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RESUMEN

El reticulo sarcoplasmico (RS) es un sistema membranal que juega un papel central
en la regulaciéon de la concentracion del ion calcio intracelular ([Ca?*]i) durante el
ciclo de contraccién-relajacién del musculo esquelético y cardiaco. La ATPasa de
Ca?* del RS, (Sarco(endo)plasmic reticulum Ca?* ATPase, SERCA2a) es una
proteina clave en el acoplamiento excitacion-contraccion del cardiomiocito y es
responsable del bombeo de Ca?* hacia el interior del RS durante la relajacién del

miocardio durante la diastole.

El resveratrol (3,5,4 -trans-trihidroxiestilbeno, RSV) es un polifenol natural que
actia como fitoalexina en diferentes frutos y se ha encontrado que posee efectos
benéficos para la salud como prevenir enfermedades cardiovasculares, la diabetes
y el cancer. Particularmente, se ha demostrado que el RSV aumenta la expresion
de SERCA2a vy por tanto la funcién cardiaca en ratones diabéticos y se ha sugerido
gue SIRT1 podria funcionar como activador transcripcional de la expresion del gen
SERCAZ2. De igual forma, se ha demostrado que la sobreexpresion del gen SIRT1
protege al corazon del estrés oxidante a través de la regulacion de la actividad de
enzimas antioxidantes como son la catalasa (CAT) y la superoxido dismutasa
(SOD). También se ha demostrado que el RSV disminuye la [Ca?*]i, provocando la
disminucién de la apoptosis, inhibiendo la actividad de caspasa-3 y aumentado la
expresion de Bcl-2 la cual es una proteina anti-apoptética; también se ha
demostrado que el RSV disminuye la expresion de proteinas pro-apoptéticas como
Bax 'y BIM.

En este trabajo se investigo el efecto del RSV sobre la expresion de los genes CAT
y SOD que participan en la respuesta contra el estrés oxidante, Bcl-2 y BIM que
participan en la apoptosis y sobre el gen SERCA2a; asi como, el efecto del RSV
sobre los niveles de proteina de SERCAZ2a, caspasa-3 y Bcl-2 en cultivos de
cardiomiocitos de ratas neonatas bajo un tratamiento con peroxido de hidrégeno

(H2032) para generar estrés oxidante.
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Los resultados encontrados en este proyecto consistieron en que el tratamiento con
RSV mostré un efecto preventivo contra el dafio generado por estrés oxidante
mediante la presencia de H202 en los cardiomiocitos. Los resultados demuestran
gue el resveratrol aumenta la expresion del ARNm de SERCA2a, SIRT1, CAT, SOD,
Bcl-2 y BIM. Asi mismo, el tratamiento con RSV mostré un aumento en la viabilidad
celular de los cardiomiocitos que fueron tratados con H202. Por otra parte, el RSV
indujo un aumento en la expresion de ARNm de los 6 genes de estudio (SERCAZ2a,
SIRT1, CAT, SOD, Bcl-2 y BIM) en cardiomiocitos que fueron tratados con H20x.
Por ultimo, el tratamiento con RSV también aumenta los niveles de proteina de
SERCAZ2a, caspasa-3 y Bcl-2.

En conclusién, los hallazgos obtenidos en este trabajo contribuyen a entender el
efecto del RSV sobre el manejo del Ca?* en el cardiomiocito y su efecto protector

contra el estrés oxidante.
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ABSTRACT

The sarcoplasmic reticulum (SR) is an intracellular membrane network which
actively maintains intracellular calcium concentration [Ca?*]i during the contraction-
relaxation cycle in skeletal and cardiac muscle. The sarcoplasmic reticulum Ca?*
ATPase (SERCA2a) plays an important role transporting Ca?* from the cytosol into
the lumen of the SR following muscular contraction and facilitating muscular

relaxation in cardiac muscle.

Resveratrol (3,5,4 -trans-trihydroxystilbene, RSV) has been reported to provide
health benefits, exert a variety of protective effects for prevention of cardiovascular
disease, diabetes and cancer. In particular, RSV has been shown to improve
SERCAZ2a expression and cardiac function in diabetic mice, through activation of
SIRT1, suggesting that SIRT1 could function as a transcriptional activator of

SERCA2 gene expression.

Furthermore, it has been reported that overexpression of SIRT1 protects
cardiomyocytes from oxidative stress through regulation of antioxidant enzymes
activity such as catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). Moreover, it has
been demonstrated that RSV decreased the number of apoptotic cardiomyocytes
and prevented H202-induced caspase-3 activation. Also, RSV improves Bcl-2
expression (anti-apoptotic protein) and reduces BIM expression (pro-apoptotic
protein).

The aim of the present study was to examine the effect of RSV on the expression of
SERCAZ2a, SIRT1, CAT, SOD, Bcl-2 and BIM mRNA, as well as the expression of
SERCAZ2a, caspase-3 and Bcl-2 protein in presence of hydrogen peroxide (H202) to

generate oxidative stress in cultured cardiomyocytes of neonatal rats.

The results of this study presented that RSV treatment had a protective effect against
oxidative stress H20:2-induced in cardiomyocytes of neonatal rats. The results
demonstrate that RSV treatment increases SERCA2a, SIRT1, CAT, SOD, Bcl-2 and

BIM mRNA expression. Likewise, RSV treatment showed a tendency to improve cell
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viability of cardiomyocytes under oxidative stress induced by H202. On the other
hand, RSV improved SERCA2a, SIRT1, CAT, SOD, Bcl-2 and BIM mRNA
expression in cardiomyocytes treated with H202. Finally, RSV treatment induced

statistically significant increase in SERCA2a, Caspase-3 and Bcl-2 protein levels.

In conclusion, the findings obtained in this thesis work contribute to understand the
effect of resveratrol in Ca?* management in the cardiomyocyte and its protective

effect against oxidative stress.
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1. INTRODUCCION

El reticulo sarcoplasmico (RS) cardiaco es una red de membranas intracelulares
gue funciona como un reservorio de iones calcio (Ca?*) para después liberarlo y asi
permitir el aumento de la concentracién Ca?* ([Ca?*]) en el citosol durante el proceso
de contraccién/relajacion del cardiomiocito. El Ca?* juega un papel fundamental en
la regulacion del mecanismo de acoplamiento excitacién-contraccion (AEC), tanto
en musculo cardiaco como en muasculo esquelético (Bers D. , 2002).

El AEC es indispensable para un buen funcionamiento del musculo cardiaco, es por
esto, que la expresion y funcion de las proteinas que participan en el transporte de
Ca?* deben estar reguladas y acopladas para mantener las [Ca?*] adecuadas en el
RS y en el sarcoplasma del cardiomiocito. EI mecanismo inicia cuando un estimulo
despolarizante llega al sarcolema y permite la entrada de una baja [Ca?] al
citoplasma a través de los canales de Ca?" tipo L o canales sensibles a
dihidropiridinas (DHPR) en la regién de los tubulos T del RS. El aumento en la [Ca?*];
en el espacio del tbulo T activa los canales de Ca?* llamados receptores sensibles
a rianodina cardiacos (RyR2) liberando rapidamente una gran cantidad de Ca?* del
interior del RS al citoplasma (MacLennan, 1997) (Martonosi, 2003) (Zarain-Herzberg
A. , 2006); este proceso se le conoce como liberaciéon de Ca?* inducido por Ca?*
(Bers D. , 2002) (Fabiato A. &., 1979) (Fabiato A. , 1983). Como consecuencia, la
[Ca?*] citoplasmica aumenta de 20-50 nM hasta ~1uM, lo que permite que el Ca?*
liberado se una al complejo de troponina C (TnC) que activa el sitio de union del
complejo actina-miosina permitiendo la maquinaria contractil funcione (Zarain-
Herzberg A. , 2006).

La interaccion entre la actina y la miosina proporciona la base para el ciclo de
formacion de puentes cruzados o “crossbridge cycling”, donde la hidrélisis de ATP
por la molécula de la cadena pesada de miosina esta acoplada a la generacion de
la fuerza de contraccién o “power stroke”, la cual, facilita la contraccion muscular.
Ademads, la contraccion de los cardiomiocitos se produce en ausencia de la

estimulacién neural, debido a la presencia de una red de marcapaso especializado
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formado por células de Purkinje. Por el contrario, las fibras musculares esqueléticas
no pueden despolarizarse espontaneamente, ya que requieren la inervacion de

motoneuronas a para iniciar la contraccion muscular (Stammers, 2015).

Ahora bien, para que el musculo cardiaco lleve a cabo el proceso de relajacion, es
necesaria la recaptura del Ca?* del citoplasma hacia el interior del RS. Para esto, el
cardiomiocito cuenta con proteinas que participan en el proceso de transporte,

almacenamiento y liberaciéon de Ca?* en el RS.

En primer lugar se encuentra la ATPasa de Ca?* del reticulo sarco(endo)plasmico
(SERCAZ2a) la cual transporta dos iones de Ca?* al interior del RS por molécula de
ATP hidrolizado. La regulacion de SERCA2a es por medio de una proteina llamada
fosfolamban (PLN) de 52 aminoacidos y esta asociada a la membrana del RS. En
su estado desfosforilado PLN inhibe la actividad de SERCA2a y por tanto el
transporte de Ca?* hacia el interior del RS. En cambio, cuando PLN es fosforilado
por la PKA (PLN-P), la inhibicion en SERCAZ2a es liberada, incrementado la
velocidad méaxima de transporte de Ca?* (Periasamy M. B., 2008).

En segundo lugar se encuentra la calsecuestrina 2 (CASQ?2), la cual tiene una alta
capacidad de unir Ca?* (40-50 mol de Ca?*/ mol proteina) con moderada afinidad
(ImM). La CASQ?2 tiene también una funcién en la liberaciéon de Ca?* cuando se
une a las proteinas junctina (J) y triadina (T) que interaccionan con RyR2 para
conformar el complejo CASQ2-RyR2-triadina-juntina que es el encargado de regular
la liberacion de Ca?* del RS al citoplasma (Inesi, 2008) (Martonosi, 2003) (Prasad
A. M., 2012) (Zarain-Herzberg A. , 2006) (Figura 1).

Durante la relajacion del cardiomiocito, el intercambiador de Na*/Ca?* (NCX),
permite la salida de un ion Ca?* al espacio extracelular a cambio de la entrada de
tres iones Na*. Este mecanismo es responsable de reducir la [Ca?*] en citoplasma
durante la relajacion del cardiomiocito. A su vez, la ATPasa de Na*/K* se encarga
del bombeo de tres iones Na* hacia el espacio extracelular que son intercambiados

por dos iones K* que entran al citoplasma, para que el NCX realice su funcién
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adecuadamente. Ademas, se encuentran las ATPasas de Ca?* de la membrana
plasmatica (PMCAs) las cuales poseen similitud con las SERCAs y reducen la [Ca?*]
citoplasmico de forma mas localizada (ver Figura 1). Finalmente, también participa
el uniportador de Ca?* mitocondrial (MCU) que transporta Ca?* al interior de la
mitocondria. De esta forma al término de cada ciclo de contraccidn-relajacion, la
concentracion del Ca?* mantiene la homeostasis dentro del cardiomiocito (Zarain-
Herzberg A. , 2006).

3 Na* 3 Na*
Na*/K*-ATPase l NCX

Ca?*

Sarcolemma

o
3
< a
Nl : - \ "
- |EE
a
PMCAl Myofibril MT i
: [Ca*]
Caz* Extracellutar 2-3 mmolL

500 pmolL

Figural. Los componentes que participan en el acoplamiento excitacion-contraccion del
cardiomiocito. En este esquema se representan las proteinas que participan en los flujos del
Ca?* en el cardiomiocito. Después de la despolarizacion del sarcolema, pequefias cantidades
de Ca?" entran al sarcoplasma a través de los canales DHPR del tGbulo T y se activa la
liberacién masiva del Ca?* desde el interior del RS por los canales de Ca?* RyR2. El aumento
en la [Ca?*] en el citosol se une a la troponina C y/o T y activa la contraccion de las miofibrillas.
Al término de la contraccién, el Ca?* en el citosol se transporta en su mayoria al interior del RS
por SERCA2a y el Ca?* restante es recapturado por NCX, PMCAy U. Al término de cada ciclo
de contraccion-relajacion, la cantidad de Ca?* debe mantener la homeostasis dentro del
cardiomiocito (Tomado de (Zarain-Herzberg A. , 2006)).
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1.1 ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA)

1.1.1 Isoformas de SERCA

Las bombas SERCA muestran un alto grado de conservacion de la secuencia de

aminoacidos entre especies. En mamiferos existen tres genes (ATP2A1, ATP2A2y

ATP2A3) que producen por mecanismos de edicién o splicing alternativo a los

diferentes ARNmM que codifican para los varios tipos de bombas SERCA,
respectivamente (SERCAL, SERCA2, SERCA3) (Figura 2).
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Figura 2. Generacién de multiples isoformas de SERCA por splicing alternativo de los

genes humanos ATP2A1-3. Los exones estan representados por cilindros de colores y los

intrones por la linea negra. Sa+ indican la posicién de los diferentes codones de terminacion para

las isoformas correspondientes. (Tomado de (Brini, 2009)).
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El gen ATP2A1 codifica dos isoformas de SERCAL que se expresan exclusivamente
en musculo esquelético de contraccion rapida y su expresion esta regulada durante
el desarrollo; la isoforma SERCAla se expresa en adultos y la isoforma SERCA1b

en neonatos (Schleef, 1996).

El gen ATP2A2 codifica tres isoformas de SERCA2: la SERCA2a que se expresa
en corazon y musculo esquelético de contraccion lenta; la SERCA2b que se expresa
abundantemente en mdusculo liso y de forma ubicua en todos los tejidos no
musculares; y la SERCA2c que se expresa en células endoteliales y de linaje
hematopoyético (Gélébart, 2003).

De las tres isoformas provenientes del gen ATP2A2, solo la isoforma SERCA2a se
expresa en cardiomiocitos abundantemente y se ha demostrado que los niveles
tanto de ARNm como de proteina para dicha isoforma estan reducidos en modelos
animales con isquemia del miocardio, hipertrofia cardiaca e insuficiencia cardiaca;
ocurriendo lo mismo en pacientes con hipertrofia cardiaca severa e insuficiencia

cardiaca (Zarain-Herzberg A. , 2006).

El gen ATP2A3 codifica para las 6 proteinas de SERCA3 (a-f) las cuales se

expresan en células epiteliales y hematopoyéticas (Brini, 2009) (Wray, 2010).
1.1.2 Regulacién de la expresién del gen ATP2A2

El gen humano ATP2A2 se encuentra en 12g23-g24.1, abarca 65.69 kb y se

encuentra organizado en 22 exones (Arai, 1992) (Zarain-Herzberg A. &.-F., 2002).

El transcrito primario de 4.4 kb se edita por splicing alternativo y genera el ARNm
gue codifica para las 3 isoformas de la proteina: SERCAZ2a, b y c. Las tres isoformas
de SERCA2 son idénticas en un ~84% (hasta el aminoéacido (aa) 993); pero debido
al procesamiento de splicing alternativo del exén 20 se generan las isoformas
SERCA2a con 997 aa y SERCA2b con 1042 aa (Lytton, Westlin, Burk, Shull, &

MacLennan, 1992) (ver Figura 2). Mientras que, la isoforma SERCA2c con 999 aa
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se genera debido a la inclusién de una pequefia secuencia codificante dentro del
intron 20 (ahora exon 21) (Gélébart, 2003).

Se han investigado los mecanismos que regulan la transcripcion del gen ATP2A2 y

se ha encontrado que algunos factores de transcripcion se unen a la regién

promotora del gen, como son:

Hormona tiroidea (T3): se ha demostrado que induce la expresion del ARNm
y proteina de SERCAZ2a en cardiomiocitos mediante su unién a los receptores
nucleares THR (Thyroid Hormone Receptors por sus siglas en inglés), los
cuales son factores de transcripcién, cuya union al promotor de ATP2A2
activa la transcripcion del gen mediante el reclutamiento de complejos
remodeladores de la cromatina (Kiss, 1994) (Nagai, 1989) (Reed, 2000)
(Zarain-Herzberg A. M., 1994).

NFAT: se ha demostrado que en corazdbn humano, la activaciéon de
calcineurina (proteina fosfatasa PP2-B dependiente de calcio) regula la
actividad de SERCA2a (Munch, 2002). En cardiomiocitos de rata neonata se
encontré que a altas concentraciones de Ca?*, la calcineurina aumenta los
niveles de la forma activa del factor de transcripcion NFAT y su translocacion
al nucleo, lo que desencadena niveles elevados del transcrito primario de
ATP2A2, asi como la actividad de distintas cascadas de transduccion de
sefiales como PKC, PKD y GSK3p (Prasad & Inesi, 2009). Sin embargo, aun
no se ha demostrado que NFAT se una directamente a las secuencias blanco
en el promotor del gen ATP2A2.

SP1: esta proteina regula la expresion del gen ATP2A2 tanto in vivo como in
vitro en distintos tipos celulares, incluidos los cardiomiocitos. Sin embargo,
el mecanismo especifico de regulacion adn no esta bien determinado
(Takizawa, 2003).

TFAM y TFB2M: se ha demostrado que estos factores de transcripcion
aumentan la actividad transcripcional del gen ATP2A2 protegiendo contra la
disminucion del ARNm de SERCAZ2a inducida por estrés (Watanabe, 2011).
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1.1.3 Estructura de las bombas SERCA

La ATPasa de calcio (SERCA) fue purificada por primera vez de musculo
esquelético por David MacLennan (MacLennan, 1997), su estructura se determiné
por cristalografia de rayos X por el grupo de Toyoshima, especificando los cambios
conformacionales de la proteina durante la liberacién del Ca?* (Toyoshima, 2004).

Las bombas SERCA son proteinas que transportan el Ca?* mediante la hidrélisis de
ATP. Esta caracteristica permite que sean clasificadas como ATPasas de tipo P de
clase Il (enzimas que transportan iones para el metabolismo celular basal: Ca?*,
Na*, K* y H*), cuyo nombre hace referencia a su ciclo catalitico de reaccion en el
cual un residuo de aspartato (Asp®®?) forma un intermediario fosforilado a través de
la transferencia de un grupo fosfato proveniente del ATP, con lo cual cambia de una
configuracion inactiva (de baja afinidad por Ca?*) a una activa (de alta afinidad por
Ca?*), permitiendo el transporte de dos cationes a través de la membrana (Falson,
1997) (Harper, 1998).

Estructuralmente, las bombas SERCA son proteina transmembranales con una
masa molecular de alrededor 110 kDa; se divide en tres regiones distintas que son:
el dominio citoplasmético, 10 a-hélices transmembranales o dominio M (Hua, 2002)
donde se encuentran los sitios de unién para dos iones Ca?* y loops (MacLennan,
1997) o bucles en el lumen del RS (Periasamy M. B., 2008).

El conjunto de las hélices transmembrananles y los loops luminales forman el
dominio transmembranal. Mientras que, el dominio citoplasmatico se divide en 3
dominios: el dominio A o actuador es el dominio mas pequenio y facilita los cambios
conformacionales que ocurren cuando el Ca?* se transporta al lumen del RS; el
dominio P o dominio de fosforilaciéon y el dominio N o dominio de union al nucle6tido
forman el sitio catalitico donde se lleva a cabo la hidrolisis de ATP (Figura 3). Cada
ATP que es hidrolizado facilita el transporte de dos iones Ca?* al interior del RS
(Stammers, 2015).
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Figura 3. Estructura de las bombas SERCA.
Esta estructura cristalografica muestra el estado de union del Ca2*y del ADP. En la imagen A se

puede apreciar el mecanismo catalitco Ca?* al RS. Se muestra el ADP y en morado los dos iones

Ca?*. En la imagen B se muestran los dominios de fosforilacion (P), actuador (A) y de unién al

nucledtido (N) que conforman el dominio citoplasmatico estan sefialados, asi como las 10 a-

hélices transmembranales. (Tomado de (Toyoshima, C., & Mizutani, T., 2004)).
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1.1.4 Funcién de SERCA

Para que las bombas SERCA lleven a cabo el transporte del Ca?*, se generan
cambios conformacionales en la estructura de la proteina sobre la region citosdlica,

modificando la estructura de cerrada a abierta.

Existen dos sitios de unién al Ca?* en el dominio M (sitios | y Il) los cuales estan
localizados en la superficie de la membrana del citosol y pueden encontrarse en alta
y baja afinidad (Bayle, 1995). El sitio | permite la entrada del Ca?* citosélico (estado
E1) y el sitio Il favorece la liberacion del Ca?* en el lumen (estado E2) (Brini, 2009).
El modelo clasico postula que, en el estado E1 los sitios de unién a Ca?* tienen una
muy alta afinidad por el cation (Kg=107"M) y se encuentran accesibles en el
citoplasma, sin embrago, en el estado E2 los sitios tienen muy baja afinidad y
expuestos hacia el lumen del RS (Kq=10-3M), resultando en la liberacién de los dos
iones Ca?* (MacLennan, 1997) (Wray, 2010).

SERCA2a es la principal proteina de la membrana del RS longitudinal del
cardiomiocito y transporta Ca?* de forma activa desde el sarcoplasma al interior del
RS, regulando asi el proceso de contraccién-relajacion del cardiomiocito. Tiene una
alta afinidad por Ca?* (Km~0.1uM), por lo que se estima que sélo se necesitan
maximo dos ciclos de transporte para recuperar la [Ca?'] en sarcoplasma para la

relajacion muscular (Wray, 2010).

Las bombas SERCA también participan directamente en las vias de sefalizacion
mediadas por Ca?* regulando la [Ca?*] citoplasmico. En un primer paso, un estimulo
inicia varias sefiales para la movilizacién del Ca?*; esto permite a los mecanismos
de activacion transportar el Ca?* hacia el citoplasma. Después, el Ca?* actlla como
un segundo mensajero ubicuo que estimula varios procesos celulares, como son la
diferenciacion, la proliferacion, la apoptosis y el estrés oxidante; asi como la sintesis,
procesamiento y plegamiento de proteinas (Monteith, 2007). Finalmente, los
mecanismos de desactivaciéon, bombas e intercambiadores eliminan el Ca?* del

citoplasma para restaurar el estado de [Ca?*]i de reposo (Berridge, 2000).
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El principal transportador de Ca?* hacia el interior del RS en mamiferos es
SERCAZ2a. El 92% de la recaptura del Ca?* en corazén de roedores y el 70% de la
recaptura del Ca?* en corazén humano es atribuido a la actividad de la bomba
SERCA2a (Bers D. M., 1997) (Bers D. , 2002). La actividad de SERCA2a es mas
alta en el ventriculo de rata que en ventriculo de conejo debido a una mayor

densidad de moléculas de la bomba en la membrana del RS.

En el corazén de mamiferos de frecuencia cardiaca rapida como son el raton y la
rata, la participaciéon de la del intercambiador Na*/Ca®* para remover Ca?*
intracelular al exterior de la célula es baja, lo que resulta en un balance de 92%
para SERCA2ay 7% para el intercambiador de Na*/Ca?* y el 1% para los sistemas

lentos; mientras en que el corazén de mamiferos de frecuencia cardiaca lenta como
Rabbit 100%
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70%
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5] 28%

Slow (SL Ca-ATPase & Mito) 29
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] 92%
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257
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Figura 4. Cuantificacion del flujo de Ca?* durante el acoplamiento excitacion-contraccion.
Se representa el flujo del Ca?* durante la relajacion en miocitos ventriculares de conejo y rata. Los
porcentajes muestran datos relativos de la eliminacion del Ca?*. Abreviaturas: SL: sarcolema, SR:
SERCA, Mito: uniporter de Ca?* mitocondrial. (Tomado de (Bers D. , 2002)).
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son el conejo y el humano, SERCA2a bombea alrededor de 60-70 del Ca?* y la
extrusion a través del intercambiador Na*/Ca?* representa alrededor del 30% del
total del Ca?* movilizado (Bers D. , 2002) (Figuras 1y 4).

1.2 Elcalcio del RSy su relacion con la apoptosis

Bcl-2 (B cell lymphoma-2), esta caracterizado como un oncogén que inhibe la
muerte celular. Las proteinas de la familia Bcl-2 participan la via de la apoptosis y
se dividen segun su funcidon en anti- y pro-apoptoéticas. Las proteinas anti-
apoptéticas (por ejemplo, Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1) contienen cuatro dominios BH
(Homologia Bcl-2) y un dominio esencial en la transmembrana (TM) hidrofébica para

su localizacion dentro de la membrana bioldgica.

Las proteinas pro-apoptoticas se dividen en dos grupos: el primer grupo posee 4
dominios BH y un dominio TM (por ejemplo, Bax y Bak); mientras que el segundo
grupo posee solamente un dominio BH (por ejemplo, Bim, Bid y Bik).

Las proteinas de la familia Bcl-2 tienen un papel principal en la via de la apoptosis
intrinseca o mitocondrial. Este proceso inicia con un estimulo que genera muerte
celular como el dafio a ADN, activando las proteinas con un solo dominio BH (BIM)
y posteriormente se pueden activar las proteinas pro-apoptoticas Bax/Bak o también
se pueden inhibir las proteinas anti-apoptoticas. La activacién de Bax/Bak permite
la oligomerizacion de la membrana mitocondrial y esto causa la liberacion de
factores apoptoticos que promueven la activacion de la via de sefalizacion de las

caspasas Yy posteriormente la via de la apoptosis.

Recientemente, se ha investigado el concepto de que en el RS se encuentran
proteinas que pertenecen a la familia Bcl-2 y que pueden controlar la apoptosis por
medio de la regulacién de homeostasis del Ca?* en el RS. Lo anterior se refiere a
gue la célula puede sufrir diferentes tipos de estrés, como el estrés en el RS o estrés
oxidante. Estos tipos de estrés causan la liberacion masiva de Ca?* desde el RS
hacia el citoplasma generando la activacion de la cascada de sefalizacion

intracelular que conducen a la apoptosis. Sin embargo, los mecanismos de accion
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de las proteinas de la familia Bcl-2 aun no estan claramente descritos (Pinton, 2008)
(Bonneau, 2013). Se han propuesto diferentes modelos de la actividad de la familia
Bcl-2 en la homeostasis del Ca?* en el RS (Figura 5) los cuales se mencionan a

continuacion.

En el modelo A, Bcl-2 reduce la [Ca?*] citoplasmico para prevenir la induccién de
apoptosis. Bcl-2 podria aumentar la actividad de SERCA o reducir [ICR (liberacion
de Ca?* inducido por IP3s) mediante la inhibicién del receptor a IPs (IPsR). Por otra
parte, las proteinas con un solo dominio BH3 como BIM pueden inducir la liberacion
de Ca?* del RS hacia el citoplasma por medio de la activacion de las proteinas Bax
y Bak. En el modelo B, Bcl-2 reduce la [Ca?*] dentro del RS para prevenir la
liberacién masiva de Ca?* que podria desencadenar la apoptosis. Se propone que

Bcl-2 reduce la actividad de SERCA por medio de una interaccion directa.

También Bcl-2 puede aumentar la liberacion de Ca?* del RS ya sea por induccién
directa, fosforilando a IP3R o0 con ayuda de una proteina con un solo dominio BH3.
Bax y Bak pueden contrarrestar el efecto de Bcl-2 interactuando directamente e

inhibiéndola.
A Bcl-2 enhances Ca™ uptake B Bel-2 reduces Ca™ uptake
Yo Q D) Vo 3 )

/ -4
| B | a—— D | 1 | qum——

:*-/' g j—:z;t—‘ ltﬂ*‘:

Bax/Buk promote Ca’*
release

Bel-2 increases Ca™* leak

Figura 5. Representacion esquemaética de los diferentes modelos de la actividad de la

familia Bcl-2 en la homeostasis del Ca?* en el RS. (Tomado de (Bonneau et al., 2013)).
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1.3 Estrés Oxidante

El oxigeno molecular (O2) es una molécula que tiene efectos tanto benéficos como
dafiinos para los sistemas biologicos. La reactividad del Oz permite que este
participe en la transferencia de electrones de alta energia y por lo tanto contribuya
en la generacion de grandes cantidades de ATP através de la fosforilacion oxidativa
(Quintanar Escorza, 2009) (Burton, 2011).

El término “estrés oxidante” se refiere a un serio desequilibrio entre la produccién
de especies reactivas y las defensas antioxidantes. Sies, lo define como “una
alteracion en el equilibrio pro-oxidante / antioxidante, favoreciendo a los primeros y
provocando un dano potencial”’ (Sies H. , 1997). Este dafio es conocido como dafio
oxidante a quien Whiteman y Halliwell lo definen como: “el dafo biomolecular
causado por el ataque de especies reactivas de oxigeno sobre los componentes de
los organismos vivos” (Halliwell B. &., 2004). El incremento en los niveles de dafio
oxidante es el resultado del estrés oxidante y de la falla en los sistemas de
reparacion y reemplazo. Uno de los efectos méas llamativos del estrés oxidante es
en el metabolismo celular del Ca?* tendiendo al aumento del Ca?* intracelular libre
(Halliwell B. , 2007).

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno

El término “especies reactivas de oxigeno” se aplica tanto a los radicales libres y
sus intermediarios no radicales. Un radical libre es un atomo o molécula que tiene
uno o mas electrones desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener
una existencia independiente; sin embargo, es muy reactivo ya que tiende a
reducirse, es decir, sustrae un electron de &tomos o moléculas estables, a las cuales

oxida, con el fin de alcanzar su propia estabilidad (Quintanar Escorza, 2009).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) comprenden a los radicales libres como
el superodxido y a las especies no radicales como el perdxido de hidrogeno (H2032)
(Gulgin, 2012). Estas moléculas son producidas por la célula continuamente y estan

involucradas en eventos fisiolégicos como la diferenciacion celular, respuesta
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inmune primaria, y la sefializacién celular (Gulgin, 2012). En efecto, algunas ERO
como el H202 son jugadores verséatiles de la maquinaria de sefializacion molecular
porque son pequefios, altamente difusible, y se pueden generar y degradar
rapidamente (Gough, 2011). Tanto las ERO radicales y no radicales son especies
pro-oxidantes capaces de oxidar diferentes biomoléculas en la célula (Sies H. ,
1999), lo que conduce a una secuencia de reacciones en cadena que pueden

terminar en el dafio molecular y celular (Gilgin, 2012).

El equilibrio entre efectos benéficos y perjudiciales de las ERO se conserva en la
célula por la actividad de un complejo conjunto de mecanismos de desintoxicacién
no enzimaticos y enzimaticos conocidos colectivamente como antioxidantes (Sies,
1993; Bast, 2015).

1.3.2 Acciones biol6gicas de las especies reactivas de oxigeno

En homeostasis, se ha estudiado que las ERO tienen diversas acciones en las

siguientes funciones celulares:

e Activacion de factores de transcripcién sensibles al estado RedOx
e Activacion de proteinas cinasas

e Lipoperoxidacion

e Modificaciones en proteinas

e Oxidacion del ADN

e Apertura de canales iGnicos

Sin embargo, en el presente trabajo nos enfocamos en los cambios que sufren los
canales ionicos cuando el cardiomiocito se encuentra en un ambiente oxidante. Los
desequilibrios causados por las ERO conducen a la pérdida de homeostasis del
Ca?* intracelular, liberando iones Ca?* desde el RS y otros reservorios. La [Ca?]
dentro del lumen del RS es mucho mas alta que en el citoplasma, alcanzando
niveles milimolares. Esta concentracion se mantiene por medio de SERCA2a, y es

necesaria para el correcto funcionamiento de los mecanismos de plegamiento de
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proteinas. Las ERO son capaces de activar los canales de liberacién de calcio en la

membrana del RS, que incluyen al IP3R y a RyR.

La liberacion de Ca?* desde el RS activa diversos procesos sensibles al Ca?* dentro
de la célula, incluyendo muchas vias de sefalizacion. También tiene un profundo
efecto sobre la funcion celular. La pérdida de la actividad de las chaperonas da
como resultado la acumulacion de proteinas mal plegadas dentro del lumen, lo que
lleva a una mayor generacion de ERO mientras se hacen intentos para replegar las
proteinas. Esta acumulacion de proteinas estimulard la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR), un conjunto de vias de sefializacion altamente conservadas
que tienen como objetivo restaurar la homeostasis, pero, si esto no funciona, va a

estimular la apoptosis (Burton, 2011).
1.3.3 Mecanismos de defensa antioxidante

Para contrarrestar el efecto dafiino de los radicales libres de oxigeno existen en los
sistemas biolégicos una gran diversidad de sustancias, de naturaleza enziméatica y
no enzimatica, que constituyen los denominados sistemas de defensa antioxidante.
Estos sistemas de defensa antioxidante funcionan muy eficientemente de forma
coordinada y su mision es proteger la homeostasis celular frente a la alteracion
oxidativa causada por radicales libres y otras especies reactivas originadas durante

el metabolismo del oxigeno (Figura 6).
a. Sistemas de defensa enzimaticos

Estan presentes en los seres vivos y protegen de las ERO producidas durante el
metabolismo. Dentro de éstos, se encuentran tres enzimas principales: la

superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatiéon peroxidasa (GPX).
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Superdxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1): es una de las enzimas antioxidantes
mas potentes en la célula y cataliza la conversion de anién superéxido (O2) hacia

perdxido de hidrégeno (H202) y oxigeno molecular (Oz2).

Su funcion catalitica fue descubierta por McCord y Fridovich. La velocidad de
dismutacion es 104 veces superior a la velocidad de la dismutacién espontanea que
se produce con pH fisiolégico. Existen diferentes isoformas de SOD en la naturaleza

y se clasifican en funcidon de los grupos prostéticos. Sin embargo, en células

02 + 02 + ZH'—>H202+ Oz
eucarioticas existen tres tipos de SOD: la forma isoenzimatica prevalente de las

SODL1 es la Cu/Zn-SOD, una proteina dimérica con un peso molecular de 32 kD. El
atomo de cobre (Cu) es esencial para la actividad catalitica de la enzima, mientras
gue el &tomo de zinc (Zn) le proporciona estabilidad. Se ha encontrado otra Cu/Zn-
SOD en los fluidos extracelulares (EC-SOD) y se ha demostrado que posee una alta

afinidad a los glicosaminglicanos.

En este caso se trata de una proteina de 135 kD constituida por cuatro subunidades
unidas no covalentemente. Finalmente, se ha identificado una SOD ubicada
principalmente en la mitocondria que contiene manganeso (Mn-SOD). La Mn-SOD
es una proteina tetramérica de subunidades idénticas que posee un peso molecular
de 96 kD y contiene un atomo de manganeso (Mn) por subunidad, permitiendo la
ciclacion del centro de Mn entre los estados de oxidacion (I1) y (Ill) durante la
dismutacion de Oz (Birben, 2012) (Gulgin, 2012) (Kurutas, 2016).

La actividad de las SOD varia entre los tejidos. En general, se han encontrado los
niveles mas altos en higado, glandulas suprarrenales, rifién, bazo y corazén. Estas
enzimas se regulan en funcién de la oxigenacion de los tejidos en los que se

encuentran, la cual afecta a la sintesis de la proteina (Birben, 2012) (Fukai, 2002).
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Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6): fue la primera hemoproteina determinada como

enzima antioxidante y cataliza la reduccion del H202 a H20 y O..
2 H202 2 H0 + O2

Esta enzima tiene constantes de velocidad elevadas (~107M/s), pero su afinidad es
baja; de ahi que su papel resulte fundamental en condiciones de elevadas
concentraciones de H202. CAT tiene un peso molecular de 240 kD y esta constituida
por cuatro subunidades, cada una de las cuales contienen un grupo hemo que forma

parte de su centro activo y una molécula de NADPH.

La mayoria de las células contienen CAT, aunque en animales ésta abunda en el
higado, riidn y en los eritrocitos. En cuanto a su localizacién subcelular, la actividad
catalasa de las células eucariotas se localiza fundamentalmente en los peroxismas,
organulos citoplasmaticos que, por otra parte, contiene muchas de las enzimas

generadoras de H20:2 de las células aerobias (Birben, 2012) (Kurutas, 2016).

Glutation peroxidasa (GPX) (EC 1.11.1.9): La GPX también contribuye a la
eliminacion del H202 pero, a diferencia de la CAT, que usa el H202 como dador de
electrones, utiliza el glutation reducido.
ROOH + 2GSH—GSSG + H,O + ROH

Existen dos formas de GPX: la selenio (Se) dependiente (GPx, EC 1.11.1.19) y la
selenio independiente (Glutation-S-transferasa, GST, EC 2.5.1.18) y, en
vertebrados, se encuentran en el citoplasma y en las mitocondrias. Entre las
principales diferencias estan el nimero de subunidades, el mecanismo catalitico y
la unién del Se al sitio activo (Birben, 2012) (Kurutas, 2016).

b. Sistemas de defensa no enziméticos

Existen dos formas de adquirir estas defensas antioxidantes, de forma end6gena,
es decir, que el organismo las sintetiza como en el caso del glutation (GSH) o de

manera exdgena, es decir, estan presentes en la dieta ingerida, sobre todo en frutas
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y verduras, por ejemplo: la vitamina E, vitamina C, carotenoides, flavonoides,
resveratrol, etc. (Gulgin, 2012) (Kurutas, 2016).

Entre sus principales caracteristicas se encuentran la capacidad de neutralizar un

unico radical libre por molécula, sélo actian a concentraciones elevadas, y tienen

un papel menos importante frente a los sistemas de defensa enzimaticos. Sin

embargo, algunos antioxidantes pueden interactuar con otros antioxidantes

regenerando las propiedades originales; este mecanismo es conocido como “la red
antioxidante o antioxidant network” (Birben, 2012) (Gul¢in, 2012) (Kurutas, 2016).

Cu/Zn-SOD
(cytosol)

Fenton

Catalase
(peroxysomes)

Mn-SOD
(mitochondria)
NADPH
GSH-
GSSG reductase
GSH-Px NADP+ OH-Lipids ROS
(mitochondria) VItE
*O-Tocapherol
Lipid
v . peroxides
GSH
N ' Vit E
a-Lipoic acid LDH-tocgphelol .

vitC

VitCe
— "asco’t'ate‘,"

(dehydroascorbate)

| Dihydro-
| lipoic acid

GSSG ' GSH |

Figura 6. Defensas antioxidantes en el organismo. Se han determinado dos sistemas de

defensa antioxidante en células eucariotas: sistema enzimatico y sistema no enzimatico. Estos

sistemas trabajan en sinergia para proteger a las células y érganos del dafio causado por ROS.
(Tomado de (Kurutas, 2016)).
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1.4 Resveratrol

El resveratrol (3,5,4 -trihidroxiestilbeno, RSV) es un polifenol que actla como
fitoalexina en algunos frutos. Las fitoalexinas son sustancias quimicas producidas
como consecuencia de un mecanismo de resistencia a las condiciones adversas,
caracterizadas por ser capaces de inhibir el progreso de ciertas infecciones flngicas
al inactivar las ATPasas de ciertos hongos e inducir la disociacién de algunas
chaperonas de su citoesqueleto (Gambini, 2013). Se ha reportado la presencia del
RSV en mas de 70 especies de plantas que abarcan 32 géneros. Asimismo, se
encuentra en distintos frutos como ciruelas, moras, cacahuates y uvas. La cascara
de las uvas contiene alrededor de 50-100 mg de RSV por gramo de peso humedo,
teniendo una concentracion alta de RSV en el vino tinto (0.1-14.3 mg/l) y en el jugo
de uva natural. Su estructura base consiste en la unién de dos anillos fendlicos por
un doble enlace estireno que forma el 3,5,4’-trans-trihidroxiestilbeno (Figura 7), con

un peso molecular de 228.25 g/mol (Gambini, 2013).

I OH
) \ O O
HO

OH OH
OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 7. Estructura quimica del trans-resveratrol y del cis- resveratrol. (Tomado de
(Gambini et al., 2013)).

El aminoé&cido precursor del RSV es la fenilalanina y la enzima estilbeno sintetasa
es quien cataliza la reaccion. Dentro de la familia de las estilbeno sintetasas se
encuentra la enzima resveratrol sintetasa, que es codificada por varios genes
agrupados de acuerdo a su sensibilidad ante sefiales externas, como estrés abiético

o sefiales bioticas originadas por células fungicas (Gambini, 2013).
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El doble enlace estireno que el RSV posee en su estructura permite la existencia de
dos formas isoméricas de este compuesto; cis-resveratrol y trans-resveratrol
(Gambini, 2013), de la cual trans es la forma mas estable. Mediante la exposicion
de los rayos UV, la forma trans es transformada a la forma cis, asi que el aislamiento
es realizado generalmente en condiciones de oscuridad. Algunos estudios han
demostrado que, bajo varias condiciones, el trans-resveratrol es quimicamente
estable varios meses en condiciones protegidas a la luz. Ademas, es altamente
soluble en etanol y en dimetilsulfoxido (DMSO) y escasamente soluble en agua
(Harikumar, 2008).

Una serie de estudios epidemiolégicos han demostrado una relacion inversa entre
el consumo del vino tinto y la incidencia de enfermedades cardiovasculares

llamando a este fendbmeno “La paradoja Francesa” (Harikumar, 2008).

A nivel celular y molecular, el RSV inhibe la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Frankel, 1993), promueve la vasodilatacion (Cruz, 2006), protege
al corazon (Hung, 2004), el cerebro (Huang, 2001) y la médula espinal (Juric, 2007)
(Kiziltepe, 2004) de dafio por isquemia-reperfusion, estrés oxidante/nitrante vy
cardiomiopatia diabética. También, se ha ligado a beneficios fisiolégicos como la
proteccion contra de las enfermedades cardiovasculares, cancer, el deterioro
relacionado con la edad y las consecuencias patolégicas por dietas altas en grasas
(Baur J. A., 2010). Por otro lado, el RSV ha mostrado una actividad importante en
procesos anti-inflamatorios, anti-proliferativos, el control del ciclo celular, la

apoptosis, entre otros (Le Corre, 2005).
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2. ANTECEDENTES

Una de las principales preocupaciones de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) han sido las enfermedades cardiovasculares (ECV), ya que son la principal
causa de muerte en todo el mundo. Cada afio mueren mas personas por ECV que
por cualquier otra causa. Se calcula que en 2015 murieron por esta causa 17.5
millones de personas, lo cual representa un 31% de todas las muertes registradas
en el mundo. Las muertes por ECV afectan por igual a ambos sexos, y mas del 80%

se producen en paises de ingresos bajos y medios.

La OMS ha calculado que en 2030 moriran cerca de 23.3 millones de personas por
ECV, sobre todo por cardiopatias y accidentes cardiovasculares, y se estima que

seguiran siendo la principal causa de muerte (OMS, 2017).

En el caso de la poblacién Mexicana, el INEGI estim6 que en el afio 2014 fallecieron
121,427 personas a causa de enfermedades del corazén siendo la primera causa
de muerte en el pais. Especificamente, fallecieron 82,334 personas a causa de
enfermedades isquémicas del corazén (INEGI, 2017).

Ha sido descrito en la literatura que a mayor concentracién de antioxidantes en el
organismo se observa menor presencia y menos complicaciones ECV (Ciancarelli,
2009), asi como de diabetes (Opara, 1999), enfermedades respiratorias (Gumral N.
C., 2009) (Gumral N. N., 2009) y desordenes neurologicos (Schrag, 2013).

El RSV es un antioxidante que ha sido considerado como un suplemento para los
tratamientos de estas enfermedades (Conti, 2016). Se ha demostrado que el RSV
es un activador de SIRT1, aumentando indirectamente la transcripcion de ciertas
proteinas en el corazén (Sundaresan, 2011) y también aumenta la expresion de
SERCA2a y mejora la funcién cardiaca en ratones con cardiomiopatia diabética
(Sulaiman, 2010). Por otra parte, también se ha demostrado que el dafio oxidante
causado por H20:2 disminuye los niveles de proteina de SERCA2a (Ma, 1999). Sin

embargo, se desconoce si este fendmeno ocurre también a nivel transcripcional,
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alterando los niveles de ARNm de SERCA2a, SOD, CAT; ademas de proteinas que

pertenecen a la via apoptotica, como BIM y Bcl-2.
2.1 Estrés oxidante y la insuficiencia cardiaca

Existen factores de riesgo como el consumo de tabaco, bebidas alcohdlicas, alto
consumo de grasas y azucares, asi como una compleja interaccion multifactorial
entre medio ambiente y los factores genéticos conducen al aumento del estrés
oxidante, el cual juega un papel importante en la fisiopatologia de la disfuncién
cardiaca (Kumar, Saritha, & Fareedullah, 2010).

Uno de los agentes oxidantes mas comunes es el peréxido de hidrogeno (H20x).
Este compuesto es permeable a la membrana celular y es usado para inducir estrés
oxidante en cardiomiocitos como modelo in vitro de dafio cardiaco, donde se induce
una disminucion en los niveles de ARNm y proteina de SERCA2a (Koitabashi,
2005).

2.2 Blancos moleculares del Resveratrol

Varios grupos de investigacion han estudiado los mecanismos moleculares por los
cuales el RSV lleva a cabo su accion en las células. Las evidencias indican que el
RSV actua activando a la Sirtuina 1 (SIRT1), inhibiendo a fosfodiesterasas (PDE), y

activando a la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK).

SIRT1 es una desacetilasa de histonas (HDAC) clase Ill, NAD* dependiente. Esta
enzima esta implicada en la prevencion de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, como el cancer, la enfermedad de Alzheimer, y la diabetes tipo 2
(Sebastian, 2012). En la célula SIRT1 controla la reparacion del ADN y la apoptosis,
los relojes circadianos, la vias de sefalizacion inflamatorias, la secrecién de

insulina, y la biogénesis mitocondrial (Chalkiadaki, 2012) (Haigis, 2010) (Figura 8).

Inicialmente, se encontré que el RSV activa alostericamente a SIRT1 al disminuir su

Km, y produce cambios farmacologicos consistentes con la activacion de la enzima
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(Baur J. A., 2006) (Howitz, 2003) (Milne, 2007) (Minor, 2011). Sin embargo, se llegd
a cuestionar que el RSV sea realmente un activador directo de SIRT1, debido a que
el efecto se observd Unicamente cuando se usaron substratos marcados con un
fluoréforo (Flaor de Lys), pero no con substratos no marcados (Beher, 2009) (Borra,
2005) (Pacholec, 2010). Sin embargo, en un estudio reciente (Hubbard, 2013),
donde se usaron péptidos con las secuencias encontradas en los substratos de
SIRT1 como son la PGC-1a y FOXO3a, se observo activacion de SIRT1 por RSV.
Mas aun, en ese estudio se demostrd que el Glu?, localizado en la porcién N-

terminal de SIRT1, es critico para la activacion por RSV, apoyando el mecanismo

OH
bt s (\/@
=

OH

de activacion directa de SIRT1.

—

S0

'I‘AMP/ATP
(=)
AMPK N ®
w KBl
mTOR |—— (P) AMPK SIRTL, — | NF-xB
'I‘NAD+
v v v
Mitochondrial Glucose and lipid Anti-tumoral
biogenesis homeostasis activities
(e.g: PGC-101) (e.g: FOXOs) (e.g: p53)

Figura 8. SIRT1 y AMPK como blancos moleculares del resveratrol. (Tomado de (Kulkarni
& Canto, 2015)).
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Por otra parte, también se ha propuesto que el RSV puede funcionar como un
activador indirecto de SIRT1. El grupo de Park en 2012 demostré que el RSV inhibe
la actividad de las fosfodiesterasa-5 (PDE5S) que forma parte de la via CamKK[3-
AMPK por lo que se ha propuesto un modelo de activacién por medio de la via de
cAMP-Epacl-AMPK-SIRT1 (Beher, 2009) (Park, 2012). La restriccion calérica (RC),
aumenta los niveles de AMPc incrementando asi los niveles de glucagén y
catecolaminas, los cuales incrementan la actividad de adenil ciclasa y la produccion
de AMPc.

Se ha observado que el RSV incrementa los niveles de AMPc y activa a la proteina
Epacl (Exchange factor directly activated by cAMP, por sus siglas en inglés), quien
puede inducir algunas de las vias que son normalmente estimuladas durante la RC.
En la Figura 9 se muestra un esquema donde se propone como el RSV puede actuar

simulando la RC.

La AMPK funciona como un sensor energético de la célula y se activa por medio del
cociente AMP/ATP (Kulkarni, 2015). Se ha reportado que el RSV es un activador
indirecto de la AMPK, pues inhibe a la ATP sintasa mitocondrial, lo que aumenta los
niveles de AMP (Kim, 2016). Se ha demostrado que la activacion de la AMPK por
AMP incrementa la concentracion de NAD* a través del aumento en la oxidacion de
lipidos, y por tanto aumenta la actividad de SIRT1 (Canto, 2010). La AMPK también
incrementa la biogénesis mitocondrial, esto es por el incremento en la funcién de
PGC-1a. En la Figura 9 se esquematiza una via alternativa que involucra a la PKA
y que se podria también contribuir a la acciéon del RSV (lineas punteadas)
(Sundaresan, 2011).
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Figura 9. Modelo propuesto para el resveratrol en la participacién de restriccion caldrica.
(Tomado de (Park, 2012)).
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2.3 Efecto protector del RSV contra el dafio causado por estrés

oxidante en cardiomiocitos

La propiedad antioxidante del RSV es importante ya que sus fenoles bioactivos
pueden interferir y evitar dafios causados por especies reactivas de oxigeno (ROS)
como el peréxido de hidrégeno (H202), el radical superéxido (0O%) y el radical
hidroxilo (HO") (Turan, 2012). El RSV incrementa la actividad de las enzimas
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) en la
linea celular cardiaca H9C2 (Turan, 2012) . Sin embargo, se ha demostrado que la
actividad enzimatica de GPX no se ve alterada por la exposicion a H202 en
cardiomiocitos de rata adulta (Movahed, 2012). También, en células H9C2 se ha
demostrado que el tratamiento con H20:2 incrementa el numero de células
apoptoticas y disminuye la actividad de SIRT1,3,4,7 las cuales son importantes en
las vias de supervivencia del cardiomiocito (Yu, 2009). Esta disminucién puede
explicarse por la reduccion de NAD* a NADH que causa el estrés oxidante e inhibe
la actividad de las sirtuinas (Alcendor R. R., 2004). Sin embargo, se ha probado que
el RSV puede activar rapidamente a SIRT1, 3, 4,7 y asi inhibir la apoptosis y eliminar
la actividad de caspasa-3 bajo condiciones de estrés oxidante en células HOC2 (Yu,
2009). También se ha demostrado que la sobreexpresion de SIRT1 inducida por el
RSV inhibe la generacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la relacion
gue tiene la biogénesis mitocondrial con SIRT1 (Li Y. Z., 2013). Otro estudio indica
gue el RSV disminuye el calcio intracelular para disminuir la apoptosis, inhibe la
actividad de caspasa 3 y conduce a un aumento en la expresion de Bcl-2 la cual es
una proteina anti-apoptotica, asi como a una baja en la expresion de Bax que es

una proteina pro-apoptotica, al igual que BIM (Shen, 2012).

SIRT1 puede desacetilar a p53, NFkB y otros factores de transcripcién. Su
sobreexpresion ha demostrado proteger al corazon del estrés a través de la
regulacion de la sintesis de antioxidantes y disminucion de radicales libres de
oxigeno y nitrégeno. Se ha reportado que una moderada expresion de SIRT1 (2.5-
7.5 veces por arriba de los niveles enddgenos) protegioé contra el incremento de la

hipertrofia cardiaca, apoptosis y la disfuncion cardiaca mientras que con niveles
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mayores a 12.5 veces de la expresiéon de SIRT1 se indujo dilatacion, hipertrofiay la
insuficiencia cardiaca (Dolinsky, 2011) (Juric, 2007). Un nivel bajo a moderado de
sobreexpresion de SIRT1 demostré la reduccion del tamafio del infarto y mejoré las
funciones cardiacas en un modelo de ratébn con infarto al miocardio. Estas
observaciones fortalecen la idea de que SIRT1 es una molécula que mejora el
crecimiento y resistencia de cardiomiocitos, asi como también, eleva la expresion
necesaria para ser controlada y asi obtener sus efectos deseados (Park, 2012). La
suplementacion de la dieta de ratas adultas por 14 dias con RSV ha mostrado
proteccion del corazén de los efectos perjudiciales de la hipertrofia cardiaca
(Sulaiman, 2010). Igualmente, la alimentaciéon con RSV mejora la funcion cardiaca

en raton diabético (Sundaresan, 2011).

Se ha demostrado que la actividad de SIRT1 como desacetilasa esta vinculada con
sus efectos benéficos sobre varias funciones celulares relacionadas con el
metabolismo energético. Se reportd que la region comprendida entre -260 y -70 pb
del promotor del gen Atp2a2 podria tener un papel importante en la disminucién de
la actividad transcripcional de ATP2A2 que se observo cuando los cardiomiocitos
fueron cultivados en medio de cultivo con alta glucosa. EI RSV tiene efectos
benéficos sobre la expresion disminuida de SERCA2 observada en la
cardiomiopatia diabética, aunque no se ha estudiado si ocurre a nivel transcripcional

y si es mediada por SIRT1 (Sundaresan, 2011).

En un trabajo realizado anteriormente en el laboratorio se investigd el efecto del
RSV en un modelo de ratén transgénico haplo-insuficiente o knock-out, al cual se
inactivé un alelo del gen Atp2a2, removiendo el promotor y los dos primeros exones,
los cuales eliminaron la expresion del gen mutante, con el fin de medir y comparar
la disminucién de la actividad de SERCAZ2 en la funcién cardiaca. Sin embargo, la
eliminacion total de la funcion de SERCA en animales homocigotos embrionarios
es letal, ya que la ruptura de una copia del gen Atp2a2 resulta una disminucion del
ARNmM de SERCA2 (~45%), proteina (~35%) y la captura de Ca?* en el RS (~35%)
(M Periasamy et al., 1999). Los ratones Atp2a2+/- (50% 129/Svj, 50% Black Swiss)
fueron cruzados para obtener los ratones wild-type y ratones knock-out ATP2A2+/-
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. En este trabajo fue administrada una dieta suplementada con RSV (100mg/kg
p.c./dia) por 90 dias a los ratones wild-type (WT) y los ratones knockout Atp2a2+/-
(KO) estudiando cuatro grupos: WT, KO, WT+RSV y KO+RSV. Se encontré que el
RSV mejor6 la expresion de ARNm de SERCAZ2a en cardiomiocitos de corazén de
raton WT (=22%) y KO (= 30%). Mientras que, en ratones KO alimentados con una
dieta normal se obtuvo una disminucion en la expresion de ARNm de SERCAZ2 de
=~ 40%. Estos resultados sugieren que el RSV tiene un efecto benéfico cuando la

expresion de ARNm de SERCA2a se ve disminuida (Guzman-Barcenas, 2013).

Con base en estos antecedentes, en este proyecto de tesis se propuso investigar el
efecto del RSV sobre la expresion de genes y proteinas que participan en la
respuesta contra el estrés oxidante, la apoptosis, y sobre la expresion de la bomba

de calcio SERCA2a en cardiomiocitos de ratas neonatas en cultivo.

3. HIPOTESIS.

El RSV protege del estrés oxidante a los cardiomiocitos mediante cambios en la
expresion de ARNm de SERCAZ2a, enzimas antioxidantes como son la superoxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), y de proteinas que participan en la apoptosis

como son Bcl-2 y BIM.

Péagina | 28



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Analizar los cambios que produce el RSV sobre la expresion del ARNm de
SERCAZ2a, SIRT1, SOD, CAT, Bcl-2 y BIM, bajo condiciones de estrés oxidante
generado por H202. De igual manera, analizar los cambios que produce el RSV
sobre la expresion de proteina de SERCA2, caspasa-3 y Bcl-2, bajo condiciones de

estrés oxidante generado por H20..
4.2 Objetivos especificos.

1. Comprobar el efecto del RSV en cardiomiocitos de rata neonata sobre la
expresion del ARNm de SERCAZ2a tratados con diferentes concentraciones
de RSV.

2. Cuantificar la expresion del ARNm de SERCA2a, SIRT1, CAT, SOD, BIMy
Bcl-2 en cardiomiocitos de rata neonata en cultivos tratados con diferentes
concentraciones de RSV.

3. Cuantificar la viabilidad celular de los cardiomiocitos de rata neonata en
cultivo tratados a diferentes concentraciones de H20: y tratados con/sin
RSV.

4. Cuantificar la expresiéon del ARNm de SERCAZ2a, SIRT1, CAT, SOD, BIMy
Bcl-2 en cardiomiocitos de rata neonata en cultivo sin tratamiento, tratados
con RSV, tratados con H202 y tratados con RSV y con Hz20z2.

5. Evaluar los niveles de las proteinas SERCA2, Caspasa-3 y Bcl-2, en
cardiomiocitos de rata neonata en cultivo sin tratamiento, tratados con RSV,

tratados con H20:2 y tratados con RSV y con H20..
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5. METODOLOGIA

5.1 Cultivo primario de cardiomiocitos y tratamiento.

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar Kyoto de 1 a 3 dias de edad. Todos los
procedimientos de sacrificio de los animales fueron realizados de acuerdo a las
regulaciones federales para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-062-
Z00-1999) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural en México
y con la aprobacion del comité de ética e investigacion de la Facultad de Medicina,
UNAM (FM/D1/122/2017).

5.1.1 Aislamiento y cultivo de cardiomiocitos ventriculares de ratas

neonatas

En condiciones asépticas, se fijaron las patas delanteras de la rata en una posicion
suave y se limpio el cuerpo con benzal. Las ratas fueron decapitadas mediante un
corte transversal desde el cuello hasta la altura del diafragma con una tijera
quirtrgica. Se levant6 el corazon fuera de la cavidad toracica, se retiraron las
auriculas y se transfirio rapidamente el resto del corazén a una solucidon
amortiguadora ADS 1X compuesto por las siguientes concentraciones finales: NaCl
116mM, Hepes 20mM (pH=7.4), NaH2PO4 1mM, Glucosa 5.5mM, KCl 5.4mM y
MgSO4 0.8mM. Después de la recoleccion de corazones se remueven las auriculas
y se fragmentan los ventriculos en solucion ADS para lavar el tejido (3 veces).
Posteriormente se centrifugan y se retira el sobrenadante. La digestion enzimatica
y la disociacion de los cardiomiocitos se llevé a cabo segun el protocolo
estandarizado en el laboratorio, el cual es una modificacibn de un protocolo

previamente reportado (Louch, 2011).

Para la digestién enzimatica se utilizdé pancreatina al 0.06% y colagenasa tipo Il al
0.03% adicionadas en ADS; se mantuvieron los tubos en agitacion constante por 15
minutos a 37°C. La disociacién de los ventriculos se realiz6 mecanicamente, se

centrifugaron para recuperar el sobrenadante y se agregé medio de cultivo
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Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) con 20% de suero fetal bovino (SFB)
a 4°C para inactivar la digestion enzimatica. Esta ultima fase se realiz6 por 4 veces
mas por 10 minutos cada una, seguidas de la disociacion. Posteriormente se
recuperé el total de células en DMEM + 20% SFB y se pasoé dicha suspension por
una malla de tela de aproximadamente 50 ym de diametro. Se centrifugd la
suspension celular recuperada a 800 rpm por 3 minutos a 20°C. Se desecho el
sobrenadante, se re-suspendié la pastilla en DMEM + 10% SFB como un ultimo

lavado y se centrifugd para eliminar el sobrenadante.

Por ultimo, los cardiomiocitos se cultivaron en medio DMEM que contiene 10%
(vol/vol) de suero fetal bovino (SFB), 1% (vol/vol) de penicilina-estreptomicina y 5-
bromo-2’deoxiuridina (5BrDu; 100 umol/L) para evitar el crecimiento de fibroblastos.
Se utilizaron cajas de cultivo celular tratadas con poli-D-lisina de 6 pozos, 12 pozos
y cajas Petri p60 dependiendo del protocolo que se iba a llevar a cabo. Se incubaron
a 37°C a una atmosfera de 96% Oz con 4% de CO2 a un pH de 7.3 - 7.4.

Se realizd un lavado para remover las células muertas que no habian logrado

adherirse al fondo de la placa 24 horas después del aislamiento de cardiomiocitos.

El SFB se utilizo al inicio del cultivo de los cardiomiocitos por un periodo de tiempo
de 24 a 48 horas aproximadamente para mejorar la adherencia de las células a las
placas, después de este tiempo se cambié de medio DME a medio OPTIMEM con
3% de SFB y 5-BrDU 0.1mM en todos los casos.

5.1.2 Tratamientos con resveratrol (RSV)y peréxido de hidrogeno (H202)

El RSV utilizado en este proyecto de investigacion fue de la marca comercial
Megaresveratrol® (Danbury, CT, USA), la cual certifica una pureza del 99% de
trans-resveratrol. EI RSV se disolvi6é en etanol absoluto, partiendo de una solucién
stock que contenia 10mg/mL etanol (43.8 mM). EI RSV se agrego directamente al
medio DME con SFB y 5BrDu en condiciones con poca luz debido a su

fotosensibilidad. Los controles consistieron en cultivos con medio DME y otro cultivo
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control con medio DME mas el vehiculo para corroborar que los efectos observados

se debieran exclusivamente al tratamiento de RSV.

El perdoxido de hidrogeno (H202) que se utilizo para generar estrés oxidante a las
células fue de grado farmacéutico con una concentracion del 3% (3 g de H20:2 por
cada 100 g de H20). Se diluy6 en agua bi-destilada estéril, partiendo de una solucién
stock 1:100 y se agreg0 directamente al medio OPTIMEM en condiciones con poca

luz debido a su fotosensibilidad.

El disefio experimental de los tratamientos del RSV y del H202 surgio de la siguiente

forma:

1. Se realiz6 una curva de concentraciones de RSV de 25, 50, 100, 150 y 200
UM por 24, 48 y 72 horas, donde se determind la concentracion final a utilizar.

2. Para demostrar el efecto protector del RSV en los cardiomiocitos de rata
neonata contra el estrés oxidante generado por H202, se definid que los
cardiomiocitos recibirian el tratamiento con RSV y posteriormente un
tratamiento con Hz202.

3. Los cardiomiocitos fueron tratados en presencia y ausencia de RSV (150 uM)
por 48 horas y posteriormente fueron expuestos a diferentes concentraciones
de H202 (10-100 pM) por 12 horas. Se tomaron fotos al término de los
tratamientos y se compararon. Se utilizé estaurosporina (STP) 4 uM por 12
horas como control positivo para induccion de apoptosis.

4. Posteriormente, se realizaron curvas de concentracion de H20:2 para la
cuantificacion de viabilidad celular. Las concentraciones que se utilizaron
fueron 100, 200, 300, 400 y 500 uM por 24 horas.

5. Considerando definidas las concentraciones a utilizar, se cuantifico la
viabilidad celular de los cardiomiocitos expuestos al tratamiento de RSV
seguido del tratamiento con H20:..

6. Con el objetivo de analizar el efecto del RSV y H202 en la expresion del
ARNmM y proteina se crearon seis grupos experimentales:

o Grupo Control: Cardiomiocitos sin tratamiento
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o Grupo Control + EtOH: Cardiomiocitos sin tratamiento (vehiculo=
etanol)

o Grupo A: Cardiomiocitos tratados con 150 yM RSV por 72 horas.

o Grupo B: Cardiomiocitos tratados con 100 uM de H202 por 24 horas.

o Grupo C: Cardiomiocitos tratados con 200 uM de H20: por 24 horas.

o Grupo D: Cardiomiocitos tratados con 150 yM RSV por 72 horas y
posteriormente 100 uM de H202 por 24 horas.

o Grupo E: Cardiomiocitos tratados con 150 yM RSV por 72 horas y
posteriormente 200 uM de H20:2 por 24 horas.

5.2  Extraccién de ARN total y cuantificacion de ARN mensajeros.

Se realizé la extraccion del ARN total del cultivo primario de cardiomiocitos usando
Trisure® (Bioline 38033) siguiendo el protocolo del fabricante que esta basado en
el método descrito por Chomczynski y Sacchi (Chomczynski, 1987). Se cuantificé la
concentracion de ARN total por espectrofotometria a una absorbancia de 260nm
con un equipo Nanodrop 2000®. Se determind un ARN total de buena calidad si la
relacion 280/260 nm era < 1.8. Por otra parte, para cerciorarse de que el ARN total
no sufrié degradacion alguna, se realiz6é una electroforesis en gel de agarosa al 1%
con formaldehido. Para analizar la expresion del ARNm de los genes de estudio, se
llevé a cabo la sintesis de ADNc por el método de la enzima transcriptasa reversa
de M-MLV (Invitrogen 28025-013), iniciando con 1 uyg de ARN total en un volumen
final de 20 L.
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5.3 Disefo de oligonucleétidos

Las secuencias de los oligonucleétidos se disefiaron con el software Primer-Blast

de NCBI. La Tabla 1 muestra las secuencias de los pares de oligonucleotidos que

se utilizaron para la cuantificacion de la expresion del ARNm.

Tabla 1. Disefio de las secuencias de oligonucleétidos.

# de acceso RT-PCR
ADNCc Genebank Oligonucleétido sentido Oligonucleétido antisentido tamafio
producto
SERCA2a 4847 — 5276 5 GGCTGATGGTGCTGAAAATCTC 3 5 CAATGTTTAGGAAGCGGTTACTCC 3 | 110 pb
SIRT 1 XM_006256146.2 5GGTCAGGCTGGTTTACAACG 3 5 TTT GAGGCCGGTTTGGCTTA 3 132 pb
B-actina V01217.1 5TTGGAGCAAACATCCCCCAAA 3' 5 TGCCGTGGATACTTGGAGTG 3 105 pb
Catalasa NM_012520.2 5’AGAGGAAACGCCTGTGTGAG 3' 5 TAGTCAGGGTGGACGTCAGT 3' 103 pb
SOD Cu-Zn X05634.1 5GTGGTGTGATTGGGATTGCC 3 SACAGTTTAATGGTTTGGTTTCTACAS | 101 pb
BIM NM_022612.1 5'GAGAAGGTGGACAATTGCAGC 3 5 GCTCCTGTCTTGCGATTCTGT 3 92 pb
Bcl-2 NM_016993.1 5TGGTGGACAACATCGCTCTG 3 5 AGTTCCACAAAGGCATCCCA 3 97 pb

5.4 RT-PCR en tiempo real.

Para cuantificar la abundancia relativa de los ARNm de interés, después de obtener
el ADNc se realiz6 una PCR tiempo real utilizando como marcado fluorescente
SYBR® Green en un termociclador Rotor-Gene®. Se lleva a cabo la activacion de
la Tag ADN polimerasa y desnaturalizacion del ADN a 95°C por 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de amplificacion los cuales consisten de 5 segundos a 95°C y 10
segundos a 60°C, finalizando con la determinacion de una curva de fusién desde
50°C a 95°C. Cada muestra se midié por triplicado obteniendo los datos de
amplificacion en escala logaritmica y se teniendo como resultado valores de Ct (ciclo
umbral o threshold), los cuales se fijan con una linea recta en el umbral de 0.02. La
normalizacion de los resultados se realizé utilizando la amplificacion de B-actina
como gen control. Se analizaron las gréficas resultantes de la amplificacion de las

muestras normalizadas con el control por el método AACt (Pfaffl, 2001).
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5.5 Cuantificacion de viabilidad celular.

Para la cuantificacion de viabilidad celular se utilizo el reactivo PrestoBlue®. Es un
método fluorescente que utiliza una solucién basada en resazurina, la cual es
inicialmente azul y sin valor intrinseco fluorescente. Esta solucion se reduce a
resorufina que cambia a un color rojo y con un alto valor fluorescente. El cambio se
mide por fluorescencia con una excitacién a 560/590nm y una absorbancia a 570

nm.

Se cultivaron cardiomiocitos de rata neonata en placas de 96 pozos y se llevaron a
cabo los tratamientos correspondientes. Al término de los tratamientos, se agrego
el reactivo en una relacion 1:10 y se incub6 a 37°C por un minimo de 30 min y un
maximo de 24 h para determinar el punto de mayor sensibilidad de deteccién. La
medicion de fluorescencia se realiz6 en un Multilabel Counter Victor 2 (Perkin
Elmer). Los valores mas altos de fluorescencia se correlacionan con mayor actividad

metabolica.
Para determinar el % de viabilidad celular se utiliz6 la siguiente ecuacion:

9% viabilidad celul absorbancia pozos problema 100
= *
o viabriigad cetutar absorbancia pozos control

5.6 Western blot

La proteina se extrajo de los cultivos de cardiomiocitos por el método de Trisure ®
y se cuantificé a 280nm con un equipo Nanodrop 2000®. Se desnaturalizo la
proteina, se separaron mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) en cantidades iguales (40 ug/carril) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Posteriormente, se bloquearon con 5% de leche
descremada en TBS-T por 2 horas a temperatura ambiente, las membranas fueron
incubadas toda la noche a 4° C con la dilucion del anticuerpo primario de la proteina
de interés (SERCA2 1:5000, Caspasa-3 1:1000, Bcl-2 1:1000 y Actina 1:5000),
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seguida de una incubacién con el anticuerpo secundario por 2 horas a temperatura
ambiente. Se uso un kit de deteccion por quimioluminiscencia y se obtuvo la imagen
del blot con un Li-Cor C-Digit ® Blot scanner. Se realiz6 la densitometria con el
software Image Studio Digits®. Se utilizaron los valores de B-actina como control

de carga de proteina.
5.7 Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + error estdndar. Las diferencias estadisticas de
los ensayos de viabilidad celular y de expresion génica y proteica fueron determinadas
mediante un analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba Dunnett (expresion
génica) o Bonferroni (VC y WB), utilizando un software especializado (GraphPad Prism
5). p<0.005 (***), p<0.01 (**), p<0.05 (*)
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6. RESULTADOS

6.1 EIRSVinduce el aumento de la expresion del ARNm de SERCAZ2a en

cardiomiocitos de rata neonata.

Con el objetivo de conocer el efecto que tiene el RSV en la expresion de ARNm de
SERCA2a y a su vez para establecer la concentracion de RSV 6ptima a usar en
este trabajo, se realizd una cinética dosis-respuesta. Se examino el curso temporal
a las 24, 48 y 72 horas, usando concentraciones de 25 yM a 200 uM de RSV. Se
observé que el RSV indujo un aumento sobre la expresion de SERCA2a y teniendo
un punto maximo de expresion génica a 150 uM de RSV a las 48 y 72 horas (Figura
10).

A las 24 horas se observo el maximo aumento de 1.7 veces a 100 uM en la
expresion de SERCA2a, a las 48 horas se obtuvo la maxima expresion de 1.5 veces
a 150 uM de RSV comparado con el control; y para el tratamiento por 72 horas se
observé una tendencia similar a la de la curva de 48 horas, obteniendo un maximo

aumento de de 1.75 veces a 150 uM.
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Figura 10. Curva de la concentracion de resveratrol [uM] a 24, 48 y 72 horas.

Para cada condicion de cada tiempo se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada
condicion se realiz6 por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicion). A cada muestra se le
cuantificé el Ct por triplicado del gen de estudio (SERCA2a) y del gen normalizador (GAPDH) mediante RT-
PCR. Los resultados mostrados son promedios del AACt +/- SEM. Se realizd6 una prueba de ANOVA y

posteriormente la prueba de Dunnett ***P<0.001 vs. Control
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6.2 El RSV protege la disminucién de la viabilidad celular causada

por el estrés oxidante en cultivo de cardiomiocitos de rata neonata.

Para entender el papel que tiene el RSV en la supervivencia de los cardiomiocitos
de rata neonata en cultivo se midi6 la viabilidad celular. Como se muestra en la
Figura 11 se cuantificé el porcentaje de viabilidad celular en los cardiomiocitos
tratados con H202 (100-500 uM) por 24 horas de exposicion y se encontré que a
mayor concentracion de H202fue menor el % de viabilidad celular. Para este trabajo
se buscé una concentracion de H202 que permitiera la disminucién de la viabilidad
celular y al mismo tiempo que permitiera tener la suficiente cantidad de células para
llevar a cabo la extraccion. La viabilidad celular a 100 yM fue de 37.4%; para las
siguientes concentraciones fue de 31.4%, 28.78%, 23.22% y 17.27%,

respectivamente.
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Figura 11. Determinacién de la viabilidad celular en cardiomiocitos después del tratamiento
con H20z2por 24 horas.

Se utilizaron placas de 96 pozos. Se realizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada
condicion se realizé 16 veces (16 pozos) en cada cultivo celular (n=48 por cada condicion). Se midio
absorbancia a 570 nm a cada muestra y se calculé el porcentaje de viabilidad celular. Los resultados
que se grafican son promedios de experimentos triplicados, +/- SEM. Se realiz6 una prueba de

ANOVA y posteriormente la prueba de Bonferroni ***P<0.001.
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En la Figura 12 se muestran los resultados del % de viabilidad celular en
cardiomiocitos tratados con RSV a 150 uM por 72 horas y posteriormente un
tratamiento con 100 y 200 uM de H20:2 por 24 horas. En esta grafica se puede
apreciar una disminucion significativa en los cuatro grupos de cardiomiocitos
tratados con H202; sin embargo los cardiomiocitos que recibieron un tratamiento con
RSV tuvieron mayor supervivencia. A 100 uM de Hz20:2 el % de viabilidad celular en
los cardiomiocitos no tratados con RSV disminuyd significativamente a 31.23% y en
los cardiomiocitos tratados con RSV disminuy6 significativamente a 49%. Mientras
qgue a 200 uM de H202 % de viabilidad celular se calculd en 24.2% para células no
tratadas y 49% para células tratadas con RSV. Estos resultados sugieren que el
RSV protege la viabilidad de los cardiomiocitos en un ambiente oxidante generado

por H20x2.
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Figura 12. Determinacion de la viabilidad celular en cardiomiocitos en ausencia y presencia de

RSV 150uM por 72 horas y posteriormente tratadas con H20z por 24 horas.

Se utilizaron placas de 96 pozos. Se realizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se realiz6 16

veces (16 pozos) en cada cultivo celular (n=48 por cada condicién). Primero se realizé el tratamiento con RSV segun la condicion

y posteriormente se trataron a los cardiomiocitos con H,O,. Se midi6é absorbancia a 570nm a cada muestra (cada pozo) y se

calculé el porcentaje de viabilidad celular (%VC). Los resultados que se grafican son promedios de experimentos triplicados, +/-

SEM. Se realiz6 una prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de Bonferroni ***P<0.001.
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6.3 Efecto del RSV en la apoptosis inducida por estrés oxidante en

cardiomiocitos de rata neonata.

En la Figura 13 se muestra los niveles de expresion de proteina de Bcl-2, enzima
gue participa en la via de sefalizacion de la apoptosis como una proteina anti-
apoptotica. Se observo que cuando las células son tratadas con RSV, la expresion
proteica se redujo a 48% con respecto al control. Mientras que cuando las células
son tratadas con H202 los niveles de proteina aumentaron alrededor de 150%
comparados con el grupo control. Cuando se tienen ambos tratamientos los niveles

de Bcl-2 disminuyeron a 52% y 57% con respecto al control.

Niveles de Expresion relativos
de proteina de Bcl-2

Figura 13. Efecto del resveratrol y H202en los niveles de proteina de Bcl-2.

Para cada condicion se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se realizo
por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). Primero se realiz6 el tratamiento con RSV
segun la condicién y posteriormente se trataron a los cardiomiocitos con H202. Se realiz6 una
electroforesis en gel y posteriormente se realiz6 Western blot de las muestras. Se detecto la union
antigeno-anticuerpo por quimioluminiscencia y se realiz6 la densitometria a las bandas de interés. El peso
molecular (PM) de Bcl-2 es 24 kDa; el PM de actina (proteina control) es 40kDa. Los resultados que se
grafican son promedios de experimentos duplicados, +/- SEM. Se realizd una prueba de ANOVA

y posteriormente la prueba de Bonferroni **P<0.001.
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En la Figura 14, se encuentran graficados los niveles de expresion de proteina de
caspasa-3. En el presente trabajo, se evaluaron las células tratadas con RSV donde
los niveles de proteina de caspasa-3 disminuyeron en 65%, de manera que, los
cardiomiocitos en condiciones normales no mostraron un cambio en los niveles de
caspasa-3. Entonces, cuando las células se encuentran bajo un tratamiento con
H202 se observa un aumento en los niveles de caspasa-3 y una disminucion en el

% de viabilidad celular.
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Figura 14. Efecto del resveratrol y H202en los niveles de proteina de caspasa-3.

Para cada condicién se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se
realizd6 por duplicado en cada cultivo celular(n=6 por cada condicién). Primero se realiz6 el
tratamiento con RSV segun la condicién y posteriormente se trataron a los cardiomiocitos con H2Ox.
Se realizé una electroforesis en gel y posteriormente se realizd6 Western blot de las muestras. Se
detectd la unién antigeno-anticuerpo por quimioluminiscencia y se realiz6 la densitometria a las
bandas de interés. El PM de cleaved caspasa-3 (activa) es 17 kDa; el PM de actina (proteina control)
es 40kDa. Los resultados que se grafican son promedios de experimentos duplicados, +/- SEM. Se
realiz6 una prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de Bonferroni **P<0.005 y *P>0.05
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Interesantemente, cuando los cardiomiocitos se tratan con H202 se observa un
aumento de la expresion proteica de caspasa-3 de 1.47 veces para los
cardiomiocitos tratados con 100 yM de H202 por 24 horas y de 1.35 veces para los
cardiomiocitos tratados con 200 yM de H202 por 24 horas. El tratamiento con RSV
impide que el H202 aumente los niveles de proteina de caspasa-3; en los
cardiomiocitos tratados con 150 uM RSV por 72 horas y posteriormente 100 uM de
H202 por 24 horas, se observo con una prevencién del aumento de caspasa-3
comparado con los cardiomiocitos tratados con 100 yM de H20:2 por 24 horas, al
igual que en los cardiomiocitos tratados con 150 yM RSV por 72 horas y

posteriormente 200 uM de H202 por 24 horas

6.4 Efecto del RSV y H202en la expresion de los genes de estudio en

cardiomiocitos de rata neonata en cultivo.

Una vez elegidas las condiciones experimentales para el estudio del efecto del RSV
y del H202 en cardiomiocitos de rata neonata en cultivo, se cuantifico la expresion
del ARNm de SERCA2a, SIRT1, CAT, SOD, BIM y Bcl-2. En la Figura 15, se
muestran los niveles relativos del ARNm de SERCA2a, donde se encontré que el
tratamiento con RSV aumenta 2 veces la expresién génica de SERCAZ2a. El
estimulo con 100 yM de H20: por 24 horas no mostré cambios en la expresion de
SERCA2a, aunque el estimulo con 200 uM de H202 por 24 horas disminuyé la
expresion de SERCA2a 28%. La combinacion del pre-tratamiento con RSV seguida

del estimulo con H20: previno dicha disminucion.
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Figura 15. Efecto del resveratrol y H20z2en la expresién del ARNm de SERCAZ2a.

Para cada condicion se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicién se
realiz6 por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). A cada muestra se le cuantificé
el Ct por triplicado del gen de estudio (SERCA?2a) y del gen normalizador (S8-actina) mediante RT-PCR.
Los resultados mostrados son promedios del AACt +/- SEM. Se realizé una prueba de ANOVA y

posteriormente la prueba de Dunnett ***P<0.001 vs. Control
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En la Figura 16 se muestran los cambios en la expresiéon de ARNm de SIRT1. En
los cardiomiocitos tratados con RSV la expresion de SIRT1 aumentdé 3 veces
comparado con el grupo control. El tratamiento con 100 y 200 uM de H20:2 no alteré
los niveles de expresion de SIRT1. El pre-tratamiento con RSV seguido de la
exposicon a H202 mantuvo niveles elevados de SIRT1 con respecto al control

manteniendo sus efectos benéficos en los cardiomiocitos.
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Figura 16. Efecto del resveratrol y del H202en la expresién del ARNm de SIRT1.

Para cada condicion se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se
realiz6 por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). A cada muestra se le cuantificd
el Ct por triplicado del gen de estudio (SIRT1) y del gen normalizador (-actina) mediante RT-PCR. La
expresion de SIRT1 aumenté 2.97 veces con [150 uM RSV], sin embargo no se mostré una diferencia
en la expresion con el tratamiento de H202. Por otra parte, el tratamiento con RSV y posteriormente el
tratamiento con H202 aumenta la expresion de SIRT1. Los resultados mostrados son promedios del
AACt +/- SEM. Se realiz6 una prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de Dunnett **P<0.001

vs. Control
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Debido a que los mecanismos moleculares subyacentes a la induccion de enzimas
antioxidantes no han sido bien determinados, en este trabajo se analiz6 el ARNm
de las enzimas antioxidantes CAT y SOD (Figuras 17 y 18). La expresion de ambas
enzimas aumento con el tratamiento con RSV; para CAT el aumento fue de 3.3
veces y para SOD el aumento fue de 1.74 veces, comparado con el control,
respectivamente. La exposicion a H202 no alter6 la expresion de CAT y SOD.
Cuando los cardiomiocitos fueron pre-tratados con RSV, el H202 no disminuyé su

expresion significativamente.
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Figura 17. Efecto del resveratrol y H2Oz2en la expresion del ARNm de CAT.

Para cada condicion se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion
se realizd por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). A cada muestra se le
cuantificé el Ct por triplicado del gen de estudio (CAT) y del gen normalizador (8-actina) mediante
RT-PCR. La expresion de CAT aumenté 3.3 veces con [150 yM RSV], sin embargo no se mostré
una diferencia en la expresion con el tratamiento de H20.. Por otra parte, el tratamiento con RSV y
posteriormente el tratamiento con H202 aumenta la expresion de CAT. Los resultados mostrados
son promedios del AACt +/- SEM. Se realiz6 una prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de
Dunnett ***P<0.001 vs. Control
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Figura 18. Efecto del resveratrol y H202en la expresion del ARNm de SOD.

Para cada condicién se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicién
se realizd por duplicado en cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). A cada muestra se le
cuantifico el Ct por triplicado del gen de estudio (SOD) y del gen normalizador (8-actina) mediante
RT-PCR. La expresion de SOD aument6 1.74 veces con [150 yM RSV], sin embargo no se mostré
una diferencia en la expresién con el tratamiento de H202. Por otra parte, el tratamiento con RSV y
posteriormente el tratamiento con H202 aumenta la expresion de SOD. Los resultados mostrados
son promedios del AACt +/- SEM. Se realizé una prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de

Dunnett ***P<0.001 vs. Control

El analisis del ARNm de las proteinas pro y anti-apoptoticas, BIM (Figura 19) y Bcl-
2 (Figura 20), revel6 un aumento a 150 yM de RSV. La expresion de BIM aumentd
1.65 veces con respecto al control y Bcl-2 aumentd 1.66 veces con respecto al
control. La exposicién a H202 no alter6 la expresion de BIM y Bcl-2. Cuando los
cardiomiocitos fueron pre-tratados con RSV, el H202 no disminuyé su expresion

significativamente, manteniéndose niveles elevados con respecto al control.

Péagina | 46



3.0n
**k%
2.59
e
<5 20 el
Q N
22 15 s
\%;
8@ 101
S8
L 0.5+
0.0 - B
\ ~\ v v v v
& F E TP
S ¢ & & S
S I SN
< s &
E &
S
NN

Figura 19. Efecto del resveratrol y H202en la expresion del ARNm de BIM.
Para cada condicién se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se realiz6 por duplicado en
cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). A cada muestra se le cuantificé el Ct por triplicado del gen de estudio (BIM) y del

gen normalizador (B-actina) mediante RT-PCR. Los resultados mostrados son promedios del AACt +/- SEM. Se realiz6 una

prueba de ANOVA y posteriormente la prueba de Dunnett ***P<0.001 vs. Control
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Figura 20. Efecto del RSV y H20zen la expresion del ARNm de Bcl-2.

Para cada condicion se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicion se realiz6 por duplicado en
cada cultivo celular (n=6 por cada condicion). A cada muestra se le cuantificé el Ct por triplicado del gen de estudio (Bcl-2) y del
gen normalizador (B-actina) mediante RT-PCR. Los resultados mostrados son promedios del AACt +/- SEM. Se realiz6 una prueba

de ANOVA vy posteriormente la prueba de Dunnett ***P<0.001 vs. Control
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6.5 Efecto del RSV y H>02sobre los niveles de proteina de SERCA2a

en cardiomiocitos de rata neonata en cultivo.

En la Figura 21 se observa el nivel de expresion proteica de SERCA2a. El
tratamiento de los cardiomiocitos con RSV aumento (20-30%) la abundancia de
proteina de SERCAZ2a. En contraste, el tratamiento de los cardiomiocitos con H202
disminuyo casi 50% los niveles de proteina de SERCA2a. Asimismo, el aumento en
los niveles de SERCAZ2a se mantuvo cuando los cardiomiocitos fueron pre-tratados

con RSV y luego expuestas a H20:.

Estudios anteriores han demostrado que el RSV restablece la expresion génica y
mejora la funcion cardiaca en ratones con cardiomiopatia diabética (Sulaiman et
al., 2010). En este trabajo se demostré que el tratamiento con RSV protege a los
cardiomiocitos de la disminucion de la expresién génica y los niveles de proteina de
SERCA2a causado por estrés oxidante inducido por H202. Este resultado
concuerda con los modelos experimentales en cardiomiocitos de corazones con

cardiomiopatia diabética y dafio por I/R.
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Figura 21. Efecto del RSV y H202en los niveles de proteina de SERCAZ2a.

Para cada condicién se utilizaron 3 cultivos celulares diferentes e independientes. Cada condicién se realizé por duplicado en
cada cultivo celular (n=6 por cada condicién). Primero se realiz6 el tratamiento con RSV segun la condicién y posteriormente
se trataron a los cardiomiocitos con H,O,. Se realiz6 una electroforesis en gel y posteriormente se realiz6 Western blot de las
muestras. Se detecto la union antigeno-anticuerpo por quimioluminiscenciay se realiz6 la densitometria a las bandas de interés.
El PM de SERCAZ2 es 110kDa; el PM de actina (proteina control) es 40kDa. Los resultados que se grafican son promedios de
experimentos duplicados, +/- SEM. ANOVA, prueba de Bonferroni **P<0.01 y *P>0.05.
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7. DISCUSION

El estrés oxidante en los cardiomiocitos juega un papel importante en la patogénesis
de insuficiencia cardiaca y del dafo por I/R. Se ha demostrado por muchos grupos
de investigacién, que en pacientes con hipertrofia cardiaca severa y con
insuficiencia cardiaca existe una disminucion del 50-60% en la expresién de
SERCA2a y su funcion. Ademas de modificar la expresiéon del gen, se ha
demostrado una reduccion del 50% en la recaptacion del Ca?* en muestras de tejido
del ventriculo derecho (Stammers et al.,, 2015). En un estudio realizado por
Koitabashi en el 2005 se demostré por Northern blot que el tratamiento con H202
disminuye al 50% la expresion de ARNm de SERCA2a en cardiomiocitos
(Koitabashi et al., 2005). Sin embargo, no se han realizado estudios buscando

tratamientos que puedan proteger a los cardiomiocitos de estos dafios celulares.

El Resveratrol (RSV) es un antioxidante que ha sido considerado como un
suplemento para los tratamientos de las enfermedades cardiovasculares (Conti,
2016). Cabe mencionar que en investigaciones anteriores han utilizado diversas
administraciones a concentraciones micromolares de resveratrol, sin embargo, el
tratamiento de RSV a largo plazo mejora la funcion cardiaca in vivo, previene contra
el dafio oxidante y reduce la apoptosis en corazon diabético de ratén (Sulaiman et
al., 2010; Wang et al., 2014).

De acuerdo con Sulaiman en el 2010, el tratamiento con RSV por tres meses mejora
la expresion génica de SERCA2a en corazon de ratones con diabetes inducida con
estreptozotocina (STZ). En ese estudio encontraron que la disminucién del ARNm
de SERCAZ2a causada por la STZ fue de 7 veces comparado con el control. Mientras
gue, los corazones de ratones que fueron alimentados con RSV y tratados con STZ
simultdneamente, no presentaron esa disminucion y la expresion de SERCAZ2a fue

muy parecida al control (Sulaiman et al., 2010).

A pesar de que en ese estudio se utilizé un modelo in vivo, el aumento en la
expresion del ARNm de SERCA2a en el modelo in vitro que se utiliz6 en este

proyecto es bastante similar. Por otra parte Vahtola, Li y Alcendor (Dolinsky & Dyck,
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2011) encontraron que en un rango de 2.5-7.5 veces mas que los niveles endégenos
de la expresion de SIRT1, existe una proteccion contra el incremento de la
hipertrofia cardiaca, apoptosis y la disfuncién cardiaca; mientras que 12.5 veces
mas de la expresion de SIRT1 induce dilatacion, hipertrofia y la insuficiencia
cardiaca (Alcendor et al., 2007; L. Li et al., 2009; Vahtola et al., 2008).

Se ha demostrado que el RSV restablece la expresion génica de SERCA2a y de la
funcion cardiaca en ratones con diabetes inducida por STZ y se ha sugerido que
puede ser mediante la activacion directa de SIRT1 (Stammers et al., 2015; Sulaiman
et al., 2010). SIRT1 esta implicado en varias funciones celulares como la activacion
y el silenciamiento de genes, el control del ciclo celular, la apoptosis y la estabilidad
de la homeostasis celular. Se ha demostrado que la sobre-expresion de SIRT1
inducida por el RSV protege a los cardiomiocitos de dafio celular y de la apoptosis

inducido por estrés oxidante (Gorski, Glaves, Vangheluwe, & Young, 2013).

Por ejemplo, de una baja a moderada sobreexpresion de SIRT1 (2.5-7 veces) en
corazones de ratones transgénicos disminuye la hipertrofia cardiaca generada por
la edad, apoptosis/fibrosis, insuficiencia cardiaca y expresion de los marcadores de
senescencia (Juric et al., 2007). Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo pertenecen a un nivel bajo de sobre-expresion de SIRT1 (menor a 2.5 veces)
y se ha demostrado que a estos valores de sobre-expresién disminuye el tamafio
del infarto y mejora la funcién cardiaca en un modelo de raton de infarto de
miocardio. Mientras que, una expresion elevada de SIRT1 de 12.5 veces 0 mas se

induce dilatacion, hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Dolinsky & Dyck, 2011).

Estos resultados fortalecen la idea de que SIRT1 es una molécula pro-crecimiento
y pro-supervivencia de cardiomiocitos y su expresion necesita ser controlada
estrictamente para obtener los efectos deseables (Yu, 2009) (Sundaresan, 2011)
(Zhang, 2011) (Tennen, 2012) (Park, 2012).

Si bien es sabido que el RSV previene la disminucion de la actividad enzimatica de

CAT y SOD ocasionada por estrés oxidante en cultivos primario de cardiomiocitos
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de rata neonata y adulta (Guo et al., 2015; Movahed et al., 2012), aun no ha sido
reportado el efecto del RSV sobre el mecanismo molecular de estas proteinas.
Asimismo, en modelos in vivo se ha demostrado que el RSV aumenta la actividad
de las enzimas antioxidantes CAT y SOD, las cuales son de gran importancia en la
protecciéon del dafio causado por EROs en cardiomiocitos. (Kavas, Ayral, & Elhan,
2013; Tse, Yan, Chan, Tian, & Huang, 2016)

A pesar de que el RSV es un compuesto polifendlico, sus efectos antioxidantes
directos son bastante pobres. Se ha determinado que el RSV es menos potente que
otros antioxidantes bien establecidos como el ascorbato o la cisteina. Es por esto,
que los efectos protectores del RSV contra el dafio oxidante son atribuidos a la
regulacion e induccion positiva de los antioxidantes celulares endoégenos, en lugar
de una eliminacion directa de las ERO. Se ha demostrado que el RSV induce la
expresion de las tres principales enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx en tejidos
(H. Li, Xia, & Forstermann, 2012). La SOD1 (Cu/Zn-SOD) fue la isoforma que se
analizé en este trabajo ya que se expresa en tejido cardiaco. Se ha investigado que
el RSV disminuye el estrés oxidante mejorando la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD1 y CAT en cardiomiocitos de rata adulta tratadas con H202y con
alta glucosa. Sin embargo, la actividad de GPX no se vio modificada en los
cardiomiocitos tratados con H202. Es importante mencionar que el RSV no aumenté
la actividad de SOD y CAT en los cardiomiocitos control de rata adulta (Guo et al.,
2015; Movahed et al., 2012). También se ha demostrado que la sobre-expresion de
CAT peroxisomal que se encuentra en el sarcoplasma previene el dafio oxidante y
la inhibicién de SERCAZ2 en corazon de ratén (Qin et al., 2014).

Bcl-2 y BIM son proteinas que participan en la via de la apoptosis y son miembros
la familia Bcl-2 las cuales son de gran interés por su relacién con la via de
sefalizaciéon por Ca?* (Ureshino, Rocha, Lopes, Bincoletto, & Smaili, 2014). Bcl-2
es una proteina anti-apoptotica y participa en varias enfermedades cardiacas
evitando que exista un equilibrio entre las células sobrevivientes y las células
apoptoticas (Lin et al., 2016). Sin embargo, Shen en 2012 demostré que el RSV

aumenta la expresion de Bcl-2 en cardiomiocitos con dafio de isquemia/reperfusion
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(I/R). De igual manera, Ma en 1999 concluyd que la sobreexpresion de Bcl-2 inhibe
la apoptosis generada por la reduccién de Ca?* en el RS en la linea celular de rifién
COS-1 (Ma et al., 1999).

En estudios anteriores se ha demostrado que el RSV posee efectos anti apoptéticos
en los cardiomiocitos debido a la regulacién de la expresion de proteinas que
participan en la via apoptética como la familia Bcl-2 (Shen et al., 2012; Q. Xu & Si,
2012). En el RS, se ha reportado que Bcl-2 interactia con el IPsR y reduce la
liberacién del Ca?*, mientras que, otros estudios han indicado que Bcl-2 puede
incrementar, reducir o no tener efecto en la concentracion de Ca?* del RS. También,
se ha demostrado que las alteraciones de Bcl-2 pueden estar relacionadas
directamente con el estrés oxidante. Esto se debe a que el incremento en la
produccion de ERO puede causar una disminucion en los niveles de Bcl-2. Sin
embargo, se ha demostrado que existe una correlacién entre una gran produccion
de ERO vy la disminucién de Bcl-2 con el aumento de la actividad de enzimas
antioxidantes (Ureshino et al., 2014). También se ha propuesto que Bcl-2 previene
el dafio oxidativo disminuyendo la liberaciéon de Ca?* del RS y asi evitar la apoptosis
(Bonneau et al., 2013).

Por otro lado, BIM es una es una de las proteinas reguladoras de la apoptosis en
cardiomiocitos y su expresion puede estar regulada por mecanismos

transcripcionales y post-transcripcionales (Ureshino et al., 2014; Y. Xu et al., 2016).

BIM participa en la regulaciéon de la induccién de la apoptosis que puede ser
estimulada en los cardiomiocitos por estrés H/R (Hipoxia/re-oxigenacion), por dafio
de I/R, salida de suero y exposicion a glucocorticoides. El silenciamiento de BIM en
cardiomiocitos es de gran importancia debido a que disminuye significativamente la
apoptosis inducida por ausencia de glucosa y oxigeno (Y. Xu et al., 2016). Con
respecto a la relacion entre el RSV y BIM, se ha demostrado que la expresion de
BIM se considero casi nula comparado con el grupo control y la expresion de Bcl-2
aumento un 75% en musculo esquelético en ratones de edad avanzada con dieta
suplementada con RSV (Sin et al., 2015).

Péagina | 52



En un estudio realizado por Shen, Wu y Zhao en el 2012 demostraron que la
disminucién de la viabilidad celular en un modelo de cultivo primario de
cardiomiocitos de ratas neonatas con dafio de isquemia/reperfusion (I/R) fue =35.7
%, mientras que, las células con dafio I/R y tratadas con RSV obtuvieron una
viabilidad celular de = 87.8% (Shen et al., 2012). Hay que recordar que el dafio I/R
es un proceso complicado que involucra varios mecanismos como la sobrecarga de
Ca?* o la generacion de EROs que contribuyen a la muerte celular. Sin embargo, la
respuesta del RSV en la viabilidad celular es muy similar en el dafio causado por

H202 como en el dafio por I/R.

Existen antecedentes en los que se han encontrado hallazgos parecidos en la
viabilidad celular en modelos celulares semejantes al de este proyecto. Movahed en
el 2012 demostro que el pre tratamiento de 30 yM con RSV por 30 minutos a en
cardiomiocitos de rata adulta aumentd el porcentaje de supervivencia (= 50%)
después de un tratamiento de H202 por 30 minutos (= 30%) (Movahed et al., 2012).
Del mismo modo, Wei Yu en el 2009 demostré mediante una curva temporal que el
RSV (pre-tratamiento con 20 uM por 30 minutos) protege la viabilidad celular de las
células H9C2 contra la citotoxicidad inducida H202 (Yu et al., 2009).

Se ha demostrado que la caspasa-3 es una enzima clave en la fase de ejecucion
de la apoptosis en células de mamifero y es responsable de varias caracteristicas
morfologicas de la muerte celular. La caspasa-3 existe normalmente como una pro-
enzima inactiva, y solo cuando una seccion especifica de este péptido es
fragmentado se puede considerar activa la enzima. Las vias de sefalizacion que
permiten la muerte celular programada o apoptosis, inician con la activacion de
factores pro-apoptéticos, caspasas que inician la cascada de sefializacion

intracelular que conduce finalmente a la apoptosis (Shen et al., 2012).

Shen y su grupo de investigacion en el 2012, demostraron mediante un ensayo
enzimatico TUNEL y microscopia confocal de fluorescencia que en cardiomiocitos
con I/R se elevaba la actividad de caspasa-3. Por otra parte, el RSV protegi6 a las

células I/R tratadas inhibiendo la actividad de la caspasa-3 (Shen et al., 2012). En
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otro estudio realizado, encontraron que en una curva temporal de H202 a 150 uM
por 0,1,3,6, y 12 horas en cardiomiocitos, el corte de la caspasa-3 aumento
conforme al tiempo y que a las 6 y 12 horas se obtuvo la mayor actividad de
caspasa-3. Concluyeron que el tratamiento con H20:2 a largo plazo es proporcional
al aumento de la actividad de caspasa-3 y sucesivamente induce apoptosis (He et
al.,, 2014). Por otra parte Wei Yu en el 2009, concluyé que el RSV inhibe
significativamente la apoptosis y elimina la actividad de caspasa-3 en células H9C2

bajo condiciones de estrés oxidante generado por H202 (Yu et al., 2009).

La muerte celular generada por apoptosis en cardiomiocitos es responsable de la
remodelacion anatomica del miocardio que participa en diferentes procesos
patoldgicos (Yu et al., 2009). Sin embargo, para proteger al corazén el RSV reduce

la apoptosis causada por hipoxia o dafio por I/R (H. Zhang et al., 2010).

Se ha demostrado, que el RSV reduce el porcentaje de apoptosis en corazén
diabético sugiriendo una inhibicion de apoptosis por una posible mejoria del flujo
autofagico detectado por un ensayo TUNEL. El dafio oxidante genera la disminucién
de la actividad de SIRT1 y el dafio a la funcién autofagica. También sugieren que
SIRT1 es necesario para que el RSV pueda mejorar el flujo autofagico (Wang et al.,
2014).
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se identifico el efecto que tiene el RSV previniendo la
disminucién de la expresion génica y niveles de proteina de SERCA2a
causada por H202 en cardiomiocitos de rata neonata.

Se demostré que el RSV aumenta la expresion génica del regulador
transcripcional SIRT1, y de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, asi como
de proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2) y pro-apoptéticas (BIM) en
cardiomiocitos de rata neonata bajo condiciones de estrés oxidante generado
por H20:.

El RSV protege la viabilidad de los cardiomiocitos cultivados en un ambiente
oxidante generado por H20x.

El RSV disminuye la expresion de caspasa-3 activa en cardiomiocitos de rata
neonata y previene el aumento de la enzima observada bajo condiciones de

estrés oxidante generado por H20o.
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