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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades mas comunes a nivel
mundial. La miocardiopatia diabética (MCD) suele presentarse en pacientes con DM tipo
1 y 2, y ademds se ha observado en modelos murinos de DM, inducidos por
estreptozotocina (STZ), sin la preexistencia de una enfermedad coronaria previa. La
MCD, se caracteriza por impactar la funcidon del tejido cardiaco como también su
estructura, generando hipertrofia y fibrosis.

Lo anterior se describe en los cardiomiocitos como un estado final de una serie
de eventos celulares; que derivan, en parte, de una disminucién en la captura de los
radicales libres en pacientes diabéticos sumado a una reduccién en la contractibilidad
cardiaca, rigidez del miocardio y alteracion en la relajacion cardiaca generando la
hipertrofia cardiomiocitica, ademas de depdsito de colageno, conocido como fibrosis
intersticial cardiaca. En el caso de la hiperglicemia, sus complicaciones y del estrés
oxidativo generan, en conjunto, que la captura de los radicales libres quede disminuida
significativamente en pacientes diabéticos.

Basado en lo anterior, la hipotesis de este proyecto es que la condicion
hiperglicémica genera un dafio morfoldgico en el tejido cardiaco, vinculado a
estrés oxidativo, fibrosis e hipertrofia previo a la MCD.

Para responder a ello, el objetivo general es determinar la temporalidad y
progresion de cambios histologicos cardiacos, hipertrofia y fibrosis,
relacionados con la ocurrencia de un estado redox que han sido descritos en
diabetes inducida por STZ en ratas.

Se les inducird diabetes artificialmente con STZ durante 2, 4, 8 y 12 semanas.
En dichos puntos temporales se evaluara histoldgicamente la presencia y progresion de
hipertrofia, fibrosis del miocardio, asi como también marcadores de dafio celular,

especificamente depdsitos de lipofuscina en el miocardio.

Palabras claves: Diabetes mellitus, estreptozotocina, cardiomiocito



INTRODUCCION

1. DIABETES

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades no trasmisibles mas comunes en
el mundo! y representa uno de sus principales problemas sanitarios?. Segun la Encuesta
Nacional de Salud (ENS) 2016-2017, la prevalencia de esta enfermedad en la poblacion
chilena es 12,3% del total de la poblacion3#. La prevalencia mundial de la DM en adultos
ha tenido un incremento progresivo y se estima alcanzara un 7,7% para el 20303

adquiriendo un rango de pandemia

La DM es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por hiperglicemia*producto
de una disminucion en su secrecion y/o deficiencia en su accion®, hormona producida y
secretada por las células B de los islotes Langerhans del pancreas, cuya funcién es
favorecer la incorporacion de la glucosa de la sangre al interior de las células, donde es
utilizada como fuente de energia®. Una falla en la regulacion de la insulina, conduce a
una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, lo cual
aumenta las concentraciones de glucosa en sangre y orina, asi como también de lipidos
en sangre’. Existen multiples procesos fisiopatoldogicos involucrados en la aparicion de
la DM, que varian desde la destruccion autoinmune de las células B del pancreas hasta
alteraciones que producen resistencia a la acciéon de la insulina® La hiperglicemia
secundaria puede danar significativamente los vasos sanguineos gatillando el desarrollo
de enfermedad vascular aterosclerética, especialmente en la retina (retinopatia
diabética), el corazén (enfermedad coronaria), el rinon (nefropatia diabética), las
extremidades inferiores (enfermedad vascular periférica), pudiendo también afectar los

nervios periféricos (neuropatia diabética)®.

Estas complicaciones se asocian a un significativo incremento de la morbilidad y
mortalidad a largo plazo'®. La DM se presenta clinicamente con algunos sintomas
clasicos, como la polidipsia, polifagia y poliuriall. El diagnéstico precoz de la DM permite

el manejo temprano de esta enfermedad reduciendo las complicaciones??.

La hemoglobina glicosilada (HbA1c) constituye el mejor pardmetro de control glicémico,



ya que se correlaciona con la aparicion de complicaciones micro y macrovasculares a
largo plazo y porque proporciona informacién sobre el grado de control en los 2-4 meses
previos!3. La prueba de HbA1c es un examen de sangre de seguimiento diagndstico tanto
para el estadio de prediabetes como para la DM2, que mide el nivel promedio de glucosa
(azucar en sangre) durante los ultimos 3 meses'. La American Diabetes Association
(ADA), propone criterios que evalla incluir a la HbA1C como prueba con valor
diagndstico para la DM, en donde se demostraron los correspondientes umbrales de
glicemia basal (GB) y de glicemia a las 2h tras un test de sobrecarga oral con glucosa

(SOG)*>. Los criterios diagndsticos son los que se observan en la tabla I.

Criterios diagnésticos:

1. HbA1C >6,5%. La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando un método
que sea certificado por el NGSP y estandarizado para el ensayo DCCT.

2. Glucosa plasmatica en ayunas =126mg/dl (7,0mmol/l). El ayuno se define como
ausencia de ingesta caldrica durante por lo menos 8h.

3. Glucosa en plasma =200mg/dl (11,1mmol/l) a las 2h durante un TTOG. La prueba
debe realizarse segun lo descrito por la OMS, utilizando una carga de glucosa
equivalente a 75g de glucosa anhidra disuelta en agua.

4, Sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis de hiperglucemia, y glucosa plasmatica
casual (al azar) 2200mg/dl (11,1mmol).

Tabla I. Criterios diagndstico de diabetes. Sintomas clasicos: poliuria, polidipsia,
adelgazamiento sin motivo aparente. Causal o al azar: en cualquier momento del dia.
NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program (Programa Nacional para la
Normalizacién de la Glicohemoglobina). DCCT: diabetes control and complications Trial

(Control de la diabetes y sus complicaciones). HbA1C: hemoglobina glicosilada.

La Organizacion mundial de la salud (OMS)¢ describe 3 tipos de diabetes:

1.1 Diabetes tipo 1

Conocida como insulino dependiente o diabetes juvenil, la cual es caracterizada por la
produccion deficiente de insulina en el organismo, requiriendo inyecciones diarias de

insulina para controlar los niveles de hiperglicemia. Es de causa desconocida y

actualmente no hay forma de prevenirla, es activada por factores genéticos y



ambientales. Se caracteriza por la destruccion parcial o total de las células B de los
islotes de Langerhans, con la consiguiente incapacidad para producir insulinal’. Los
sintomas asociados son diuresis, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, alteraciones a la

vista, cambio de caracter y decaimiento?8.

1.2 Diabetes tipo 2

Conocida como no insulinodependiente o de inicio en etapa adulta. Se produce debido a
gue el organismo no usa la insulina debidamente, generando una resistencia a ésta.
Primero, el pancreas produce insulina adicional para compensar, pero con el tiempo el
pancreas no puede producir suficiente insulina para mantener los niveles normales de
glucosa en la sangre!®. El riesgo se ve determinado por factores genéticos y metabdlicos
combinados con la edad avanzada, sobrepeso y obesidad, asociados a una mala
alimentaciéon y sedentarismo. Los sintomas pueden ser parecidos a los de la diabetes
tipo 1 pero menos intensos como polifagia, polidipsia, cansancio, cambios bruscos de

humor, visidn borrosa, heridas sin cicatrizar, infecciones frecuentes?°,

En el 2010 la cifra de diabéticos tipo 2 ascendié a 225-230 millones, e incluso se espera
que afecte a 380 millones para el 2025 y alcance una cifra de 438 millones para el 2030,

sobretodo en la poblacién de 45 a 64 afios en los paises tercermundistas?!.

1.3 Diabetes gestacional

Trastorno transitorio o permanente que se produce durante el embarazo. Las mujeres
con diabetes gestacional y sus recién nacidos tienen un mayor riesgo de padecer ciertas
complicaciones en el embarazo y parto, tales como malformaciones fetales y sobrevida

corta??. Los sintomas son los clasicos de una diabetes (descritos en la DM tipo 1 y 2)%3.
1.4 Pancreas
El pancreas es una glandula alargada en la que se describe anatémicamente una cabeza,

un cuerpo y una cola. El pancreas es un 6rgano que consta de 2 poblaciones celulares

diferentes, endocrinas y exocrinas?*.



1.4.1 Histologia del Pancreas

Una capa delgada de tejido conjuntivo laxo forma una capsula alrededor de la glandula
dividiendo el parénquima en tabiques incompletos en lobulillos mal definidos?. El
pancreas exocrino consiste en células acinares que secretan enzimas digestivas como la
amilasa, lipasa, proteasa y nucleasas, que se liberan en el conducto pancreatico?®. Los
islotes pancreaticos, la porcién de células endocrinas, corresponden aproximadamente
el 2% del pancreas. Cada islote estd compuesto por 5 tipos de células: células
productoras de insulina, células B (65-80%), células productoras de somatostatina,
células 0 (10%), células PP que contienen y secretan polipeptidos pancreaticos (1%) y
las células a que secretan glucagon?’ (Figura 1). En los islotes de roedores, las células B
se encuentran predominantemente en el centro y con células a y & en la periferia

formando un manto 28 29,

1.4.2 Insulina

La insulina es una hormona pancreatica, de 5.8kD, que se compone de 51 aminoacidos.
Es liberada por las células B de los islotes de langerhans en respuesta a niveles elevados
de nutrientes en sangre, con funciones energéticas como el metabolismo de la glucosa,
lipidos y proteinas, promoviendo, ademas, la division y el crecimiento celular a través

de efectos mitogénicos °.

La insulina se libera en respuesta al aumento de la glicemia, y su principal funcién es
mantener la concentracion de glucosa sanguinea en un rango de 80-105 mg/dI3!. Su
accidn es mediada por cascadas de sefalizacion intracelular, en las cuales la fosforilaciéon
inicial del receptor de residuo de tirosina (Tyr) lleva una serie de eventos de fosforilacion-
desfosforilacién de cinasas de Tyr y serina/treonina (Ser/Thr). Las células B del pancreas
son capaces de reconocer el incremento de glucosa vy liberar insulina a los 30 segundos,
y la insulina se une a transportadores de proteina de la sangre que conduce a macro y
micronutrientes a los miocitos, hepatocitos y adipocitos. Las proteinas GLUT1 son los
transportadores basales de glucosa que no varian en la superficie celular, en cambio los
GLUT4 son transportadores inducibles de glucosa que se desplazan por la superficie

celular en respuesta a la insulina32.



Sin embargo, existe la resistencia a la insulina, que se produce cuando existe un
aumento de la glucosa en sangre (hiperglicemia), genera la unidn del receptor del factor
1 del crecimiento similar a la insulina y a través de vias de la sefializaciéon del
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)33,
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Figura 1. Histologia del pancreas humano. Porcién endocrina representada por el islote
de langerhans, y la exocrina a su alrededor representada por las células acinares, tejido

conectivo y conducto excretor 3* [Atlas de Histologia, Universidad de Zaragoza].

1.4.3 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina, se define como la incapacidad de las células en responder a
la sefializacion de la insulina. Esto se produce por multiples anormalidades en respuesta
a la sefalizacion como: reduccion del nivel de expresién de receptores de insulina,
disfuncién de las células B del pancreas causados por estados metabdlicos como la

glucotoxicidad y lipotoxicidad, entre otras3°.

Desafortunadamente, mucha de la informaciéon recopilada proviene de estudios en
animales y no se ha confirmado en humanos. Algunos discuten si verdaderamente hay
resistencia a la insulina a nivel cardiaco en los pacientes con diabetes3® 37, Es por ello la

importancia de seguir realizando estudios que lleven a antecedentes mas concretos de



lo que ocurre en el organismo para extrapolar dicha informacién al conocimiento

humano.

1.4.4 Receptores de Insulina

Los receptores de insulina se encuentran principalmente en dos 6rganos, como son el
tejido adiposo y muscular. Como describe Rincon et al®® la accién de los receptores de
insulina (Figura 2), se inicia mediante acoplamiento al receptor de insulina (InsR),
proteina transmembrana heterotetramérica compuesta por 4 subunidades, 2
extracelular a, y 2 B transmembranales. Posteriormente ocurren fosforilaciones vy

desfosforilacion de sustratos intracelulares de muchas acciones metabdlicas.

1## Zona de union a insulina
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Figura 2. Receptor de insulina. Proteina tetramerica: 2 subunidades a y 2 subunidades
B transmembrana que al activirse poseen actividad tirosin-cinasa3® [Bases moleculares
de la diabetes mellitus, capitulo 22, Biologia molecular, Fundamentos y aplicaciones en

ciencias de la salud].

Las subunidades B, son las subunidades cataliticas, y las a las regulatorias que las
mantienen inhibidas. Cuando la insulina se une a la cadena q, la B inhibitoria se pierde
ejerciendo su actividad catalitica tirosin cinasa*® 4!, La subunidadad B, también posee
residuos de serina y treonina que se pueden fosforilar disminuyendo la actividad tirosin-
cinasa, ejerciendo una accion regulatoria negativa sobre la respuesta a la insulina®?.

Como menciona Riehle et al*3, el receptor de insulina una vez activado interactia con

las proteinas IRS y otras proteinas de unidn para activar sefales intracelulares que



incluyen a PI3K/Akt y MAP quinasas como ERK#** 4>, IRS1 e IRS2 son las 2 isoformas mas
abundantes en el tejido cardiaco y son necesarias para la activacién de PI3K mediadas
por la insulina. PI3K posee una subunidad catalitica, p110, y una subunidad reguladora,
p85 que catalizaran a fosfatidilinositol-tri fosfato (PIP3). Esto da como resultado la
activacion de quinasa Akt. Akt 1 y Akt 2 son las isoformas mas abundantes en el corazon.
En el caso de Akt 2, es necesaria para la captacién y metabolismo de glucosa
independiente de Akt 146,

Tras la ingesta de alimentos, los valores de glicemia se mantienen en los limites
normales por tres mecanismos que se realizan de forma coordinada: 1) el estimulo de
la secrecion de insulina, 2) la supresién de la produccidon hepatica de glucosa por la
insulina y 3) la estimulacion de la captacion de glucosa por los tejidos periféricos
(fundamentalmente el muscular)4’. La hiperglicemia estd producida tanto por una
disminucién de la captacion muscular como por un aumento de la produccién hepéatica
de glucosa. Por lo tanto, los farmacos mejoraran la sensibilidad muscular a la insulina
disminuyendo la hiperglicemia generada. Los tratamientos de primera linea
ampliamente prescritos para las complicaciones diabéticas proporcionan soélo alivio
paliativo, pero no cura definitiva. Por lo tanto, una estrategia eficaz para revertir las

complicaciones a largo plazo en estos pacientes necesita una investigacion urgente.

1.4.5 Tratamiento con Insulina

Si bien en etapas tempranas de hiperglicemia se tratan a los pacientes con farmacos,
como la metformina, que actla como sensibilizador a la insulina y reduce la
hiperinsulinemia ofreciendo cierto grado de proteccidn a la insuficiencia cardiaca“®; la
gran mayoria de ellos terminan con inyecciones de insulina o una combinaciéon de ambos.
Los distintos tratamientos farmacoldgicos inciden mas o menos especificamente en
algunas de estas alteraciones. Aunque no son absolutamente independientes unas de
otras, pueden ser causados por: 1. Resistencia a la insulina: defectos en la sensibilidad
del tejido muscular y del higado a la insulina; 2. Defectos de secrecion de insulina: falta

del pico de secrecién temprana y déficit de secrecién global de insulina.



2. DIABETES INDUCIDA EXPERIMENTALMENTE COMO MODELO DE ESTUDIO

Una alternativa al estudio de la diabetes para reproducir las manifestaciones clinicas de
un modelo diabetogénico humano, es mediante el uso de modelos experimentales,
provocando o generando una induccion artificial de la diabetes como lo son los cultivos*®
y el uso de animales®® 5!, Para que un modelo animal tenga trascendencia en la
investigacion de la diabetes, debe reflejar la fisiopatologia y un proceso natural de la
diabetes o bien desarrollar complicaciones propias de la enfermedad con una etiologia
similar a la condiciéon del humano. En este caso, la investigacion con modelos animales
desempefia un papel esencial en el estudio de la diabetes, no sélo porque aumenta
nuestro conocimiento acerca de sus posibles causas, sino también porque proporciona
una herramienta con la que se puedan identificar y evaluar diferentes estrategias

terapéuticas.

Dependiendo del método utilizado para inducir la diabetes, estos se pueden clasificar en:
1) induccion quimica; 2) induccidon espontanea o derivada genéticamente; e 3) induccién

a través de la dieta®2.

El uso de agentes quimicos para generar un modelo de diabetes, permite realizar
estudios detallados de los eventos bioquimicos y morfoldgicos, de lo que ocurre durante
y después de la induccion de un estado diabético>3. El primer grupo, son sustancias
citotoxicas especificas que destruyen las células B del pancreas causando un estado de
deficiencia primaria de insulina; el segundo grupo, son agentes que actlan sobre las
células B pero no las destruyen; el tercero grupo, incrementa los requerimientos
endogenos de insulina, debilitando al pancreas y como consecuencia generan la
diabetes, ejemplo de este grupo son; hormonas antagonistas de la insulina, anticuerpos
anti-insulina y algunos agentes quelantes (como el zinc). Los agentes mas utilizados son
la aloxano y la estreptozotocina (STZ), agentes pertenecientes al primer grupo, los
cuales actlan especificamente sobre las células B del pancreas®> °°. En estudios
previos®®, se ha observado que la DM inducida por SZ causa un deterioro de la funcién
cardiaca sin modificar la estructura del corazén, corroborando asi que es un agente
especifico de las células B y no de otras células del organismo. La SZ es el agente

preferido para la induccién de diabetes experimental ya que presenta ciertas ventajas



sobre el aloxano como, mayor vida media, hiperglicemia sostenida en el tiempo con
menor incidencia de cetosis y mortalidad, manteniendo las complicaciones derivadas de

la diabetes>”.

2.1 Estreptozotocina.

La Estreptozotocina (STZ), 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranoase),
es un farmaco derivado de un hongo, Streptomyces achromogenes, que tiene un efecto
citotdxico en los islotes pancreaticos®®. La SZ es un donante de 6xido nitrico (ON) el cual
no provoca la destruccion de los islotes pancreaticos, pero si al dafio citotoxico del DNA>°,
Las células B afectadas por la STZ, manifiestan una mayor actividad de la guanilil ciclasa
y una mayor formacion de cGMP®9, El ON se libera cuando la STZ es metabolizada dentro
de las células a través de la oxido sintasa®!. El ON, no es la Unica molécula involucrada
en el efecto citotdxico, sino también otras especies reactivas de oxigeno (ROS) que
también contribuyen a la fragmentacién del DNA®? 63 como aniones superdxido (02) y la
actividad de la xantina oxidasa (XOD)®4. Se demostré que la STZ disminuye el consumo
de oxigeno de las mitocondrias afectando la produccion de ATP mitocondrial y la
disminucidn de este nucledtido en las células B®>. La desfosforilacion aumentada de ATP
aumenta el suministro de sustrato para XOD y aumenta la produccion de acido Urico, el
producto final de la degradacion de ATP®. Como resultado de la generacién de aniones
superéxido formados por la catalizacién de XOD, se forma peréxido de hidrogeno y

radicales hidroxilos®” 68 (Figura 3).

La STZ es absorbida por las células B a través del transportador de glucosa GLUT26°,
Wang y Gleichman’®, observaron que la STZ restringe la expresion del transportador
GLUT2 in vivo e in vitro cuando se administran dosis multiples de STZ’!. La accién que
genera la STZ sobre las células B del pancreas es cambios en su DNA para su posterior
fragmentacion 72 73 debido a la alquilacion del DNA’4 75, Su poder como agente alquilante
interfiere en el transporte de glucosa, en la funcién de la glucocinasa y en la induccion
de la actividad poli-ADP-ribosa, enzima que disminuye el contenido NAD en células B,
disminuyendo la energia y, por consiguiente, provocando la muerte celular’®, ya que
puede disminuir tanto su sintesis como incrementar su hidrdlisis’’. Se ha visto, que su

actividad alquilante genera diferentes purinas metiladas en tejidos animales’®. Un



estudio de West et al”?, sobre las células B de pancreas tras 24 horas post inyeccion de
STZ, probaron que, la glucosa en sangre se encontraba aumentada, asociada con niveles
bajos de insulina plasmatica después de dos horas, seguida de hipoglicemia asociada
con niveles altos de insulina plasmatica después de seis horas; posteriormente, se
desarrollé progresivamente hiperglicemia y esto se asocidé con niveles decrecientes de
insulina plasmatica. Un sondeo adicional reveld que dos horas después de la inyeccion
de STZ, las células B no podian responder a una carga de glucosa oral mientras que, seis
horas después, hubo un aparente retorno de la respuesta de las células B, pero
posteriormente la respuesta fue progresivamente perdida, confirmandose por el examen

histoldgico un dafio celular irreversible.
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Figura 3. Mecanismo de la Estreptozotocina. Eventos citotdxicos en las células B del
pancreas con la liberaciéon del ON y fragmentacion del DNA disminuyendo el ATP y NAD.
MIT: mitocondria. XOD: xanthine oxidase [Mecanismo de accién del Aloxano y

Estreptozotocina en células beta del pancreas de ratas, Minireview, T.Szkudelski]®°.

El rango de la dosis utilizada de STZ para inducir la diabetes oscila entre 40 a 60 mg/KG8!
ya sea via intravenososa o intraperitoneal®2. En la mayoria de modelos hay una diferencia
significativa entre machos y hembras en relacion a la incidencia, evolucion y severidad
del SD diabético®3. En las ratas macho se presenta en una proporcion mayor que las

hembras, debido a la resistencia de éstas, al parecer, con la presencia de hormonas



esteroidales como el estrégeno®“.

3. CORAZON

El corazén es una bomba muscular que mantiene el flujo unidireccional de la sangre.
Anatomicamente estd compuesto por 4 cavidades, 2 auriculas y 2 ventriculos separados

por valvulas cardiacas®.

3.1 Histologia cardiaca

La pared del musculo estd compuesta por musculo estriado cardiaco, y esta compuesta
por 3 capas: epicardio, formado por una capa de células mesoteliales y tejido conjuntivo
subyacente; miocardio, musculo cardiaco de las 2 cavidades bombeadoras; y el
endocardio, que consiste en una capa interna del endotelio con tejido conjuntivo
subendotelial, una capa media de tejido conjuntivo mas células musculares lisas, y una

externa de tejido conjuntivo del miocardio® (Figura 4).
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Figura 4. Histologia cardiaca con tincién de rutina Hematoxilina-eosina. Flechas apuntan
a los discos intercalares o estriaciones del musculo cardiaco; en el cuadro se puede
observar las bandas A e I del citoplasma del miocito junto con un disco intercalar; y
delimitado por puntos, miocito completo con su nucleo central [Atlas de Histologia,

Universidad de Zaragoza].



La hiperglicemia crénica genera dos principales consecuencias a nivel estructural en el
corazon, la hipertrofia cardiaca y la fibrosis miocardica, las cuales pueden terminar en

una insuficiencia cardiaca.

3.2 Hipertrofia y Fibrosis

Se cree que la hiperglicemia y la resistencia a la insulina inducen a cambios en el
miocardio®”. Uno de estos cambios es la hipertrofia, definida como el aumento de grosor
de la pared y/o del septo interventricular®. Morfolégicamente, la célula presenta un
aumento de tamafio, con un aumento de la sintesis proteinica y un cambio en la
organizacion del sarcomero®®. La hipertrofia es causada por la disfuncién diastdlica, que
es una manifestacion previa a la MCD y esta presente en un 40-75% de los pacientes
con DM?®°, Estudios imagenoldgicos demostraron que la hipertrofia del ventriculo
derecho, es causada por la resistencia a la insulina y por la hiperinsulinemia, como una

importante caracteristica del corazon diabético®!.

Un estatus metabdlico alterado caracterizado, entonces, por hiperglicemia y aumento de
los acidos grasos libres podria generar un fendémeno de remodelaciéon similar al que
produce la activacion neurohormonal, con alteraciones a nivel de las proteinas
estructurales y enzimaticas, hipertrofia, reduccién de la funcién contractil, disminucién
del almacenamiento de energia y alteracién en el transporte de los iones calcio®?. En la
génesis de la insuficiencia cardiaca en el paciente diabético también intervienen la
disminucién de la sensibilidad barorrefleja, lo cual se traduce en un incremento de la
actividad simpatica, la disfuncién endotelial que genera hipertensién arterial,
aterosclerosis y alteracién de la microcirculaciéon, y otras consecuencias ligadas a la
resistencia a la insulina, como el incremento del coldgeno y fibrosis, el aumento en el
numero de receptores AT1 con incremento de la actividad del sistema-renina
angiotensina y del factor de necrosis tumoral®3. La hiperglicemia produce productos
finales de glicosilacion avanzada que causan enlaces cruzados entre las moléculas de
colageno, aumentando la fibrosis y por ende una mayor rigidez miocardica y relajacion
cardiaca alterada®*. La hiperglicemia contribuye a la activacion del sistema renina-

angiotensina-aldosterona (RAAS), lo que lleva a una sobreproduccién de angiotensina II



y de aldosterona, induciendo asi la hipertrofia cardiaca y fibrosis, exacerbando la

disfuncion diastodlica®>.

En las primeras etapas, la hipertrofia cardiaca produce un engrosamiento en la pared
del miocardio, manteniendo la contracciéon cardiaca y una reduccién del estrés
miocardico; como mecanismo compensatorio. Sin embargo, en situaciones patoldgicas
prolongadas, la hipertrofia cardiaca se acompafia de fibrosis intersticial, disfuncidn
contractil, expresion génica alterada, cambio en el metabolismo energético y
propiedades electrofisiolégicas anormales que eventualmente conducen a insuficiencia
cardiaca excesiva®®. La hipertrofia generada en el ventriculo, es el resultado de la
resistencia a la hiperinsulinemia por medio del factor 1 del crecimiento similar a la
insulina a través de vias de sefalizacion del PI3K®’. La hiperinsulinemia conduce a la
activacion del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) y Akt 1 para promover la
hipertrofia patoldgica, la disfuncion mitocondrial y la disminucién de la autofagia que

contribuyen a la remodelacién del ventriculo izquierdo.

Con respecto a la fibrosis miocardica, el aumento del depdsito de colageno en el
miocardio, es debido a la activacion de AGEs (productos finales de la glicosilacion
avanzada) que resultan de la oxidacidn de proteinas y lipidos. Los AGEs se depositan en
el miocardio, células endoteliales y las paredes arteriales ocasionando una remodelacion,
es decir, un engrosamiento de la membrana basal capilar y la formacién de
microaneurismas que conducen a un deterioro en la produccion de oxido nitrico®.
También generan activacion de la via del factor de crecimiento transformante g1, lo cual
produce una alteracion en la degradacion de la matriz extracelular, con la subsecuente
participacion de citoquinas inflamatorias, factor de crecimiento del tejido conectivo,
metaloproteinasas y galectina-3. La distribucidon de tejido fibroso en el miocardio es
intersticial y perivascular, el colageno tipo I y III predomina en las regiones epicardica
y peri vasculares, mientras que el tipo IV predomina en el endocardio®®. Todo esto tiene
como consecuencia reduccion en la contractibilidad cardiaca, generando una rigidez del
miocardio y alteracion en la relajacidon cardiaca produciendo disfuncidn diastélicat®, la
cual genera un incremento en la rigidez de la pared ventricular o incremento del tiempo

en la relajacion diastdélicatot.



Las complicaciones multisistémicas, micro vasculares (retinopatia, nefropatia y
neuropatia), y macrovasculares (infarto agudo al miocardio, enfermedad coronaria
ateroesclerdtica, entre otras!??), que produce la diabetes, llevan a la existencia de lo que
se conoce como Miocardiopatia diabética (MCD)193, El aumento de la fibrosis perivascular
e intermiofibrilar se ha observado tanto en humanos'® como en modelos animales con
DM inducida por SZ'95, lo que lleva a la activacion de vias de inflamacion conduciendo a

un aumento de la fibrosis en los ratones con MCD.

4. MIOCARDIOPATIA DIABETICA

Son cambios estructurales y funcionales en el miocardio que se asocian a diabetes en la
ausencia de una enfermedad isquémica del corazén, hipertensién u otra patologia
cardiaca'®® 197, Rubler y cols.1%8, en 1972, hallaron una entidad diferenciada, capaz de
producir disfuncion ventricular izquierda, después de realizar un estudio postmortem en
4 pacientes con nefropatia diabética que presentaban insuficiencia cardiaca (IC) sin
signos de una enfermedad ateroesclerdtica (EC) ni otras enfermedades capaces de
provocar disfuncion ventricular. La autopsia mostrdé /esiones de Kimmelstein-Wilson o
glomerulosclerosis nodular renal, asi como hipertrofia y fibrosis miocardica. Ello indujo
a pensar que la diabetes per se es capaz de afectar la funcién ventricular izquierda,

introduciéndose en la literatura médica el término de MCD19°,

En la poblacién general, el paciente diabético presenta un riesgo de 2 y 5 veces mayor
de accidente vascular encefalico (AVE) y entre 2 a 3 veces mayor de infarto agudo al
miocardio (IAM)!10, La cardiomiopatia diabética genera insuficiencia cardiaca por lo cual
es todo un reto establecer un diagndstico adecuado, por lo cual existen métodos
diagndsticos especificos, principalmente ecocardiograficos. En la fase temprana de la
enfermedad, los cambios patoldgicos pueden ser reversibles con un control metabdlico
estricto, pero a mayor tiempo, los cambios en el miocardio se vuelven irreversibles y

aumenta el riesgo de desarrollar falla cardiacal!!.

En Chile las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan un tercio de la mortalidad
total en la poblacién adulta y son ademas una de las principales causas de morbilidad!!2.

Se estima que mas de 50% de los problemas que originan las ECV podrian evitarse si se



logra reducir la incidencia a través de la prevencion de sus factores de riesgo!!3. El
estudio de Framingham ha contribuido a la identificacion de los factores de riesgo de
enfermedades isquémicas del corazon y otras ECV!!4 115- tgles como: diabetes,
hipertension arterial (HTA), dislipidemia, tabaquismo, el sexo masculino y edad!® 117,
Como producto del analisis del estudio, se han publicado modelos que permiten, a los
clinicos, la estimacién de la probabilidad de que un individuo desarrolle un

acontecimiento coronario.

Algunos estudios cardioldgicos evidencian que la diabetes y las enfermedades coronarias
estan estrechamente relacionadas, y que solo el 40% de los que la padecen tienen un
metabolismo de la glucosa completamente normal!!8, El gran riesgo de la enfermedad
coronaria es que se presenta asintomatica hasta que aparece su primera manifestacion
clinica, que incluso puede ser un infarto cardiaco!!®.Para que el corazon tenga un
correcto funcionamiento, depende estrechamente de la energia oxidativa generada en
las mitocondrias, principalmente a partir de la beta oxidacién de los acidos grasos, de la

cadena respiratoria de electrones y de la fosforilacién oxidativa'?°.

Cuando la extension del dafio oxidativo sobrepasa la capacidad de la reparacién de las
células, altos niveles de perdxidos de lipidos inducen el dafio en cardiomiocitos; el cual
se propone, favoreceria el desarrollo de MCD?'2!, Evidencias iniciales han sido obtenidas
en animales y han sido confirmadas en humanos. Asi lo indica Sharma et al.'?? quienes
realizaron estudios de la acumulacién de lipidos intramiocardica tanto en animales, un
grupo control y otro diabético, como en humanos con insuficiencia cardiaca no
isquémica. Concluyeron que el 30% de los corazones humanos tenian altos depdsitos de
lipidos intramiocardio y en el caso de ratas diabéticas, en comparacion a las ratas
control, tenian depdsito de lipidos. En las ratas diabéticas, el depodsito de lipidos

contribuye a una acumulacion de triglicéridos y a una disfuncidn contractil.

La actividad del intercambio sodio/hidrogeno (NHE) cardiaco aumenta en modelos
experimentales de insuficiencia cardiaca y aumenta la concentracion de sodio en los
cardiomiocitos, lo que daria como resultado un aumento del calcio intracelular y de la

lesion cardiomiocitica y al desarrollo de la MCD*23,



5. DANO CELULAR EN MIOCARDIO ASOCIADO A DIABETES.

5.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce por un desbalance entre la produccién de ERO y las
defensas antioxidantes, a favor de la generacidén de especies oxidadas, conllevando a un
dafio potencial del tejido involucrado?* 125, Es por ello que la estrecha relacion entre la
hiperglicemia y el estrés oxidativo es demostrada por la determinacion total de la captura
de radicales en pacientes diabéticos con una disminucién significativa de estos

indicadores.

5.2 Glucotoxicidad

La llamada glucotoxicidad se produce por la disminucion en la utilizacién y la oxidacion
de glucosa, junto a una disminucion en la expresién de los receptores de los
transportadores de glucosa (GLUT) principalmente los de tipo 1 (GLUT1) y 4 (GLUT4) a
nivel miocardico, lo cual genera un cambio en la produccién de energia a partir de la
beta oxidacion de los acidos grasos libres!?%, Esta disminucidn en el consumo de glucosa,
por parte de los cardiomiocitos, disminuye la sintesis de piruvato atenuando su oxidacién
por la inhibicién de piruvato deshidrogenasa, glucoquinasa y la fosfofructosaquinasa-1y

por ende, genera una disminucion de la glicolisis!?’.

Debido a lo anterior, la actividad glucolitica se encuentra reducida en el corazén diabético
y, por ende, conduce a la acumulacién de intermediarios a partir del catabolismo de la
glucosa, que pueden participar en varias vias que no conllevan a la produccién de
adenosina trifosfato (ATP)!22. La activacidon de vias alternativas en el metabolismo de la
glucosa, como la 1) via del poliol (surge de la oxidacion de la glucosa 6 fosfato) la cual
estd asociada con las formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO); 2) via de la
hexosamina (surge de la oxidacion de la fructosa 6 fosfato) asociada con la formacion
de O-GIcNAc el cual genera afectacion miocardica con alteraciones en el metabolismo
del calcio lo cual produce deficiencia en la contractibilidad del ventriculo izquierdo; 3)
via del gliceraldehido 3 fosfato, el cual genera un aumento en la PKC (proteina kinasa

C), en los niveles del metabolito metilglioxal y en los productos finales de la glicosilacion



avanzada y del factor nuclear (NFkB)!2°,

El aumento de ERO generara dafo en el DNA celular lo cual activa la poli (ribosa ADP),
polimerasa 1 (PARP-1) ya que actla como una enzima reparativa e inhibe ademas a la
enzima (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GADPH) desviando la glucosa del
catabolismo y la induce a tomar otras vias como las bioquimicas, también el PARP,
promoviendo el daino cardiaco por activacién del NFkB que induce la sobreexpresién de

vasoconstriccion por endotelina-1 y sus receptores!3® (Figura 5).
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Figura 5. Elementos metabdlicos y bioquimicos en la MCD de la glucotoxicidad a través
de vias alterativas del catabolismo de la glucosa como 1) via de poliol, 2) via de la

hexosamina, y 3) via del gliceraldehido [Elaboraciéon del Autor].

La mitocondria es la principal fuente en la generacion de ERO en los cardiomiocitos,
debido a la exposicidon de hiperglicemia cronica causando estrés oxidativo por diabetes
mellitus3!, lo cual afecta la funcidn celular y endotelial, generando también dafios en el
ADN celular llevando al cardiomiocito a la apoptosist32. La hiperglucemia aumenta la
acumulacién de productos finales de la glicosilacion avanzada (AGE) aumentando la

glicosilacion no enzimatica, la oxidacidn de lipidos y proteinas, la produccidn de colageno



y fibronectina del miocardio, aumento del tejido conectivo y rigidez cardiaca produciendo
alteraciones estructurales del miocardio y alteracion en la funcidn diastdlical3? 134,

Los productos finales de la glicosilacién pueden unirse a su receptor en la superficie
celular para inducir una respuesta inflamatoria lo cual genera cambios adaptativos tanto
estructurales como energéticos, también aumenta la produccién de las proteinas de la
matriz extracelular (MEC)'3> 136, Esta produccion de AGEs genera mayor produccidon de
ERO y del factor de crecimiento transformante beta la cual es una via alternativa de

mayor produccion de tejido conectivo y fibrosis miocardical3’,

La disfuncién endotelial, el incremento de la permeabilidad vascular, alteracion en la
angiogénesis y el incremento de la apoptosis también producen activacién de la PKC!38,
la cual es responsable de alteraciones que llevan al aumento en la permeabilidad celular,
inflamacion, angiogénesis, crecimiento celular, aumento de la matriz extracelular!®, La
PKC también genera como consecuencia ERO afectando la biodisponibilidad del ON y

también disminuyendo su actividad!4°,

Un estudio!*! sobre la apoptosis del cardiomiocito como un posible contribuyente del
desarrollo de la cardiomiopatia y el uso de agonistas como PPAR-alfa y gama, concluyo
gue los corazones diabéticos desarrollan acidos grasos en altos niveles como resultado
de una acumulacién de lipidos, lo que predispone a los miocitos a morir, asi como
disfuncién contractil por un efecto lipotdxico. Estos mecanismos, de la lesidon miocardica,
incluyen un aumento del estrés oxidativo, lipotoxicidad, apoptosis y alteraciones en la

sefializacidon celular!42,

5.3 Lipotoxicidad

La lipotoxicidad es generada por el aumento en la produccion y disponibilidad de los
AGEs por medio de la oxidacién que realizan las células miocardicas generando un
desequilibrio por una mayor produccién mas que oxidacién y como producto final
intermediarios lipotdxicos!43. Entre estos intermediarios (figura 6) se encuentran
ceramidas vy el diacilglicerol, que generan ERO, que a su vez producen estrés oxidativo
y finalmente la apoptosis de las células miocardicas, en donde, por otra parte, también

promueven el desacoplamiento mitocondrial de la cadena transportadores de protones!4



e incremento del oxigeno disminuyendo asi la eficiencia miocardica'#> . El diacilglicerol
afecta el metabolismo de glucosa a través de PKC, disminuyendo la sefializacion de
insulina y la produccion de ON. Por otra parte, las ceramidas activan a PKC e inhibe la
sefializacion de Akt, la cual atenla la translocacién del receptor GLUT4 y el consumo de
glucosa estimulada por la insulina®#®, Las proteinas unidas a los acidos grasos generan
una serie de eventos que llevaran a la hipertrofia del ventriculo izquierdo, disfuncion
diastdlica y aumento de la expresion de los péptidos natriuréticos tipo B'%7. La
mitocondria utiliza estos sustratos para generar ATP que pueden ser almacenados y
estimular a los receptores de peroxisoma alfa (PPAR-a) el cual promueve la transcripcién
de genes que codifican proteinas para la utilizacion de acidos grasos libres'8, Elevados
niveles de PPAR-alfa son expresados por el corazéon y pueden afectar directamente la
oxidacion de acidos grasos libres a nivel de la mitocondria, llevando a una
sobreexpresion en los cardiomiocitos y por ende una disminucidon en la captacion de

calcio llevando a los eventos mencionados anteriormente#°,

Sharma et al.'*® demostraron previamente que la reactivacion de PPAR-a en la
hipertrofia por hipertension arterial da como resultado una disfuncidon contractil>!,
Ratones modificados genéticamente que sobre expresan PPAR-a desarrollan una

disfuncion contractil cuando se exponen a altos niveles de acidos grasos en el suero!>?,

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) puede causar disfuncion contractil directamente
en el corazén y se ha relacionado con la remodelacion patoldgica llevando a una
insuficiencia cardiaca'®3. El exceso de lipidos acumulados dentro de los cardiomiocitos,
puede producir intermediaros téxicos e inducir la muerte!>* 155 156 En resumen, la
lipotoxicidad cardiaca, se refiere, a un metabolismo alterado de los acidos grasos,

sobrecarga de lipidos intramiocardicos y disfuncidn en la contractibilidad®>’.
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Figura 6. Cadena de sefializacion de la Lipotoxicidad producto del aumento de AGES e
intermediarios involucrados como las ceramidas y el diacilglicerol [Elaboracién del
Autor].

5.4 Lipofuscina

La lipofuscina (LPF), es un agregado intracelular de proteinas, lipidos y metales
altamente oxidados'® 1>°, Como describe Hohn et al'®® y Rattan et al'®?, la formacién de
lipofuscina tiene lugar en una variedad de respuestas fisiopatoldgicos como el estrés
oxidativo y el envejecimiento, caracterizados por un desequilibrio progresivo entre el
dafio y eliminacion de proteinas, con acumulacion de agregados de proteinas oxidadas
y posteriormente, de material reticulado como la lipofuscina y lipopigmentos que afectan
la viabilidad celular. Los autores describen a la lipofuscina y a compuestos similares a la
lipofuscina como agregados de materiales celulares no degradados como resultado de
los procesos de fagocitosis y autofagia, acumuldndose como granulos

endocitoplasmaticos en condiciones fisioldgicas y patoldgicas'®?. Es autofluorescente y



se convierte en una fuente de produccion de LPF en los lisosomas. La presencia de ésta
se utiliza como indicador de dafio oxidativo. Del Roso et al. observaron grades cantidades
de acumulo de LFP en el corazén de rata en periodos mas antiguos del desarrollo

postnatall®s3,

Ademas de ser una poderosa fuente de oxidantes, también se ha demostrado que la LPF
incorpora hierro de una manera redox activa e induce la apoptosis, que parece estar
estrechamente relacionado con la concentracion de hierro presente en la lipofuscina®®4,
La acumulacién de LPF se incrementa en estados de estrés oxidativo®> 196, y |as ERO
producidas por un dafio en la mitocondria también contribuyen a la formacién de
lipofuscinat®’ 168, Es probable, que su acumulacion también ocurra durante la MCD;

aunque, aun no existen reportes previos evaluandolo.

Una de las técnicas histoquimicas que permite su identificacion es la técnica de PAS'9°,
en donde la presencia de LPF se correlaciona con los niveles de insulina presentes en el
plasma y con las concentraciones de lipidos, en donde ademas, estos 2 indices, la
presencia de LPF y las concentraciones de lipidos pudiesen ser Utiles a la hora de actuar
como indicadores de estrés oxidativo en los cardiomiocitos!’®. La produccion de ROS
influye en el estado redox celular, y es decisivo para la formacion de LFP'’!, Marzadavi
et all’?, observaron 2 situaciones, una en donde una alta acumulaciéon de LFP en
corazones de rata durante periodos tardios del desarrollo postnatal, y la otra en donde
habian altos niveles de LFP en ratas recién destetadas comparadas con las de 19 meses
(desarrollo postnatal). Basado en lo anterior, es posible proponer que la presencia y

niveles de LFP son inconsistentes!”? en la etapa en donde se acumulan mas.

Existe controversia en diferentes estudios en cuando se comienzan a visualizar
morfolégicamente los cambios producidos por la diabetes. Krog et all’4. realizaron un
estudio en donde evaluaron las lesiones del miocardio en primates con diabetes
espontanea. Concluyeron que la fibrosis, la infiltracién de la grasa y la hipertrofia no
fueron diferentes entre el grupo control y los diabéticos. Zhao et al'’>, por otra parte,
postularon a que la Trimetazidine (TMZ) reduce el estrés oxidativo para mejorar la
hiperglicemia que induce la fibrosis cardiaca en ratas diabéticas inducidas por STZ.

Concluyeron que luego de 16 semanas de hiperglicemia, se generaron cambios



significativos en la estructura cardiaca y en la capacidad de ejercicio, vy

subsecuentemente la TMZ mejora la fibrosis y funcién diastélica.

Dentro de hallazgos histoldgicos, Krog et al. demostraron que la granulacion PAS positivo
de los cardiomiocitos, vinculado al acumulo de Lipofuscina, se correlaciond con las
concentraciones plasmaticas de insulina y lipidos, lo que lleva que esté relacionada con
el estrés oxidativo; por lo tanto, concentraciones altas de lipidos plasmaticos pueden ser

indicadores de estrés metabdlico.

Los estudios post mortem en humanos, a menudo son de pacientes con una diabetes
prolongada en donde los estudios morfoldgicos a priori son casi inexistentes. Por ello la
importancia de estudios, en modelos animales, que generan una expectativa de los que

ocurre en humanos y la importancia de la temporalidad en que estos ocurre.

En estudios anteriores, como el de Zhao et al'’¢, demostraron que, a las 16 semanas de
hiperglicemia, habia cambios significativos en la estructura cardiaca, funcién cardiaca y
capacidad aerdbica. Krog et al'’’, realizaron un estudio en donde la fibrosis y la
hipertrofia, entre otras caracteristicas, no tuvieron diferencias en animales diabéticos

versus no diabéticos en 1 afio de estudio.

Basado en lo anterior y dada la amplia informacion sobre estudios diabetogénicos en
animales inducidos por STZ, nos propusimos hacer un analisis detallado de los primeros
cambios estructurales que pueden manifestarse a una etapa temprana de la enfermedad
para evidenciar las consecuencias de estados hiperglicémicos controlados por insulina.

La miocardiopatia diabética, se caracteriza por impactar la funcidén del tejido cardiaco

como también su estructura morfoldgica.



HIPOTESIS

La hipodtesis de éste proyecto es que la condicion hiperglicémica genera un
dafio morfoldgico en el tejido cardiaco, vinculado a estrés oxidativo, fibrosis e

hipertrofia, previo a la miocardiopatia diabética.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la temporalidad y progresién de cambios histolégicos cardiacos,
hipertrofia y fibrosis, relacionados con la ocurrencia de un estado redox que han sido

descritos en diabetes inducida por estreptozotocina en ratas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar histoldgicamente la presencia de hipertrofia en miocardio de ratas, a

las 2, 4, 8 y 12 semanas de induccion de diabetes con estreptozotocina.

2) Determinar histolégicamente la presencia y distribucion de fibrosis en miocardio

de ratas, a las 2, 4, 8 y 12 semanas de induccidon de diabetes con estreptozotocina.

3) Evaluar histolégicamente la presencia de Lipofuscina en miocardio de ratas, a las

2, 4, 8 y 12 semanas de induccién de diabetes con estreptozotocina.



METODOLOGIA

1. MODELO Y DISENO EXPERIMENTAL

El estudio experimental se llevé a cabo en el Centro de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad de Valparaiso con la aprobacién del Comité institucional de Bioética para
investigacion de animales (ver anexo “Acta de evaluacion bioética-BEA072-16"). Se
utilizaron ratas adultas de sexo masculino, de 250 gramos aproximadamente, de la cepa
Sprague Dowley. Un total de 40 ratas fueron adquiridas para el estudio subdivididas en
2 grupos: grupo control normal (N), conformadas por 20 ratas; y un grupo diabético
(DBZ) inducido por estreptozotocina (STZ), conformado por 20 ratas, en 4 periodos de

tiempo: 2, 4, 8 y 12 semanas de estudio post tratamiento (Tabla II).

Todos los procedimientos que se realizaron en esta investigacion, toma de glicemia,
medicion de peso y cirugia post mortem, fueron a través de una induccién de suefio
administrandose oxigeno con pureza de 99,5 + 0,5% a 1L/min durante 30s, y luego
fueron anestesiadas con isofluorano al 5% mediante un vaporizador en una camara
trasparente de acrilico especialmente disefiada para la induccidén anestésica (Imagen 1)

durante 5 minutos aproximadamente.

Tiempo RATAS DIABETICAS RATAS CONTROL
GER)) GER))
2 semanas GRUPO 1A GRUPO 1B
4 semanas GRUPO2A GRUPO 2B
8 semanas GRUPO 3A GRUPO 3B
12 semanas GRUPO 4A GRUPO 4B
Cantidad ratas 20 20

Tabla II. Disefio experimental modelo estudio de 40 ratas subdivididas en 2 grupos:

ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (STZ) y control normal (N) en 4 periodos



de tiempo. Cada periodo de tiempo estaba conformado por 5 ratas de cada grupo.

Imagen 1. Induccion de suefio. Camara individual (izquierda) de induccion de suefio
mediante isofluorano al 5% (derecha) para la toma de glicemia e inyeccion de insulina

y también para la cirugia de corazoén.

2. INDUCCION DE DIABETES CON ESTREPTOZOTOCINA

Las ratas fueron sometidas a diabetes inducida quimicamente con una sola inyeccién de
STZ (65 mg/kg, ip) disuelta en buffer citrato 0.1M a pH 4.5. Por otra parte, las ratas
control fueron inyectadas con buffer citrato a 0.1M a pH 4.5. Ambas inyecciones se
realizaron via intraperitoneal en el cuadrante inferior derecho del animal, lateral a la
linea media, para evitar el compromiso de la vejiga urinaria; y caudal con respecto a la
ultima costilla, para evitar inyectar en el higado o en el estdmago. La inyeccidn se realizd

con una jeringa estéril de 1ml [Terumo Needle 25G x 5/8" (16mm)].

3. MEDICION DE GLICEMIA

Para saber la dosis de administracion de insulina, se realizd un estudio piloto para
establecer la dosis de insulina en relaciéon a la glicemia obtenida. Se determinaron los
indices de glicemia utilizando un glucometro [Accu-Chek Active; Roche]. Las muestras
de sangre fueron obtenidas de la vena de la cola de los animales diariamente para ambos

grupos hasta el término del estudio con excepcidn de los fines de semana. Al tercer dia



de aplicada la inyeccion de STZ, se confirma la hiperglicemia en las ratas inducidas con
STZ. Se establecié una hiperglicemia en valores mayores a 200 mg/dL, estableciéndose
una tabla (Ver tabla III) de administracién de insulina [Insulatard-Hm 100UI, Novo
Nordisk] de acuerdo a los niveles de glicemia obtenidos y asi evitar la muerte del animal
por un control inadecuado de su glicemia. Valores inferiores a 200 mg/dL no requieren

administracion de insulina.

Glicemia mg/dL Insulina (unidades)

200-299 2U
300-399 3U
400-Hi 4U

Tabla III. Unidades de administracién de insulina de acuerdo a los niveles de glicemia
en base a estudio piloto.

4. MEDICION DE PARAMETROS
De acuerdo a protocolos del laboratorio, se tomaron diariamente los pesos (grs) de las

ratas de ambos grupos, grupo control y grupo inducido con STZ, en balanza digital como
seguimiento de los posibles cambios (Imagen 2).




Imagen 2. Toma de Medida: peso (gr). Se midié el peso diariamente a todas las ratas
en estudio, independiente si eran del grupo control normal o las inducidas por STZ como

registro del crecimiento o ante un registro de alerta.

5. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Al término de cada uno de los periodos a analizar (2, 4, 8 y 12 semanas), los animales
fueron depositados en una caja trasparente de acrilico especialmente disefiada para la
inducciéon anestésica de 29x44x20 cm [Harvard Apparatus, Estados Unidos],
administrandose oxigeno con pureza de 99,5 + 0,5% a 1L/min durante 30s, y luego
fueron anestesiadas con isofluorano al 3-4 % mediante un vaporizador. Una vez
comprobado que los animales estaban anestesiados, evaluando criterios de ausencia de
movimientos voluntarios, relajacion muscular y pérdida de respuesta a estimulos
reflejos, fueron trasladados a una mesa operatoria térmica [Harvard Apparatus, Estados
Unidos], que permite mantener la temperatura corporal a 37°C y la administracion de la
anestesia a través de una mascara facial con oxigeno e isofluorano al 2%. [Harvard
Apparatus, Estados Unidos]. Para la cirugia, se realizd limpieza de la superficie cutanea
y luego se abrid el térax mediante una esternotomia para acceder al corazén de manera
optima. La aorta toracica ascendente fue clampeada y el corazén rapidamente extraido

(Imagen 3). La eutanasia fue confirmada al extirparse el corazon.

Imagen 3. Procedimiento quirdrgico mediante una esternotomia que expone la pared
costal la cudl es cortada en sentido ascendente para exponer el corazén y extirparlo.

Todo el procedimiento se realizé sobre mesa térmica bajo anestesia.



6. MANIPULACION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

El corazon fue depositado sobre una base metalica (Imagen 4) para seccionarse en tres
cortes transversales de 3 mm de grosor cada uno, aproximadamente, a lo largo del eje
corto del ventriculo izquierdo desde el dpex a la base, identificando 3 zonas definidas
como zona A, zona B y zona C (Imagen 5). Todas las muestras obtenidas fueron fijadas
en formalina tamponada al 10% para sus posteriores analisis. Se realizd una post fijacion
por 3 dias en formalina al 37% para luego ser procesadas de forma manual bajo un
protocolo establecido del Laboratorio de Ciencias Morfoldgicas de la Universidad de
Valparaiso, deshidratacién en Alcoholes ascendentes (70%, 95% y 100%), 3 cambios

de Xilol y 2 cambios de parafina, durante 45 minutos en cada solucion.

Imagen 4. Molde metdlico para seccionamiento transversal de piezas pequeiias.
Mediante el uso de 2 navajas se obtuvieron 3 zonas del corazdén para su posterior analisis

histopatoldgico.

Imagen 5. Muestras cardiacas seccionadas para analisis morfolégico denominadas: zona

A, By C (respectivamente).



7. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Las muestras luego de ser procesadas, fueron cortadas a 5 micras de grosor en un
micrétomo manual (marca ACCU-CUT, modelo SRM 200 CW) para cada uno de los
blogues equivalentes a cada una de las zonas, A, B y C. Se realizaron 3 técnicas
histoldgicas: 1) Tincién de rutina Hematoxilina y Eosina, para el estudio de la Hipertrofia;
2) Tricromico de Masson, para la deteccién del aumento de las fibras de colageno,
Fibrosis; y 3) PAS-Ziehl Neelsen, para la identificaciéon de depésitos intranucleares de
Lipofuscina (LPF).

Para el procesamiento de imagenes, se utilizé el programa Imagel que permite un
escaneo automatico de analisis de imagenes de area definidas por cada uno de los 3
analisis de este estudio a través de multiproceso gracias al hardware multi-CPU. Las

imagenes fueron procesadas en 8 bits, 256 colores, en formato.tiff

7.1 Cuantificaciéon nuclear para el estudio de Hipertrofia.

La hipertrofia se observa cuando el citoplasma y el nlcleo presentan un mayor tamafio
de su proporciéon normal. El fundamento de la reaccidon se basa en la unién de un
colorante acido, eosina, a fin por estructuras basicas del citoplasma; y de un colorante
basicos, hematoxilina, a fin a estructuras acidas, que son los grupos fosfato de los acidos
nucleicos (DNA/RNA), grupos sulfato de los glucosaminoglucanos y grupos carboxilos de
las proteinas. Las laminas fueron tefiidas con los colorantes de rutina, hematoxilina-
eosina (ver anexo: analisis histopatoldgico) diferenciando los nicleos de color morado y
los citoplasmas de color rosado.

Se fotografiaron 10 campos al azar de las 3 zonas del corazén por cada rata, a una
magnificacién de 100x. Las imagenes fueron exportadas en formato.tiff a una resolucién
de 1000x750 pixeles en el programa Imagel. Desde la imagen inicial, se realiz6 una
imagen duplicada (k-1) con el fin de no realizar cambios a la imagen original (Imagen
6a). Luego se realiza una manipulacion de la imagen denominada “deconvoluciéon”, que
permite separar los colores de las imagenes, en 3 colores denominados “color 1”, “color

2" y “color 3”. Se usé el color 2, que equivale al colorante nuclear, hematoxilina, para



obtener una imagen pseudo-binaria. Para realizar el conteo semiautomatico del area
visualizada (Imagen 6b), se ajustan ciertos “parametros” segun lo que se quiere medir:
nucleos mal definidos, tamafio nuclear, eliminacidon de nlcleos que se encuentren al
borde de la imagen, entre otros, obteniéndose como resultado un “analisis de particulas”
del resumen del conteo final, del area calculada, promedio del tamafo y porcentaje del

area a la cual corresponde (Imagen 6c).
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Imagen 6. Cuantificacidon nuclear para estudio de Hipertrofia. (a) miocardio con tincidn
de rutina Hematoxilina-eosina. (b) Deconvolucién nuclear. (c) Resumen del conteo

nuclear por area fotografiada.

7.2 Cuantificaciéon de colageno para el estudio de Fibrosis.

Las laminas fueron tefiidas con un método histoquimico tricromico de Masson (ver
anexo: Andlisis histopatoldgico). Esta tincion permite observar las fibras coldgenas de
color azul en contraste con citoplasmas rosados y nucleos color negro. Esta coloracion
especial permite distinguir el colageno del musculo y otros elementos histoldgicos. El
fundamento de la técnica se basa en que las estructuras se tifian por métodos tricromicos
o por la combinacidon de una tincion de acido-base. El biebrich scarlet (BS), colorante
acido, se une a todos los elementos acidofilos del citoplasma, musculo y colageno. Por
otra parte, el acido fosfomolibdico o fosfotlingstico, causan que el BS difunda por el
colageno, pero no por el citoplasma mediante una tincion selectiva por fibras del tejido
conectivo por la formacién de enlaces salinos con sus grupos bdasicos del acido.
Finalmente, la tincidon nuclear basica por la hematoxilina férrica de Weigert se unira a
estructuras acidas como las del ndcleo.

Se fotografiaron 10 campos al azar de las 3 zonas del corazén por cada rata, a una
magnificacion de 40x. Las imagenes fueron exportadas en formato .jpg en el programa
Imagel. Desde la imagen inicial (Imagen 7a), se realiz6, a través de la herramienta

“Macros”, el programa automatico “tric. Masson 2.txt” que me permite hacer todos los



ajustes de tamafio y duplicacion de imagen en un solo paso. Con la herramienta
“Threshold”, en la primera imagen se marca lo que corresponde a fibrosis, en coloracién
azul (Imagen 7b), se ajusta visualmente los margenes y se obtiene un porcentaje de
area, y en la segunda imagen se marca el area total del tejido que corresponde a todo
lo que no tenga coloracion azul (Imagen 7c). Como resultado se obtienen ambos
porcentajes y en un cuadro Excel y se obtiene la razén del area de fibrosis (area de

fibrosis/area total de la imagen).
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Imagen 7. Cuantificacion depdsito de colageno para estudio de fibrosis. Tejido cardiaco
tefiido con Tricrdmico Masson. (a) Fibras coldgenas de color azul en contraste con el
citoplasma de color rosado y nucleos morados. (b) area de fibrosis. (c) area total de la

imagen.

7.3 Cuantificacion de depdsito de Lipofuscina.

Las laminas fueron tefiidas con método histoquimico PAS-Ziehl Neelsen (ver anexo:
analisis histopatologico) diferenciando los nucleos de color negro y los citoplasmas de
color rosado. Esta tincidon permite observar los caracteristicos depdsitos perinucleares

de color magenta de proteinas oxidadas, en el citoplasma de los cardiomiocitos.

Se fotografiaron 10 campos al azar de las 3 zonas del corazén por cada rata, a una
magnificacion de 100x. Las imagenes fueron exportadas en formato .jpg en el programa
Imagel. Desde la imagen inicial, se realizé una imagen duplicada (k-1) con el fin de no
realizar cambios a la imagen original (Imagen 8a). Se realizd, a través de la herramienta
“Macros”, el programa automatico “/ipo-nucl count.ijm.ijm.ijm” que me permite hacer
todos los ajustes de tamano y duplicacion de imagen en un solo paso (Imagen 8b). Con
la herramienta “Threshold”, en la primera imagen se marca lo que corresponde al
deposito de lipofuscina (Imagen 8c), que corresponde en version original a la coloracion

magenta. Se ajusta visualmente la marcacion en rojo y se obtiene el conteo de depdsitos



que equivalen a célula marcada (1 depdsito:1 nucleo). En la segunda imagen, se marcan
todos los nucleos del area total de la imagen (Imagen 8d). Como resultado se obtienen
ambos conteos y en un cuadro Excel, se obtiene células con depdsito/células totales del

area de la imagen.
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Imagen 8. Cuantificacion depdsitos de Lipofuscina (LPF). (a) imagen tefiida con método
histoquimico PAS-Ziehl Neelsen y sus depodsitos de Lipofuscina en color magenta. (b)

Imagen duplicada. (c) Depdsitos de Lipofuscina. (d) Conteo nuclear.

8. PROCESAMIENTO DE DATOS: Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a estadistica descriptiva, especificando la media
y su desviacidon estandar. El niamero de 10 animales por cada grupo del disefio
experimental, 5 patoldgicos y 5 control, se ha reducido al minimo posible para demostrar

un aumento del 50% de las variables bioldgicas a analizar en el modelo experimental,



considerando una potencia estadistica del 80% con niveles de significancia estandar
(5%). Ademas, considera una posibilidad de pérdida del 40% de pérdida de seguimiento

y/o datos perdidos.

Se realiz6 una prueba de distribucidén para analizar si era normal o no normal con el test
de Shapiro-Wilk, resultando en esta ultima. También se evallo la homocedasticidad de
la varianza con el test de Levene y la independencia con el test de Kendall, los que
mostraron que no habia homocedasticidad ni independencia. Por lo anterior, se utilizd
para comparar los resultados entre los grupos el test estadistico inferencial de Kruskal-
Wallis y el post test de Bonferroni. Todos los analisis estadisticos (p<0,05) fueron

realizados en el software Graphpad Prism v8 (2018).



RESULTADOS

1. DESCRIPCION MACROSCOPICA

1.1 Peso

Durante todos los periodos de estudio, el peso de las ratas fue registrado diariamente
en un Formulario de registro, tanto para ratas control como para ratas diabéticas.

A la observacién macroscopica, podia diferenciarse en un mismo grupo, la contextura de
cada rata discriminando basado en la observacién cudl era diabética y cual no,
concordando luego, con los resultados obtenidos (Figura 7). Las ratas control pesaron
en promedio 446.4 gramos a diferencia de 369.5 gramos de las ratas inducidas con STZ.
Estadisticamente, se observa una tendencia de ambos grupos al alza de peso lo que
concuerda con el tamafio y crecimiento natural de éstas, sin embargo, el grupo diabético
demostré obtener una ganancia de peso en el tiempo menor que el grupo control. Cabe
notar, que, a las 8 semanas, la diferencia de peso es minima en ambos grupos, pero si
la hay entre ambos grupos entre las semanas 4 y 12.

7009 & ctrl - 12s
= STZ-12s

Weight (gr)
a1 (o)}
o o
T g

B
o
<

W
o
T

Figura 7. Grafico peso promedio de ratas en estudio: grupo control (CTRL) y del grupo
diabético inducido con estreptozotocina (STZ) a lo largo de los 4 periodos en estudio (2,

4, 8 y 12 semanas).



1.2 Glicemias

Las glicemias, fueron registrada diariamente en el mismo formulario de registro de peso
durante todos los periodos de estudio. Los niveles de glicemia fueron significativamente
mayores en el grupo diabético respecto al grupo control (Figura 8). Las glicemias del
grupo control se mantuvieron siempre por debajo de los 160mg/dL; en cambio, el grupo

diabético presentaron valores por sobre los 200mg/dL.
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Figura 8. Grafico promedio glicemias de ratas en estudio: grupo control (CTRL) y del
grupo diabético inducido con estreptozotocina (STZ) a lo largo de los 4 periodos en

estudio (2, 4, 8 y 12 semanas).

1.3 Otros parametros.

Durante la investigacion, 3 ratas murieron por causa desconocida, y 2 fueron
reemplazadas para no alterar el n muestral del grupo a investigar. Al incorporarse, estas
mantuvieron los mismos tiempos de estudio y fueron seleccionadas bajo las mismas
condiciones: sexo masculino, adultas, con un peso mayor a los 250grs.

No se presentaron caracteristicas que llamaran la atencién como: alopecia, cambios en
el comportamiento, retraso motor, u otro parametro distinguible por el observador.

Durante la cirugia, tampoco se observaron diferencias anatémicas entre las ratas CTRL



o STZ, ni de sus 6rganos, a excepcion de la contextura que fue mencionada en el item

peso.

2. EVALUACION HISTOLOGICA

Durante la examinacién microscopica, se presentaron hallazgos que llamaron la atencién
y que se describiran a continuacién. Uno de ellos fue la intensidad de coloracion con
Hematoxilina y eosina de los cortes histoldgicos de tejido cardiaco obtenidos en las
semanas de estudio (Imagen 9). Otro hallazgo, fueron cambios en el tamafio nuclear en
ratas diabéticas solo en el grupo de 12 semanas comparados a nucleos del grupo control
de la misma semana (Imagen 10). En el grupo de 8 semanas, se presentaron cambios

de coloracion citoplasmatica asociado a degeneracién vacuolar (Imagen 11).
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Imagen 9. Analisis microscopico tefiidos con Hematoxilina y eosina (40x): Hallazgos microscoépicos. Tejido cardiaco comparativo
de ratas en estudio tanto del grupo control (CTRL) como del grupo diabético inducido por estreptozotocina (STZ) alas 2,4, 8y
12 semanas. Se pueden apreciar cambios de coloracion en la intensidad de tincidon en los 4 periodos de estudio tanto para el
grupo CTRL como para el STZ debido a factores externos que se producen al momento de estandarizar la técnica al momento de
realizar la técnica. Se prevalecio la intensidad de coloracidén nuclear por sobre la citoplasmatica siempre manteniendo el contraste

entre ambas estructuras.
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Imagen 10-11. Andlisis microscépico tefiidos con Hematoxilina y eosina (40x): Hallazgos microscépicos. Izquierda: La imagen
muestra macro nucleos y un desorden celular correspondientes a una rata diabética (STZ) asignada por el N°1, frente a rata
control (CTRL) asignada por el N°2 del grupo de estudio de 12 semanas. Derecha: Citoplasmas con degeneracion vacuolar

intracitoplasmatico correspondientes a una rata diabética (STZ) asignada por el N°3 frente a rata control (CTRL) asignada por el
N° 4 del grupo de estudio de 8 semanas..



2.1 Hipertrofia

Microscépicamente, no hubo diferencias entre el grupo control ni diabético en cuanto al
tamano del cardiomiocito, tanto del tamafio nuclear como del citoplasmatico, pero si
hubo un leve aumento de conteo celular en ambos grupos de estudio en las semanas 8
y 12 (Imagen 12).

Estadisticamente, las 3 zonas estudiadas no muestran una predisposicion al aumento o
a la disminucion del tamafio de los cardiomiocitos y cada una de ellas se comporta
independientemente de la otra, sin importar el grupo al cual pertenezca. Se puede
apreciar que la zona B y la zona C, de las semanas 2 y 4 de las ratas diabéticas (STZ2),
sus datos se tendencia de manera muy semejante a excepcion de su media, en donde
en la zona B su media es mayor, y en la zona C, de las mismas ratas diabéticas, ambas
semanas son iguales. La zona C en el grupo diabético, tiende a mostrar un alza en la
hipertrofia a lo largo que aumentan las semanas. No hubo diferencias estadisticamente
significativas a través del analisis de ANOVA de 2 vias, entre ambos grupos

experimentales en ninguno de los 4 periodos de estudio (Figura 9).
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Figura 9. Analisis cuantitativo de cardiomiocito por zona de estudio (A, By C) de ambos
grupos, control y diabético. No se observan diferencias estadisticamente significativas ni

entre las zonas estudiadas ni entre los 2 grupos.



2 SEMANAS 4 SEMANAS 8 SEMANAS 12 SEMANAS

Imagen 12. Corte histoldgico representativos del estudio de Hipertrofia del tejido cardiaco de ratas del estudio, tefiidos con
Hematoxilina y eosina de los 2 grupos en estudio a las 2, 4, 8 y 12 semanas (40x). Se puede observar un leve aumento de
cardiomiocitos por campo fotografiado en las semanas 8 y 12 tanto para el grupo control (CTRL) como para el grupo diabético
(STZ) en comparacion con la semana 2 y semana 4.



2.2 Fibrosis

Microscdpicamente, se observaron zonas multifocales de fibrosis con un aumento de las
fibras colagenas sobre todo en zonas cercanas a los vasos sanguineos (Imagen 13).
Existe un aumento de fibrosis en ambos grupos, control y diabéticas, en las 3 zonas de
estudio.

La zona A, del grupo STZ, presenta una tendencia al aumento de fibrosis desde la
semana 4 hasta la semana 12. A su vez, la semana 2 de ambos grupos, control y
diabéticas, de las 3 zonas, tiende a tener una mayor cantidad de datos que las otras
semanas. Los datos demuestran una disminucién drastica de fibrosis desde la semana 2
hacia la semana 4 tanto del grupo control como diabético en las 3 zonas, pero, desde la
semana 4 a la semana 12, hay un aumento progresivo de colageno en las 3 zonas,
destacandose la zona A y C del grupo diabético. Los valores de fibrosis (figura 9) fueron
analizados por un test de ANOVA de 2 vias sin mostrar diferencias estadisticas
significativas por la cuantificacidon del coldgeno, ni entre las zonas de estudio ni entre el

grupo control ni diabético.
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Figura 9. Deposito de coldgeno por area estudiada en las 3 zonas de estudio de ambos
grupos, control y diabético. Se observa que, al inicio del estudio, existe un mayor
deposito de colageno que en las semanas posteriores de estudio. No se observan

diferencias significativas.
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Imagen 13. Corte histoldgico representativos del estudio de Fibrosis del tejido cardiaco de ratas en estudio, tefidos con la técnica
Tricromico de Masson de los 2 grupos en estudio a las 2, 4, 8 y 12 semanas (40x). Se observa un leve infiltrado de depdsito de
colageno (color azul) entre los cardiomiocitos, sobretodo alrededor de un vaso sanguineo. Los citoplasmas se observan de un

color rosa, y nucleos de color negro.



2.3 Lipofuscina

La examinacién microscopica revelo una pigmentacion citoplasmatica de color magenta
perinuclear y en el citosol como pequeiios granulos, correspondientes a depdsitos de LPF
(Imagen 14). En la zona A y B, el grupo diabético tuvo un comportamiento mas
homogéneo con respecto al grupo control en cuanto al depdsito de LPF, a diferencia de
la zona C, en donde ambos grupos arrojan resultados muy similares a lo largo de las
semanas en estudio disminuyendo incluso la cantidad de depdsitos de LPF. El patron de
deposito no cambia por ser de un grupo u otro. La zona B, es quien representa la menor
variacion de datos. Las 3 zonas no presentaron diferencias significativas en cuanto a la
cantidad de depdsito de LPF por un test de ANOVA de 2 vias (Figura 10).

Zone A 3 Zone B
- Tso
§5- I [ 2s
w = 2s =
3 3 4s
5 7 fs © 6-

e m 85
> 45 v N 8 || 2 N
= b E= = _
s E i ! 125 54- 128
o ?

b o
s L 21 =
3 2
2
2 ]
20 2q
- ' ! 3 T

CTRL 374 <17
o Zone C < =1 2s
< 69 £ 150- ,
@ 3 2 8 4s
2 L
E ds o =y 8s
2 P
S 4 SESIRRLUE 125
o 5 B E
H 125 <] 7
e E basied
@ v 722
=] £ 601 7
° ] s - =T T ] e
: N ;
g i
| 0 T T 3 0 T |
CTRL §T2 CTRL $TZ

Figura 10. Analisis de los depdsitos de LPF por area estudiada de ambos grupos, control

y diabético. No se observan diferencias estadisticamente significativas.
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Imagen 14. Corte histologico representativos del estudio de Lipofuscina (LPF) del tejido cardiaco de ratas en estudio, tenidos con
la técnica PAS-Ziehl Neelsen de los 2 grupos en estudio a las 2, 4, 8 y 12 semanas (10x). Ningln grupo ni semana presenta
diferencias del depdsito de LPF. Los nucleos se observan de color morado, los citoplasmas de color rosa palido y los depdsitos de
LPF de color magenta.



DISCUSION.

En nuestra investigacidén, no hubo resultados estadisticamente significativos para los
objetivos planteados en cuanto al aumento de Hipertrofia, Fibrosis y depdsitos de
Lipofuscina, a medida que aumentaban los tiempos de estudio, pero si hallazgos
microscoépicos de indicios de cambios de la poblacién diabética por sobre el grupo control.
La DM2 es una enfermedad evolutiva, de forma que esta variara desde diferentes grados
de resistencia insulinica al déficit absoluto de esta hormona. AlUn existen muchas
incognitas sobre los elementos que dan lugar a una disfuncion de las células
pancreaticas tanto a nivel fisiolégico como a nivel molecular’8, y con ello, la importancia
de comprender estos mecanismos para una correcta prevencidén y tratamiento de esta
enfermedad, que ya ha afectado cerca de 150 millones de personas en todo el mundo.
Este estudio, fue desarrollado a continuaciéon de un estudio anterior, con la finalidad de
observar los cambios provocados en la morfologia cardiaca en 4 periodos de tiempo, 2,
4, 8 y 12 semanas, en ratas diabéticas inducidas artificialmente con estreptozotocina y

con dosis periddicas de insulina.

Debido a la importancia de recrear un modelo de estudio que reproduzca la historia
natural de la enfermedad, el modelo animal es una excelente alternativa. Dentro de los
modelos animales, las ratas, son el modelo!”? 180 181 m3s utilizado en estudios de
diabetes por su tamarfio y semejanzas histoldgicas del tejido cardiaco con el del humano,
ademas, por su facil manipulacién, bajo costo de mantencién, entre otros beneficios. El
uso de la analogos citotoxicos de la glucosa, permiten escoger a la STZ como el agente
de preferencia por sobre el aloxano debido a sus propiedades quimicas de mayor

estabilidadi82,

En cuanto al peso de un paciente diabético, la literatura sefiala que los pacientes, previo
al desarrollo de la DM tipo 2, cursan con un sindrome metabdlico de sobrepeso, pero
que ya establecida la enfermedad, presentan una pérdida progresiva del peso

corporal'®3, Por otra parte, Krog et al'®4, indica que la baja de peso es un parametro de



progreso en donde la diabetes se ha iniciado. En el presente estudio se puede observar
que el efecto de la diabetes sobre esta variable (pobre ganancia de peso), concuerda
con los datos reportados de Krog et al. La baja de peso, se pudo observar en el grupo
de las ratas inducidas por STZ con una gran diferencia del grupo control que fueron
ganando peso en forma progresiva en el tiempo. Esto se debe a que la glucosa al no ser
captada por las células del organismo producto de un déficit de los receptores de insulina
o a la falta de la hormona misma. Al no poder utilizar los carbohidratos, obtiene la

energia de la grasa en forma de proteina fomentando la baja de peso'®®.

Sobre la hiperglicemia, es ampliamente conocido, que puede aumentar el riesgo de las
enfermedades cardiovasculares dando origen a la Miocardiopatia diabética o llevar al
paciente a la muerte de no cambiar sus habitos a una vida mas saludable. indices de
glicemia por sobre los 200mg/dL catalogan a un paciente como diabético'®®. Los
tratamientos en un inicio pueden ser farmacoldgicos, o en etapas mas tardias con la
administracion de insulina®®’. En el caso de las ratas en estudio, demostraron indices de
glicemia por sobre los pardmetros normales aun con una administracion de insulina
diaria durante todo el periodo de estudio, confirmando la diabetes en los 4 grupos. Ello,
concuerda con los datos reportados en la literatura. Yu et al'88, realizd un estudio sobre
el uso de células madres como tratamiento en ratas diabéticas inducidas por STZ para
efectos antidiabéticos a largo plazo a la semana 1, 12 y 24 post inyeccién con STZ. Sus
resultados concuerdan con los nuestros, de que a las 2 semanas ya existe una
hiperglicemia notable post inyeccién. Dicho estudio, clasific6 como rata diabética a
aquellas que, tras 3 mediciones aleatorias de glicemia, obtenian un valor 216,7 mmol/I.
Otro estudio, de Manjarrez et al'®®, sobre hallazgos anatomopatolégicos en la
miocardiopatia de ratas fue a los 14, 21 y 30 dias después de la administracién de
estreptozotocina, confirmaron que posterior a los 14 dias los resultados de hiperglicemia

se elevaron significativamente.

Cabe destacar, que los indices de glicemia del grupo control siempre se mantuvieron en
sus parametros normales discriminado adecuadamente ambos grupos de estudio. No
existen muchos estudios que se refieran a la sensibilidad del tratamiento con el uso de

la insulina. Sin embargo, existe un estudio del grupo de Schulze!®® que pacientes con



insuficiencia cardiaca avanzada, la descarga mecanica resultd en una reduccion
significativa en los indices de resistencia a la insulina sistémica con la mejora de indices
hemodinamicos del corazén. El estudio no abordo si la mejora en la sensibilidad a la
insulina contribuyd directamente a la funcion cardiaca, pero que si se correlacion6 con
ciertas anomalias y sefalizaciones en el corazén. Esto puede llevar a pensar que el
tratamiento controlado de la insulina en las ratas estudio pudo haber generado una
estabilidad o una prevencion del tejido miocardico hasta las 12 semanas que se realizd

el estudio manteniendo sus indices hiperglicemicos.

En cuanto a los tiempos planteados de estudio, Zhao et al'®!, menciona que en su
estudio de 16 semanas, obtuvieron cambios significativos en la estructura cardiaca,
funcion cardiaca y capacidad excitatoria de ratas con hiperglicemia inducidas por STZ.
Yu et al, describe que desde la primera semanas post inyeccion con STZ tuvo diferencias
como, aumento de peso, hiperglicemia con disminucién de FBI y péptido C, destruccion
de islotes pancreaticos; y que a las 8 semanas aumento de peso; a las 24 semanas,
esclerosis glomerular demostrando asi un modelo con complicaciones a largo plazo. Sin
embargo, en los 4 periodos de tiempo planteados en nuestro estudio, no se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas ni en fibrosis ni en hipertrofia cardiaca.

En el analisis histoldgico de la hipertrofia cardiaca, el cual es un fendmeno bioldgico de
alta complejidad en el que intervienen distintos tipos celulares'®?, Ferrara et al'%3,
menciona que la hipertrofia es generada como mecanismo de remodelacion producto de
un estatus metabdlico alterado consecuente de una hiperglicemia prolongado junto al
aumento de acidos grasos libres. Entre un 40 a un 75% de los pacientes con DM*°# puede
demostrar hipertrofia cardiaca. Zhao et al, realizé un estudio de contractibilidad cardiaca
en donde menciona que posterior a los 4 meses de estudio, las ratas inducidas por STZ
demuestran una reduccion de la contractibilidad cardiaca en comparacién con el grupo
control. Otro estudio de Yu et al, en un estudio de ratas diabéticas inducidas por STZ a
largo plazo, confirma que a las 24 semanas el didmetro de los cardiomiocitos fue
significativamente mayor que en el grupo control. El que exista un leve aumento del
tamafio celular en la zona C de nuestras ratas en estudio, concuerda con la literatura

sobre la hipertrofia del ventriculo izquierdo que es en donde el corazdén ejerce



mayoritariamente su contraccién debido a su mayor tamano por sobre el ventriculo

derecho y por sobre las auriculas.

Estos datos, posteriores a las 12 semanas demuestran que, en el caso del presente
estudio, nuestro ultimo tiempo de estudio no fue suficiente para la generacion de
cambios histoldgicos estadisticamente significativos, pero que si arrojaron ciertos
hallazgos microscépicos como el aumento en el nimero de nucleos y de citoplasmas.

El aumento de ROS inducidos por la hiperglicemia y la oxidacion de acidos grasos libres
llevan a una apoptosis y fibrosis miocardical®>. El estudio de Manjarrez et al demostré
que a los 14 dias post inyeccidn con STZ, existié un minimo y depésito focal de colageno,
que, a los 21 dias, minimos cambios histoldgicos con una hiperplasia focal; y a los 30,
un incremento difuso de fibras colagenas en el intersticio del miocardio. Zhao et al,
observaron en su estudio, que a las 16 semanas de hiperglicemia se generaron cambios
significativos en la estructura cardiaca, funcidn y capacidad de contractibilidad a cambio
de la trimetazidina que atenua la fibrosis generada en un 23% en comparacién con el
corazon de ratas diabéticas inducidas por STZ. Otro estudio, de Krog et al'?®. evaluaron
las lesiones del miocardio en primates con diabetes espontdnea, concluyendo que la
fibrosis y la hipertrofia no fueron diferentes entre el grupo control y los diabéticos
posteriores a 1 afio de estudio, pero con un bajo nUmero de animales. Por otra parte,
Yu et al. describieron que a las 24 semanas post inducida la diabetes, observaron una
fibrosis evidente, asi como también una estructura de red de colageno destruida y

desorganizada.

Estos datos, generan cierta controversia, pero al igual que los generados en la
hipertrofia, demuestran que hasta las 12 semanas no existen cambios evidentes que
manifiesten un cambio de morfologia cardiaca y que si deberian ser por sobre las

semanas del estudio aqui presentado.

En el estudio de Krog et al, demostraron que la tincion de PAS de los depdsitos de LPF
se correlacionaban positivamente con la insulina en plasma y las concentraciones de
lipido. Terman et al'®’, demostraron que los cultivos de cardiomiocitos gradualmente

acumulan pigmentos de lipofuscina junto con progresivos cambios mitocondriales como



disminucién del potencial de membrana y alteracién estructural. Como menciona Rattan
et al'®®, la formaciéon de lipofuscina tiene lugar en una variedad de respuestas
fisiopatoldgicos como el estrés oxidativo y el envejecimiento, con acumulacion de
agregados de proteinas oxidadas y posteriormente, de material reticulado como la
lipofuscina. Los depésitos de LPF no son visibles en otro tipo celular del tejido cardiaco,
discriminandolas por su forma de depositarse en el citoplasma de los cardiomiocitos.
Este depdsito granulocitario fue posible de apreciar en ambos grupos de estudio en todas
las semanas propuestas. Llama la atencion en que no exista una tendencia clara al
aumento o a la disminucion al mayor tiempo de estudio en ninguno de los 2 grupos. Otro
estudio, de Roso et al. observaron grandes cantidades de acumulo de LPF en el corazén
de rata en periodos mas avanzados del desarrollo postnatal'®®, concordando con los

hallazgos encontrados en nuestro estudio.

Hallazgos macro y microscépicos fueron encontrados y expuestos en el presente estudio
sin ser causal de una condicidn u otra, sino como fenémenos aislados. En contraste con
nuestra hipotesis, no hubo diferencias significativas entre ninguno de los 3 parametros
a estudiar, en donde se planted que existiria un aumento en la hipertrofia, fibrosis y
lipofuscina, en el grupo inducido artificialmente con STZ, a mayor tiempo de inducida la
diabetes por sobre el grupo control. Esto, puede deberse a que, en tiempos menores a
las 12 semanas de estudio, existen mecanismos de readaptacion metabodlica en los
individuo involucrados y los sistemas de contra regulacién hormonal de glucosa??°. Krog
et al, tampoco obtuvieron diferencias significativas para la hipertrofia ni la fibrosis luego
de 1 afo de diagnosticada la diabetes. En cambio, Yu et al, obtuvieron cambios tanto de
fibrosis como de la hipertrofia tras solo 24 semanas. Si bien, los indices de glucosa
obtenido en las ratas inducidas demostraban tener valores de hiperglicemia2®! y con ello
la necesidad de la administracion de insulina, no fue suficiente para generar los cambios

morfoldgicos esperados.

Estudios no invasivos como Inmunohistoquimica o western blot que permitan el andlisis
de los receptores de insulina o de GLUT 4 podrian explicar la disminucion de la captacion
de glucosa en conjunto con el estado de los islotes pancreaticos tras una induccion de

diabetes con estreptozotocina.



Una limitacién en nuestro estudio fue no haber obtenido tejido pancreatico desde el
grupo 1 para ver el estado de dafio generado por la diabetes a partir desde la primera
semana y no desde las ultimas para tener un abanico de posibilidades y respuestas.
Existen mecanismos adaptativos y naturales en el organismo que pudiesen compensar
los cambios morfoldgicos como por ejemplo, la accion de la adiponectina planteada por
Olimpo et al?®2. Esta es una hormona producida especificamente por el tejido adiposo la
cual aumenta cuando la sensibilidad de la insulina. Se caracteriza por poseer efectos
protectores o antiaterogénicos como incrementar la fosforilacion de receptores de
insulina y, por ende, fomentar los efectos insulinicos. Asi como en Yu et al, el tratamiento
de células madres (MSC) alivio la hipertrofia del corazén diabético, creemos que la
insulina hasta las semanas 12 apaciguo los posibles efectos que podrian haberse

ocasionado en una rata diabética sin el tratamiento adecuado.



CONCLUSIONES

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, sabemos que la diabetes y las
enfermedades cardiacas estan ampliamente estudiadas y relacionadas entre si producto
de los multiples mecanismos que interaccionan entre ellos. Es un conjunto de
mecanismos, receptores de membrana, diferentes tipos celulares que participan en los
mecanismos de adaptacion que generan un cambio en la morfologia cardiaca, por ende,

en el funcionamiento a largo plazo del corazén.

La aproximacion que se llevd a cabo de los diferentes tiempos de tratamiento, sin
hallazgos estadisticamente significativos, sirven como una aproximaciéon a estudios

futuros con mayor tiempo o prolongacién para encontrar cambios morfoldgicos visibles

y significativos. La inmunodeteccion y biologia molecular permitiran profundizar
mayormente en los agentes involucrados. Al igual que estudios de radicales libres y
estados redox para ampliar el campo de los fendmenos involucrados en tan importante

enfermedad metabdlica como lo es la diabetes.

Se obtuvo un indicio de los cambios morfoldgicos que ocurren hasta la semana 12 en
ratas diabéticas inducidas artificialmente por STZ. Si bien, los cambios no fueron

representativos, queda nula nuestra hipétesis de estudio.

Se determind la presencia de hipertrofia en todos los grupos en estudio acorde a su
periodo, no discriminandola por tiempo. Se sugiere tiempos mas prolongados de estudio

por sobre las 12 semanas.

Se determino la presencia de fibrosis en todos los grupos en estudio acorde a su periodo
en estudio no discriminandola por tiempo. Se sugiere, al igual que en la hipertrofia,
periodos de estudio por sobre las 12 semanas.

Se observé depodsitos de LPF sin cambios entre grupos de estudio ni tiempos. Se sugiere

buscar mecanismos directos de oxidacion como otro parametro a estudio.



ANEXOS
1. ACTA DE EVALUACION BIOETICA-BEA072-16

Universidad

deValparaiso
CHILE

CIBICA
Comité Institucional de Bioética para
fa Investigacion con Animales

Divisién Académica
Direccién de Investigacién

ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA072-16

I. B Comité Institucional de Bioética para la invesfigacion con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesién del 05 de enero de 2018, declara haber
evoluado el profocolo experimental del proyecto BEAQ72-16 fitulado “MUERTE
CELULAR Y FIBROSIS EN MIOCARDIO DE RATAS CON DIABETES MELLITUS
EXPERIMENTALMENTE INDUCIDA POR ESTREPTOZOTOCINA", del investigador respensable
Dr. Rienzi Diaz, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso.

Il. Para su evaluacion el Comité de Bioética revisd los antecedentes presentados en el
formularic “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION".

. En la valoracion bioética del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos
bioéticos indicados en el segundo punto Valoracién de Aspecios Eficos del formulario
“SOUCITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION” y que se sefialan en las paginas anexas o esta
acta.

IV, Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioéfica aprueba el protocolo
experimental.
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COMTE RSTIKKNAL DF BOETCA
=Tt PARA LA BVESTIGADON CONANMALES

" g o ‘é:é .
- ‘Edda Meléndez Pinto
Vicepresidenta
Comité Institucional de Bioética para Investigacién la Investigacién con Animales de
Experimentacion (CIBICA)

Valparaiso 05 de enero de 2018

Blanco 951, Valparaiso | Fono-Fax: +56 (32) 2603184
www.uv.el



2. PROTOCOLO DE TINCION HISTOPATOLOGICO

A. Tincién de rutina: Hematoxilina-eosina para estudio de hipertrofia.

Protocolo:
1. Desparafinar e hidratar en alcoholes descendentes
Tincién nuclear con Hematoxilina de harris por 30 segundos
Lavado en H20 corriente
Viraje
Tincién citoplasmatica con eosina alcohdlica (dipping)

Deshidratar en alcoholes ascendentes

N o v ks wWwN

Aclarar en xilol y montar

Muestra: control (+) de tejido cardiaco de muestra de corazén humano de paciente
post mortem.

Resultados:

Nucleos: morado.

Citoplasmas: rosados



B. Tincién Tricrdmico Masson para estudio de fibrosis

Protocolo:

1. Desparafinar e hidratar en alcoholes descendentes
Lavados en solucién BOUIN en estufa por 1 hora.
Lavado en H20 corriente
Tincién nuclear en hematoxilina de Weigert por 4 minutos
Viraje en H20 corriente
Lavado en H20 destilada
Tincién con briebrich scarlet por 3 minutos controlando al microscopio
Lavado en H20 destilada

Tincién en acido fosfotungstico por 15 minutos.

© ® N o Uk WN

10. Tincién con azul de anilina por 3 minutos.
11.Lavado en H20 destilada
12. Deshidratar en alcoholes ascendentes

13. Aclarar en xilol y montar

Muestra: Control (+) del segmento epididimario del conducto deferente de un tumor

de origen muscular. Flecha: estrato medio del conducto.

Resultados:
Nucleos: negro
Citoplasmas: rosados

Fibras: azul



C. Tincién Lipofuscina PAS-Ziehl neelsen para estudio de lipofuscina
Protocolo:
1. Desparafinar e hidratar
Tincién con carbol fucsina 1 hora
2 lavados con H20 destilada
Solucién OH acido al 0,5% 1 dipping
Lavado en H20 corriente por 5 minutos
Lavado en H20 destilada
Tincién nuclear con hematoxilina de harris por 30 segundos

Lavado en H20 corriente

© ® N o U kW N

Deshidratar en alcoholes descendentes

10. Aclarar en xilol y montar

Muestras: control (+) de depdsito de Lipofuscina en tejido cardiaco humano de una
muestra post mortem.

Resultados:

Lipofuscina: depdsitos citoplasmaticos ovalados color fucsia

Nucleos: morado.

Citoplasmas: rosados
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