).

La electroforesis se llevd a cabo durante 60 min a 100 V, con el buffer de corrida (25 mM Tris,
190 mM glicina, 0.1 % SDS). Luego se procedid a transferir las proteinas a una membrana de
PVDF durante 90 min a 350 mA y a 4 °C con el buffer de transferencia (25 mM Tris, 190 mM
glicina, 0.1 % SDS y metanol 20 %). Finalizada la transferencia, la membrana fue bloqueada con
TBS (buffer Tris salino: 0.02 M Trizma HCI, 0.1 M NaCl, pH=7.6) 1X con 0.1 % Tween (TBS-T) + 5
% de leche descremada en polvo durante 60 min a temperatura ambiente y con agitacién. Se
realizaron luego tres lavados con TBS-T para descartar el exceso de leche en polvo.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-pan-actina
(Ab 11003, Abcam) en una dilucién 1/500 a 4 °C, overnight con agitacién continua.
Inmediatamente, se descartd el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados con TBS-T
durante 10 min cada uno. Por ultimo, se incubd con el anticuerpo secundario policlonal — IgG
DyLight® 650 (Ab 96922, Abcam) en una dilucién 1/250 durante 60 min a temperatura ambiente
y con agitacion. La deteccion de las bandas obtenidas se realizd en un equipo High Performance
Luminescent Image Analyser (FLA-9000, Fujifilm).

Como control de carga se utilizé gliceralhehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) cuyo peso

molecular corresponde a 37 KDa. Por tener un peso molecular similar a la actina, se procedio a
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disociar y eliminar los anticuerpos utilizados anteriormente con un buffer de stripping (200 mM
glicina, 0.1 % SDS, 1 % Tween 20, pH=2.2). Se realiz6 el mismo procedimiento que con el
anticuerpo anti-pan-actina, pero en este caso se incubé con el anticuerpo primario monoclonal
para GAPDH (Ab 181602, Abcam) en una diluciéon 1/5000 y la membrana fue revelada con el
mismo anticuerpo secundario. Se analizaron tres muestras de cada condicién y el analisis fue
realizado por triplicado. Como control negativo se incubd solamente con el anticuerpo
secundario (datos no mostrados).

Se realizé el mismo procedimiento descrito anteriormente utilizando 1000 uL de buffer de lisis
durante 30 min a 4 °C para las muestras: a) control, b) 5.5 mM glucosa + PA, c) 33 mM glucosa y
d) 33 mM glucosa + PA. La cuantificacion de las bandas se llevd a cabo con la herramienta Gels
(Plot Lanes) del software ImageJ y los valores obtenidos fueron normalizados con los del control

de carga. Se realizaron tres experimentos independientes.

4.8. Calculo del peso molecular aparente

La estimacidn del peso molecular de las bandas obtenidas para la condicién 33 mM glucosa + PA
se llevé a cabo utilizando el método descrito por Shapiro et al. (1967). Se repitid el
procedimiento de western blot detallado previamente cargando las muestras control y 33 mM
glucosa + PA solamente. Se utilizd el software ImageJ para medir la distancia entre cada una de
las bandas presentes (muestra y marcador de peso molecular), hasta un punto de referencia
marcado por encima del comienzo de cada carril. Se realizé un grafico utilizando el marcador de
peso molecular vs. logaritmo de las distancias obtenidas para el mismo; realizando una curva de
calibracion. Con la ecuacion obtenida se calculd el peso molecular aparente de la actina utilizado

la distancia de la banda obtenida. El analisis fue realizado por triplicado.

4.9. Analisis de la rigidez celular por Microscopia de Fuerza Atémica

El Microscopio de Fuerza Atémica (MFA) es un microscopio de barrido de alta resoluciéon muy
utilizado en el campo de las ciencias bioldgicas y biomédicas (Miiller & Dufréne, 2011; Benech
et al., 2014; Li et al., 2018). Su funcionamiento se basa en la interaccién entre la muestra que se
quiere analizar y una punta de dimensiones nanométricas unida a un cantiléver. De este sistema
lo que se controla es el movimiento de subida o bajada del cantiléver mediante motores

piezoeléctricos. Se observa una representacién esquematica del MFA en la Fig. 4A.
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Cuando se opera en el modo Peak Force Tapping del software de la empresa Bruker se determina
la altura inicial a partir de la cual el cantiléver desciende hacia la muestra, causando que la punta
ejerza una fuerza sobre la misma. A medida que la punta escanea la superficie, los cambios en
su altura o rigidez hacen que la fuerza maxima que se aplica sufra variaciones. Con un circuito
de retroalimentacién se busca compensar esos cambios con variaciones en la altura del
cantiléver, de manera que la fuerza maxima aplicada sea constante. Se registra, entonces, para
cada punto de la imagen dos magnitudes: por un lado, los cambios en la altura (con precision
nanomeétrica) que fueron necesarios para mantener la fuerza constante, y por el otro, cudles
fueron los cambios en la fuerza ejercida causados por las alteraciones en la muestra (Kuznetsova
et al., 2007). La primera informacién se presenta en lo que llamamos la imagen de altura, en la
cual podemos conocer con precision nanométrica la topografia de la muestra; la segunda
corresponde a lo que se denomina imagen de error. En esta ultima es posible conocer con mas

detalle la morfologia celular (Fig. 4B).
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Figura 4.- Representacion esquematica del MFA y obtencion de las imagenes. A) Representacién esquematica
del funcionamiento del MFA. Extraida de Rianna & Radmacher, 2016 B) Dibujo que representa la punta unida
a un cantiléver recorriendo una muestra (Sample) y la generacion de la imagen de altura (Profile of scanner
moving) y la imagen de error asociada a los cambios de tuvo que realizar la punta sobre la muestra (Profile of
cantiléver deflection changing). Esquemas tomados de (www.ntmdt-si.com).

Adicionalmente, el mdédulo QNM (Quantitative NanoScale Mechanical) del software de la
empresa Bruker permite utilizar los datos registrados de la fuerza aplicada y de la deformacion
causada para obtener valores cuantitativos del médulo de Young (expresado en KPa) en cada
punto. Esta informacidn se utiliza para generar una tercera imagen: un mapa cuantitativo de la
rigidez del material. En la Fig. 5 se representan las tres imdgenes obtenidas por MFA de la misma

region celular.
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Imagen de altura Imagen de rigidez

Figura 5.- Imagenes del escaneo celular por MFA. Imdgenes obtenidas de una Unica célula viva de la condicién
control por MFA. A) Imagen de altura B) imagen de error C) imagen de rigidez.

El MFA del IIBCE (BioScope Catalyst de Bruker) se encuentra acoplado a un microscopio invertido
de epifluorescencia (Olympus 1X81) con variados objetivos que permiten la localizacién de cada
célula con precisiéon. A su vez, permite realizar experimentos en aire o en liquido y cuenta con
un controlador de temperatura, siendo posible analizar la topografia de las células fijadas, asi

como la elasticidad de las células vivas.

Para los experimentos en célula viva se utilizé una punta de nitruro de silicio DNP-10 (D) de la
compafia Bruker, con un radio de 20 nm de acuerdo al fabricante y una constante elastica
medida en liquido de 0.13 N/m. Para los experimentos en célula fijada se utilizd una punta
ScanAsyst en aire con radio de 2 nm y constante elastica de 0.4 N/m. La fuerza maxima aplicada
para los experimentos en célula viva varié entre 5 nN y 8 nN, mientras que para las células fijadas

fue de 8 nN.

49.1. Anadlisis de células fijadas

Las células fueron cultivadas durante 72 h en las condiciones control y 33 mM glucosa + PA en
portaobjetos previamente esterilizados, y luego fijadas para su analisis con PFA (4 %) durante
10 minutos a temperatura ambiente. Se analizaron un total de 11 células de cada condicién, y
se obtuvieron imagenes con un tamafo de escaneo de 100 um x 100 um, y a una frecuencia de
escaneo de 0.125 Hz.

Las imagenes de altura fueron procesadas utilizando la herramienta section en el software
NanoScope Analysis (Bruker) y se extrajeron tres valores de altura para cada célula de cada
condicidn que se promediaron para obtener un Unico valor. Para ello se realizaron tres lineas,

cuyo punto en comun es el centro del nucleo y de cada una se obtuvo una grafica con el punto
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de altura maxima tal como muestra la Fig. 6. El software ademas de realizar esta grafica nos

brinda el valor exacto del pico sin necesidad de interpolar en la misma (datos no mostrados).

F

pm

pm

Figura 6.- Determinacion de la altura celular por MFA. Imagenes representativas obtenidas del software
NanoScope Analysis. Se observa la determinacion de tres valores de altura y cada grafica asociada. La primera
linea vertical punteada corresponde a un valor bajo de altura, mientras que la segunda linea vertical
corresponde a los valores maximos. Los cuadros punteados enmarcar el punto mds alto de la célula y la linea
punteada horizontal el valor del mismo.

4.9.2. Andlisis de células vivas

Las células fueron cultivadas en condicidn control o con 33 mM glucosa + PA durante 72 h en
placas de Petri de 50 mm de diametro. Se les extrajo el medio y fueron incubadas con IP en
concentracion final de 1 ug/mL durante 5 min a temperatura ambiente. Luego las células fueron
lavadas con PBS 1X y se colocd nuevamente PBS 1X para su andlisis. Las medidas fueron
realizadas Unicamente sobre las células viables (no presentaban fluorescencia por IP)
analizandose un total de 9 células de cada condicidn. Se obtuvieron imagenes con un tamaiio de
escaneo de entre 100 pum y 150 um, con una resolucién de 512 x 512 y a una frecuencia de 0.125

Hz.

Para el analisis de las células de interés se utilizé la imagen de rigidez (mddulo de Young en KPa).
La medicién de la rigidez fue realizada utilizando una matriz de los valores del mddulo de Young
obtenidos por el software NanoScope Analysis. Se realizaron cuadrados de 10 pm x 10 um en las
zonas centrales y distales de la célula, similares a los realizados para la cuantificacién de la actina

F (seccion 4.6.2). Estos cuadrados fueron definidos en la imagen de error, de manera de poder
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diferenciar correctamente los limites celulares y luego colocalizados en la imagen de rigidez. Se
utilizaron entre 1200 y 2700 datos del mddulo eldstico por cada célula en cada region,
considerando la equivalencia que en cada pixel de la imagen hay un valor del médulo de Young.
La variacion en la cantidad de datos del mddulo de Young es consecuencia de las diferencias en
el tamaio de escaneo para cada célula. Los datos extraidos fueron incorporados al software
Graphpad Prism 8. Se realizaron histogramas y se realizd un ajuste gaussiano obteniendo un

valor de rigidez: media * desviacién estandar.

Las imagenes de rigidez se representaron con una escala a colores. Dicha escala separa cada
color por 100 KPa, es decir que el color rojo representa una rigidez entre 0-100 KPa, el naranja
entre 100-200 KPa y asi sucesivamente hasta alcanzar la dureza de la placa de Petri en la cual
fueron cultivadas las células: 900-1000 KPa (fucsia). Esto nos ayuda a orientarnos en la
interpretacién de valores de rigidez central o distal de las células incubadas en la condiciéon

control 0 33 mM glucosa + PA.

Se analizd la altura de las células vivas, en ambas condiciones, con el objetivo de verificar si su
altura también era mayor en las células de la condicién 33 mM glucosa + PA. Su andlisis se realizé

del mismo modo que para las células fijadas de la seccion 4.2.1 (datos no mostrados).

4.10. Andlisis estadistico de los datos

En todas las comparaciones se realizé un test de Shapiro Wilk para constatar normalidad. Para
aquellas poblaciones que no cumplian la normalidad se realizd el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis y si existian diferencias entre los grupos se realizd el test de Mann-Whitney-Wilcoxon.
Ademas, para probar la homogeneidad de las varianzas (homocedasticidad) se realizé el test de
Leven. Se comprobd que todas las variables utilizadas eran homocedasticas previamente a la
utilizacion del test estadistico correspondiente en cada caso. Para aquellas poblaciones con n
menor a 30 datos se utilizé un test no paramétrico, sin constatar normalidad previamente.

Los datos fueron graficados utilizando el software Graphpad Prism 8 y el analisis estadistico fue
realizado en el software R Studio. Se consideré como diferencia significativa los valores con

p<0.05 (***).
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5. RESULTADOS

5.1. Analisis de las condiciones éptimas experimentales

5.1.1. Ajuste de la concentracién optima de glucosa y cuantificacion de la muerte
celular

Se adquirieron imagenes de los cultivos celulares de la linea H9c2 de las condiciones A) control
(5.5 mM glucosa), B) 5.5 mM glucosa + PA, C) 25 mM glucosa, D) 25 mM glucosa + PA, E) 33 mM
glucosa, F) 33 mM glucosa +PA y G) 33 mM manitol con microscopia éptica de luz transmitida
(Fig. 7). Se observé que luego de 72 h de incubacidn, las células del grupo control (Fig. 7A)
presentaban la morfologia fusiforme caracteristica de la linea celular. Al aumentar la
concentracién de glucosa y con la adicién del PA, se detectd una mayor cantidad de células
muertas (circulos refringentes despegados del sustrato) que en el control, evidencidandose una
relacidn directamente proporcional entre la concentracidn de glucosa y la muerte celular (Fig.
7B-7F). En contraste, las células expuestas a 33 mM manitol (Fig. 7G) mostraron una morfologia

fusiforme y una muerte celular muy similar a las células controles.
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Control (5.5 mM glucosa) 5.5 mM glucosa + PA

Figura 7.- Imagenes representativas de las distintas condiciones experimentales a las 72 h de incubacion.
Imdgenes obtenidas por microscopia dptica (10X) de los cultivos: A) control (5.5 mM glucosa), B) 5.5 mM
glucosa + PA, C) 25 mM glucosa, D) 25 mM glucosa + PA, E) 33 mM glucosa, F) 33 mM glucosa + PAy G) 33 mM
manitol.

En la Fig. 8 se puede apreciar la cuantificacién de la muerte celular para cada uno de los
tratamientos a las 72 h de incubacidn. El control presentd un bajo porcentaje de muerte celular
8.16 % + 0.25 %, al igual que el tratamiento de 33 mM manitol (9.10 % + 0.85 %). Para el resto
de las condiciones, tanto la adicién de PA como el aumento de glucosa mostraron diferencia
significativa con respecto al control. Ademas, se encontraron diferencias estadisticas entre la
misma concentracidn de glucosa con y sin PA, lo que muestra la influencia del PA sobre la muerte

celular.
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Figura 8.- Cuantificacion de la muerte celular en las distintas condiciones experimentales a las 72 h de
incubacion. Se representan las medianas del porcentaje de muerte celular para las condiciones A) control, B)
33 mM manitol C) 5.5 mM glucosa + PA, D) 25 mM glucosa, E) 25 mM glucosa + PA, F) 33 mM glucosa y G) 33
mM glucosa + PA. Se realizaron tres experimentos independientes para cada condicion contabilizandose 200
células en cada grupo. Para el anadlisis estadistico se realizé el test de Kruskal-Wallis y luego el test Mann-
Whitney considerando como diferencia significativa un valor de p<0.05 con respecto al control (***), 25 mM
glucosa vs. 25 mM glucosa + PA (**), 33 mM glucosa vs. 33 mM glucosa + PA (*).

5.1.2. Cuantificacién del ancho y largo celular

Los resultados de la cuantificacidon del largo y ancho de las células, medidas en las imagenes
obtenidas por microscopia dptica, se presentan en la Tabla 2.

En el largo, los valores presentaron una diferencia significativa respecto al control en las
condiciones mayores o igual a 25 mM glucosa, siendo la diferencia mayor en la condicién 33 mM
glucosa + PA. En el ancho, sin embargo, las diferencias significativas se observaron Unicamente

en las condiciones 33 mM glucosa y 33 mM glucosa + PA.

Tabla 2.- Cuantificacidn del largo y ancho celular en las distintas condiciones experimentales. Se presentan
valores de la mediana correspondientes al largo y al ancho de las células H9c2 en todas las condiciones
experimentales (control, 33 mM manitol, 5.5 mM glucosa + PA, 25 mM glucosa, 25 mM glucosa + PA, 33 mM
glucosa y 33 mM glucosa + PA) a las 72 h cultivo y a su vez el largo y ancho en la condicion control a las 0 h de
incubacion. Se realizaron tres experimentos independientes para cada condicion contabilizandose 150 células
en cada grupo. Para el andlisis estadistico se realizé el test de Kruskal-Wallis para comparar entre los grupos y
luego el test Mann-Whitney considerando como diferencia significativa con respecto al control, un valor de
p<0.05 (***).

Condicion experimental Largo (um) Ancho (um)
Control 0 h 78.87 £1.97 11.40+0.57
Control, 72 h 79.17 £1.05 11.73+£0.34
33 mM manitol, 72 h 78.06 £1.47 11.73+0.81
5.5 mM glucosa + PA, 72 h 72.07 £2.27 11.93 +0.64
25 mM glucosa, 72 h 68.99 + 2.12*** 12.32£0.36
25 mM glucosa + PA, 72 h 68.59 + 1.69*** 12.45 £ 0.47
33 mM glucosa, 72 h 56.29 £ 2.08*** | 13.48 + 0.37***
33 mM glucosa + PA, 72 h 47.27 £ 4.54*** | 14,08 + 1.29***




RESULTADOS

5.2. Analisis de los efectos de la condicién 33 mM glucosa + PA

5.2.1. Analisis temporal de la muerte celular

En la Fig. 9 se observan las condiciones: control a las 72 h de incubacion y 33 mM glucosa + PA
cada 12 h (desde 24 h alas 72 h) de incubacidn. A las 48 h de incubacién (Fig. 9D), comenzaba a
percibirse un importante cambio en la morfologia celular observandose una pérdida de sus
caracteristicas tipicas fusiformes que presentan las células H9c2. En la Fig. 9F (33 mM glucosa +
PA alas 72 h) se observa que en su mayoria presentan una morfologia completamente distinta
a las células control (observacion que se evaluard mds adelante) y es posible observar que
presentan menor contacto intercelular. Este andlisis temporal demuestra que a medida que
transcurren las horas de cultivo es posible observar una mayor cantidad de células muertas con

alta refringencia ya despegadas del sustrato.
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Figura 9.- Imagenes representativas del analisis temporal de la condiciéon 33 mM glucosa + PA. Imagenes
obtenidas por microscopia dptica (10X) de los cultivos H9c2 cada 12 h de incubacién (de 24 h a 72 h) para las
condiciones A) control a las 72 h y 33 mM glucosa + PA alas B) 24 h C) 36 h D) 48 h E) 60 hs F) 72 h. Es posible
observar que a medida que transcurren las h de incubacion hay mayor cantidad de células muertas.

La cuantificacion de la muerte celular para ambas condiciones se presenta en la Fig. 10. Se
cuantificaron ambas condiciones a intervalos de 12 h, comenzando a las 12 h y finalizando a las
72 h. Se constaté un aumento significativo a medida que transcurrian las horas de cultivo en el

grupo 33 mM glucosa + PA. A las 72 h de incubacion el porcentaje de muerte celular, para la
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condicién control, alcanzé un valor de 8.16 % + 0.25 % y para la condicién 33 mM glucosa + PA

un valorde 42.6 % *+ 3.6 %.
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Figura 10.- Cuantificacion temporal de la muerte celular en la condicion control y 33 mM glucosa + PA. Los
resultados obtenidos son expresados como porcentaje de muerte celular con respecto al total de células
obtenidas cada 12 h y hasta las 72 h de tratamiento donde culmind el experimento. Se realizaron tres
experimentos independientes para cada condicidn contabilizdndose 200 células en cada grupo.

5.2.2. Analisis del tipo de muerte celular

Se realizd la técnica de la triple tincidn para las condiciones control y 33 mM glucosa + PA y las
imagenes adquiridas por MLC se muestran en la Fig. 11A. Se observaron células vitales, células
en apoptosis temprana y células en apoptosis tardia. No se observaron células necréticas. La
cuantificacidon de la apoptosis temprana, tardia y total se muestra en la Fig. 11B. La muerte
celular fue principalmente apoptética tardia observandose un porcentaje de 8.3 % + 1.5 % para
el control y 38.6 % + 5.1 % para el grupo 33 mM glucosa + PA. La muerte celular total
correspondio a valores muy similares a los observados previamente en la Fig. 10, constatandose
un porcentaje para el control de 8.6 % + 1.6 % y de 47.0 % + 4.6 % para la condicién 33 mM

glucosa + PA.
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Figura 11.- Analisis y cuantificacion de la apoptosis en las células cultivadas en las condiciones control y 33
mM glucosa + PA a las 72 h de incubacidn. A) Imagenes representativas de MLC (40X) de células vivas (arriba:
célula verde y nucleo azul normal), células en apoptosis temprana (medio: célula verde y nicleos de tamafio
igual o menor al normal con granulos heterocromaticos) y de células en apoptosis tardia (abajo: célula roja y
nucleos de tamafo igual o menor al normal con granulos heterocromaticos). Las flechas blancas sefialan los
blebbing caracteristicos de apoptosis temprana. Los colores rojo, verde y azul corresponden a IP, FDA y Hoechst
respectivamente. B) cuantificacion de la muerte celular apoptética y total. Se realizaron tres experimentos
independientes para cada condicidn contabilizandose 100 células de cada condicién.
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En suma la muerte celular observada en la condicion 33 mM glucosa + PA comienza a hacer
significativa a partir de las 24 h de incubacidn alcanzado su valor maximo a las 72 h y es debida

mayormente a apoptosis tardia.

5.2.3. Analisis de la morfologia celular

En las Fig. 12 se observa como a medida que transcurrid el tiempo de incubacidn el largo celular,
para la condicién 33 mM glucosa + PA comenzé a disminuir siendo significativamente diferente
con respecto al control a partir de las 36 h de incubacion (Fig. 12A). El ancho, en cambio,
presenté diferencias significativas solamente a las 72 h de tratamiento, momento en que se dio
por culminado el experimento (Fig. 12B). A pesar de observar diferencias significativas
Unicamente a las 72 h, se observa que la tendencia a presentar menor largo y mayor ancho

celular comienza a las 36 h de incubacién en el medio 33 mM glucosa + PA.
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Figura 12.- Cuantificacion del cambio en el largo y ancho de las células incubadas en la condicién control y 33
mM glucosa + PA. Se observan los valores de mediana para las células H9¢c2 a los distintos tiempos de
incubacion (0, 24, 36, 48, 60 y 72 h) con respecto al A) Largo celular, B) Ancho celular. Se realizaron tres
experimentos independientes para cada condicidn contabilizandose 150 células en cada grupo. Para el analisis
estadistico se realizd el test de Mann-Whitney considerando como diferencia significativa con respecto al
control, un valor de p<0.05 (***).

En la Fig. 13 se muestran las imagenes representativas obtenidas por MFA de las células H9c2
en la condicidn control y 33 mM glucosa + PA fijadas previamente. Se puede apreciar la imagen
de error, que presenta informacion sobre la morfologia celular, y la imagen correspondiente a
la altura celular (topografia). Ademas, a modo de poder apreciar correctamente los cambios
producidos en la altura se presentan las imagenes tridimensionales obtenidas a partir de las

imagenes 2D.
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Figura 13.- Analisis de la altura en células cultivadas en las condiciones control y 33 mM glucosa + PA a las 72
h de incubacion. Imagenes representativas de la altura de las células H9c2 fijadas con PFA 4 % obtenidas por
MFA utilizando el software NanoScope Analysis. Como se puede observar las células 33 mM glucosa + PA son
mas altas que las células de la condicién control. Tamafio de escaneo de 100 um x 100 pum, resolucidn de 512 x
512 y una fuerza maxima aplicada de 8 nN.

La cuantificacién de la altura celular mostré una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos, siendo mayor para la condicién 33 mM glucosa + PA, como se presenta en la Fig.

14.
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Figura 14.- Cuantificacion de la altura en células cultivadas en las condiciones control y 33 mM glucosa + PA
a las 72 h de incubacién. Se analizaron un total de 11 células de cada condicion. Los valores se ven
representados como mediana y quartiles 25y 75. Para el andlisis estadistico se realizo el test de Mann-Whitney
considerando como diferencia significativa con respecto al control, un valor de p<0.05 (***).

En suma, el analisis morfolégico mostré que las células incubadas en el medio 33 mM glucosa +
PA presentan diferencias significativas en largo, ancho y alto luego de las 72 h de tratamiento.

Estos resultados demuestran que el cambio inducido por dicho medio es tridimensional.
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5.2.4. Cuantificacion y andlisis de la expresidn y disposicion espacial de la actina F

Las imagenes obtenidas por MLC de las células tratadas con faloidina-rodamina se presentan en
la Fig. 15. El grupo control mostré haces de actina F delgados con una distribucién homogénea
en toda la célula, siendo paralelos entre si a lo largo de la misma. Los haces de la condicién 33
mM glucosa + PA, sin embargo, son mas gruesosy presentan una distribucién diferente: la actina

F se encuentran mayormente ubicada hacia la periferia celular estando entrelazados entre si.

Faloidina Faloidina / DAPI

Control

50pum

33 mM glucosa + PA

S50pm >0um

Figura 15.- Analisis de la actina F en células cultivadas en la condicion control y 33 mM glucosa + PA a las 72
h de incubacién. Imagenes representativas obtenidas por MLC (40X) de las células H9c2 tratadas con faloidina-
rodamina (rojo) y glicerol-DAPI (azul). Se puede observar que el ordenamiento espacial de los haces de actina
F es diferente entre ambos grupos. En el grupo control, la actina F presenta una organizacion espacial uniforme,
mientras que en el grupo hiperglicémico-hiperlipidémico los haces se agrupan hacia la periferia celular.

La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia se muestra en la Fig. 16. No se observaron

diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 16.- Cuantificacion de la actina F en células cultivadas en la condicién control y 33 mM glucosa + PA a
las 72 h de incubacién. Cuantificacion de los datos obtenidos representados en Intensidad de
fluorescencia/um?3. Se realizaron tres experimentos independientes para cada condicién contabilizandose 150
células en cada grupo. No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos. Los valores se ven
representados como mediana y quartiles 25y 75. Para el analisis estadistico se realiz6 el test de Mann-Whitney
considerando como diferencia significativa con respecto al control, un valor de p<0.05 (***).

Como se menciond anteriormente, los haces de actina F presentan una distribucién espacial
diferente entre el grupo control y 33 mM glucosa + PA. Se observa un corrimiento de los haces
hacia la periferia celular y una menor marcacién de los mismos en la zona central (Fig. 17A'y
17B). La cuantificacién del nimero de haces en las zonas central y distal de las células se
representa en la Fig. 17C. En la zona central se observé una disminucién significativa en la
cantidad de haces de actina de F para el grupo 33 mM glucosa + PA al compararlo con el control.
Sin embargo, en la zona distal esta relaciéon se invierte, siendo mayor la cantidad de haces de
actina F en las células incubadas en 33 mM glucosa + PA.

Por otro lado, en la Fig. 17D se puede observar que la distancia entre los haces de actina F en la
zona central presentd una diferencia significativa entre las condiciones control y 33 mM glucosa
+ PA, siendo mayor en las ultimas. En la zona distal, esta relacion se volvid a invertir presentando

una distancia significativamente menor para las células incubadas a 33 mM glucosa + PA.
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Figura 17.- Cuantificacion de la disposicidn espacial de la actina F en células cultivadas en la condicién control
y 33mM glucosa + PA a las 72 h de incubacion. Imégenes representativas obtenidas por MLC de los cultivos
H9c2 tratados con faloidina-rodamina (rojo). El cuadrado blanco ubicado en la zona central de 10 pum x 10 um
se encuentra ampliado de manera representativa con el fin de observar los detalles del nUmero y distancia de
los haces. A) Grupo control B) Grupo 33 mM glucosa + PA. C) Cuantificacion del numero de haces de actina F
por cuadrado de 10 um x 10 um de la zona central y distal D) Cuantificacion de la distancia entre los haces de
actina F por cuadrado de 10 um x 10 pum de la zona central y distal. Se realizaron tres experimentos
independientes para cada condicidn contabilizandose 150 células en cada grupo. Para el andlisis estadistico se
realizé el test Mann-Whitney considerando como diferencia significativa con respecto al control, un valor de
p<0.05 (***).

En suma, el analisis de la actina F mostrd que la misma no presenta cambios significativos en su
expresion (cuantificada por fluorescencia) pero si cambios en la distribucidn espacial. Se observd
un desplazamiento de los haces hacia la periferia celular, consistente con una disminucion de la

distancia entre los haces en dicha zona.

5.2.5. Analisis de la expresion proteica de la actina total

La Fig. 18 presenta los niveles de expresion relativos a la actina total para las muestras de ambos
grupos (control y 33 mM glucosa + PA) en relacidn al control de carga (GAPDH). Las muestras
controles presentaron una banda de aproximadamente 42 KDa correspondiente al peso
molecular de la actina monomérica. Sin embargo, el grupo 33 mM glucosa + PA, presentd un
peso molecular distinto al esperado. No se realizé la cuantificacién de los datos obtenidos ya

gue se considerd que las bandas no eran comparables entre si.
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Figura 18.- Western blot de las células H9c2 en las condiciones control y 33 mM glucosa + PA, a las 72 h de
incubacion. SDS-PAGE al 10 %. Las bandas de actina G (42 KDa) fueron reveladas con un anticuerpo-pan-actina
y las bandas de GAPDH (37 KDa) fueron reveladas con un anticuerpo-anti-GAPDH (control de carga). MPM
corresponde al marcador de peso molecular. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.

Se realizé el cdlculo del peso molecular aparente para las bandas obtenidas en la condicién 33
mM glucosa + PA, seglin el método de (Shapiro et al., 1967). El valor correspondié a 72.1 KDa +
4.4 KDa.

Con el fin de dilucidar si el cambio en el peso molecular de la actina en la banda de 33 mM
glucosa + PA se debia Unicamente a la concentracién de glucosa (33 mM), a la concentracién
correspondiente de PA (500 uM) o a ambas, se realizé otro western blot, tal como muestra la
Fig. 19. Se observd que la actina G presentaba su peso molecular habitual (42 KDa) en las
condiciones 5.5 mM glucosa + PAy 33 mM glucosa. No obstante, la banda correspondiente a la
condicién 33 mM glucosa + PA es cercano a 72.1 KDa tal como se mostrd y calculd previamente.
No se observaron diferencias significativas entre los grupos control, 5.5 mM glucosa + PA 'y 33

mM glucosa. La cuantificacién se muestra en la Fig. 20.
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Figura 19.- Western blot de las células H9c2 cultivadas en las condiciones control (5.5 mM glucosa), 5.5 mM
glucosa + PA, 33 mM glucosa y 33 mM glucosa + PA a las 72 h de incubacién. SDS-PAGE al 10 %. Las bandas
de actina G (42 KDa) fueron reveladas con un anticuerpo-pan-actina y las bandas de GAPDH (37 KDa) mediante
un anticuerpo-anti-GAPDH (control de carga). MPM corresponde al marcador de peso molecular. Se realizaron
tres experimentos independientes por triplicado.
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Figura 20.- Cuantificacidon de las bandas obtenidas por western blot de las células H9c2 cultivadas en las
condiciones control, 5.5 mM glucosa + PA, 33 mM glucosa y 33 mM glucosa + PA a las 72 h de incubacion. Las
bandas resultantes del western blot fueron cuantificadas utilizando el software ImageJ. No se observaron
diferencias significativas. Para el analisis estadistico se realiz6 el test de Kruskal-Wallis para comparar entre los
grupos considerando como diferencia significativa un valor de p<0.05 (***).

En suma, el andlisis de la expresidén proteica de la actina total mostré que las bandas de las
células cultivadas en la condicidon 33 M glucosa + PA presentaban un peso molecular mayor al

esperado observandose Unicamente dicho comportamiento en la condicidn sinérgica.

5.2.6. Analisis de la nanomecaénica celular

Las figuras obtenidas por MFA de las células vivas para ambos grupos (control y 33 mM glucosa
+ PA) a las 72 h de incubacién, se muestran en la Fig. 21. En las imagenes de error de las células
control se observan los haces, posiblemente correspondientes al citoesqueleto celular,
ordenados y paralelos entre si con una distribucién muy similar a la observada previamente en
la seccién 5.2.4. Sin embargo en las células de la condicién 33 mM glucosa + PA se observa una
notoria disminucidn de la cantidad de haces y una organizacién de los mismos completamente

diferente a lo observado en las células control.
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Figura 21.- Analisis de la nanomecanica celular de las células H9c2 cultivadas en la condicién control y 33 mM
glucosa + PA a las 72 h de incubacion. Imagenes de error y rigidez representativas de células vivas obtenidas
por MFA utilizando el software NanoScope Analysis. La escala de colores en la imagen de rigidez esta
subdividida en 10 colores, siendo el rojo un valor de entre 0-100 KPa, el naranja entre 100-200 KPa y asi
sucesivamente hasta alcanzar la dureza de la placa de Petri en la cual fueron cultivadas las células: 900-1000
KPa (fucsia). Tamafio de escaneo entre 100 um x 100 um y 150 um x 150 um, resolucion de 512 x 512 y una
fuerza maxima aplicada entre 5 nN y 8 nN. Se analizaron 9 células de cada grupo.

La cuantificacion de los datos obtenidos de la rigidez celular se graficaron en la Fig. 22. En esta
se muestran los histogramas obtenidos a partir de la frecuencia relativa y los valores de rigidez.
Los valores extraidos del software NanoScope Analysis se encuentran expresados en MPa a
diferencia del resto razén por la cual las gréficas de la siguiente figura se encuentran en dicha
unidad. Se realizaron 4 histogramas representando la zona central y distal (determinando la

misma como se detall6 previamente en la seccidn 4.6.2) de ambas condiciones.
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Figura 22.- Cuantificacion de la rigidez celular de las células cultivadas en la condicion control y 33 mM glucosa
+ PA a las 72 h de incubacidn. Histogramas obtenidos a partir de los valores del médulo de Young (MPa). Se
analizaron un total 9 células de cada condicidn. Las lineas punteadas corresponden a los ajustes gaussianos de
cada histograma.

En la Tabla 3 se encuentran detallados los valores de la media y la desviacién estandar obtenidos
del ajuste gaussiano de la rigidez celular para cada condicién en la zona central y distal de la
célula. En la condicion control se observé una diferencia significativa entre las zonas central y
distal encontrando valores mayores de rigidez en la zona distal. Al comparar el control con el
grupo 33 mM glucosa + PA, se observaron diferencias estadisticas entre ambas regiones: central

y distal, presentando estos ultimos valores de rigidez mas elevados.

Tabla 3.- Valores de rigidez celular obtenidos a partir de los mdédulos de Young. Se muestra el valor medio del
ajuste gaussiano y la desviacion estdndar para cada condicidn en las regidnes centrales y distales de la célula.
Para el analisis estadistico se realizo el test de Kruskal-Wallis para comparar entre los grupos y luego el test
Mann-Whitney considerando como diferencia significativa un valor de p<0.05. Zona central del grupo control
vs. zona central del grupo 33 mM glucosa + PA (*), zona central del grupo control vs. zona distal del grupo
control (**), zona distal del grupo control vs. zona distal del grupo 33 mM glucosa + PA (***), zona central del
grupo 33 mM glucosa + PA vs. Zona distal del grupo 33 mM glucosa + PA (****),

Zona central (KPa) Zona distal (KPa)
Control 78,9 + 36,4 220,2 + 57,4 **
33 mM glucosa +PA 122,7 £26,1 (*) 358,8 £ 64,0 *H* / kkxk
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En suma, el analisis de la rigidez celular mostrd que las células H9c2 son en general mas rigidas

al ser comparados con las controles y que su rigidez es ain mayor en la periferia celular.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo, se utilizd la linea celular H9¢2 incubada en un medio hiperglicémico-
hiperlipidémico como modelo que emula la DM in vitro. Esta linea celular es la primera derivada
de corazén que proviene del ventriculo izquierdo de embriones de rata. Se ha visto que
mantienen las propiedades fisioldgicas de los cardiomiocitos (Kimes & Brandt, 1976; Hescheler
et al., 1991), razén por la cual han sido muy utilizadas como modelo para su estudio (Ménard
et al., 1999; Cai & Kang, 2003; Zordoky & El-Kadi, 2007; Park et al., 2015).

Si bien se sabe que los cardiomiocitos neonatales o adultos se consideran como “estandar oro”
para el estudio de enfermedades del miocardio (Liao & Jain, 2007; Lenco et al., 2015), son células
de dificil manipulacion por lo que actualmente suelen ser sustituidas por lineas celulares ya
establecidas. Las ventajas que presentan las lineas celulares frente a los cardiomiocitos es que
son: células de facil obtencién, de vida util larga y que permiten numerosas manipulaciones
experimentales idénticas. Se han realizado diversas investigaciones con el fin de validarlas
experimentalmente, considerandolas en la actualidad un buen modelo para el estudio de las
patologias del miocardio. En este sentido, Watkins y colaboradores demostraron que es una
linea valida para el estudio in vitro de las enfermedades cardiacas que generan hipertrofia al ser
comparadas con cardiomiocitos primarios neonatales (Watkins et al.,, 2011). En 2007, otro
trabajo constatdé que esta linea celular es un modelo util para el estudio de la capacidad
metabdlica del corazén (Zordoky & El-Kadi, 2007). Ademas, ha sido utilizada como modelo de
isquemia y reperfusion (Han et al., 2004) y de estrés oxidativo evaluando si el dafio miocardico
inducido por laisquemia y reperfusion podrian estar involucrados en la generacién de ROS (Chou
et al.,, 2010). Liu y colaboradores observaron una expresion disminuida de la proteina
transportadora de glucosa (GLUT4) al incubar las células H9c2 en altas concentraciones de
glucosa (Liu et al., 2013), tal como se ha observado en la DM (Wall & Lopaschuk, 1989;
Lopaschuk, 1996; Jia et al., 2018). Todos estos datos concluyen que la linea celular H9c2 es un

modelo apropiado para el estudio de los objetivos planteados en esta tesis.

Se sabe que la hiperlipidemia desempeiia un rol importante en el desarrollo de la MCD
independientemente de otros factores (Zhou et al.,, 2000; Chiu et al., 2001). Estudios en
pacientes con DM2 comprobaron que el PA en el plasma representa un 28% de la concentracion

de AG libres (Bergman & Ader, 2000; Stefan et al., 2001; Palomer et al., 2018). Varios trabajos
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han utilizado una concentracion de 500 uM PA como modelo de MCD en la evaluacion de ROS
(zhang et al., 2010), en la apoptosis (Dyntar et al., 2001; Leroy et al., 2008), en la hipertrofia
celular (Changet al., 2015) y para evaluar las propiedades funcionales y estructurales inducidas
por la DM (Michaelson et al., 2014). La hiperglicemia crénica es el sintoma que define al grupo
de patologias denominadas como DM y es primordial en el desarrollo de la MCD (Singh et al.,
2000; O’Keefe & Bell, 2007). Sin embargo, en la bibliografia no existe un consenso sobre la
concentracién dptima de glucosa a utilizar para el estudio in vitro de la DM (Dyntar et al., 2001;
Cai et al., 2002; Michaelson et al., 2014). Por esta razén y de acuerdo a la experiencia previa en
nuestro laboratorio, se evaluaron dos de las concentraciones mds utilizadas de glucosa (25 mM
y 33 mM) con el objetivo de discernir cual es la concentracién mas adecuada para cumplir con

los objetivos planteados en esta tesis.

6.1. Analisis de las condiciones éptimas experimentales

Kahn y colaboradores mostraron que la elevada concentracién de glucosa y de lipidos se
potencian generando un mayor porcentaje de muerte celular por el efecto glicolipotdxico (Kahn
et al., 2006). En este trabajo se constatd que entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + PA la
muerte celular se incrementd 1.2 veces, mientras que entre 33 mM glucosa y 33 mM glucosa +
PA el incremento correspondié a 1.3 veces. Estos resultados demuestran el efecto sinérgico
entre la concentracion de glucosa empleada y el PA observandose un aumento en la muerte
celular a mayor concentracién de glucosa (Fig. 7 y 8), como también observaron (Kahn et al.,
2006). Estos nuevos datos también son congruentes con los de Cai y colaboradores, quienes
utilizaron medios hiperglicémicos de 22 mM y 33 mM sin PA, observando un mayor porcentaje
de muerte celular con la concentracion mas elevada (Cai et al., 2002).

En nuestro trabajo al contrastar el control con 33 mM manitol no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de muerte celular (Fig. 8), descartando que dicho fenémeno se
deba a un efecto hiperosmolar. Este resultado concuerda con los obtenidos por otros autores
(Cai et al.,, 2002; Huisamen et al., 2016). Ademas, es sabido que la proteina BSA, que se
encuentra formando el complejo PA/BSA, tampoco induce un porcentaje de muerte celular
significativa (Leroy et al., 2008; Michaelson et al., 2014), razén por la cual no se realizaron los
experimentos correspondientes.

En la DM la hiperglicemia y la hiperlipidemia producen niveles elevados de ROS los cuales
generan cambios en la morfologia de los cardiomiocitos afectando el contacto intercelular (Chou
etal., 2010). Se ha reportado que la glicolipotoxicidad induce niveles elevados de ROS en nuestro

modelo celular (Cai et al., 2002; Yu et al., 2006; Boudina & Abel, 2007, 2010). Hany
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colaboradores observaron que al someter las células H9c2 a estrés oxidativo, mediante la
induccién de H,0,, cambiaba su morfologia y presentaban una disminucién en el contacto célula
- célula (Han et al., 2004). Un resultado muy similar fue obtenido en el presente trabajo, tal como
se observa en la imagen de microscopia dptica obtenida con 33 mM glucosa + PA alas 72 h de
incubacién (Fig. 7f). En nuestro caso, no realizamos ensayos con H,0, ya que experiencias previas
en nuestro laboratorio (Alberro, 2016) y de otros autores indicaron interferencias entre el
complejo PA/BSAy la sonda utilizada (H2DCFDA) (Michaelson et al., 2014).

Nuestros resultados sugieren que entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + PA no hubo variacion
notable en el largo y ancho celular, mientras que para 33 mM glucosa y 33 mM glucosa + PA los
cambios son significativos. En estos ultimos se constaté una disminucion de 1.19 veces en el
largo y un aumento de 1.04 veces en el ancho a las 72 h de incubacidn (Tabla 2). Al comparar el
control alas 72 h con la condicidn 33 mM glucosa + PA, se constaté una disminucién de 1.7 veces
enellargo, y unaumento 1.2 veces en el ancho. Estos resultados son congruentes con un estudio
realizado en ratones DM1 inducidos por STZ en el cual se observd una disminucién en el tamafio
de los cardiomiocitos diabéticos (Kawaguchi et al., 1999). Se puede constatar también, que las
variaciones entre el control y el tratamiento con 33 mM manitol no fueron significativos, lo que
reafirma nuevamente que los cambios inducidos por el medio 33 mM glucosa + PA no son

debidos a un efecto hiperosmolar.

Como corolario de los analisis anteriores se utilizé la concentracidn 33 mM glucosa como
modelo de hiperglicemia ya que presentaba un alto porcentaje de muerte celular e importantes
cambios significativos en la morfologia celular a las 72 h de incubacion.

En nuestro laboratorio hay experiencia en el manejo de un modelo animal de DM1 inducido por
una Unica dosis de STZ en el cual los ratones son considerados diabéticos cuando la glicemia
alcanza un valor mayor a 250 mg/dL. Realizando un cuidado intensivo de los animales (que
incluye, entre otros, un cambio frecuente de la viruta de sus jaulas) se ha logrado aumentar la
sobrevida de los ratones diabéticos (Benech et al., 2014). Actualmente se logré alcanzar una
sobrevida del 100% a los tres meses en ratones con valores de glicemia por encima de los 600
mg/dL. El valor de 33 mM glucosa empleado es equivalente a una concentracién de 590 mg/dL.
Estos datos muestran que la concentracién de glucosa utilizada en nuestro modelo in vitro es

compatible con los niveles de glucosa en sangre determinados en un modelo animal de DM1.
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6.2. Analisis de la condicién control y 33mM glucosa + PA

6.2.1. Analisis de la muerte celular

La evaluacion temporal de la muerte celular (Fig. 10) constaté un aumento de 5.2 veces mayor
para la condicidon 33 mM glucosa + PA que para el grupo control a las 72 h de incubacidn. Es
sabido que la DM produce apoptosis en los cardiomiocitos humanos por activacién de la caspasa
3 (Frustaci et al., 2000), en modelos de ratas y ratones inducidos por STZ (Fiordaliso et al., 2000;
Cai et al., 2002), y en modelos in vitro (células H9c2) que emulan la DM en condiciones de
hiperglicemia-hiperlipidemia (Leroy et al., 2008; Huisamen et al., 2016). Es conocido que la
elevada concentracién de glucosa aumenta la absorcién y oxidacion de AG libres generando un
aumento de la apoptosis celular (Huisamen et al., 2016; Romanelli et al., 2019). Evidencias
previas en nuestro laboratorio indican que el complejo PA/BSA induce interferencias con la
anexina V en el analisis del tipo de muerte celular, razén por la cual, en este trabajo, se utilizé la
técnica de la triple tincidn para evaluar el tipo de muerte celular (Fig. 11). La muerte celular total
obtenida fue 5.4 veces mayor en las células incubadas en el medio 33 mM glucosa + PA en
comparacién con el control, resultando acorde con el valor obtenido de la analisis de la muerte
celular por IP (Fig. 10). El andlisis del tipo de muerte celular arrojé que la muerte fue

principalmente apoptética tardia.

6.2.2. Analisis de la morfologia celular

Se observaron diferencias significativas entre el largo y ancho conjuntamente solamente a las
72 h de incubacién (Fig. 12). Por ambas razones se decidié utilizar para el resto de los
experimentos dicho tiempo de incubacidn, acorde con lo observado por Caiy colaboradores (Cai
et al., 2002). Si bien la mayoria de las células son afectadas por la condicién hiperglicémica
hiperlipidémica, se establecié un criterio para el resto de los experimentos. Se analizaron células

menores a 60 um de largo para el grupo 33mM glucosa + PA.

El MFA es una técnica muy sensible en la cual es posible estudiar la locomocion, la
diferenciacidn, el envejecimiento, los parametros estructurales y los eventos fisioldgicos y
patoldgicos de las células (Kuznetsova et al., 2007; Qiu et al., 2010; Mdller & Dufréne, 2011;
Chen et al., 2013). Debido a los cambios ya descritos en el largo y ancho celular se analiz6 si
existian diferencias en el volumen, razén por la cual se midid la altura celular. Las células fijadas

de la condicidn 33 mM glucosa + PA fueron 2.25 veces mas altas que las células del grupo control



DISCUSION

(Fig. 14). Asimismo, el analisis en células vivas reflej6 una diferencia de 1.57 veces (datos no
mostrados). Ambos resultados demuestran que la altura aumenta en la condicién 33 mM
glucosa PA. En la imagen de error es posible observar a la célula de la condicidon 33 mM glucosa
+ PA con una morfologia muy similar a la observada por microscopia éptica (Fig. 7f). Las células
son mas cortas y mas anchas que las pertenecientes del grupo control, y se observa una
disminucién de la matriz extracelular, confirmando la pérdida de contacto entre célula - célula.

Se ha reportado un aumento de la altura de otras células patolégicas (Joshi et al., 2001).

6.2.3. Analisis de la actina F

Se ha reportado que la DM causa alteraciones en la matriz extracelular, como la fibrosis y
cambios en la expresidn y organizacién de la actina F (Chou et al., 2010; Xie, 2017; Guo et al.,
2018; Chen et al., 2018; Romanelli et al., 2020).

Con respecto a la expresion, se ha observado una expresion disminuida de la actina F tisular de
corazones de ratas con DM1 (Kawaguchi et al., 1999; Nemoto et al., 2006; Zhang et al., 2008) y
se constatd que dicha diferencia no se debia a una disminucidn de la expresién de la alfa actina
(principal isoforma de la actina en la musculatura estriada) (Romanelli et al., 2020). En contraste,
Depre y colaboradores informaron una reduccién en los niveles de expresion del ARNm de la
alfa actina cardiaca en ratas DM1 inducidas por SZT (Depre et al., 2000). Sin embargo, no
necesariamente la cantidad de proteina expresada se corresponde con los niveles de ARNm, lo
que sugiere una fuerte regulaciéon postranscripcional (Vandekerckhove et al., 1986; llkovski
et al., 2005; Tondeleir et al., 2009). En lo que respecta a la organizacion de la actina F, Romanelli
y colaboradores observaron una disminucion significativa de las areas ocupadas por la actina F
en el miocardio de ratones diabéticos DM1 (Romanelli et al., 2020). Otro estudio in vitro sugiere
qgue no existen diferencias en la distribucidn espacial de la actina F cuando los cardiomiocitos
son incubados en condiciones de hiperglicemia e hiperlipidemia independientemente
(Michaelson et al., 2014). Sin embargo, los autores, no analizaron los efectos sinérgicos entre
ambas condiciones a pesar de que la glicolipotoxicidad genera importantes alteraciones en el
citoesqueleto de actina (Dyntar et al., 2001; Cooper et al., 2004; Kemeny et al., 2013). Se
encuentra reportado que una morfologia celular adecuada es esencial para el correcto
funcionamiento del musculo. Cambios en la desorganizacidn espacial de la actina F causan el
desmontaje de la comunicacién célula-célula (Romanelli et al., 2019) siendo este resultado
acorde con lo observado en nuestro trabajo, como se aprecia en las imagenes de la condicién

33 mM glucosa + PA a las 72 h de incubacién obtenidas por microscopia éptica (Fig. 7f). La
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desorganizacién estructural se encuentra asociada con contracciones disfuncionales y arritmia

(Kanno & Saffitz, 2001; Hung et al., 2017; Romanelli et al., 2019).

Nuestros resultados preliminares mostraron una expresion disminuida de la actina F en la
condicion 33 mM glucosa + PA, al realizar la cuantificacidn por fluorescencia en el plano medio
de la célula (datos no mostrados). Datos consistentes con Nemoto et al., (2006). Sin embargo, al
realizar la cuantificacién en varios planos (stacks) (Fig. 16) se demostrd que la actina F no
presenta diferencias significativas entre los grupos. Estos resultados sugieren que la disminucion
de la actina F previamente publicada por otros autores quizas se deba solamente a que las
imagenes fueron recabadas en un Unico plano.

Sin embargo, a pesar de no haber constatado diferencias en la expresion de la actina F, se
observé gran desorganizacién de la misma (Fig. 17). Se constaté un marcado desplazamiento de
los haces hacia la periferia celular. El nUmero de haces de actina F en la zona distal fue 2.83 veces
mayor y la distancia entre los mismos fue 1.9 veces menor para la condicidn 33 mM glucosa +
PA a las 72 h de incubacidn. Se observd el mismo comportamiento en células vasculares de la
musculatura lisa (Qiu et al., 2010) y en las células H9¢c2 cuando estas son tratadas con un fuerte

inductor de la hipertrofia como la endotelina (Watkins et al., 2011).

6.2.4. Analisis de la expresion de la actina total por western blot

El andlisis de la actina total reflejoé que las bandas correspondientes al control presentan un peso
molecular cercano a 42 KDa, sin embargo, las bandas del grupo 33 mM glucosa + PA presentan
un peso molecular aparente de 72.1 KDa (Fig. 18). Se descartd, mediante otro western blot (Fig.
19), que la banda perteneciente al grupo 33mM glucosa + PA se deba a problemas en la lisis
celular, ya que se utilizdé en este caso una mayor concentracion de buffer de lisis. Asimismo, se
descarté que se deba a la accion de la hiperglicemia (33 mM) o a la hiperlipidemia (5.5 mM
glucosa + PA) independientemente (Fig. 19). Estos resultados indicarian en conjunto que el
comportamiento observado en la banda del grupo 33 mM glucosa + PA es resultado Unicamente
de la sinergia.

Se utilizé como control de carga GAPDH ya que otros trabajos mostraron que su expresién no se
veia alterada en corazones diabéticos (Hu et al., 2008; Zhao et al., 2013; Liu et al., 2014). Este
control demuestra que la cantidad de proteina total sembrada en el gel de poliacrilamida fue
equivalente entre los grupos. Ademas, se incubaron las membranas solamente con anticuerpo

secundario y no se observaron bandas.
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La actina es una proteina involucrada en multiples funciones celulares, por lo que se encuentra
muy expuesta a diversas modificaciones postraduccionales (MPT) (Cytoskeleton Inc, 2018). Se
han descrito al menos 17 MPT (Terman & Kashina, 2013). La carbonizacion es un proceso muy
frecuente que conduce a la formacidn irreversible de un producto enzimdtico alterando el
plegamiento de la proteina y promoviendo la formacion de agregados (proteinas no solubles)
(Dalle-Donne et al., 2003; Terman & Kashina, 2013).

Si una proteina se encuentra expuesta a oxidantes, se oxida causando un plegamiento incorrecto
de la misma. En condiciones normales estos plegamientos son eliminados por el proteosoma
(20s). Sin embargo, si la cantidad de oxidantes es creciente, excede la capacidad del proteosoma
favoreciendo la formaciéon de agregados (Jung et al., 2007). Castro y colaboradores demostraron
que al incubar células Jurkat (células T) en elevadas concentraciones de H,0,, se forman grandes
agregados de actina con un peso molecular cercano a 75 KDa (Castro et al., 2012). El mecanismo

propuesto por estos autores se observa en la Fig. 23.
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Figura 23.- Eventos propuestos para la formacion de agregados de actina y la inhibicidn del proteosoma. La
actina nativa (1) se oxida moderadamente si las células son estimuladas con H202 (2). En condiciones normales
la actina oxidada es degradada por el proteosoma (3b) pero si el estrés oxidativo persiste y es creciente, se
comienza a deteriorar lentamente el proteosoma, inhibiéndose por completo cuando los agregados de actina
(3a) se unen al mismo (4). Figura extraida de (Castro et al., 2012)

In vitro, la actina presenta una elevada susceptibilidad a la formacidon de agregados por la
carbonizacién y se ha reportado en células de la médula espinal de rata (Aktories et al., 2011),

células musculares de mejillon (Okamoto et al., 1997) y células T del sistema inmunitario (Castro
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etal., 2012). Los agregados generan alteraciones en la estructura y dinamismo del citoesqueleto
de actina y parecen inducir la senescencia en algunos tipos celulares (Sitte et al., 2000; Grune
et al., 2004). Células que entran en senescencia pierden su capacidad de dividirse y proliferar
presentando una morfologia muy similar a las células observadas en el presente trabajo por
microscopia éptica (Fig. 7f).

Nuestros resultados sugieren que la glicolipotoxicidad podria estar produciendo mayor cantidad
de ROS que la hiperglicemia o la hiperlipidemia independientemente mostrando un efecto
sinérgico e induciendo posiblemente la formacidn de agregados en la actina (banda de 72.1

KDa).

6.2.5. Analisis de la nanomecanica celular

Las propiedades biomecdnicas de las células animales estdn principalmente determinadas por
su citoesqueleto (Zhu et al., 2000; Bao & Suresh, 2003; Rebelo et al., 2013), y reflejan su estado
e interaccion con el entorno circundante (relaciéon intercelular y matriz extracelular) (Rianna &
Radmacher, 2016). Se ha demostrado que la MCD provoca una pérdida de la elasticidad o
endurecimiento del tejido cardiaco (Poornima et al., 2006; Murarka & Movahed, 2010;
Battiprolu et al., 2013) por la acumulacidn de las fibras de colageno que se intercalan entre las
fibras musculares (Van Heerebeek et al., 2008). Sin embargo, experimentos realizados en
cardiomiocitos provenientes de ratones DM1 han sugerido que la pérdida en la elasticidad
celular se debe, en parte, a modificaciones en el citoesqueleto celular (Benech et al., 2014,
2015). Wu y colaboradores mostraron que el valor de médulo de Young, determinado por el
método de nano-indentacidn, fue 80 % actina dependiente (Wu et al., 2010). Estos autores
mostraron la disminucidon del mddulo de Young en cardiomiocitos cuando las células eran
tratadas con citocalasina D. En ausencia de citocalasina D, la rigidez fue aproximadamente de 30

kPa y de aproximadamente 5 kPa en presencia de la droga (Wu et al., 2010).

Es nuestro trabajo, la rigidez de las células incubadas en la condicion 33 mM glucosa + PA fue
mayor que las incubadas en la condicidn control, siendo 1.54 veces mayor en la region central y
1.63 veces mayor en la region distal (Fig. 22). Estos resultados son acordes con lo observado
previamente por otros autores (Benech et al.,, 2014; Michaelson et al., 2014). Benech y
colaboradores evidenciaron un aumento en el valor del médulo de Young (rigidez celular), al
trabajar con cardiomiocitos aislados de ratones DM1, presentando los ratones controles una
rigidez de 43 KPa * 7 KPa y los diabéticos de 91 KPa + 14 KPa (Benech et al., 2014, 2015).

Michaelson y colaboradores también reportaron un aumento en la rigidez celular en
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cardiomiocitos aislados cultivados en condiciones de hiperglicemia (30.5 mM) o hiperlipidemia
(500 uM PA). En ambas condiciones los autores reportan que no observaron modificaciones en
el citoesqueleto de actina. Es importante destacar que los mencionados autores no realizaron
el estudio en un medio hiperglicémico e hiperlipidémico como en nuestro caso. También el
tiempo de incubacién de las células fue menor (24 h) (Michaelson et al., 2014). Tal vez, para
poder observar claramente las modificaciones del citoesqueleto de actina sea necesario una
accion conjunta de hiperglicemia e hiperlipidemia durante un tiempo mds prolongado.

Es sabido que el MFA es una herramienta muy versatil que presenta la capacidad de poder
detectar cambios en el citoesqueleto de actina en células vivas (Vinckier & Semenza, 1998;
Lieber et al., 2004; Rianna & Radmacher, 2016) por lo que nuestros resultados podrian sugerir
que el corrimiento de la actina F hacia la periferia celular (Fig. 17) podria correlacionarse con el
aumento de rigidez en la misma zona (Fig. 22). Para poder dilucidar esto, se intenté en varias
oportunidades observar la misma célula por MFA y por MLC, de manera de obtener un mapa de
rigidez correlacionado con la distribucion espacial de la actina F pero no fue posible. Luego de
ser escaneadas por el MFA las células pierden matriz extracelular y es posible que al realizar la

tincidn con faloidina las mismas se despeguen.

En suma, nuestro trabajo ha sido pionero en caracterizar y cuantificar, mediante mapas de
elasticidad celular, el cambio en la rigidez de las células H9c2 inducido por incubacién de las
mismas en condiciones de hiperglicemia e hiperlipidemia. Ademas, se pudo correlacionar la
distribucion de la rigidez celular con la distribucién espacial del citoesqueleto de actina. Estos
resultados demuestran que el modelo in vitro utilizado se asemeja mucho a lo estudiado

previamente por otros autores en cardiomiocitos aislados de ratones o ratas con DM.
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7. CONCLUSIONES

En base a los resultados concluimos que: la condicion 33 mM glucosa + PA fue la condicién
experimental que permitid realizar una evaluacidon cuantitativa de los cambios morfo-
fisiolégicos generados por la presencia de altas concentraciones de glucosa y de PA.

En esta condicidn, se detecté una mayor muerte celular apoptética y un importante cambio
morfoldgico como resultado de la glicolipotoxicidad. Estos cambios morfoldgicos se
correspondieron con alteraciones en la distribucién espacial de la actina F, sin alterar su
expresion y un cambio en la actina total que conduce a una posible formacidn de agregados. La
rigidez celular fue mayor en la condicién 33 mM glucosa + PA al comprarse con las células
control, correspondiendo la zona de mayor rigidez a la periferia celular; la cual contiene mayor

cantidad de haces de actina F.
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8. PERSPECTIVAS

e Colocalizar la misma célula por MLC y MFA para poder observar los cambios inducidos por

la condicién 33 mM glucosa + PA en la misma célula.

e Anadlisis de la banda obtenida en la condicidon 33 mM glucosa + PA mediante espectrometria

de masas para poder dilucidar a que se debe el aumento del peso molecular.

e Analizar el efecto de drogas para evaluar si logran revertir las alteraciones inducidas por la
condicion 33 mM glucosa + PA a las 72 h de incubacion. Se podrian evaluar drogas como
diaformina, resveratrol, o liraglutide. La diaformina es la droga por excelencia utilizada en
el mercado para pacientes con DM2. El resveratrol es un potente antioxidante vy
experiencias previas en nuestro laboratorio indicarian que genera efectos positivos en la
DM1 (Zambrana, 2016). Por otro lado, liraglutide es un nuevo farmaco que se encuentra en
estudio para el tratamiento y prevencién de obesidad, diabetes y enfermedades

cardiovasculares.
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