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1.-RESUMEN

La cardiomiopatia diabética es una enfermedad cardiaca en pacientes diabéticos,
identificada como una disfuncion ventricular en ausencia de enfermedad coronaria e
hipertensidn. Se han propuesto varias formas fisiopatoldgicas que podrian describir la causa
del deterioro del musculo cardiaco en pacientes con diabetes, incluyendo la hiperglicemia,

alteracion metabolica, formacion de especies reactivas de oxigeno, inflamacion y apoptosis.

En estado de hiperglicemia la apoptosis adquiere relevancia siendo considerada como la
principal causa del deterioro cardiaco. La apoptosis ocurre a través de dos vias de
sefializacion: las vias intrinseca y extrinseca y estas convergen en una via coman. La clave
para entender la apoptosis a través de estas vias de sefializacion es la activacion y funcion de
las caspasas, estas provocan un dafio en la contractilidad cardiaca la que promueve una falla
en la funcion de los cardiomiocitos generando lesiones irreparables que conllevan a la muerte
celular. Por lo tanto, en este estudio experimental se cuantifico la apoptosis en cardiomiocitos
de ratones de la cepa BALB/c que presentan diabetes tipo 1, con y sin tratamiento con BH4,
utilizando el método de marcaje colorimétrico de dutp-biotin mediado por TdT, Click-iT™
TUNEL Colorimetric IHC Detection Kit, Invitrogen. Los cortes histologicos fueron
observados utilizando microscopio 6ptico y analizados con ANOVA de un factor. Los

resultados se compararon utilizando Student-Newmant-Keuls .

Finalmente se observo que el tratamiento con BH4 no redujo la apoptosis de los
cardiomiocitos de ratones con DMTL, ya que tampoco se pudo establecer un resultado
estadisticamente significativo en el aumento de apoptosis bajo condiciones de hiperglicemia,
pero se puede ver que existe una tendencia al aumento de los niveles de apoptosis en los

grupos de ratones diabéticos.



2.- INTRODUCCION

La principal causa de muerte en pacientes diabéticos es la enfermedad cardiovascular; esta
es conocida como miocardiopatia diabética, la cual se caracteriza por alteraciones en la
morfologia de los cardiomiocitos y en funcion cardiaca, siendo independiente de la
hipertension o de la presencia de enfermedad coronaria. Los pacientes con diabetes son
propensos a desarrollar enfermedades cardiacas, considerandose asi la diabetes como un
factor de riesgo. La diabetes mellitus afecta al corazén a través de varios mecanismos, entre
ellos, deterioro microvascular, alteracion metabdlica, anomalias de los componentes

subcelulares, disfuncion autondémica cardiaca y una respuesta inmune inadaptada.

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica y progresiva, con una alta prevalencia en
el mundo. La diabetes mellitus tipo 1 también conocida como insulina dependiente, es una
enfermedad generalmente autoinmune donde se dafian las células beta pancreéticas
productoras de la insulina. En la diabetes tipo 2, existe una alteracion en la utilizacion de la
insulina, debido a que esta se mantiene generalmente en los tejidos. La insulina es una
hormona esencial y es sintetizada por las células beta pancreaticas como enzima
transportadora de glucosa desde el torrente sanguineo a los érganos, donde la glucosa se

utiliza como fuente de energia al interior de las células.

La falta de la insulina o la incapacidad de utilizarla hace que los niveles de glucosa
aumenten en sangre, generando un estado de hiperglicemia y de no ser tratada provoca dafio
a largo plazo en diferentes dérganos y tejidos, dentro de ellas estan las retinopatias,

nefropatias, neuropatias y enfermedad cardiovascular.

En este estudio se evaluard experimentalmente la apoptosis en cortes histologicos de

corazén, obtenidos de ratones que presentan diabetes mellitus tipo 1 inducida con



estreptozotocina con y sin tratamiento (BH4), esta actia como un cofactor de la NOS en la

produccion de 6xido nitrico.

A estos cortes histologicos se les evaluara la apoptosis a través del método de TUNEL,
el que consiste en la incorporacion de dUTP modificados por la deoxinucleotidil transferasa

terminal (TdT) en los extremos 3'-OH del ADN fragmentado.



3.- REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.- Epidemiologia

La diabetes mellitus a alcanzado proporciones epidémicas ya que la prevalencia actual
de esta enfermedad a nivel mundial es de un 5,7%, y se estima que para el 2025 en
Latinoamerica y el Caribe sera de un 8,1%, algo asi como unos 300 millones de diabéticos a
nivel mundial entre 20 y 79 afios (2). A pesar de los avances en tratamiento y prevencion esta

ha aumentado de manera mas drastica de lo esperado.

La diabetes tipo 1 es més frecuente en nifios o adolescentes, y esta se ha incrementado en
un 2-5% en todo el mundo y su prevalencia es de aproximadamente uno de cada 300 en EE.
UU, o entre 5% a 10% (2). Autores como Tao Z et. al. (33) proponen que la diabetes tipo 2
es responsable del 90% de diabetes en el mundo, es mas frecuente en adultos mayores, pero
cada vez se esta diagnosticando mayor cantidad de casos en jovenes, hoy la edad promedio

de diagndstico para diabetes ha disminuido a 42,5 afios (32).

Los pacientes con diabetes mellitus tienen 2 a 4 veces mayor riesgo de desarrollar una
enfermedad cardiaca (36) siendo considerado entonces un factor de riego para el desarrollo
de cardiopatia. Ademas, se ha sugerido en estudios, que la causa primaria de mortalidad en
pacientes con diabetes es la enfermedad cardiovascular, que corresponde entre un 50% y 80%
de las muertes (2). Varios autores relacionan la alteracion en el metabolismo de la glucosa
con dafio cardiaco. (21) Un estudio mas reciente que fue realizado por De Simone et. al. (8)
propone que hay un mayor riesgo de insuficiencia cardiaca en pacientes con DM2,
independiente de factores como; hipertension e infarto al miocardio. Y el resultado es similar

para ambos tipos de diabetes (36).



La causa de dafio al corazon en pacientes con hiperglicemia se plantea que tiene un caracter
multifactorial esto genera una alteracion en la morfologia y funcion cardiaca. Dentro de estas
causas se encuentra un aumento de la cantidad de acidos grasos libres provocando la
acumulacién de lipidos en los cardiomiocitos, alteracion de las citoquinas y el tono

adrenérgico, entre otras.

3.2.- Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una alteracién metabolica en qué los niveles de glucosa aumentan
en sangre durante un periodo prolongado de tiempo de tal forma que esta pasa a ser una
enfermedad crénica. Su origen se debe a la alteracion de genes y factores medioambientales
que provocan un estado de hiperglicemia debido a la falta de secrecion de inulina, falla en su
accion o ambas. Existen 3 clasificaciones para diabetes; diabetes tipo 1 (DMT1), diabetes
tipo 2 (DMT2) y diabetes gestacional.

La DML se debe principalmente a que existe una produccion de insulina deficiente por el
pancreas (14). La DM2, la cual es producto de un uso ineficaz de la insulina por las células
del organismo, esta suele tener un origen directo con el consumo de alimentos con alto
contenido caldrico, la obesidad, la poca actividad fisica y en algunos casos se incluye la

resistencia a la insulina.

3.2.1.- Fisiopatologia de la diabetes mellitus

La diabetes tipo 1 (DMT1) es causada generalmente por una reaccion autoinmune, donde
el sistema inmunoldgico ataca las células beta pancreéaticas productoras de la insulina y como
resultado existe una deficiente produccion de la hormona. En la DMT1 se expresan
autoanticuerpos anti-islotes (se encuentran con mayor frecuencia son ICA, anti GAD 65 y
anti 1A) los cuales destruyen las células beta pancreéaticas y como resultado de esto se produce
un déficit de insulina. Esta en un principio es leve, pero con evolucion rapida a la carencia

absoluta de la hormona.



La etiologia no esta del todo clara, pero la Federacion Internacional de Diabetes (IFD)
habla sobre una combinacion genética y desencadenantes medioambientales que favorecen
la expresion de la enfermedad. Estas pueden ser de origen enddgeno o exdgeno como:
infecciones virales, toxinas y factores dietéticos (14). Se sabe que existe un polimorfismo
genético como factor de riesgo, entre estos se encuentran genes asociados con la enfermedad
celiaca (1). Ademas, autores como Risch N. et al. (29) nos sugieren que los principales
genes implicados son los que participan en el complejo mayor de histocompatibilidad HLA
principalmente de clase 11, DR3, DR4, DQ beta y DQ alfa.

El tratamiento de la DMT1 consiste en inyecciones diarias de hormona, debido a que sin
la insulina las personas no serian capaz de sobrevivir, ademas se debe incluir buenos habitos

alimenticios y de esta manera retrasar muchas de las complicaciones asociadas a la diabetes.

La diabetes tipo 2 (DMT2) es la més frecuente a nivel mundial. Su etiologia se debe a los
habitos alimenticios como: la mal nutricion combinado con la falta de actividad fisica, que
genera obesidad y sobrepeso, también la edad avanzada y antecedentes familiares,
tabaquismo y antecedentes de diabetes gestacional (34). En la DMT2, el estado de
hiperglicemia se debe a la incapacidad de los tejidos de responder a la insulina acumulandose
la glucosa en los tejidos provocando un aumento de esta en el organismo que llega a ser
toxica y dafiina para los 6rganos. Los niveles de insulina de una persona con DMT2 pueden
ser normales, pero son insuficientes para contrarrestar la hiperglicemia y la
insulinorresistencia. Ademas, en la DMT2 el individuo no necesita aporte de insulina, pero
podria llegar a necesitarla a lo largo de la evolucién de la enfermedad. Cuando la persona
estd en rango de prediabetes tiene riesgo macrovascular y cuando aparece la hiperglicemia
ya existe riesgo de enfermedades por dafio microvascular, como la retinopatia, la nefropatia

y la neuropatia.
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3.2.2.- Importancia de la diabetes en la cardiopatia diabética

La diabetes provoca una alteracion en todo el organismo y se han realizado mdltiples
investigaciones para conocer sus efectos. Un estudio donde se realizaron analisis
ecocardiografico detallados de una poblacion de indios americanos con una alta tasa de
DMT?2, se concluyo6 que: la diabetes se asocié con un aumento del grosor de la pared del
ventriculo izquierdo, la funcion sistdlica esta reducida y particularmente diastolica,

independiente de que un paciente presente hipertension (37).

La cardiomiopatia en pacientes DMT1 fue presentada por primera vez por Rubler et. al (
30) en base a cuatro pacientes diabéticos que padecian insuficiencia cardiaca congestiva en
ausencia de enfermedad coronaria valvular o cardiopatia congénita, hipertension o
alcoholismo.
Se han realizado numerosos estudios desde 1972 los que consideran que la cardiomiopatia
diabética es un problema generalizado en la DMT1 y se manifiesta por primera vez con una
disfuncion diastélica, donde la presion de llenado se encuentra aumentada para mantener el

gasto cardiaco normal (37).

Existe evidencia de que se ve alterado la funcion cardiaca, especificamente el llenado
ventricular él cual fue significativamente mas deteriorado en DMT2, que en los pacientes
con DMT1 (12). Estosy otros autores han demostrado a través de diferentes estudios que la
insuficiencia cardiaca pasaria a ser una consecuencia de la diabetes en los pacientes que la

presentan y asi la diabetes es considerada un factor de riesgo de dafio cardiaco.
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3.3.- Cardiopatia Diabética

Como se habia planteado anteriormente la diabetes es un factor de riego para producir
enfermedades cardiovasculares y el termino miocardiopatia diabética significa disfuncion
ventricular en ausencia de enfermedad arterial coronaria e hipertension. La IFD informo que
segun estudios realizados en personas entre 28 a 44 afios con DMTL, un 16% tenia
antecedentes de una enfermedad cardiovascular y que esta es una causa importante de muerte,
ya que cinco personas de cada mil mueren por una enfermedad cardiovascular (13). LaDMT1
se asocia con al menos un aumento de 10 veces la enfermedad cardiovascular en comparacion

con una poblacion no diabética de la misma edad (28).

3.3.1.- Laimplicancia que tiene la hiperglicemia en el corazén

El medio diabético es toxico para el corazon. Bugger y Abel et al (5), proponen ademas
que el corazon diabético se caracteriza por la hipertrofia cardiaca, la que se relaciona con el

control glicémico independiente de la presion arterial.

La miocardiopatia diabética esta marcada por hipertrofia ventricular izquierda,
reactivacion de genes fetales y acumulacién de lipidos en los cardiomiocitos, que en conjunto
promueven la disfuncidn contractil (36). Ademas, enfermedades como hipertrofia miocardica
y la disfuncion diastdlica se han considerado las caracteristicas de la miocardiopatia
diabética. Finck et al. (14) sugiere en su estudio que en el corazon diabético esta disminuida
la actividad de Glut-4, que como resultado existe una utilizacion de glucosa reducida y
ademas una sefializacion de insulina deteriorada. Esto genera posteriormente un aumento de
la energia por utilizacion de acidos grasos, mayor demanda de oxigeno por el miocardio,

reduciendo asi la eficiencia cardiaca.
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Debido a la importancia de la insulina en la regulacion del metabolismo del miocardio,
la deficiencia de esta indica que no hay utilizacion de glucosa por tejido cardiaco, esto
generalmente provoca que el corazon dependa casi exclusivamente de los acidos grasos para
generar energia (4). EI aumento en la utilizacion de acidos grasos por un corazén diabético
podria generar trastornos funcionales debido a que habria una acumulacion de productos
intermediarios lipidicos, la generacion mitocondrial o peroxisomal de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y un consumo excesivo de oxigeno (20). Ademaés, varios estudios han
demostrado la asociacion de la sobreexpresion o la activacion de PKCP 2 en el desarrollo y
la progresion de cardiopatia diabética (41), la cual es una proteina quinasa que participa en
la traduccion de sefiales. Estos trastornos metabdlicos predisponen a que el corazén del
paciente diabético se dafie. Nuevos estudios sugieren que la produccion y liberacion excesiva
de especies reactivas de oxigeno genera estrés oxidativo la que conduce a la expresion
anormal de genes, transduccion de sefiales defectuosas y apoptosis de cardiomiocitos (12).
Otros autores como He, Z et al (19) han propuesto varias teorias basadas en los resultados de
estudios experimentales y clinicos, que incluyen la generacion de especies reactivas de
oxigeno y estrés oxidativo, la activacion de la ruta del poliol, formacién de AGE, induccién
de flujo a través de la ruta de la hexosamina, activacion de la PKC, y expresion y accion

alteradas de los factores de crecimiento.

En resumen, la hipertrofia ventricular izquierda, las anomalias metabolicas, los cambios
en la matriz extracelular, la enfermedad de los vasos pequefios, la neuropatia autonoma
cardiaca, la resistencia a la insulina, el estrés oxidativo y la apoptosis son los factores mas

importantes para el inicio y la progresién de la cardiomiopatia diabética (12).

3.3.2 Consecuencia del estrés oxidativo en la cardiopatia diabética

El estres oxidativo (ROS) juega un papel importante en el desarrollo de complicaciones
de la diabetes debido a la excesiva actividad oxidativa. Las complicaciones en el tejido
cardiaco de un corazén diabético se atribuyen principalmente a la produccion de estrés

oxidativo debido a la sintesis elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS). El estrés

13



oxidativo es el desequilibrio entre la produccion de ROS y la degradacion por antioxidantes
endodgenos. Se han implicado en la aparicion y progresion de enfermedades cardiovasculares
como la insuficiencia cardiaca congestiva y la disfuncion cardiaca asociada a la diabetes

(miocardiopatia diabética) (37).

Falca™o-Pires et al. (12) proponen que ROS tiene numerosos efectos nocivos en el sistema
cardiovascular, a través del dafio celular por oxidacion, alteracién de homeostasis vascular
por interferencia con NO entre otros. Y que ademéas ROS tiene origen mitocondrial y extra

mitocondrial en pacientes con cardiomiopatia diabética.

Se cree que ROS participa en todas las etapas del desarrollo de la cardiopatia diabética,
y su fuentes de principal ROS es a través de la cadena respiratoria mitocondrial (40), la
pequefia cantidad de ROS que se origina durante la respiracion mitocondrial generalmente
se descompone por los antioxidantes, Pero cuando la sintesis de estas se elevan como ocurre
en la miocardiopatia diabética, estos antioxidantes endégenos no son capaces de dar abasto
y quedan en el tejido, como resultado existe una acumulaciéon de moléculas reductoras, las

que impulsan a la formacién de aniones superoxido (13).

Otra fuente de ROS es el complejo enzimatico de membrana NAHPH oxidasa. Se
considera una fuente importante de ROS en células cardiovasculares, como los
cardiomiocitos, células endoteliales y fibroblastos. Ademas, la sintesis elevada de especies
reactivas de oxigeno mitocondrial se traducen en sefiales oxidativas que llevan finalmente a

la apoptosis.

Y por ultimo la sintesis de 6xido nitrico endotelial no acoplado (e NOS). Este es el
principal productor de 6xido nitrico en el sistema vascular, su funcion es trasferir electrones
de NAHPH al dominio hemo oxigenasa, pero cuando eNOS se encuentra desacoplado es una
gran fuente de produccion de ROS en diversas enfermedades como diabetes. La eNOS no

acoplada es un fendmeno caracterizado por la desviacion de la transferencia de electrones
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dentro de la molécula de la eNOS de la oxidacion de l-arginina, lo que resulta en una
reduccion del oxigeno molecular para formar superdxido en lugar de NO (13) esto implica
que contribuye no solo al aumento de la formacion de ROS, sino también a la disminucion
de la biodisponibilidad de NO.

3.3.3.- Otras causas alteracion cardiaca

3.3.3.1 Activacion de la via de aldosa reductasa (poliol).

El, Z. y King, GL (35-39) publicaron ademas otras causas de dafio vascular. Dentro de
estas se encuentra: la activacion de la ruta del poliol, donde se ha sugerido que la actividad
incrementada de esta ruta causa patologias vasculares por dafio osmotico, induccion de estrés
oxidativo y actividad reducida de Na +, K + - ATPasa. Las relaciones NADP + / NADP y
NADH / NAD + al estar modificadas cambian el equilibrio redox intracelular e inician una
serie de eventos bioquimicos que no favorecen la homeostasis vascular, como la produccion
reducida de NO.

3.3.3.2 Productos finales de glicacion avanzada (AGES).

La generacién de productos finales de glicacion avanzada es considerada como etiologia
de dafio vascular, en condiciones de hiperglucemia, la modificacion covalente irreversible y
el entrecruzamiento de la proteina por la glucosa generan multiples productos finales como
el glioxal, el metilglioxal y la 3 deoxiglucosona, conocidos como AGEs. Estas son causa
de fuga vascular y la reduccion de la vasodilatacién mediada por el 6xido nitrico, también
pueden interactuar directamente con las proteinas de la superficie celular, activando asi las

vias de sefializacion intracelular y de esta manera alterar las células vasculares (35).
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3.3.3.3 Aumento del flujo a través de la via de hexosamina.

La sobrecarga de la via de la glucdlisis en los estados diabéticos puede aumentar el flujo
a través de la via de la hexosaminas. Se produce un metabolito que es la N- acetil-
glucosamina para una posterior glicosilacion de proteinas diana en los residuos de serina y
treonina, esta alteracion es importante ya que se produce una variacion en la trascripcion de
proteinas la cual se ve reflejada en una alteracion en la actividad de factores transcripcionales
y como consecuencia una remodelacion vascular alterada , por falla en la proliferacion de

células endoteliales y de los cardiomiocitos (39).

3.3.3.4 Activacion de la proteina quinasa C (PKC).

La protein quinasa C aumenta frente a un estado de hiperglicemia cronica debido a que
ésta aumenta el flujo de las vias metabdlicas alternas, lo que genera mayor cantidad de
diacilglicerol, el cual estimula la sintesis de PKC e isoformas como la beta, ya que estas son
expresadas en la vasculatura. La cual actia como como un importante modulador pro-

apoptotico en las células endoteliales. (35)

3.3.3.5 Alteracion del sistema Renina-angiotensina -aldosterona (RAAS)

RAAS desempefia un papel fundamental a través de su capacidad para mantener la presion
arterial y el balance entre electrolitos y agua. Ademas, se postula que la angiotensina Il puede
actuar directamente a través de su receptor de superficie celular tipo 1 (AT1) y regular la
remodelacion tisular, la fibrosis, la hipertrofia celular y la apoptosis a través de la induccion
de la expresion génica (22). Cuando los niveles de glucosa aumentan en sangre se afecta el
sistema RAAS. El aumento de este produce dafio vascular y renal en los pacientes con DM,
inducen vasoconstriccidon y secrecion cardiovascular y renal de citoguinas inflamatorias,

aumenta el estrés oxidativo y aumenta la reabsorcion tubular de sodio.
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3.4.- El rol de Oxido Nitrico en el sistema cardiovascular

Oxido nitrico (NO) es una molécula de sefializacion que se produce en la vasculatura, se
sintetizan tanto en el musculo liso vascular como en las células endoteliales y contribuyen a
la regulacion del tono vascular, relajando las células del musculo liso (17). Para su sintesis
se requiere la presencia de cofactores como: flavin mononucleétido (FMN), flavin adenina
dinucledtido (FAD), tetrahidrobiopterina (H4B) y NADPH. Ademaés, Enderma et. al.(10)
sugiere que la accién de NO se basa a nivel intracelular, donde activa el guanilato ciclasa
soluble, produce un cambio conformacional en el sitio catalitico y permite la conversion de
guanosina 5 trifosfato a guanosina 3,5 monofosfato ciclica (GMPCc), esta accion incrementa
la concentracion de GMPc celular hasta en 100 veces y reduce la cantidad de calcio
intracelular permitiendo la relajacién muscular mediada por la proteina kinasa dependiente
de GMPc.

Estudios recientes han demostrado que la sintesis reducida de NO, seria un factor
importante en la accion alterada de la insulina en la vasculatura de los sujetos obesos y
diabéticos. La generacion disminuida de NO resulta de una deficiencia de
tetrahidrobiopterina (BH4) un cofactor esencial para la NO sintasa (10).

En los pacientes diabéticos con niveles altos de glucosa en la sangre, la sefializacion de
insulina alterada, las especies reactivas de oxigeno (ROS), la inflamacion y la activacién de
la proteina quinasa C, podrian provocar una disminucion de la biodisponibilidad del éxido
nitrico (10). Ademas, estos autores plantean que la disminucién del NO y el aumento del
estrés oxidativo desempefian un papel central en varias vias fisiopatoldgicas que lleva a la
falta de este mensajero y como consecuencia se genere dafio vascular, por la disminucion de

la vasodilatacion.
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3.5.- Tetrahidrobiopterina (BH4)

La tetrahidrobiopterina (BH4) es un cofactor esencial para la actividad de algunas enzimas
y esta presente en probablemente todas las células o tejidos del organismo. Actla como un
cofactor en la produccién de éxido nitrico (NO) promoviendo el acoplamiento de la enzima
oxido nitrico sintasas (eNOS) (27). En el estado homodimérico o acoplado, los electrones se
transfieren desde el dominio de la eNOS reductasa al dominio de la oxigenasa, y se produce
NO, pero cuando esta se encuentra desacoplada los electrones que forman el ON se desvian
al superdxido produciendo oxigeno molecular (9). La sintesis de BH4 es a partir guanosina
trifosfato (GTP) a través de tres reacciones quimicas mediadas por las enzimas GTP

ciclohidrolasa I, la 6-piruvoiltetrahidropterina sintasa y sepiapterina reductasa.

La funcién de BH4 es la de convertir aminoacidos como la fenilalanina, tirosina y
triptéfano a precursores de la dopamina y serotonina, los neurotransmisores primarios del
organismo, ademas de actuar como cofactor en la produccion de NO. Autores como Wu, G.
et. al (38) sugieren que en condiciones donde se encuentre alterada la glucosa, se produciria
un déficit de BH4 y esto se traduce en una alteracién vascular por déficit de NO. La
generacion disminuida de NO resulta de una deficiencia de (6 R) -5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina BH4; el cual es esencial para la NO sintasa (NOS), asi como una mayor
generacion de glucosamina (un inhibidor del ciclo de la pentosa para la produccién de
NADPH, otro cofactor para la NOS) a partir de la glucosa y la L -glutamina. En consecuencia,
la disfuncion endotelial se puede prevenir mejorando la sintesis de BH4 o mediante la

suplementacién (18).

3.6.-Apoptosis de Cardiomiocitos

La apoptosis es un proceso bioldgico que estd altamente regulado, promoviendo el
equilibrio entre las sefiales celulares pro-muerte y pro-supervivencia, cuyo resultado es clave

para el destino celular.
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Bugger y Abel (5) proponen en su estudio que, el estado metabdlico de hiperglicemia
produce un aumento de los &cidos grasos circulantes ademas de triacilgliceroles y que, en
conjunto con el estado de hiperinsulinemia, el aumento de las citocinas inflamatorias, llevan
consigo un dafio en la contractilidad cardiaca la que promueve una falla en la funcién de los

cardiomiocitos generando lesiones irreparables que conllevan a la muerte celular.

La muerte celular es un determinante importante de la remodelacion cardiaca por qué;
causa la pérdida de unidades contractiles, hipertrofia compensatoria de las células del
miocardio y la fibrosis reparadora, la muerte celular cardiaca precede a la descompensacion
ventricular y se correlaciona con el deterioro de la funcién dependiente del tiempo (6).

Un estudio donde se evalud apoptosis y necrosis en estrés oxidativo se obtuvo como
resultado que la diabetes aumento6 la necrosis por 4 veces en los miocitos, 9 veces en las
células endoteliales y 6 veces en los fibroblastos (16) ademas estos autores plantean que la
diabetes se caracterizé por un aumento de apoptosis de 85, 61 y 26 veces en los miocitos, las
células endoteliales, y fibroblastos, respectivamente. Esto nos da a entender mas claramente
que un estado de hiperglucotoxicidad es una causante del dafio a las células cardiacas con un

posible resultado de muerte.

3.6.1.- Mecanismos de apoptosis

La apoptosis se inicia y ejecuta a través de dos vias principales de sefializacion: las vias
intrinseca y extrinseca. La clave para entender la apoptosis esta en conocer la activacion y

funcidn de las caspasas, un grupo de cisteinil-aspartato-dirigido a proteasas.
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3.6.2.- La via intrinseca mitocondrial

La via de apoptosis intrinseca, también denominada via de apoptosis mitocondrial se
desencadena por estrés intracelular como: el estrés oxidativo, la sobrecarga de calcio y el
dafio al ADN, lo que lleva a que la membrana externa mitocondrial aumente su permeabilidad
mitocondrial y libere moléculas pro apoptoticas, como el citocromo C al citosol. El
citocromo citosolico y el factor de activacion de la proteasa apoptdtica 1 (Apaf-1), forman el
apoptosoma y dan como resultado la activacion de la caspasa 9. Esta via est4 estrechamente
regulada por un grupo de proteinas que pertenecen a la familia Bcl-2. Esta regulacion consiste
en sefiales pro apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xL) y proteinas anti apoptéticas (Bax, Bak), que
funcionan principalmente para proteger o interrumpir la integridad de la membrana

mitocondrial y controlar la liberacién de moléculas pro apoptoéticas (39).

3.6.3.- La via extrinseca

La vida extrinseca se inicia mediante sefiales de estrés extracelular, dentro de estas se
encuentra; el factor de necrosis tumoral @ (TNF-a), y una proteina llamada FAS, y sus
ligandos Fas (FasL) y el ligando inductor de la apoptosis, se encuentra relacionado con el
TNF (TRAIL) a través de union a sus receptores apoptoticos individuales( TNF-a receptor 1
(TNFR1), Fasy TRAIL receptor 1/2 (TRAILRL1 / 2), respectivamente). Los receptores de
proteinas de dominio de muerte asociado a fas (FADD) inician el ensamblaje de la pro-
caspasa 8 en el complejo de sefializacion inductor de muerte y generan la forma activa que

es la caspasa 8 (39), esta caspasa 8 inicia la apoptosis clivando otras caspasas rio abajo (35).

3.6.4.-La Via comUn

Ambas vias de apoptosis (caspasas 8 y caspasa 9) convergen e inducen la activacion de

caspasas efectoras 3, 6 y 7. En el corazon, los sustratos de caspasa incluyen moléculas
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cruciales para la homeostasis celular, tales como a-actina, a-actinina, a / h-miosina cadena
pesada, miosina cadena ligera , tropomiosina, y troponinas cardiacas, ademas inducen el
clivaje de las protein-kinasas, proteinas del citoesqueleto, proteinas de reparacion del DNA
y subunidades inhibitorias de la familia de las endonucleasas. Tienen también un efecto sobre
el citoesqueleto, el ciclo celular y las vias de sefializacién, los que en conjunto contribuyen a

la apoptosis celular (35 -39).
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4.-HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis:

La administracion de tetrahidrobiopterina reduce la apoptosis de los cardiomiocitos de

ratones con diabetes tipo 1.

Objetivo general:

Evaluar el efecto de la administracion de tetrahidrobiopterina sobre la apoptosis de los

cardiomiocitos de ratones con diabetes tipo 1.

Objetivos especificos:

Aplicar el método de TUNEL para detectar apoptosis en cardiomiocitos de ratones sanos

y con diabetes tipo 1 con y sin tratamiento con tetrahidrobiopterina.

Cuantificar el grado de apoptosis en cardiomiocitos de ratones normales en comparacion

a un grupo diabético y un grupo de ratones diabéticos con y sin tratamiento.
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5.- METODOLOGIA

5.1.-Método experimental

Para este estudio se utilizaron ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad, todos son
machos con peso inicial de 35 y 38 gramos los cuales se encontraba en el bioterio de la
Universidad de Talca.

El uso de estos ratones fue aprobado con el Comité institucional de ética, cuidado y uso de
animales de laboratorio (CIECUAL) de la Universidad de Talca en el 2015.

5.2.-Disefio experimental

A los ratones se les indujo la diabetes tipo 1, a través de un protocolo que consiste en
administrar inyecciones de estreptozotocina por via intraperitoneal. La primera y segunda
dosis de estreptozotocina fue de 100mg/kg y la tercera dosis fue de 200mg/kg, obteniendo de
esta manera un estado diabético por al menos 8 semanas. Una vez comprobado el estado
diabético estos fueron divididos en dos grupos, un numero de 6 ratones fue tratado con
tetrahidrobiopterina (BH4), la que fue administrada como agua de beber en dosis de 15 mg/kg
correspondiendo al grupo referido como diabéticos tratados con BH4 (D+BH4), y otros 6
ratones solo recibieron agua normal (grupo diabético). Un tercer grupo seguido en paralelo
comprendia ratones sin tratamiento con estreptozotocina ni BH4 a los que les administro una
solucion de citrato en igual condiciones (grupo control n=8). Luego de pasada 8 semanas los
ratones se durmieron con isoflurano en cdmara cerrada y se les inyecto ketamina-xilacina

para su eutanasia.
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5.3 Determinacion de la glicemia

A los ratones en la octava semana se les determino el estado glicémico a través de un
hemoglucotest, este se realizé en condiciones de ayuno y la muestra se obtuvo por puncion

en la cola de los ratones.

5.4.-Deteccion de apoptosis

Se utilizaron entre 6 a 8 cortes por cada grupo (control sano, diabéticos y diabéticos +

BH4) y ademaés controles positivos de la metodologia.

Todos los cortes histologicos estaban previamente fijados e incluidos en parafina. Por lo
que se realizé las desparafinacion de cada uno antes de realizar el método de TUNEL. Para
ello se cred un protocolo que consiste en introducir los cortes histolgicos dos veces en Xilol,
10 y 5 min respectivamente, luego se sumergen en etanol en concentraciones de 100%, 95%

, 80% , 60% por 5 min respectivamente , y al final enjuagan con agua destilada .

Para medir apoptosis se utiliz6 un kit comercial Click-iT™ TUNEL Colorimetric IHC
Detection Kit, Invitrogen. La técnica de marcaje de extremo (DUNP) de la desoxinucleotidil
transferasa terminal (TUNEL) se basa en la incorporacion de dUTP modificados por la
deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) en los extremos 3'-OH del ADN fragmentado.
Los ensayos colorimétricos de TUNEL utilizan dUTP conjugados con biotina, seguido de la
adicion de un conjugado de estreptavidina-peroxidasa y un sustrato de peroxidasa, dando

como resultado una sefial apoptética de color marrén oscuro.
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Brevemente, se describira el protocolo del método TUNEL utilizado. Se prepararon y
permeabilizaron los cortes, utilizando como fijador el paraformaldehido al 4% y la proteina
K, posteriormente se enjuaga con una solucion de PBS. Se incuban los cortes en la mezcla
de reaccion de TdT para la incorporacion de dUTP, este proceso se hace bajo condiciones de
camara humeda y bafio termorregulado a 37°C durante 60 min evitando que la muestra se
seque. Se lavan con PBS y se sumerge en solucion diluida de ultra pure SSC por 15 min, se
enjuaga nuevamente y se agrega H202 al 3% por 5 min y se realiza un nuevo lavado.
Terminado esto se utiliza una solucion de lavado colorimétrico que se encuentra en el kit, y
se prepara Click-iT™ TUNEL Colorimetric Reaction cocktail, el cual se mantiene estable
por 15 min. En este punto se agrega la biotina azida la que se deja incubar utilizando bafio
termorregulado a 37° por 15 min protegida de la luz. Pasado este tiempo se lava con una
solucion de lavado incluida en el kit 'y luego enjuagar con agua desionizada. En este punto
se agrega el conjugado estreptavidina-Peroxidasa y se deja incubar por 30 min. a temperatura
ambiente en camara humeda, luego se enjuaga para eliminar el conjugado y remover
residuos. Aplicar el cromdgeno DAB, dejar incubar 10 min para mejor intensidad de la sefial.

Finalmente se lava con agua desionizada para quitar el cromégeno.

El protocolo de montaje utilizé como contraste la tincion de hematoxilina, se deja unos
segundos Yy luego vuelve a parafinar los cortes histolégicos, iniciando con etanol de baja a
mayor concentracion, 60% luego 80% y etanol al 100% por 5 min, 2 veces, y para finalizar

se sumerge en xilol 2 veces por 5 min.

5.5.-Evaluacion del TUNEL

Las muestras fueron observadas en microscopio éptico Leica DM500 en objetivos de
40X y 100X el que trae adosada una camara digital de 5 megapixeles la que fue utilizada
para tomar imagenes de distintos cuadrantes de la muestra. Las imagenes de las muestras
fueron observadas directamente contando los nucleos tefiidos con diaminobencidina
(TUNEL positivo), en un numero minimo de 40 por campo y aproximadamente 500 por

muestra y de estos se obtuvo un porcentaje de nucleos positivos.
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5.6.- Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software SPSS version 16. Los datos se presentan
como porcentaje de medias + desviacion estandar. Se utilizaron prueba t para comparar
medias utilizando una ANOVA de un factor, con la prueba de comparacion maultiple de
Student-Newmant-Keuls (SNK), segln corresponda. Los valores de p <0,05 se consideraron
significativos. Ademas, se utiliz6 el GraphPad Prism version 6 con intervalo de confianza de

95% para realizar las figuras.
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6.- RESULTADOS

6.1.- GLICEMIA SEGUN GRUPO EXPERIMENTAL
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Figura 1: Glicemia (mg/dl) de los ratones separada en los diferentes grupos
experimentales. El grafico representa la glicemia de los ratones tomada en la octava semana
bajo las diferentes condiciones a las que fueron sometidas, se graficé el promedio de glicemia
+ la DS. La significancia de los valores se obtuvo a través de ANOVA vy el test de Student-
Newmant-Keuls. El resultado de la glicemia de los ratones diabéticos esta aumentada
respecto del control normal y fue estadisticamente significativa. Se expresa un * que
representa un valor significativo p < 0,05.

El primer grafico representa a la glicemia obtenida en la octava semana de los diferentes
grupos de ratones, esta se expresa como promedio £ la DS. el aumento de la glicemia fue
estadisticamente significativo (p< 0,05) para los diabéticos respecto del grupo control. La
glicemia de los controles fue de 180 (mg/dl) = 21 en comparacion a los diabéticos que fue

250(mg/dl) £ 170 y en los diabéticos + BH4 240 (mg/dl) £100.
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6.2.- PESO DE LOS RATONES SEGUN GRUPO EXPERIMENTAL
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Figura 2: Se observa el peso de los ratones segun los diferentes grupos
experimentales. El grafico representa los pesos en gramos de los ratones, los cuales fueron
obtenidos en la octava semana de edad, separados segun los diferentes grupos
experimentales. Se grafico el promedio + la DS. No hubo diferencia significativa en los

resultados.

En el grafico 2, se analizé los pesos (gramos) de los ratones en la octava semana, se
expresaron como promedio por grupo + D.S, y se obtuvo como resultado una disminucion
de este respecto al grupo control, pero no se observaron resultados estadisticamente
significativos. El resultado del grupo control fue de 40 gramos + 3,6 en D.S., diabéticos y

diabéticos con BH4 estan entre 35y 40 £ 2,8 y 4,5 respectivamente.
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6.3.- IMAGENES DEL METODO TUNEL

Figura 3: Se aprecian imégenes de diferentes cortes histologicos tratados con
meétodo de TUNEL y observadas al microscopio 6ptico. Los cardiomiocitos que son
TUNEL positivo se encuentran tefiidas de color marrén. Las imagenes se observan en
objetivos 40X y 100X. Las siguientes imagenes son observadas en 40X A) control normal
B) diabéticos C) diabéticos+ BH4, y las siguientes en 100X D) control normal, E) diabéticos
F) diabéticos +BH4. Las imagenes corresponden a muestras representativas de analisis de al
menos 5 imagenes de diferentes campos por cada corte.
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En la figura 3, los cortes histoldgicos utilizados fueron tratados con el método de TUNEL
y de este experimento se pudieron obtener 5 imagenes representativas por cada corte, las que
fueron observadas a través del microscopio Optico y de ellas se obtuvieron las iméagenes que
se describen a continuacion. Las muestras A)y D) corresponde al grupo control o ratones
que no presenta diabetes tipo 1, en ella no se aprecian nucleos que evidencien apoptosis , no
asi en las muestras siguientes B) y E) corresponden al grupo de Diabéticos sin tratamiento
y las C) y F) grupo de diabéticos tratados con BH4 , en ellas se pueden apreciar los nucleos
que se ven de color marrén , esto es indicativo de que en estas muestras existe apoptosis de

los cardiomiocitos.

La flecha que se encuentra en la imagen F) nos indica los nacleos de cardiomiocitos
teflidos con DAB por el método de TUNEL (100X), al encontrase de color marron esto nos

indica que estos se presentan apoptosis.
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6.4.- APOPTOSIS DE CARDIOMIOCITOS
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Figura 4: Se observa cardiomiocitos TUNEL positivo separados segun los distintos
grupos experimentales. El grafico representa el porcentaje de cardiomiocitos que se
observaron TUNEL positivo (color marrén), se grafico el porcentaje + DS. No se observo
diferencia significativa entre el grupo control y los diabéticos con y sin tratamiento.

Como se observa en el grafico nimero 4, el porcentaje de cardiomiocitos fue obtenido a
partir de una muestra representativa, correspondiente a 5 imagenes y de estos se sacd un
promedio de cardiomiocitos apoptoticos por muestra. Estos resultados se graficaron como el
promedio en porcentaje de células apoptoticas + la D.S. Los resultados analizados no fueron
estadisticamente significativos, pero si se puede apreciar una tendencia al aumento en la

apoptosis de los cardiomiocitos en relacion a lo expresado en los resultados del grupo control.
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6.5 RELACION ENTRE LA GLICEMIA'Y LA APOPTOSIS DE CARDIOMIOCITOS

% TUNEL positivo /glicemia (mg/dl)

Grupo experimental

Figura 5: Se observa el porcentaje de cardiomiocitos que presentaron apoptosis y
su relacién con la glicemia en los diferentes grupos experimentales. El grafico muestra
el porcentaje de cardiomiocitos que presentaron apoptosis y como se relaciona con el estado
glicémico de los ratones en la octava semana, se expres6 como porcentaje £ D.S. No se

observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales.

En lafigura 5 se puede apreciar, el porcentaje de cardiomiocitos que presentaron apoptosis
en relacién a la glicemia que presentaba cada muestra, estos resultados son expresados por
grupo experimental y se obtuvo que porcentaje de apoptosis de cardiomiocitos en relacion a
la glicemia, los resultados en el grupo control fue de 0.0019 + 0,015 en los diabético el
porcentaje fue de 0,02 £ 0,016 y en los diabéticos tratados con BH4 el resultado fue de 0,03
+ 0,04. Ninguno de estos resultados fue estadisticamente significativo, pero existe una

tendencia al alza en la apoptosis de cardiomiocitos en aquellos que presentan diabetes.
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7.- DISCUSION

Actualmente no hay disponible un tratamiento que haya demostrado una remision
completa de la DMTL1. Mientras tanto, la esperanza de vida de los pacientes con DMT1, se
mantiene, ademas esta enfermedad da origen al desarrollo de otras patologias. Por lo tanto,
se necesitan estrategias de manejo adicionales. En este estudio experimental se trabajo con
muestras de ratones a los que se les indujo padecer DMTL1 y luego de 8 semanas se les
determino la glicemia en ayunas, utilizando un hemoglucotest. Se obtuvieron los resultados
que se pueden observar en la Figura 6.1; donde se muestran los valores de glicemia de los
ratones separados por grupo experimental. Para poder analizar su estado diabético y se
obtuvo que existe una diferencia significativa (p <0,05) entre los resultados del grupo control
respecto de los que presentan diabetes, ademas los ratones que son tratados con BH4
presentan una glicemia levemente disminuida respecto del grupo no tratado, pero sin menor
relevancia. También, se muestra en la figura 6.2 el peso de los ratones los cuales no

mostraron diferencia.

La cardiomiopatia diabética se caracteriza por hipertrofia y apoptosis de los
cardiomiocitos. Se ha considerado que numerosos mecanismos estdn implicados en la
patogénesis de la cardiomiopatia diabética, como el estrés oxidativo (36) el estado de
hiperglucemia que puede generar ROS a través de la formacion de productos finales de
glicacion avanzada (AGE) y ademas la disminucién de los niveles de NO (12), lo que
conduce a la muerte prematura de los cardiomiocitos. EXisten numerosas pruebas que
demuestran que la apoptosis desempefia un papel importante en el desarrollo de la
miocardiopatia diabética (13). La apoptosis de los cardiomiocitos es uno de los principales

contribuyentes al desarrollo de infartos de miocardio (16).

En el presente estudio, la determinacidon de apoptosis se realizo utilizando el método de
TUNEL para los diferentes grupos experimentales (diabéticos, diabéticos + BH4 y el grupo
control). EI método TUNEL es capaz de detectar distintos fragmentos de ADN de tamafio

oligonucleosémico (180-200 pb de longitud) es un sello bioquimico de la apoptosis en el
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ADN. Se sabe que el dafio en el ADN aparece no solo durante la apoptosis, sino que tambiéen
esta vinculado a la necrosis y es causada por compuestos toxicos u otros insultos (16). Como
resultado de aplicar el método de tincion de TUNEL a las muestras en la Figura 3; se observan
los nacleos de cardiomiocitos que presentan apoptosis de un color marrén, debido a que estos
se encuentran tefiidos con DAB, por el contrario, los que no presentan apoptosis se tifien con
la coloracion de contraste (hematoxilina). Las muestras de la Figura 3; fueron observadas en
diferentes objetivos (40X y 100X), la imagen A) y D) corresponde a muestras del grupo
control, en ellas solo se pueden apreciar los nucleos de los cardiomiocitos tefiidos en azul,
esto no quiere decir que no exista apoptosis, ya que esta se encuentra de manera natural en
toda la célula del organismo, solo que los niveles encontrados son mucho menores en
comparacion a aquellos que presentan algun dafio. En las imagenes B) y E) se encuentran
las muestras de ratones diabéticos y en la C) y F) se encuentran imagenes de las muestras de
ratones diabéticos tratados con BH4, en las que se puede apreciar un aumento de los ndcleos

de cardiomiocitos tefiidos con DAB (marrén) , en comparacion al grupo control.

Sin embargo, la apoptosis del miocardio es un proceso complejo que estd mediado por
una serie de enzimas y numerosas moléculas. Los resultados expuestos en la Figura 4;
sugieren que en las muestras de ratones que presentaban diabetes existe una tendencia al
aumento de apoptosis en cardiomiocitos , pero los resultados no fueron estadisticamente
significativo (p <0,05) , ademas no hubo diferencia significativa entre los niveles de apoptosis
en aquellos que estaban bajo tratamiento, en comparacion a los que no tuvieron tratamiento,
sugiriéndonos que un tratamiento con BH4 quizas no protege al corazén de la apoptosis
inducida por los niveles elevados y tdxicos de glucosa, pero para llegar a esto se necesita de

nuevos estudios, en los cuales el nimero de muestras pueda tener mayor representacion.

En la Figura 4; se relaciond en el grafico el porcentaje de nucleos apoptéticos con los
resultados de la glicemia separados en los grupos experimentales, y se pudo apreciar que
existe una tendencia al aumento de apoptosis de cardiomiocitos en los grupos diabéticos,

pero los resultados estadisticos arrojaron un valor no significativo.

34



Finalmente se obtuvo que el tratamiento con BH4 no redujo la apoptosis de los
cardiomiocitos de ratones con DMTL, ya que tampoco se pudo establecer un resultado
estadisticamente significativo en el aumento de apoptosis bajo condiciones de hiperglicemia,
pero se puede ver que existe una tendencia al aumento de los niveles de apoptosis de
cardiomiocitos en ambos grupos de ratones diabéticos. Ademas, esta tendencia al aumento
en la apoptosis de los cardiomiocitos podria ser una de las causas por la que se genera la

cardiomiopatia diabética.

Los resultados no fueron los esperados, pero existen varios factores que pueden haber
influido. El primero seria el error humano debido a que el método de TUNEL depende mucho
de que el protocolo se siga de manera correcta. Esta técnica de deteccion de apoptosis no esta
exenta de error, una de sus desventajas es que presenta un alto costo economico y ademas es
laboriosa, utilizando aproximadamente 6-7 horas de trabajo. Ademas, se pueden presentar
falsos negativos si las muestras no son bien fijadas. Y una de sus ventajas es que puede
detectar células apoptoticas en estadios mas precoces.

La observacion al microscopio éptico es muy dependiente del operador, también pudo haber
un error en las iméagenes seleccionadas, las cuales deben ser representativas de la muestra
analizada.

Ademas, hay que considerar que en los ratones (BALB/c) no es posible controlar
exactamente la respuesta del organismo frente a una situacion de hiperglicemia, considerando
que el nimero de muestras fue reducido, quizas con un mayor nimero de muestras se pueda

obtener un resultado mas significativo.
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8.- CONCLUSION

A modo de conclusion podemos decir que los resultados no fueron estadisticamente
significativos pero que existe la tendencia al aumento de la apoptosis en las muestras de
ratones que presentaban diabetes tipo 1, con y sin tratamiento. El aumento de la apoptosis de
los cardiomiocitos podria ser una causa del dafio que lleva finalmente a que se produzca una

cardiopatia diabética.

Ademas, los ratones tratados con BH4 no presentaron resultados estadisticamente
significativos ya que no se observé disminucion en los niveles de glicemia, ni de apoptosis

de cardiomiocitos.

Y finalmente podemos decir que, es necesario realizar nuevos estudios con un mayor

numero de muestras para poder obtener un mejor resultado.
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