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Abreviaturas

ADA Asociacion Americana de Diabetes
ATP Adenosin trifosfato

Ca? I6n calcio

Ca-CaM Complejo Ca?*-calmodulina

[Ca?]i Concentracion de Ca?* libre intracelular
[Ca**]re Concentracion de Ca?* contenido en el RE
CaM Calmodulina

Cav Canales voltaje-dependientes de Ca?*
CE Células endoteliales

CICR Liberacion de Ca®* inducida por Ca?*
CMLV Células de musculo liso vascular

CPA Acido ciclopiazénico

DAG Diacilglicerol

EE Error Estandar

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

Gq Proteina G(Qg-11

GLM Modelo lineal generalizado

GPCR Receptor acoplado a proteina G



1P2

1P3

IPsR

Kv2.1

LZDF

MLC

MLCK

MLCP

NCX

NFAT

Orai

ON

OZDF

PKA

PLC

PMCA

PSS

P2Y

P2X

ROCE

ROI

Inositol difosfato

Inositol 1,4,5-trisfosfato

Receptor-canal activado por inositol 1,4,5-trisfosfato
Canal voltaje-dependiente de Potasio 2.1

Lean Zucker Diabetic Fatty

Cadena ligera de la miosina

Cinasa de cadena ligera de la miosina

Enzima fosfatasa de cadena ligera de la miosina
Intercambiador Na*/Ca?*

Factor nuclear de células T activadas

Proteina-canal de Ca?* activado por la liberacion de Ca®
Oxido nitrico

Obese Zucker Diabetic Fatty

Proteina Cinasa A

Fosfolipasa C

Bomba ATP-asa de Ca?* de la membrana plasmatica
Solucién salina fisiologica

Receptor purinérgico metabotrdpico

Receptor purinérgico inotrépico

Entrada de Ca®* operada por receptor

Region de interés



RyR Receptor rianodinico

SERCA Bomba ATP-asa de Ca" del reticulo endoplasmico

SOC Canal Operado por almacenes intracelulares

SOCE Entrada de Ca®* operada por almacenes intracelulares
STIM Molécula de interaccion estromal.

TRPC Canales receptores de potencial transitorio

VIH Virus de inmunodeficiencia humana

ZDF Zucker Diabetic Fatty

0 Ca?* Ausencia de Ca®* extracelular



1. Resumen
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2), una enfermedad caracterizada por altos

niveles de glucosa producidos por la resistencia a la insulina, constituye el 90% de
los casos de diabetes mellitus en los seres humanos a nivel mundial. Ademas, la
DM2 aumenta de 2 a 3 veces el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares como hipertension o ateroesclerosis donde el funcionamiento de
las células de musculo liso vascular (CMLV), encargadas de regular el tono arterial
de los vasos sanguineos, podria estar comprometido. Muchas funciones de las
CMLYV, entre ellas la contraccion muscular, estan reguladas por la concentracion
de calcio (Ca?*) intracelular. Diversas investigaciones reportan que la DM2 genera
alteraciones en el manejo del Ca?* extracelular en CMLV, sin embargo, la mayor
parte de estos estudios han sido realizados en condiciones distintas a las
establecidas en esta tesis. Por lo tanto, la hipotesis propuesta en la presente tesis
es que la DM2 causa alteraciones en la homeostasis de la [Ca?']i en CMLV
aisladas de aorta de ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF). La cepa ZDF es un modelo
animal que desarrolla obesidad y DM2, util debido a su similitud con el cuadro
clinico presentado por los pacientes humanos. Las ratas ZDF fueron agrupadas de
acuerdo a parametros morfométricos y metabdlicos en: LZDF (control-delgadas) y
OZDF (diabéticas-obesas). Se diseccion6 la aorta abdominal y las CMLV se
aislaron enzimaticamente, posteriormente fueron incubadas con el indicador de
Ca?* Fura-2/AM y por medio de microscopia de epifluorescencia evaluamos la
sefial de Ca?* intracelular inducida por distintos agonistas vasoactivos (ATP,
cafeina, KCl y CPA) que incrementan la liberacién/entrada de Ca?* por medio de
diferentes mecanismos. Utilizando herramientas farmacolégicas evaluamos las
alteraciones causadas por la DM2 sobre la actividad de los mecanismos que
regulan la concentraciéon de Ca?* intracelular en las CMLV (SERCA, NCX y
PMCA). Nuestros resultados demuestran que la DM2 causa una desensibilizacion
de la sefial de Ca?* evocada por cafeina y ATP en presencia de Ca?* extracelular,
un incremento en la actividad de la SERCA y disminucién de la actividad del NCX.
En conjunto estos resultados confirman que la DM2 causa alteraciones en la

homeostasis del Ca?* intracelular en CMLV.
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2. Introduccion

2.1.Diabetes Mellitus
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad heterogénea comprendida por

distintos factores genéticos y ambientales que conllevan a la perdida de células 3
del pancreas manifestandose clinicamente con altos niveles de glucosa sanguinea
(American Diabetes Association (ADA), 2017). El alcance de esta enfermedad se
exhibe desde edades tempranas, como la adolescencia o la nifiez, hasta la edad
avanzada (Agirbasli et al., 2015). En el mundo hay mas de 422 millones de
personas con DM (Zhou et al., 2016) mientras que en México hay mas de 11,5
millones de pacientes que padecen esta enfermedad (International Diabetes
Federation, 2013). Se estima que en el 2015 los gastos para tratar y prevenir la
DM oscilaron entre los 673,000 y 1,197,000 millones de délares (International
Diabetes Federation, 2013). Otro elemento importante a resaltar es la complejidad
del diagndstico y tratamiento que presentan los pacientes con DM ya que estan
sujetos a la amplia variabilidad biolégica predeterminada por factores étnicos y
epigenéticos (Menke et al., 2014). A continuacion se anexa una tabla con los

parametros anunciados por la ADA para el diagndstico de la DM.

. _ Pardmetros Pardmetros
Prueba de diagnéstico
normales en DM
A1C (Hemoglobina glucosilada) <5.6% 26.5%
Prueba de tolerancia a la glucosa oral
(medicion posterior a las dos horas de <140 md/dL 2200 mg/dL
ingesta de 75 gramos de glucosa)
Glucosa plasmética en ayuno
80— 100 mg/dL 2126 mg/dL
(ayuno de 8 horas)
Glucosa plasmatica casual =200 mg/dL

Tabla . Criterios de la ADA para el diagndstico de la DM

Dado que la DM es considerada como una enfermedad multicausal (Guire &

Marx, 2015) se ha propuesto clasificarla de la siguiente manera:




DM tipo | (insulinodependiente) (DM1). Trastorno crénico caracteristico
por surgir desde la nifiez y causada por la destruccion autoinmune de las
células B ubicadas en los islotes de Langerhans dentro del pancreas, lo
gue conlleva a la baja o nula produccion de insulina (Li, Cheng, & Zhou,
2016).

DM gestacional. Generada durante el embarazo y originado a partir de
cambios fisicos y endocrinos importantes que pueden originar un estado
diabetogénico que lleva a la resistencia de insulina (Mottola & Artal, 2016).
Otras variantes de DM. Generadas de forma quimica a causa de la
administracion de farmacos antipsicéticos o retrovirales (por ejemplo,
terapia contra VIH); también puede originarse por el desarrollo de
trastornos pancreéticos (Guire & Marx, 2015).

DM tipo Il (DM2). Provocada por la resistencia a la insulina y caracterizada
por la pérdida progresiva en la produccién de insulina por parte de las
células B del pancreas (American Diabetes Association (ADA), 2017). Es el
tipo de diabetes con mayor prevalencia a nivel mundial (Zimmet et. al,
2016).

2.1.1. Diabetes Mellitus tipo 2
Actualmente se sabe que el 90-95% de los casos de DM se concentra en la

DM2 (American Diabetes Association (ADA), 2017) y se estima que en México

mas del 15% de la poblacién tiene diabetes, lo que lo convierte en el pais nimero

uno con esta enfermedad (Indicators, 2017). La DM2, denominada también como

no insulinodependiente, es aquella en la que los pacientes generan resistencia a la

insulina y ocasionalmente deficiencia en la produccion de esta hormona (American

Diabetes Association (ADA), 2017). Los pacientes que tienden a generar esta

patologia pueden llegar a presentar disfuncion de las células [-pancreaticas,

causando la progresiva pérdida en la produccion de insulina.

El cuadro clinico que genera la DM2 es amplio, ya que impacta en distintos

sistemas del cuerpo, como el renal, nervioso y cardiovascular, entre otros. Algunas

de las afectaciones que puede provocar la DM2 son: nefropatias, neuropatias,
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retinopatias, ulceras en extremidades inferiores y alteraciones en el sistema
cardiovascular, como la enfermedad vascular periférica, ateroesclerosis, infarto
agudo al miocardio e hipertension arterial (American Diabetes Association (ADA),
2017; Zhou et al., 2016).

3. Antecedentes

3.1. Antecedentes generales

3.1.1. Enfermedad vascular y Diabetes Mellitus

Existen diversas investigaciones epidemiolégicas que demuestran la
cercana asociacion entre la DM2 y el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (Tao et al., 2015). Uno de estos estudios es el de Framingham
(Framingham Heart Study), iniciado en 1948 por el servicio de Salud Publica de
Estados Unidos con el fin de determinar la epidemiologia y factores de riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares. Del estudio antes sefialado, en 1974 se
concluyé que la DM incrementa de 2 a 3 veces la probabilidad de padecer
enfermedades asociadas al sistema cardiovascular. Entre estas enfermedades
podemos encontrar a la cardiopatia coronaria, enfermedad cerebrovascular
(accidentes cerebrovasculares) y a la enfermedad vascular periférica (Donnell &
Elosua, 2008).

En la actualidad se sabe que las enfermedades cardiovasculares son
generadas a causa de alteraciones en la fisiologia del endotelio vascular
(Goligorsky, 2017). La oxidacién de &cidos grasos durante la ateroesclerosis, la
glucosilacion de proteinas, la respuesta inflamatoria desregulada, la baja
biodisponibilidad del 6xido nitrico (ON) y el incremento en los niveles de endotelina
son algunos de los factores que afectan la fisiologia del endotelio vascular ( Yang
et al.,, 2016). Sin embargo, muchas de estas alteraciones podrian no ser
exclusivas del endotelio ya que otros estudios en modelos animales mencionan
gue el funcionamiento de las células de musculo liso vascular (CMLV) podria estar

comprometido (Fernandez-velasco et al., 2014). También se ha demostrado
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experimentalmente que las alteraciones vasculares persisten incluso cuando el

endotelio esta ausente (Pinho et al., 2010).

A la fecha se han realizado un gran namero de investigaciones con la
finalidad de conocer los mecanismos moleculares precisos por los cuales la DM
causa las enfermedades cardiovasculares antes mencionadas. Muchas de estas
investigaciones se han realizado utilizando modelos animales que presentan

caracteristicas similares a las que presentan las personas diabéticas.

3.1.2. Modelos experimentales utilizados en el estudio de la Diabetes Mellitus

3.1.2.1. La cepa Zucker Diabetic Fatty como modelo animal de Diabetes
Mellitus tipo 2
Dado que la DM es una enfermedad multifactorial, han surgido diferentes

variantes de modelos animales para el estudio de la DM tipo | y tipo Il (Al-awar et
al., 2016a). Dentro de esta gama de modelos encontramos los que desarrollan
resistencia a la insulina (DM no insulinodependiente), y en algunos casos,
alteraciones en las células 3 del pancreas. En esta variedad de animales podemos
encontrar modelos obesos (poligénicos y monogénicos), no obesos (ratones KK,
rata OLEFT y ratones NZO), con obesidad inducida (prominente ingesta calérica),
alterados genéticamente (ratones hIAPP,) y otros modelos no roedores; como
gatos, primates, perros y porcinos (Al-awar et al.,, 2016b; Kitadaet al., 2016).
También se han establecido modelos monogénicos que presentan defectos en la
sefializacion de la leptina, hormona que disminuye el apetito por incrementar la
produccion de péptidos anorexinérgicos. Entre estos modelos animales
encontramos a los ratones Lep°°® |eprddd y |as ratas Zucker Diabetic Fatty
(ZDF) (Chatzigeorgiou et al., 2009; Etuk, 2010; King, 2012; Rees & Alcolado,
2005).

La cepa de ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF) es un modelo animal util para
el estudio de la DM2, caracterizado por tener una mutacion genética en el receptor
de leptina (gen fa) (Al-awar et al., 2016a; B. Wang et al., 2014). Esta cepa cuenta
con dos fenotipos distintos: las ratas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF),

heterocigota (fa/+) u homocigota (+/+), delgada y normo glucémica; y la rata
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Obese Zucker Diabetic Fatty (OZDF), homocigota (fa/fa), la cual desarrolla una
conducta hiperfagica que la lleva a desarrollar obesidad a partir de la tercera
semana de edad, siendo severa a las 5 semanas (B. Wang et al., 2014). La
concentracion de glucosa plasmatica en las ratas OZDF llega a incrementarse en
comparacion de su control a partir de la 73-92 semana (Shiota & Printz, 2012)
presentando diabetes entre las 8 a 10 semanas de edad (Katsuda et al., 2014). El
fenotipo OZDF muestra varias caracteristicas similares a las presentes en el
cuadro clinico de DM2 desarrollado en el humano, lo que justifica su uso en el
estudio de esta patologia (Shiota & Printz, 2012). Algunos de los signos
presentados por la cepa ZDF son los siguientes: dislipidemia, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, disfuncion de células B-pancreaticas, resistencia a la insulina,
hipertension arterial (Al-awar et al., 2016b; Kitada et al., 2016) y disfuncion
vascular (C. L. Oltman et al., 2008; C. Oltman et al., 2006). El uso de la cepa ZDF
ha sido ampliamente reportado en la bibliografia ya que es un modelo animal
utilizado en el estudio de los efectos de la obesidad, la sefializacion de la leptina y
la DM2 (B. Wang et al., 2014). Ademas, el estudio de los efectos de la DM2 sobre
la fisiologia del sistema cardiovascular en el modelo ZDF es amplio (T. Lu et al.,
2005, 2008; X. Lu et al., 2010; Marsh et al., 2007; Mizuno, Sada, Kato, & Koike,
2002; C. L. Oltman et al., 2008; C. Oltman et al., 2006; Siwy et al., 2012).

3.1.3. Sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular se encarga de distribuir distintos nutrientes, gases

disueltos, hormonas y otros factores que ayudan al correcto funcionamiento del
organismo. Este sistema esta integrado por: sangre, corazén y vasos sanguineos
(venas y arterias). Estos ultimos constituyen el sistema de conduccién de la

sangre (Boron & Boulpaep, 2017).

3.1.3.1.  Estructura de los vasos sanguineos
Las arterias y venas estan formadas principalmente por tres capas tisulares

(ver Figura 1):

® Tunica intima (capa interna): Esta compuesta por una monocapa de
células endoteliales (CE) que recubren la pared interna de los vasos
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sanguineos, la lamina basal del endotelio y tejido conectivo subendotelial.
Las funciones de las CE son diversas: actia como barrera semipermeable
en la modulacion del transporte transendotelial, regulan procesos
fisiologicos como la hemostasia, angiogénesis y el control del tono vascular
mediante la produccion de agentes vasorrelajantes (ej. oxido nitrico y
prostaciclinas) y/o vasocontrictores (ej. endotelina) (Mccarron et al., 2017).
Tlanica adventicia (capa externa): Esta ubicada en la pared externa de los
vasos sanguineos, conformada por tejido conjuntivo laxo, fibroblastos,
terminales nerviosas de origen simpatico y una red de pequefios vasos que
forman la vasculatura propia de las arterias y venas de mayor tamafo
denominada vasa vasorum. Las fibras de colageno y elastina conforman la
lamina elastica externa que divide a la tinica adventicia con su contigua, la
tunica media (Ritman & Lerman, 2007).

Tdnica media: Se encuentra justo en medio de las dos capas antes
mencionadas y se compone por proteinas de la matriz extracelular, como
coldgeno y elastina. Algunas de estas proteinas sirven como limite entre la
tunica media de la intima para formar la lamina eldstica interna, otras son
necesarias para mantener la estructura del vaso. En esta capa es donde se
encuentran las células de musculo liso vascular (CMLV) (Tonar et al.,
2015).
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Vasa vasorum ———

Lamina elastica externa
Adventicia

Musculo liso

Lamina elastica
interna

—— Tejido conectivo
subendotelial

Lamina basal variable
del endotelio

Luz
Endotelio de la tdnica intima

}Tunica intima

}Tﬂnica media

}Tunica adventicia

Figura 1. Estructura de los vasos sanguineos. Estructura general de la mayoria de los
vasos sanguineos. Imagen tomada de http://morfocitologia.blogspot.mx/2008/07/microscopia-

virtual-vasos_25.html

3.1.4. Funcion del misculo liso vascular
Las CMLV son alargadas, fusiformes y su funcién primordial es la

generacion de fuerza para producir contracciéon. La contraccion de las CMLV
regula el diametro de los vasos sanguineos y por consiguiente la resistencia
periférica, presion arterial y flujo sanguineo dentro de los 6rganos y tejidos segun
las demandas metabdlicas y fisiologicas del organismo (Creager et al., 2013). La
actividad de las CMLV esta modulada por estimulos de distintos tipos: estimulos
neurales, dada su inervacidon autonoma gobernada por terminales nerviosas
(varicosidades) liberadoras de neurotransmisores (noradrenalina, neuropéptido Y
o ATP); estimulos quimicos, que son afines a receptores sensibles a ligandos
circulantes del torrente sanguineo y generan cambios en la fisiologia interna de las

CMLYV por la activacion de distintas vias de sefalizacion (Bastin & Heximer, 2011;
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Kim et al., 2008; Mohrman, 2012); y estimulos fisicos, mediante la apertura de
canales mecano-sensibles producida por la presion arterial y deformaciones en la
membrana (Ji et al., 2002; Smani et al., 2015). Gracias al mecanismo de
contraccion generado por canales mecano-sensibles, las arterias son capaces de
generar el tono miogénico, control de la contraccion-relajaciéon dependiente de la
presion intraluminal del vaso sanguineo (Rhoades, 2013). Los estimulos ya
mencionados dan lugar al acople excitacién-contraccion que se explica a

continuacion.

3.1.4.1. Acople excitacién-contraccion en el miusculo liso vascular
El mecanismo molecular por el cual se inicia el proceso contractil en las

células musculares se conoce comunmente como “acople excitacién-contraccion”.
En el masculo liso vascular se han propuesto dos mecanismos para explicar el
acople excitacién-contraccion: uno es el acople electromecanico y el otro ha sido

denominado acople farmaco-mecanico (Rhoades, 2013).

3.1.4.1.1. Acople excitacion-contraccion fairmaco-mecanico
El acople farmaco-mecanico consiste en la activacion de la contraccion en

pequefias arterias y arteriolas a partir de la estimulacién de las CMLV por
diferentes moléculas vasoactivas como son neurotransmisores, hormonas,
sustancias derivadas del endotelio y metabolitos locales, con la finalidad de
asegurar un flujo sanguineo adecuado hacia los tejidos de acuerdo a sus
demandas metabdlicas. Las sustancias vasoactivas, ejercen su accion en las
CMLV causando un incremento en la concentracion de Ca?* libre intracelular
([Ca?*]) (S.A. Fisher, 2017).

En condiciones de reposo, es decir, en CMLV no estimuladas, la
concentracion de [Ca?*]i es de aproximadamente 100 nM (Marchand et al., 2012),
mientras que en reticulo endoplasmico (RE) y mitocondrias, los principales
almacenes de Ca?* intracelular, es de alrededor de 500 pM (Dupont & Croisier,
2010). Diversas moléculas vasoactivas (ligandos) tales como noradrenalina,
angiotensina Il, vasopresina, endotelina-1, y adenosin trifosfato (ATP), al unirse a

receptores especificos presentes en la membrana plasmatica de las CMLV
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(Amberg & Navedo, 2013; S A Fisher, 2010; Gonzalez-Cobos & Trebak, 2010)
causan un aumento de la [Ca?']i alcanzando valores entre 400 nM (Castro et al.,
1994) y 1 uM (Brock et al., 1985).

El mecanismo por el cual las sustancias vasoactivas causan el aumento de
la [Ca?']i se inicia cuando el agonista vasoactivo (ligando) se une a un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) (ver Figura 2) y activa a la proteina trimérica de
tipo Gag-11 (GQ), la cual incrementa a su vez, la actividad de la fosfolipasa C (PLC)
(Ghosh et al., 2017). La PLC hidroliza el fosfolipido de membrana, fosfatidilinositol
difosfato (IP2), produciendo diacilglicerol (DAG) y fosfatidilinositol trifosfato (IP3)
(van Breemen et al., 2013). EI DAG usualmente induce la apertura de canales
operados por receptor (de tipo TRPC) que median la entrada de Ca?" y en
ocasiones la de Na* para contribuir al proceso contractil (Gonzalez-Cobos &
Trebak, 2010). Algunas de las isoformas de los TRPC presentes en la CMLV son:
1, 3, 4,5y 6 (Gonzalez-Cobos & Trebak, 2010; Hill-eubanks et al., 2011; Trebak,
2012).

Por otro lado, el IP3 difunde hasta la membrana del RE y se une de manera
selectiva a los receptores sensibles a esta molécula (IPsR) presentes en la
membrana de este organelo, causando la apertura de estos canales. La apertura
de los IP3R, permite la liberacién de Ca?* almacenado en el RE hacia el citoplasma
con el consecuente aumento de la [Ca?']i (Amberg & Navedo, 2013). Los IPsR
encontrados en CMLV son tres (IPsR-I/ll/lll) y en todos ellos, en adicion a su
activacion por IP3, su probabilidad de apertura incrementa por una elevacién de la
[Ca?*]i (Tykocki, Boerman, & Jackson, 2017).

El aumento de la [Ca?*] causado por liberacion de Ca?* del RE a través de
los IP3R puede activar a los receptores ryanodinicos (RyR), canales de Ca?
presentes en la membrana del RE, lo que origina un proceso comun en las CMLV
denominado “liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR) (Abou-Saleh et al.,
2013; Althoff & Offermanns, 2015). Se sabe que son tres las isoformas (RyR 1-3)
gue se encuentran en CMLV pertenecientes a mamiferos. Los RyR en CMLV

pueden activarse por la aplicacién de cafeina 10 mM (Ghosh et al., 2017) y son
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bloqueados por el alcaloide ryanodina (Savoia et al., 2014) a una concentracion de
100 uM (Alexander et al., 2017).

Cuando la concentracion de Ca?* en el interior del RE disminuye, por
ejemplo, por la apertura de los IPsR y/o RyR, se activa un mecanismo conocido
como entrada de Ca?" dependiente de los almacenes intracelulares de Ca?* o
SOCE del inglés “store operated Ca?* entry”. La SOCE, comprende la interaccién
entre dos moléculas: la proteina STIM (Stromal Interaction Molecule) que se
encuentra en la membrana del RE y Orai, proteina presente en la membrana
plasmética que en forma de tetrdmeros forma los canales SOC (Putney, 2017) (ver
Figura 2). Cuando se reduce la concentracién de Ca?* dentro del RE, el Ca?* se
disocia de su sitio de unién en el extremo N-terminal de la proteina STIM (motivos
EF-hand) que es sensible al cation (Trebak, 2012), esto ocasiona que varias STIM
se agreguen en regiones de la membrana del RE conocidas como “puncta”. El
complejo “puncta” causa una deformacion de la membrana del RE que permite
que el agregado de proteinas STIM se aproximen a la membrana plasmaética
(Kuang et al., 2017; Spinelli & Trebak, 2015). De esta manera, el extremo C-
terminal citoplasmatico de STIM interacciona directamente con el dominio C-
terminal citosolico de tetrameros de Orai. El resultado es un reclutamiento de
tetrameros de Orai para formar canales de Ca?* activos (SOC) que median la
entrada de Ca?* a través de la membrana de las CMLV (Chaudhari & Ma, 2016).
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Figura 2. Mecanismos moleculares que participan en la regulacién de la [Ca?*]i en células de
musculo liso vascular. Receptor inotrépico purinérgico (P2X), canal de Ca?* voltaje-dependiente
(Cav), canal operado por almacenes intracelulares de Ca?* (SOC), canales i6nicos Receptores de
Potencial Transitorio (TRPC), receptor acoplado a proteina G (GPCR), fosfolipasa C (PLC),
diacilglicerol (DAG), fosfatidilinositol difosfato (IPz2), fosfatidilinositol trifosfato (IPs3), receptor a
fosfatidilinositol trifosfato (IPsR), proteina Gag-11 (Gq), ATP-asa de Ca?" de membrana plasmatica
(PMCA), intercambiador Na*/Ca?* (NCX), ATP-asa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA),

receptor rianodinico (RyR), liberacién de Ca?* inducida por Ca?* (CICR).

3.1.4.1.1.1. Receptor-canal purinérgico (P2X)
Entre las sustancias vasoactivas que activan la contraccién de las CMLV,

se encuentra el ATP, el cual actia sobre dos tipos de receptores: P2Y y P2X. Los
receptores P2Y son receptores acoplados a proteinas Gq y cuya via de
sefalizacion fue descrita en el apartado anterior. Por otra parte los receptores P2X
(ver Figura 2) son de tipo ionotrépico (receptor-canal), que al ser activados por
ATP permiten la entrada de Ca?* y Na* del medio extracelular (Gil & Mauban,
2017). Se ha reportado la expresion de los receptores punérgicos de tipo P2X en

CMLV, sin embargo su expresion difiere segun el tipo de arteria y especie animal,
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un ejemplo es el receptor P2X1, el cual se expresa en las CMLV provenientes de
aorta de rata (Burnstock, 2017; Erlinge & Burnstock, 2008).

Los cambios fisiolégicos que genera el ATP como ligando extracelular
pueden ser a corto y largo plazo: induciendo la contraccién de CMLV y/o por la
activacion de factores de transcripcion (Burnstock et al., 2016; Burnstock, 2017).
En el caso de los receptores P2X, se propone que su funcionamiento es primordial
durante el proceso contractil de las CMLV, ya que la apertura de estos canales

puede inducir la despolarizacién de la membrana (Erlinge & Burnstock, 2008).

3.1.4.1.2. Acople excitacion-contraccion electromecanico
En el acople electromecanico, la contraccion de CMLV es activada por un

incremento en la presion intraluminal del vaso, lo que causa la despolarizacion y
apertura de canales de Ca?* voltaje-dependiente (Cav), incrementando la entrada
de Ca?* para la contracciéon sostenida en pequefias arterias (Ghosh et al., 2017).
La contraccion vascular activada por la presion intraluminal se conoce como “tono
miogénico”, y es necesario para mantener un flujo sanguineo relativamente
constante incluso cuando hay variaciones en la presion arterial (Ghosh et al.,
2017; Martinsen et al., 2014).

3.1.4.1.2.1. Canales de Ca?* voltaje-dependiente (Cav)
En las CMLV, el acople electromecanico ocurre por un incremento de la

[Ca?*]i dado por la entrada de Ca?* desde el medio extracelular hacia el citoplasma
a través de dos diferentes tipos de canales idnicos sensibles a voltaje presentes
en la membrana celular. Los Cav (ver Figura 2) encontrados en CMLV de tipo L y
T incrementan su probabilidad de apertura cuando ocurre una despolarizacion de
la membrana, dando como resultado un influjo de Ca?* hacia el interior de la célula
(Tykocki et al., 2017).

3.1.5. El Ca?* intracelular como regulador de la actividad contractil del masculo
liso.
El incremento de la [Ca?*]i que se origina por los dos mecanismos antes

mencionados (acople electromecanico y farmaco-mecanico) desencadena la

contracciéon de las CMLV por medio de la asociacion de Ca?* con la proteina
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citoplasmatica, calmodulina (CaM) (Marchand et al., 2012). En la Figura 3 se

esquematiza la manera en la que el Ca?* inicia la contraccién en CMLV.
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Figura 3. Papel del Ca?* en la contraccién del miésculo liso. 4 iones de Ca?* se unen a la CaM
formando el complejo Ca2*-CaM el cual induce un cambio conformacional en la MLCK para
activarla. La MLCK fosforila la cadena reguladora de la miosina para activar a la miosina dimérica y

generar la contraccién del musculo liso. Imagen tomada de (Boron & Boulpaep, 2012).

El complejo Ca-CaM promueve la activacion de la cinasa de cadena ligera
de la miosina (MLCK), una enzima serina/treonina especifica que fosforila a la
cadena ligera reguladora que se encuentra asociada con cada cuello de la cadena
pesada de la miosina dimérica tipo Il (Hong et al., 2011). La fosforilacién de esta
proteina genera un cambio conformacional de la cabeza de la miosina, que
permite la interaccion de la miosina con la actina, generando la contraccién del

musculo liso vascular (Martinsen et al., 2014; Rhoades, 2013) (ver Figura 3).

3.1.5.1. Mecanismos que reducen la [Ca?*]; en CMLV
La terminacion de la contraccion en las CMLV requiere de la activacion de

la enzima fosfatasa de cadena ligera de la miosina (MLCP) y reduccion de la
[Ca?*]i (Kuo & Ehrlich, 2015). La remocién del Ca?* citoplasmatico ocurre por dos
mecanismos: el Ca?* puede ser recapturado en el RE por medio de la ATP-asa de
Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA) o ser expulsado de las células a través
de la membrana plasmatica por el funcionamiento de la ATP-asa de membrana
plasmatica (PMCA) o por la accién del intercambiador Na*-Ca?* (NCX) (Ghosh et
al., 2017) (ver Figura 2).
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3.1.5.1.1. Intercambiador Na+-Ca2+ (NCX)
Uno de los mecanismos celulares por los que el Ca?* puede ser expulsado

hacia el medio extracelular es el NCX. Esta proteina de membrana tiene dos
modos de funcionamiento: directo y reverso. En el modo directo este internaliza
Na* y expulsa Ca?* en proporciéon 3:1 iones respectivamente, mientras que en el
modo reverso expulsa Na* e internaliza el Ca?* (Jernigan & Resta, 2013). El
funcionamiento de este transportador se inhibe por la presencia de bloqueadores,
como el SEA0400 o por la ausencia de Na* en el medio extracelular (Zulian et al.,
2010). Se sabe que las isoformas NCX1 y NCX3 se encuentran en CMLV (S.A.
Fisher, 2017).

3.1.5.1.2. ATP-asa de Caz* de la membrana plasmatica (PMCA)
Por medio de la PMCA, las CMLV pueden regular la [Ca?*];, ya que esta

bomba ATP-asa expulsa Ca?* hacia el medio extracelular (Fernandez-velasco et
al., 2014). Las isoformas comunes que se encuentran en los vasos sanguineos
son PMCAl1 y PMCA4 y se ha demostrado que estas juegan un papel funcional
importante en la regulacion del tono vascular y el control de la presion arterial
durante la hipertension arterial (Cartwright et al., 2011). Su inhibicion puede darse
por la aplicacion de pequefios péptidos llamados caloxinas, eosina o vanadato de
Na* (Pande et al., 2011).

3.1.5.1.3. ATP-asa de Ca2+ del reticulo sarcoplasmico (SERCA)
La recaptura de Ca?* en el RE lo lleva a cabo la SERCA, proteina ubicada

en la membrana del RE que ingresa dos iones de Ca?* al interior del RE
hidrolizando una molécula de ATP (Wynne et al.,, 2009). Las isoformas mas
expresadas en CMLV son la SERCA2a, 2b y 3b y su funcionamiento puede
inhibirse con la aplicaicon de acido ciclopiazonico o tapsigargina (Davies, 2015;
Searls et al., 2010).

3.2.Antecedentes especificos
Estudios realizados en 2008 reportaron alteraciones en la homeostasis del

Ca?* intracelular de CMLV aisladas de aorta de rata con diabetes inducida por
streptozotocina (modelo DM1). Los transientes de Ca?* evocados por la activacion

de la via del IP3 y de los canales RyR del reticulo endoplasmico fueron menores
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en condiciones patoldgicas que en la condicion control. La expresion de los
receptores-canal IPsR y RyR también se encontr6 disminuida en las ratas
diabéticas inducidas por estreptozotocina (Ma et al., 2008). Estos datos sugieren
que la DM1 es causante de la hiporreactividad de las CMLV cuando son
expuestas a agonistas que inducen la liberaciéon de Ca?* via IPz y RyR (Ma et al.,
2008). Posteriormente, Bittel y colaboradores caracterizaron la sefial de Ca?*
intracelular y nuclear en CMLV de aorta de ratas DR-BB (modelo con DM1) y ratas
tratadas con estreptozotocina (Searls et al., 2010). Este grupo de investigacion
encontré que los transientes de Ca?* inducidos por la aplicacion de tapsigargina y
vasopresina son de menor amplitud y mayor duracién en condiciones patoldgicas.
Estas alteraciones podrian estar causadas por diferencias en la expresion de
proteinas como la SERCA, receptores a IP3 y sobre expresion de RyR (Searls et
al., 2010).

Posteriormente en 2009 se encontré que CMLV de la rata Goto Kakizaki, un
modelo animal con DM2, presentaba una mayor entrada de Ca?' al aplicar
Angiotensina Il como agonista en durante el fenotipo proliferativo de las CMLV. En
esta investigacion se propone que algunos TRPC’s, especificamente el TRPCS,
podrian estar implicados en las alteraciones que se observan en las CMLV
durante la DM2 (Evans et al., 2009).

Tykocki y colaboradores estudiaron la actividad en forma de chispas de
Ca?*, liberaciones de Ca?* iniciadas por Cav que activan RyR para hiperpolarizar la
membrana y reducir la excitabilidad de CMLV mediante la apertura de canales de
potasio sensibles a Ca?*, los BKca (Tykocki et al., 2017). Ellos encontraron que en
el CMLV de arterias cerebrales de un modelo de DM2 (raton dB/dB) existe una
mayor actividad de los Canales de Ca?* tipo L, lo que incrementa la corriente
generada por el canal, dando lugar a una mayor cantidad de chispas de Ca?*
(Navedo et al., 2010a). Esta actividad particular en forma de chispas de Ca?
durante la DM2 fue suprimida con la inhibicion de la via de la PKA, sugiriendo que
esta proteina es importante dentro de la generacion de chispas de Ca?* en CMLV

de arterias cerebrales. La actividad en forma de chispas de Ca?* esta asociada a
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factores de transcripcion (NFATc3) y a la expresion del canal Kv2.1 durante la
patologia de la DM2 (Navedo et al., 2010a). Otro grupo de investigacion evalud la
misma actividad en forma de chispas de Ca?" en CMLV de arteria cerebral
encontrando que la amplitud y duracion fue significativamente menor en
condiciones de DM2. Lo anterior podria correlacionarse a la disminucion en la
expresion de la subunidad B1 del canal BKca que ellos mismos reportan (Rueda
Angelica et al., 2013).

A la fecha existe poca informacion acerca de las alteraciones en la
homeostasis del Ca?* intracelular en el CMLV durante la DM2, especificamente en
la cepa de ratas ZDF. Sin embargo se ha comprobado que en CMLV del modelo
ZDF induce alteraciones en canales de K* sensibles a voltaje y Ca?* de diferentes
conductancias (SKca, IKcay BKca) (Burnham, Johnson, & Weston, 2006; T. Lu et
al., 2008).

4. Planteamiento del problema
Las estadisticas méas recientes mencionan que el 90-95% de las personas

diabéticas tienen DM2 (American Diabetes Association (ADA), 2017). Esta
enfermedad genera un gran impacto econémico ya que proyecciones estadisticas
mencionan que en el 2040 el gasto sanitario causado por la DM en México
rondard cerca de los 19,000 millones de doélares (International Diabetes
Federation, 2013). Existen diversas investigaciones epidemioloégicas que
demuestran la asociacion entre DM2 y el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares (Tao et al., 2015). Sin embargo, aun se desconoce con exactitud
como la DM2 afecta a los vasos sanguineos, ademas de que la mayoria de los
estudios en la homeostasis del Ca?* en CMLV han sido realizados en células en
cultivo (fenotipo muscular proliferativo), condiciones fisiol6gicas celulares donde el
manejo del Ca?* es diferente al presentado por el fenotipo contractil (masculo
aislado “en fresco”) (Berra-Romani, Mazzocco-spezzia, Pulina, & Golovina, 2008).
Al dia de hoy existen pocos estudios involucrados en el estudio del Ca?* en CMLV
aisladas en fresco (fenotipo contractil) durante la fisiopatologia de la DM2,

condiciones experimentales donde el estudio de la sefial de Ca?* se asocia mas al
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proceso de contraccion-relajacion. Es importante destacar que la importancia de
proyecto radica en que no se ha estudiado la sefial de Ca?* durante la DM2 en
CMLV aisladas de aorta de rata ZDF, por ello la elaboracion de esta tesis permitira
dilucidar sobre los mecanismos por los que esta enfermedad ejerce alteraciones
sobre la sefializacion del Ca?* en el tejido ya mencionado. Considerando la
bibliografia que antecede a nuestro trabajo de investigacion, nos planteamos la

siguiente pregunta:

4.1.Pregunta de investigacion
¢,Cuales son los efectos que produce la DM2 sobre los mecanismos de

regulacion de la /Ca?*} en CMLYV aisladas de aorta de rata Zucker Diabetic Fatty?

5. Hipotesis
La DM2 causa alteraciones en la homeostasis de la /Ca%'} en CMLV

aisladas de aorta de rata Zucker Diabetic Fatty.

6. Objetivos

6.1.0bjetivo general
Estudiar las alteraciones causadas por la DM2 sobre los mecanismos que

regulan la [Ca?*]i en CMLYV aislado de aorta de rata Zucker Diabetic Fatty.

6.2.0bjetivos especificos
1. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la sefial de Ca?

intracelular generada por ATP en CMLYV aislado de aorta de rata ZDF.

2. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la sefal de Ca?*
intracelular generada por cafeina en CMLV aislado de aorta de rata ZDF.

3. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la sefial de Ca?
intracelular generada por la aplicacion de KCI en CMLV aisladas de aorta de
rata ZDF.

4. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre el contenido de Ca?* en el

reticulo endoplasmico en CMLYV aislado de aorta de rata ZDF.
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5. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la entrada de Ca?* a
través de los canales de Ca?* operados por los almacenes intracelulares de
Ca?* (SOC) en CMLYV aislado de aorta de rata ZDF.

6. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la actividad de la SERCA
en CMLYV aislado de aorta de rata ZDF.

7. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la actividad del NCX en
CMLYV aisladas de aorta de rata ZDF.

8. Evaluar las alteraciones causadas por la DM2 sobre la actividad de la PMCA
en CMLYV aisladas de aorta de rata ZDF.

7. Material y métodos

7.1.Técnicas y procedimientos
Las ratas de la cepa ZDF fueron proporcionadas por el bioterio “Claude

Bernard” de esta Universidad, donde se mantuvieron con acceso libre a agua y
comida (ad libitum) en ciclos de luz y oscuridad de 12 horas. Se seleccionaron
ratas macho de la cepa ZDF de 3 a 4 meses de edad con la siguiente masa
corporal: LZDF con un peso entre los 250-300 gramos y OZDF entre los 400-500
gramos. Ambos criterios establecidos por la elaboracion de una curva de
crecimiento en funcion a la edad de la rata estandarizada en este laboratorio (no
mostrado). En adicién, con el uso de una cinta métrica, se midio la longitud de la
rata y la circunferencia abdominal. Con una balanza analitica se determiné el peso
de la grasa epididimal. Finalmente, se calcul6 el indice de masa corporal (IMC), el
cual se obtuvo de la divisién del peso entre el cuadrado de la longitud de la rata en

ambos grupos.

7.1.1. Curva de tolerancia a la glucosa
Con el objetivo de contextualizar nuestras investigaciones en el marco de la

DM2 optamos por la realizacién de una curva de tolerancia a la glucosa, la cual
contuvo una N experimental de 14 ratas para cada grupo. Después de un ayuno
de 4 horas, la muestra de sangre se obtuvo por puncion capilar de la punta de la

cola de la rata en los tiempos 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
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administracion de Dextrosa (dosis: 2 gr/kg). La gota de sangre fue colocada en las
tiras reactivas del Accu-Check® para la determinaciéon de glucosa sanguinea por

medio de fotometria.

7.1.2. Obtencién y aislamiento de las células de musculo liso vascular
La técnica para la obtencion de las CMLV ha sido reportada previamente

por (Berra-Romani et al., 2008; Golovina et al., 2003; Zulian et al., 2013) y el

procedimiento se detalla a continuacion.

Las ratas fueron anestesiadas con Ketamina-Xilacina (dosis: 0.2 ml/100 gr)
via intraperitoneal (NOM-062-Z00-1999, 8.1., 9.1., 9.4.2.1.3.). Posteriormente se
les practicé una toracotomia bilateral para poner al descubierto la aorta toracica.
La aorta fue canulada y perfundida con solucion fisiologica fria PSS1
(Physiological Salt Solution) con la siguiente composicion (en mM): 140 NaCl, 5.36
KCI, 0.34 NazHPO2, 0.44 K2HPO4, 10 HEPES, 1.2 MgCl2, 0.05 CaClz, y 10 D-
glucosa (pH 7.2 con NaOH). Inmediatamente se removid el tejido conectivo
circundante y la aorta se transfirid a un tubo de ensayo conteniendo solucion
PSS1 y colagenasa tipo Il (1 mg/ml) durante 40 minutos a 37°C. Esta primera
digestion enzimatica se realizd con el propdsito de facilitar la remocién mecéanica
de la tanica adventicia sujetandola de un extremo al mismo tiempo gque se sostiene

la tinica media y separandolas como si fuera una media o calcetin.

Una vez removida la adventicia, se hizo un corte longitudinal de la aorta,
exponiendo la superficie interna. Utilizando tijeras de micro diseccion se froto la
tinica intima mecénicamente con la finalidad de remover el endotelio.
Posteriormente, utilizando tijeras de microdiseccion, la aorta se cortdé en pequefios
segmentos (<1 mm de ancho), mismos que se incubaron por 10 minutos en PSS1
a 37°C. Los segmentos de aorta se transfirieron a un tubo de ensayo conteniendo
PSS1, 2 mg/ml de colagenasa tipo XI, 2 mg/ml de albumina de suero bovinoy 0.16
mg/ml de Elastasa tipo IV. El tiempo de la digestion duré 35-40 minutos a 37° C.
Posteriormente el tejido obtenido se disocié pipeteando suavemente el tejido con
una pipeta Pasteur cuya punta fue previamente pulida con fuego y evitando la
formacion de burbujas. El tejido disociado se lavo 3 veces con solucion PSS1 fria
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(4°C) centrifugando a 42 G durante un minuto (en un rotor de 15 cm) entre cada
uno de los lavados. Las células obtenidas fueron resuspendidas en un volumen
final de 1 ml en PSS1 y almacenadas a 4°C hasta su utilizacion. Se colocaron 2
gotas de solucion con CMLV en un cubreobjetos y se dejaron reposar por 35

minutos a 4°C con la finalidad de que las células se adhirieran al cubreobjetos.

7.1.3. Medicion de la [Ca2*] libre intracelular
Los cubreobjetos con las células adheridas se incubaron en PSS1

conteniendo Fura-2/AM (3 puM) durante 40 minutos a temperatura ambiente (22°
C). Posteriormente los cubreobjetos se transfiieron a una caja de Petri
conteniendo PSS1 durante 15 minutos para permitir la desesterificacion del Fura-
2/AM. El Fura-2/AM es uno de los marcadores mas utilizados en el estudio de la
sefial de Ca?* en distintos tipos de células, incluyendo las involucradas en

procesos fisiopatolégicos como la DM (Monaghan et al., 2015; Sheikh et al., 2012).

Por dltimo, los cubreobjetos, con las células incubadas con Fura-2, se
fijaron al fondo de una caja de Petri con un punto de silicén y rapidamente se les
adicion6 PSS2. La caja de Petri se coloc6 en la platina de un microscopio de
epifluorescencia (Axiolab Carl Zeiss, Germany) equipado con una lampara de
mercurio como fuente de luz (50-W) (ver Figura 4). Un objetivo de inmersion en
agua (Achroplan Zeiss X63, 0.9 apertura numérica, distancia libre de trabajo de
2.0 mm) fue utilizado para visualizar las células. Las células cargadas con el
marcador de fluorescencia fueron excitadas alternadamente a 340 y 380 nm
mientras que la emisién se detectd a 510 nm. Los filtros de excitacion estuvieron
montados en una rueda girafiltros. Un obturador (Lambda 10, Sutter Intrument,
Novato, CA, USA) permiti6 el paso de luz mientras se adquirian las imagenes.
Para la captura de las fotos se utilizd una camara de alta sensibilidad (Extended-
ISIS, Photonic Science, Millham, UK). La relacion de intensidad de luz emitida a
510 nm por la excitacion del Fura-2/AM a 340 nm y 380 nm permitié la generaciéon
del ratio (340/380 nm), pardmetro que es proporcional a los cambios en la [Ca?*]i
(Simard et al., 2015). Las imagenes obtenidas por la camara se almacenaron en

una computadora para su posterior andlisis. Un aumento en la [Ca?*]i causaria un
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incremento en la intensidad de fluorescencia y por lo tanto un incremento en el
ratio. El ratio es independiente de la concentracion de marcador, intensidad de luz
y distancia 6ptica (Lambert & Simpson, 1999). El cambio en la sefial de Ca?* se
estudio a partir de las regiones de interés (“regions of interest”, ROIl), regiones
elipticas delimitadas manualmente con la ayuda de un software de computadora.
Cada ROI seleccionado delimito el area celular. Este analisis de imagen se realizé
con el software ImageJ, mientras que la sefial de Ca?* se midi6é con el programa
Clampfit 9.2. Ademas, se realiz6 una normalizaciéon de la sefial de Ca?* (F/Fo)
dividiendo la intensidad de la ratio 340/380 nm (F) sobre la media de la
fluorescencia basal (Fo). La normalizacion se hizo con la finalidad de igualar el
valor basal de los transientes de Ca?* y facilitar asi la comparacién visual entre
estos. El equipo utilizado para el registro de la sefial de Ca?* se esquematiza en la

Figura 4 que se presenta a continuacion.
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Figura 4. Sistema de captura de la sefial de Ca?" intracelular. Las CMLV adheridas en la caja
Petri con PSS son colocadas bajo el objetivo de inmersion para fluorescencia (1). Una fuente de
luz (lampara de mercurio) emite un haz de luz (2) que pasa por los filtros de 340 y 380 nm
alternativamente, estos montados en una rueda gira filtros (shutter) controlada por la computadora
(3). La luz filtrada es redirigida por un espejo dicroico hacia la muestra (4). La luz emitida por las
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CMLYV atraviesa el espejo dicroico (4) hasta llegar al filtro de emisién de 510 nm y ser captada por
una camara de alta sensibilidad (5). La cAmara toma una imagen para cada filtro de excitacién (340
y 380 nm) (7). Las imagenes capturadas se almacenan en una computadora para su posterior
analisis (6). Con un programa de computadora se realiza una relacion de las imagenes tomadas
(340/380) conocido como Ratio (8). Las células son delimitadas por regiones de interés (ROI) a lo

largo del experimento (9). Finalmente, los datos son graficados y medidos (10).

Todas las CMLV disponibles en el campo visual del microscopio fueron
contempladas para su estudio y medicion de la sefial de Ca?* intracelular. No
fueron consideradas en el andlisis aquellas células que presentaron cambios en la
fluorescencia durante condiciones basales. Los protocolos de medicion de Ca?*
fueron realizados en presencia de solucién PSS2 con la siguiente composicion de
solutos (en mM): 140 NaCl, 5 KCI, 1.2 NaH2PO4, 5 NaHCOs, 10 HEPES, 1.4
MgClz, 1.8 CaCl2 y 11.5 D-glucosa, (pH 7.4 con NaOH). En el uso de PSS
adicionada con KCI 75 mM se realiz6 una solucién equimolar quitando 70 mM de
NaCl. La adquisicion de la ratio fue cada 0.7 segundos (1.4 Hz) o cada 3 segundos

(0.33Hz) segun el ensayo de fluorescencia y a temperatura ambiente (20°C-25°C).

7.1.4. Protocolos experimentales para el estudio de la seiial de Ca2+* intracelular
en CMLV
Todos los experimentos para la medicion de Ca?* se iniciaron con 400

segundos de registro en ausencia de cualquier estimulo, al registro obtenido en
estas condiciones se denomindé como basal. Por otro lado, un quelante de Ca?*
(EGTA 0.05 mM) fue afiadido en PSS durante ensayos en los que se retiré el Ca?*
extracelular. El tiempo que pasaron las CMLV en esta PSS sin Ca?* extracelular
fue menor a los 200 segundos para evitar el vaciamiento de los almacenes
intracelulares (a excepcién del protocolo de la SOCE). El tiempo durante el cual se
analiz6 el transiente de Ca?* inducido por la aplicacién de un agonista de Ca?* fue
de 400 segundos, a excepcion del empleo de la solucion KCI 75 mM la cual duro
600 segundos.

Para el estudio de la sefial de Ca?* se necesitd utilizar distintas sustancias
guimicas, las cuales se enlistan en la Tabla Il indicando la accion que estas

generan y el modo en el que son aplicados. Durante la realizacion de los
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experimentos se utilizaron los siguientes farmacos con diferentes mecanismos de

accion:

Sustancia

quimica Accion Modo de aplicacion Referencia
(concentracion)

ATP (30 nM, . ]
100 nM, 300 nM, 1 | Agonista de (ngﬂ(rjneaﬁteil" 2012;
UM, 3 uM, receptores P.X | De forma aguda | 2012 Tvkocki
10 uM, 30 uM, 100 | y P.Y af;é’ ykocki et
UM, 300 M) al., 2017)

Cafeina 10 mM

Agonista de
receptores RyR

De forma aguda

(Ghosh et al.,
2017; Vallot et
al.,2001)

Despolarizacién

de las CMLV (C. Oltman et al
KCI (75 mM) para la De forma aguda 2066 "
A )
activacion de
Cay.
-Incubacion por 25 minutos
para el vaciamiento de
almacenes intracelulares de (Gonzalez-Cobos
CPA (10 uM) Inhibidor de la Ca?"y evaluar la SOCE & Trebak, 2010;
SERCA -De forma aguda para evaluar | Spinelli & Trebak,
la funcién de la SERCA enla | 2015)
remocién de Ca?* intracelular
Inhibidor del Incubacion por 5 minutos (200 | (Blaustein et al.,
SEA0400 (3 uMm) NCX segundos en 1.8 mM de Ca?* | 2009; Zhang et al.,
y 100 segundos en 0 Ca?") 2010)
Incubacién por 10 minutos (Nakano et al
Ortovanadato de Inhibidor de la | (500 segundos en 1.8 mM de 5009: Zhan ét al
Sodio (500 uM) PMCA Ca?"y 100 segundos en 0 ’ 9 v

Ca2+)

2010)

Tabla Il. Sustancias quimicas utilizadas para evaluar los transportadores que regulan la

[Ca®]..

7.1.5. Prueba estadistica y analisis de resultados
El modelo estadistico utilizado para la comparacion entre grupos (LZDF y

OZDF) fue un disefio anidado mixto (modelo lineal generalizado, GLM)

donde el efecto fijo fue la cepa de la rata y el factor aleatorio, el nUmero de
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réplicas de cada cepa, es decir la n experimental (N=6 ratas para cada
grupo en los ensayos de medicion de Ca?* intracelular). EI GLM fue
libre R. En el
comparaciones la prueba no paramétrica U de Mann Whitney se utilizé para

realizado con el software de uso estudio de otras

variables donde la distribucion no fue normal.

7.1.5.1.  Definicion de las variables y escalas de medicion
Las variables y escalas, unidades de escala, asi como sus definiciones

operacionales y conceptuales se encuentran en la Tabla Ill. Posteriormente, en la

Figura 5 se ejemplifica un transiente de Ca?* con los parametros de medicién de

esta sefial:
Variables de Definicion Definicion Escala de Unidades de
estudio conceptual operacional medicion escala
Fenotipo que Niveles altos de
Fenotipo dela define la ggjncoji?\ea (Dcl)%bglt:')co o
cepa Zucker condicion cara?cteristigas Categorica diabéticg
Diabetic Fatty  patoldgica de la oy
rata fenotipicas de (control, LZDF)
obesidad
Parametros morfométricos de las ratas
Pesaje de la
Peso Peso de la rata rata utilizando Cuantitativa Gramos
una balanza continua
granataria
Distancia
. comprendida
Longitud desde la base Cuantitativa .
Largo corporal de la . Centimetros
rata de la cola hasta continua
la punta de la
nariz
Longitud de la
Circunferencia circunferencia Medicion qle la Cuantitativa .
. de la parte parte media . Centimetros
abdominal : . continua
media del abdominal
abdomen
Extraccion y
Tejido adiposo pesaje de la o
Grasa ue circunda al  9rasa Cuantitativa Gramos
epididimal g ididimo epididimal que  continua
P rodean a ambos
testiculos
IMC Relacion del Division del Cuantitativa rom?
pesoy la peso (en continua 9
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longitud

gramos) sobre
el cuadrado de
la longitud (en
cm?)

Parametro metabolico

Concentracion  Determinacién N
: Cuantitativa
Glucosa de glucosa en por fotometria continua mg/dL
sangre (Accu-Check®)
Parametros de medicion de la sefial de Ca?* intracelular
Diferencia
(resta) del pico
maximo
. . (méximo valor
, leerengla_ del de Ratio de la
Amplitud del valor maximo fluorescencia) Cuantitativa emision de
transiente de (pico) de la 2 d . f .
Ca2* respuesta y el en presencia de continua uorescencia
un agonista y el (340/380 nm)
valor basal
valor de la
fluorescencia
basal (sin
agonista)
Tiempo que
. tarda, la
Tiempo que .
. amplitud del
Tiempo de tarda en decaer . ~
: ~ pico de la sefial o
decaida del la sefal en ot Cuantitativa
: ) de Ca** en . Segundos
transiente de determinado duci continua
Ca2* punto de su reducirse a un
amplitud 90%, 60% y
P 30% de su
amplitud
Es el area
delimitada por
" : el registro de la
é[ﬁi‘fgﬁ la Area delimitada  sefial de Ca?* Cuantitativa Ratio*Segundo
. por el transiente desde que se . (Unidades
transiente de o : continua o
de Ca aplica el arbitrarias)

C a2+

estimulo hasta
gue se remueve
el agonista

Tabla lll. Variables y escalas de medicién.
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Agonista

90% Tiempos
L*) »
2 decaida
‘E’- 60%
< ' 30%
AUC

SR otarbennd

Figura 5. Parametros de medicion de la sefial de Ca?* intracelular en CMLV. Amplitud, area
bajo la curva (AUC), Tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% (en color verde) de amplitud de la

sefial de Ca?* (trazo en rojo) durante la presencia de un agonista.

7.2.Bioética
El manejo de las ratas durante el procedimiento experimental se llevé a

cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. Las ratas
estuvieron confinadas en el vivario de la Facultad de Medicina, donde se les dio un
mantenimiento y desecho de los cadaveres adecuado. Las ratas se colocaron en
cajas con agua y alimento ad libitum en ciclos de luz y obscuridad de 12 horas. La
eutanasia se realizé por un incremento en la inoculacion del anestésico a dosis
recomendadas para tal efecto (NOM-062-Z00-1999, 9.1.).

7.3.Logistica
Los recursos materiales para el desarrollo de la presente tesis fueron

proporcionados por el Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular de la Facultad de

Medicina de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).
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7.4.Estrategia de trabajo

Obtencién de parametros morfométricos y bioquimicos de los animales
de experimentacion

Anestesia y diseccion de la aorta toracica

Digestion enzimatica de la aorta y disociacion de las CMLV

Incubacion de las CMLV con Fura 2/AM

Medicion de la seial de Ca?* intracelular en CMLV

Medicion y andlisis estadistico
de los datos

Presentacion de resultados
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8. Resultados

8.1.Parametros morfométricos y bioquimicos de las ratas ZDF
En la Figura 6 se muestran una fotografia de una rata OZDF (izquierda) y

una rata LZDF (derecha) de la misma edad. En esta imagen las diferencias

morfométricas de ambos grupos experimentales de ratas resultan ser evidentes a

4
t)

simple vista.

Rata OZDF Rata LZDF

Figura 6. Fotografia de ratas de la cepa Zucker Diabetic Fatty. Los dos fenotipos de la cepa
ZDF, delgado (LZDF) a la derecha y obeso (OZDF) a la izquierda con una edad entre los 3y 4

meses.

En la Figura 7 se muestran las graficas de los pardmetros morfométricos
obtenidos de ambos grupos de ratas LZDF (en azul, N=29) y OZDF (en rojo,

N=22) empleadas en esta tesis.

Como lo demuestra el analisis estadistico, las ratas OZDF presentaron un
aumento significativo del: 66% en la masa corporal (LZDF, 297.8 + 3.87 vs OZDF,
494.3 + 5.86 gr; Figura 7A); 6% de la longitud nariz-cola (LZDF, 22.19 + 0.25 vs
OZDF, 23.64 £ 0.36 cm; Figura 7B); 38% en la circunferencia abdominal (LZDF,
13.35 £ 0.15 cm vs OZDF, 17.13 + 0.27 cm; Figura 7C); 505.2% en la grasa
epididimal (LZDF, 2.50 £ 0.15 vs OZDF, 12.63 + 0.72 gr: Figura 7D); y 48% en el
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IMC (LZDF, 0.5924+0.009 vs OZDF, 0.8766+0.009, Figura 7E) (Test de Mann
Whitney *P<0.05).
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Figura 7. Parametros morfométricos de las ratas pertenecientes a la cepa ZDF. A) Peso (gr),
B) largo (cm), C) circunferencia abdominal (cm), D) grasa epididimal (gr) e E) IMC (gr/cm?)
obtenidos de ratas LZDF (circulos en azul) y OZDF (circulos en rojo). Cada simbolo representa el
valor obtenido de una rata. Sobrepuesta, se muestra la media + el Error Estandar correspondiente

a cada grupo experimental. Test de Mann Whitney * P<0.05.
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En la Figura 8 se muestra la media + Error Estandar (EE) de los valores de
glucosa plasmatica obtenidos del grupo de ratas LZDF (circulos azules) y OZDF
(circulos rojos) después de un ayuno de 4 horas, ver tiempo cero en la gréafica
(LZDF, 88.25+1.77 mg/dl vs OZDF, 90.42+7.32 mg/dl); y a los 15 (LZDF,
266.1+25.40 vs OZDF, 363.4+18.61); 30 (LZDF, 275.6+20.55 vs OZDF,
324.8421.39); 60 (LZDF, 216.2+21.53 vs OZDF, 305.9+22.01 ); 90 (LZDF,
158.9+14.1 vs OZDF, 272.0£24.82) y 120 (LZDF, 122.1+6.43 vs OZDF,
232.8+27.31) minutos posteriores a la administracion intraperitoneal de 2 gr/Kg de
D-glucosa. Como se puede observar en la Figura 8, la concentracion de glucosa
plasmatica resultoé incrementada de forma significativa en las ratas OZDF a los 15,
60, 90 y 120 minutos posteriores de la aplicacion de la glucosa (T-student
*P<0.05).
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Figura 8. Curva de tolerancia a la glucosa de la cepa ZDF. MediatEE de la concentracion de

glucosa sanguinea (mg/dl) en ratas LZDF (circulos azules) y OZDF (circulos rojos) después de
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cuatro horas de ayuno (tiempo 0) y después de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
administracion intraperitoneal de 2 g/Kg de D-glucosa (N=14, T-student * P<0.05).

8.2.Efecto de la DM2 sobre la sefial de CaZ+ intracelular generada por
ATP en CMLV aislado de aorta de rata ZDF
En la Figura 9A se muestran las medias normalizadas (F/Fo) de los registros

de la sefial de Ca?* intracelular obtenidas de CMLV de aorta de rata LZDF (azul) y
OZDF (rojo), en respuesta a la aplicacion no acumulativa de concentraciones
crecientes del agonista ATP, (a: 30 nM, b: 100 nM, c: 300 nM, d: 1 uM, e: 3 uM, f:
10 pM, g: 30 pM, h: 100 pM y i: 300 pM). En la Figura 9B se muestra la curva
concentracion-respuesta no acumulativa dependiente de la concentracion de ATP
como agonista de la sefial de Ca?* intracelular en CMLV de aorta de rata ZDF; en
ella se observa que la curva perteneciente a las CMLV aisladas de la aorta de rata
OZDF muestra un desplazamiento hacia la derecha a comparacion de la rata
control LZDF. En efecto la EC50, parametro que determina la concentracion del
farmaco en la que se observa la mitad de la respuesta maxima (en este caso
fluorescencia), resultd ser casi 30 veces mayor en la rata diabética OZDF (0.685
MM vs 20.38 pM). La amplitud del transiente fue menor en el grupo OZDF a
comparacion de su control (Figura 9B y Ad: 1 uM, Ae: 3 pM, Af: 10 pM). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la amplitud de la
respuesta de Ca?* al aplicar concentraciones menores (Figura 9B y Aa: 30 nM,
Ab: 100 nM, Ac: 300 nM) y mayores de ATP (Figura 9B y Ag: 30 uM, Ah: 100uM,
Ai: 300 pM). En la Figura 9C se muestra la comparacion de la mediazEE de: la
amplitud, AUC y tiempos de decaida al 90%, 60 % y 30% de la amplitud de los
transientes de Ca?* inducidos por la concentraciéon maxima de ATP (300 puM),
concentracion a la cual no se encontraron diferencias significativas en la sefial de
Ca?*registrada de CMLV de aorta de ratas LZDF y OZDF.
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Figura 9. Curva concentracién-respuesta no acumulativa de la sefial de Ca?* intracelular
inducida por ATP en CMLYV aisladas de aorta de rata ZDF. A) Media normalizada (F/Fo) de la

sefial de Ca?* intracelular inducido por la aplicacion de diferentes concentraciones de ATP (a. 30
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nM, b. 100 nM, c. 300 nM, d. 1 uM, e. 3 uM, f. 10 uM, g. 30 uM, h. 100 uM, i. 300 uM)., asi como B)
curva concentracién- respuesta de la mediatEE de la amplitud en funcién de la concentracion de
distintas concentraciones de ATP en CMLV de aorta de ratas LZDF (en azul) y OZDF (en rojo).
Coeficiente de determinacién (proporcion de variacién de los datos con respecto al modelo)
R?=0.9527 en curva LZDF y R?= 0.9426 en curva OZDF. Concentracion efectiva 50, EC50=0.6851
UM en la curva de ratas LZDF y EC50=20.38 pM en la curva de OZDF. C) MediatEE de la
amplitud, AUC y tiempos de decaida al 90%, 60 % y 30% de la amplitud de los transientes de Ca?*
inducidos por la concentracién maxima de ATP (300 uM). GLM Analisis de Covarianza (ANCOVA *
P<0.05).

En la Figura 10A se muestra la media normalizada (F/Fo) del transiente de
Ca?* evocado por 300 uM de ATP en presencia (1.8 mM Ca?*, azul obscuro, N=
51) y ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*, azul claro, N= 48) en CMLV de ratas
LZDF. En la Figura 10B se muestra la media normalizada (F/Fo) del transiente de
Ca?* evocado por 300 uM de ATP en presencia (1.8 mM Ca?*, rojo obscuro, N=
43) y ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*, rojo claro, N= 46) en CMLV de ratas
OZDF.

La sefial de Ca?* inducida por la aplicacion de ATP en presencia de 1.8 mM
de Ca?* extracelular en ambos grupos de estudio fue de tipo transitorio, es decir,
una elevacion subita de la fluorescencia en el momento que se aplica el ATP
(pico), seguido por un decaimiento lento de la misma aun en la presencia del
agonista (meseta) (Figura 10A, azul obscuro y B, rojo obscuro). En estas
condiciones no se encontraron diferencias significativas, en ninguno de los
pardmetros estudiados: amplitud del pico y A.U.C. (Figura 10C, LZDF y 10D,
OZDF); tiempos de decaida al 30, 60 y 90% (Figura 10E, LZDF y 10F, OZDF).

Cuando se aplica la misma concentracion de ATP (300 uM) en ausencia de
Ca?* extracelular (0Ca?*) (Figura 10A, azul claro, N=48, LZDF) (Figura 9B, rojo
claro, N=46, OZDF), todos los parametros valorados presentaron una reduccién
significativa con respecto a los obtenidos en presencia de Ca?* intracelular, a
excepcion del tiempo de decaida al 90% de la amplitud del transiente. La amplitud
del transiente se redujo un 43% en las ratas LZDF (1.8 mM Ca?*: 0.6619+0.06 vs 0
Ca?*: 0.3783+0.04) y un 37% en el grupo OZDF (1.8 mM Ca?*: 0.5912+0.07 vs 0
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Ca?*: 0.3716+0.04) (Figura 10C, LZDF y D, OZDF); el AUC disminuyd un 66% en
la rata LZDF (1.8 mM Ca?*: 94.39+12.07 vs 0 Ca?*": 32.30+5.99) y 61.5% en el
grupo OZDF (1.8 mM Ca?*: 77.53+11.19 vs 0 Ca?": 29.90+6.04) (Figura 10C,
LZDF y D, OZDF). Asi mismo se redujeron de forma significativa los tiempos de
decaida al 60% (LZDF: 8.21+2.97 vs 4.75+1.24; OZDF: 7.57+2.80 vs 3.531£0.60) y
30% (LZDF: 55.13+8.98 vs 23.79+5.56; OZDF: 46.37+9.14 vs 20.83+6.04) de la
amplitud. En cambio, el tiempo de decaida al 90% de la amplitud no resulto ser
estadisticamente diferente en ninguno de los grupos (LZDF: 0.77+0.10 vs
0.67+0.11; OZDF: 0.54+0.07 vs 0.55+0.08) (Figura 10E y F) (Test de Mann
Whitney *P<0.05).
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Figura 10. Efecto de la remocién de Ca?* extracelular en la sefial de Ca?* evocada por ATP en
CMLV de aorta de rata ZDF (LZDF y OZDF). A) Media normalizada (F/Fo) de la sefial de Ca?*
inducida por ATP en presencia (trazo obscuro, 1.8 mM Ca?*) y ausencia (trazo claro, 0 mM Ca?*)
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Whitney (* P<0.05).
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En la Figura 11 se muestran sobrepuestas las medias normalizadas (F/Fo)
de los transientes de Ca?* inducidos por la aplicacion de ATP 300 uM (Figura
11A) en los grupos de ratas LZDF (en azul) y OZDF (en rojo). En la Figura 11B se
muestra la amplitud (LZDF: 0.37+0.04, OZDF: 0.37+0.048), el AUC (LZDF:
32.30£5.99, OZDF: 29.90+6.04) y los tiempos de decaida al 90% (LZDF:
0.67+0.11, OZDF: 0.55+0.08), 60% (LZDF: 4.75+1.24, OZDF: 3.53+0.60) y 30%
(LZDF: 23.79+5.56, OZDF: 20.83+6.04) de la sefial de Ca?*. Mientras que en la
Figura 11E se muestra el transiente de fluorescencia (F/Fo) inducido por la
aplicacion de ATP 10 uM en CMLYV aisladas de aorta de cepa ZDF. En la misma
figura se muestra la amplitud (LZDF: 0.065+0.003, OZDF: 0.067+0.006) (Figura
11F), el AUC (LZDF: 1.00+0.95, OZDF: 2.09+£1.84) (Figura 11H) y los tiempos de
decaida al 90% (LZDF: 0.17+0.04, OZDF: 0.08+0.009), 60% (LZDF: 0.52+0.08,
OZDF: 0.33+0.03) y 30% (LZDF: 1.68+0.51, OZDF: 1.234+0.49) (Figura 11G). No
se observaron diferencias significativas en ninguno de los parametros antes
sefialados (GLM *P<0.05).
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Figura 11. Efecto de la DM2 en la sefial de Ca?* intracelular inducida por ATP 10 uM y 300 uM

en ausencia de Ca?" extracelular en CMLV de aorta de rata ZDF. A) Media normalizada (F/Fo)
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de la sefial de Ca2* inducida por ATP 10 uM y E) 300 uM en ausencia de Ca?* extracelular (0 mM
Ca?*) en ratas LZDF (en azul) y OZDF (en rojo), asi como mediatEE de la B), F) amplitud, C), G)
tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D), H) AUC del transiente de Ca?* de CMLV inducido por
ATP 10 inducido por ATP 10 uM y 300uM. GLM (* P<0.05)

8.3.Efecto de la DM2 sobre la seiial de Ca2+ generada por cafeina en
CMLYV aisladas de aorta de rata ZDF
En la Figura 12 se estudi6 el efecto de la DM2 en la sefal de Ca?*

intracelular inducida por cafeina 10 mM en CMLV de aorta de rata ZDF en
presencia de Ca?* extracelular. En el panel A de la Figura 12 se muestran las
medias normalizadas (F/Fo) de los transitorios de Ca?* evocados por la aplicacion
de cafeina en ambos grupos de ratas (LZDF, N=46 en color azul y OZDF, N=44 en
color rojo). En la Figura 12B se observa en CMLV de ratas diabéticas (OZDF) una
disminucion significativa en comparacion con su control (LZDF) equivalente a un:
38% en la amplitud del transiente de Ca?* (LZDF, 0.74+0.05 vs OZDF, 0.45+0.04);
de 35% en el AUC (LZDF, 92.15+8.90, vs OZDF, 59.63+5.78) (Figura 12D), asi
como una disminucién del 36% en el tiempo de decaida del transitorio al 90%
(LZDF, 0.93+0.11 vs OZDF, 0.60+0.14) y de 48% al 60% de la amplitud (LZDF,
13.90+£2.82 vs OZDF, 7.22+1.09) (Figura 12C). Mientras que el tiempo de decaida
30% (LZDF, 72.37+10.97 vs OZDF, 66.78+13.61) de la amplitud (GLM *P<0.05),
no resulto ser estadisticamente distinto (GLM *P<0.05) (Figura 12C).
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Figura 12. Efecto de la DM2 en la sefial de Ca?* intracelular inducida por cafeina 10 mM en
presencia de Ca?* extracelular en CMLV de aorta de rata ZDF. A) Media normalizada (F/Fo) de
la sefial de Ca?* inducida por cafeina 10 mM en presencia de Ca?* extracelular (1.8 mM Ca?*) en
ratas LZDF (trazo en color azul) y OZDF (trazo en color rojo). Media tEE de la B) amplitud, C)
tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D) AUC del transiente de Ca?* de CMLV de ratas ZDF.
GLM (* P<0.05)

En la Figura 13 se estudié la sefial de Ca?* intracelular inducida por cafeina
10 mM en CMLV de aorta de rata ZDF en la ausencia de Ca?* extracelular (0
Ca?*). En el panel A de la Figura 13 se muestran las medias de los transientes
normalizados (F/Fo) de Ca?* intracelular de CMLV aisladas de aorta de ratas ZDF
en presencia de cafeina 10 mM como agonista de RyR y sin Ca?* en el medio
extracelular (LZDF, N=53 en color azul y OZDF, N=40 en color rojo). En la Figura
13B se observa que la amplitud (LZDF, 0.43+0.04 vs OZDF, 0.52+0.06), el AUC
(LZDF, 33.66+6.03 vs OZDF, 43.13+9.61) (Figura 13D) y tiempos de decaida al
90% (LZDF, 0.724+0.12 vs OZDF, 0.64+0.12 vs), 60% (LZDF, 4.55+0.80 vs OZDF,
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5.15+0.70) y 30% (LZDF, 24.38+6.10 vs OZDF, 22.06+4.56) de la sefial de Ca?*
de CMLYV aisladas de aorta OZDF no resultaron ser estadisticamente diferente a la
de su control (GLM *P<0.05) (Figura 13C).
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Figura 13. Efecto de la DM2 en la seiial de Ca?* intracelular inducida por cafeina 10 mM en
ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*) en CMLV de aorta de rata ZDF. A) Media normalizada
(F/Fo) de la sefial de Ca?* inducida por cafeina 10 mM en ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*) en
ratas LZDF (trazo en color azul) y OZDF (trazo en color rojo). MediazEE de la B) amplitud, C)
tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D) AUC del transiente de Ca%* de CMLV en ratas ZDF.
GLM (* P<0.05)

8.4.Efecto de la DM2 sobre la sefial de Ca2* generada por la aplicacion
de KCl en CMLV aisladas de aorta de rata ZDF
La respuesta de Ca?* evocada por la aplicacion de KCI 75 mM fue estudiada para

evaluar la entrada de Ca?* extracelular mediada por los Cav y examinar la
participacion de estos canales en el acople electro-mecanico de las CMLV durante
la DM2 (ver Figura 14). Como se puede apreciar en la media de la sefial de Ca?*

normalizada (F/Fo) en la Figura 14A, el transiente inducido por la aplicacion de
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KClI 75 mM induce una sefial de amplitud pequefia que se eleva de forma
progresiva en el tiempo y disminuye hasta sus niveles basales cuando esta
solucién es retirada en CMLV aisladas de ambos grupos de ratas (LZDF, N=36 en
azul y OZDF, N=31 en rojo). La amplitud (LZDF, 0.081+0.009 vs OZDF,
0.089+0.01) (Figura 14B) y el AUC, la cual incrementa un 28% en la rata OZDF
(LZDF, 22.72+3.29 vs OZDF, 29.05%+6.27), no resultaron ser estadisticamente
distintos entre ambos grupos de ratas ZDF (GLM *P<0.05) (Figura 14C).
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Figura 14. Efecto de la DM2 en la sefial de Ca?* intracelular inducida por KCI 75 mM en
ausencia de Ca?* extracelular en CMLV de aorta de rata ZDF. A) Media normalizada (F/Fo) de la
sefial de Ca?* inducida por KCI 75 mM en CMLV de aorta de ratas LZDF (en azul) y OZDF (en
rojo); asi como la mediatEE de la B) amplitud, C) tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D)
AUC del transiente de Ca?*. GLM (* P<0.05)

8.5.Efecto de la DM2 sobre la entrada de Ca2+ a través de los canales de
Ca2* operados por los almacenes intracelulares de Caz+ (SOC) en
CMLV aislado de aorta de rata ZDF.
El efecto de la DM2 sobre la fuga pasiva de Ca?* del RE, asi como la

entrada de Ca?* operada por almacenes intracelulares (SOCE) inducida por la
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inhibiciéon de la SERCA en ausencia de Ca?* extracelular se muestra en la Figura
15. En la Figura 15A se muestra la media normalizada (F/Fo) de los transientes de
Ca?* en ambos grupos de ratas (LZDF, N=39 en color azul y OZDF, N=52 en color
rojo). El transiente inducido por la aplicacion de CPA 10 uM produjo un incremento
lento en la fluorescencia dado por la fuga pasiva de Ca?* del RE hacia el
citoplasma, seguido por una decaida de la [Ca?*]i, por debajo de los valores
basales (iniciales) de Ca?* intracelular, lo que conlleva al vaciamiento de los
almacenes intracelulares de Ca?* (Gonzalez-Cobos & Trebak, 2010; Spinelli &
Trebak, 2015). Con la finalidad, de comprobar, el completo vaciamiento de los
almacenes intracelulares del Ca?*, se procedi6 a aplicar una concentracion
maxima de ATP (300 uM) en ausencia de Ca?* extracelular y presencia de CPA
(10 uM). Como se puede apreciar (Figura 15A), la aplicacion de ATP en estas
condiciones, no generé cambios significativos en la [Ca?*]i. Finalmente para
evaluar la entrada de Ca?* del medio extracelular a través de los canales de Ca?*
dependientes del vaciamiento de los almacenes intracelulares, se procedié a
restituir la concentraciéon normal de Ca?* extracelular en la continua presencia del
inhibidor de la SERCA (CPA). Con este protocolo podemos apreciar que la
restitucion del Ca?* en el medio extracelular, causa un inmediato aumento de la

[Ca?*];, que se mantiene incrementado en el tiempo (Figura 15A).

No se encontraron diferencias en la amplitud del transiente evocado por
CPA en ratas LZDF (0.067+£0.007) y OZDF (0.068%£0.003) (Figura 15B). No
obstante, el tiempo de decaida al 90% de la amplitud disminuyd significativamente
un 53% en la rata OZDF en comparacion con su control delgado (LZDF, 1.56+0.45
vs OZDF, 0.73+0.08588) y un 54% al 60% (LZDF, 12.85+4.49 vs OZDF,
5.94+1.34). No asi en el tiempo de decaida al 30% de la amplitud del transiente
(LZDF: 37.0749.04 vs OZDF: 26.99+6.11) (Figura 15C) ni el AUC (LZDF:
15.83+1.26 vs OZDF: 15.21+1.82) (Figura 15D). Por otra parte, la amplitud (LZDF
0.22+0.02 vs OZDF: 0.30+0.03) y el AUC (LZDF: 88.43+9.44 vs OZDF:
118.8+17.46) de la sefial de Ca?* mediada por los SOC mostraron una tendencia
no significativa al incremento de 27% y 26%, respectivamente, en la rata OZDF

con respecto al grupo control LZDF (GLM, *P<0.05) (Figura 15 Ey F).
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Figura 15. Efecto de la DM2 sobre la entrada de Ca?* extracelular mediada por la SOCE
inducida por aplicacién de CPA 10 uM en ausencia de Ca?* extracelular en CMLV de aorta de
rata ZDF. A) Media normalizada (F/Fo) de la sefial de Ca?* inducida por CPA 10 pM en ausencia de
Ca?* extracelular (0 Ca?*) en CMLV aisladas de aorta de ratas LZDF (en azul) y OZDF (en rojo).

MediatEE de la B) amplitud, C) tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D) AUC del transiente de
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Ca?* inducido por CPA 10 pM; asi como la E) amplitud y F) AUC de la SOCE al aplicar 1.8 mM de
Ca?* extracelular (incubacién previa de CPA 10 uM en PSS 0 Ca?*) en CMLV de los grupos LZDF
(azul) y OZDF (rojo). GLM (* P<0.05).

8.6.Efecto de la DM2 sobre la actividad de 1a SERCA en CMLYV aisladas
de aorta de rata ZDF.
Dado que no observamos diferencias significativas en la liberacion de Ca?*

inducida por ATP y cafeina de CMLV aisladas de los grupos de ratas LZDF vy
OZDF (ver Figuras 11 y 13), decidimos evaluar el efecto de farmacos
bloqueadores de transportadores sobre esta sefial de Ca?* (liberacion de Ca?*
inducida por cafeina 10 mM en ausencia de Ca?* extracelular). El utilizar estas
condiciones experimentales (donde no observamos diferencias entre grupos) nos
permite eliminar cualquier efecto que no haya sido producto de la aplicacién del
inhibidor de la SERCA, NCX o PMCA.

En el panel A de la Figura 16 se observa la media normalizada (F/Fo) de
los transientes de Ca?* evocados por cafeina 10 mM sin Ca?* extracelular en
ausencia (lineas continuas claras) y presencia (lineas punteadas obscuras; LZDF,
N=51 en color azul y OZDF, N=30 en color rojo) de CPA 10 uM, el cual fue
aplicado al mismo tiempo que se aplica la cafeina en ambos grupos de ratas. El
efecto de la inhibicion de la SERCA por CPA en la sefial de Ca?* de CMLV del
grupo LZDF increment6 la amplitud del transiente un 12% (Figura 16B), el tiempo
de decaida al 90% en un 6%, al 60% un 16%, al 30% por un 123% (Figura 16C) y
el AUC con un 30% (Figura 16D). No obstante, la amplitud de la sefial de Ca?* en
CMLYV de la rata OZDF disminuy6 un 3% en presencia del inhibidor (Figura 16B),
el tiempo de decaida al 90% se incrementd un 97%, al 60% un 70% y al 30% fue
de 156% (Figura 16C) mientras que el AUC se vio aumentada un 36% (Figura
16D). Estos resultados sugieren que la aplicacion de CPA en la sefial de Ca?*
evocada por cafeina 10 mM incrementa la duracion y AUC del transiente en CMLV
aisladas de ambos grupos de rata (Figura 16C), sin embargo, los efectos en la
inhibicion de la SERCA fueron mas notorios en el grupo de ratas con diabetes
(OZDF) (Figura 16D).
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Al comparar directamente el efecto de la DM2 entre ambas cepas al inhibir
la SERCA con la aplicaciéon de CPA 10 uM no se encontraron diferencias en la
amplitud del transiente de Ca?* (Figura 16B). Sin embargo, los tiempos de
decaida al 90% (LZDF, 0.76+0.09 vs OZDF, 1.26+0.29) y 60% (LZDF, 5.28+0.61
vs OZDF, 8.74+1.50) de la amplitud del transiente de Ca?* resultaron
incrementarse significativamente en ambos casos un 65% mas en la rata diabética
OZDF en comparacion con el grupo control LZDF (Figura 16C). No obstante, el
tiempo de decaida al 30% de la amplitud (Figura 16C) y el AUC no mostraron ser
estadisticamente diferentes (GLM *P<0.05) (Figura 16D).
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Figura 16. Efecto de la DM2 sobre la actividad de la SERCA en sefial de Ca?* inducida por
cafeina en CMLV. A) Medias normalizadas (F/Fo) de la sefial de Ca?* inducida por cafeina 10 mM
en ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca2*) en ratas LZDF (en azul), OZDF (en rojo) y en presencia
de CPA 10 puM (lineas punteadas). MediatEE de la B) amplitud, C) tiempos de decaida al 90%,
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60% y 30% y D) AUC del transiente de Ca?* de CMLV en ratas ZDF en ausencia de Ca?

extracelular (barras en color claro) y adicionado con CPA 10 uM (barras obscuras). GLM (* P<0.05)

8.7.Efecto de la DM2 sobre la actividad del NCX en CMLV aisladas de
aorta de rata ZDF.
En el panel A de la Figural7 se graficaron las medias normalizadas (F/Fo)

de los transientes de Ca?* evocados por cafeina 10 mM (en 0 Ca?*) de CMLV
aisladas de ambos grupos de ratas en ausencia (lineas continuas claras) y
presencia (lineas punteadas obscuras; LZDF, N=50 en color azul y OZDF, N=25
en color rojo) de SEA0400 3 uM (preincubado por 5 minutos). Durante estos
ensayos se encontré que este farmaco incrementé en un 11% la amplitud del
transiente de Ca?* en CMLV aisladas de la aorta de rata LZDF (Figura 17B), el
tiempo de decaida al 90% de la amplitud del transiente un 18% (LZDF, 0.85+0.09
vs OZDF, 0.48+0.11), al 60% fue de 25%, al 30% fue de 10% (Figura 17C) y el
AUC fue por un 8% (Figura 17D). Sin embargo estas variables se mostraron
disminuidas al inhibir el funcionamiento del NCX con SEA0400 3 uM en la sefial de
Ca?* evocada por cafeina 10 mM de CMLV aisladas la aorta de rata OZDF con
DM2 (Figura 17) ya que la media de la amplitud del transiente disminuyé un 21%
(Figura 17B), el tiempo de decaida al 90% de la sefial un 24%, al 60% disminuyé
un 7% y al 30% fue de 5% (figura 17C), al igual que en el AUC, la cual fue 23%
menor (Figura 17C).

Al hacer una comparacion de la sefial de Ca?* en CMLV de ambos grupos
en presencia de SEA0400 encontramos que el tiempo de decaida al 90% de la
amplitud resulté estar disminuido significativamente un 42% en la rata OZDF a
comparacion del grupo control LZDF, sin embargo no se encontraron diferencias
en la amplitud de la sefial (Figura 17B), en los tiempos de decaida al 60%, 30%
(Figura 17C) ni en el AUC (GLM * P<0.05) (Figura 17D).
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Figura 17. Efecto de la DM2 sobre la actividad de la NCX en sefial de Ca2+ inducida por
cafeina en CMLV A) Medias normalizadas (F/Fo) de la sefial de Ca?* inducida por cafeina 10 mM
en ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*) en ratas LZDF (en azul), OZDF (en rojo) y en ausencia
(lineas continuas claras) y presencia (lineas punteadas obscuras) de SEA0400 3 uM. MediazEE de
la B) amplitud, C) tiempos de decaida al 90%, 60% y 30% y D) AUC del transiente de Ca?* de
CMLV en ratas ZDF en ausencia de Ca?* extracelular (barras en color claro) y adicionado con
SEA0400 3 puM (barras obscuras). GLM (* P<0.05)

8.8.Efecto de la DM2 sobre la actividad de la PMCA en CMLYV aisladas de
aorta de rata ZDF.
La Figura 18A exhibe una comparacién entre las media normalizada (F/Fo)

de los transientes de Ca?* evocados por cafeina en ausencia (lineas continuas
claras) y presencia (lineas punteadas obscuras; LZDF, N=45 en color azul y
OZDF, N=37 en color rojo) de Vanadato 500 uM en CMLV aisladas de ambos
grupos de ratas. Con respecto al efecto del este inhibidor sobre la sefial de Ca?*

en el grupo LZDF, se encontro que este farmaco incrementa un 17% la amplitud
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del transiente (Figura 18B), el tiempo de decaida al 90% de la amplitud aumenté
solo 3%, al 60% un 34% y al 30% un 56% (Figura 18C), mientras que el AUC
crecié 31% (Figura 18D). En cuanto a los efectos provocados por Vanadato en el
transiente de Ca?* de CMLV en el grupo OZDF, se encontré que la amplitud
disminuyé un 4% (Figura 18B), mientras que los tiempos de decaida de la
fluorescencia aumentaron un 62% en el tiempo al 90% de la amplitud, un 48% al
60%, un 123% al 30% (Figura 18C) y el AUC mostré un incremento del 27%
(Figura 18D).

Al hacer una comparacion entre ambos grupos de ratas de la sefial de Ca?*
evocada por cafeina en CMLV en presencia del inhibidor de la PMCA,
encontramos que la amplitud (Figura 18B), los tiempos de decaida al 90%, 60% y
30% de la amplitud (Figura 18C) asi como el AUC del transiente de fluorescencia
de CMLV de aorta de rata ZDF, no resultaron ser estadisticamente distintos a
pesar de encontrar una tendencia al incremento por parte del grupo OZDF (GLM *
P<0.05) (Figura 18D).
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Figura 18. Efecto de la DM2 sobre la actividad de la PMCA en sefial de Ca?* inducida por
cafeina en CMLV. A) Medias normalizadas (F/Fo) de la sefial de Ca?* inducida por cafeina 10 mM
en ausencia de Ca?* extracelular (0 Ca?*) en ratas LZDF (en azul), OZDF (en rojo) y en ausencia
(lineas continuas claras) y presencia (lineas punteadas obscuras) de Ortovanadato de Sodio 500
UM en los grupos LZDF (azul) y OZDF (rojo). B) Amplitud, C) tiempos de decaida al 90%, 60% y
30% y D) AUC del transiente de Ca?* de CMLV en ausencia de Ca?* extracelular (barras en color
claro) y adicionado con Ortovanadato de Sodio 500 uM (barras obscuras). GLM (* P<0.05)

9. Discusion
El modelo experimental utilizado en el presente estudio (ratas ZDF) ha sido

utilizado ampliamente en el estudio de las alteraciones cardiovasculares causadas
por la DM (Hempe et al., 2012; King, 2012; Kitada et al., 2016; Marsh et al., 2007;
Shiota & Printz, 2012; B. Wang et al.,, 2014; Yokoi et al., 2013), en particular
porque este modelo presenta varios de los signos clinicos que presentan los

pacientes con DM2, como son: obesidad, dislipidemia, hiperglicemia,
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hiperinsulinemia, disfuncion de células B-pancreaticas, resistencia a la insulina,
hipertension arterial (Al-awar et al.,, 2016b; Kitada et al.,, 2016) y disfuncién
vascular (C. L. Oltman et al., 2008; C. Oltman et al., 2006).

De acuerdo a nuestra metodologia, las ratas de 3 a 4 meses de edad fueron
proporcionadas por el bioterio Claude Bernard de la BUAP, donde de acuerdo a su
fenotipo fueron seleccionadas y agrupadas en ratas delgadas (LZDF) y ratas
obesas (OZDF). Como puede observarse en la fotografia mostrada en la Figura 6,
las diferencias fenotipicas entre las ratas LZDF y OZDF son claramente evidentes
a dicha edad. Con el objetivo de cuantificar las diferencias fenotipicas realizamos

la medicion de: peso, longitud, circunferencia abdominal.

Nuestros resultados demostraron que la rata OZDF es estadisticamente
mas pesada y mas grande (mayor longitud) que su grupo control. El incremento de
la longitud del fenotipo obeso nos haria suponer que este seria una causa
probable del incremento de su peso. Sin embargo, al calcular el IMC observamos
que esta variable resulté ser mayor en la rata OZDF a comparacion de su control.
Este Ultimo dato sugiere que el aumento en el peso puede ser debido a un
aumento en el tejido graso, tal como se ha reportado ampliamente en este modelo
animal (Katsuda et al., 2014; Kitada et al., 2016; Lum-Naihe et al., 2017; Yokoi et
al., 2013) asi como por los laboratorios que comercializan la cepa (Charles River
Laboratories, Inc.). Para confirmar la presencia de obesidad en nuestras ratas
cuantificamos la grasa epididimal y encontramos que este parametro se
incrementd 5 veces mas en ratas OZDF. Otras variables como la circunferencia
abdominal fueron mayores en el grupo diabético a comparacién de su control
(Figura 7). El equiparar la cantidad de grasa epididimal entre ambos grupos fue
importante ya que este parametro nos indicé que el incremento de peso en el
fenotipo obeso no estuvo dado por el crecimiento de masa muscular sino por la
generacion excesiva de tejido graso en la periferia del abdomen. Con estos
resultados podemos concluir que la rata OZDF en efecto, es un modelo animal

gue presenta obesidad (Al-awar et al., 2016a; Lum-Naihe et al., 2017).
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Con respecto a la presencia de hiperglucemia en las ratas ZDF, diversos
autores han reportado que no todos los miembros del grupo obeso desarrollan
DM2 (Peterson et al., 1990; X. Wang et al., 2014). Por esta razén decidimos
realizar una curva de tolerancia a la glucosa (ver Material métodos para mas
detalles). Los resultados de glucosa basal en ayuno que se muestran en el tiempo
0 (ver figura 8) indican que no hay diferencia entre los dos grupos de rata.
Después de la administracion de la solucion fisiologica glucosada, encontramos
que la concentracion de glucosa sanguinea en la rata OZDF fue estadisticamente
mayor que en la rata LZDF en distintos tiempos de la toma de muestra (Figura 8).
Considerando los criterios aportados por la ADA al funcionamiento de la prueba de
tolerancia de glucosa como una herramienta de diagndéstico de DM2, concluimos
gue nuestro modelo de ratas con obesidad desarrolla DM2, pues los valores de
glucosa plasmatica no disminuyen después de las 2 horas de administracion de
glucosa intraperitoneal en ratas OZDF a comparacion de su control. Al igual que
nuestros estudios, otros grupos de investigacion utilizan a la curva de tolerancia
como método de diagndstico de la DM2 en la cepa ZDF (Kirdly et al., 2007; C.
Oltman et al., 2006; Peterson et al., 1990).

Berra-Romani y colaboradores demostraron que las CMLV de arteria
mesentérica presentan dos distintos almacenes de Ca?*: uno de ellos sensible a
cafeina y por lo tanto activado por esta sustancia; el segundo almacén, sensible a
ATP, sustancia capaz de inducir la liberacién de Ca?* mediada por IP3 para el
vaciamiento de almacenes intracelulares (Berra-romani et al., 2008; Vallot et al.,
2001). En esta tesis se estudiaron, de forma independiente, las posibles

alteraciones que causa la DM2 sobre estos dos almacenes de Ca?*.

Los resultados de la Figura 9 demuestran que la DM2 causa una marcada
disminucién en la sensibilidad al ATP en CMLV. La curva concentracion-respuesta
obtenida de CMLV de rata OZDF (Figura 9B) fue desplazada a la derecha con
respecto a la obtenida de ratas LZDF. En efecto, la EC50 resulté ser 30 veces
mayor en la rata OZDF comparandola con la de LZDF. A pesar de que las CMLV

aisladas de ratas OZDF presentan una desensibilizacibn a concentraciones
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intermedias de ATP (1 upM, 3 uM, 10 pupM), mientras que a mayores
concentraciones (100 y 300 uM), el agonista genera un efecto maximo de similar
amplitud entre CMLV provenientes de ambos grupos. Estos resultados sugieren
que la DM2 no causa alteraciones en el nUmero de receptores purinérgicos, pero
si una desensibilizacion de estos o de la via de sefalizacion cascada abajo
activada por la unién de su agonista (ATP). Como ha sido descrito en la seccién
de antecedentes especificos, la via de sefializacién de Ca?* activada por ATP,
implica la activacién de: mecanismos que promueven la liberaciéon de Ca?* del RE
y de mecanismos que median la entrada de Ca?* del medio extracelular. Con la
finalidad de estudiar los efectos causados por la DM2 sobre estos dos
mecanismos, evaluamos la sefial de Ca?* evocada por ATP, en ausencia de Ca?*

en el medio extracelular (0 Ca?").

Los experimentos mostrados en la Figura 10, demuestran que en 0 Ca?*,
se reducen significativamente la mayoria de los parametros evaluados de la sefal
de Ca?' evocada por 300 uM de ATP (amplitud del pico, A.U.C. y tiempos de
decaida) con la excepcion del tiempo de decaida al 90% de la amplitud del
transiente. Estos mismos cambios se observaron tanto en las ratas delgadas
control (Figura 10 paneles A, C y E) como en las obesas-diabéticas (Figura 10,
paneles B, D y F). Estos resultados son acordes con lo reportado ampliamente en
la literatura acerca de que, tanto en la fase inicial de la sefial de Ca?* (pico) como
en la fase tardia del transiente (meseta), se activa una entrada de Ca?* del medio
extracelular en CMLV (Capponi et al., 1985; V A Golovina et al., 2001; Putney,
2017; Tsien & Tsien, 1990; Yamamura et al., 2011).

Al sobreponer los registros obtenidos en 0 Ca?* de CMLV de ambos grupos
de ratas, LZDF y OZDF, se puede observar que las diferencias existentes en la
sefal de Ca?* evocada por ATP en presencia de Ca?* extracelular (Figura 9) no se
observan en 0 Ca?* (Figura 11 A) por lo que en estas condiciones no hay
diferencias significativas en los parametros de la sefial de Ca?* evaluados (Figura
11, paneles B, C y D). Con la finalidad de confirmar estos resultados, se

realizaron experimentos en 0 Ca?* aplicando la concentracion de ATP 10 puM
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(Figura 11, paneles E-H), concentracion a la cual se observaron mayores
diferencias entre los transientes de Ca?' de los dos grupos experimentales en
presencia de Ca?* extracelular (Figura 9). Por lo que confirmamos que las
diferencias en la sefial de Ca?* vistas en presencia de Ca?* extracelular no estan

presentes en la respuesta de Ca?* evocada por ATP con 0 Ca?*.

Estos resultados nos dan informacién relevante, indicando que las
alteraciones que causa la DM2 sobre la sefial de Ca?* activada por ATP se
contextualizan sobre los mecanismos que participan en la entrada de Ca?* del
medio extracelular, y que al parecer no se ven afectados los mecanismos que
median la liberacion de Ca?* de los almacenes sensibles a ATP e IP3. Nuestros
resultados coinciden con los reportados por Evans y Cols., quienes usaron
Angiotensina-Il como agonista para activar la liberacion de Ca?* del RE. Ellos
mencionaron que la liberacion de Ca?* via GPCR e IPz en CMLV aisladas de aorta
de rata Goto-Kakizaki (otro modelo de rata con DM2) no se encontraba alterada
(Evans et al., 2009). Por otro lado, Velmurugan & White reportan un incremento en
la actividad del IPsR, lo que incrementa la liberaciéon de Ca?* en CMLV aisladas del
modelo db/db (Velmurugan & White, 2012). La discrepancia con estos resultados
puede deberse al modelo experimental que utilizaron, distinto a la cepa ZDF.

Con la finalidad de saber si las afectaciones causadas por la DM2, sobre la
sefial de Ca?* evocada por ATP, son especificas sobre la via de sefializacién
activada por el agonista antes mencionado, nos dimos a la tarea de estudiar las
posibles alteraciones que causa la DM2 sobre la sefial de Ca?* evocada por otro
agonista que activa una via de sefalizacion diferente a la del ATP, en este caso
utilizamos cafeina. Como se ha descrito en la seccion de antecedentes, la cafeina
es un agonista que activa a los receptores RyR presentes en la membrana del RE,

causando su apertura y por lo tanto la liberacién de Ca?* del reticulo.

De modo similar a lo encontrado con la aplicacién de 1, 3y 10 uM de ATP
(Figura 9), la DM2, causa una disminucion significativa de la amplitud, tiempos de
decaida y AUC del transiente de Ca?* en CMLV aisladas de aorta de rata OZDF
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en comparacion con su control (ratas LZDF) al ser estimuladas con 10 mM de

cafeina (Figura 12).

De manera similar a lo encontrado con ATP cuando fue aplicado en
ausencia de Ca?" extracelular (0 Ca?') (ver Figura 11), no observamos
alteraciones significativas en ninguno de los parametros medidos de la sefial de
Ca?* inducida por la misma concentracion de cafeina (10 mM) entre ambos grupos

de la cepa ZDF aplicada en 0 Ca?* (Figura 13).

Estos resultados confirman que la DM2 parece alterar los mecanismos que
median el ingreso de Ca?* del medio extracelular o los mecanismos que participan
en la remocion del Ca?* citoplasmatico. De forma importante, los resultados
demuestran también que no hay alteraciones en la activacion de los RyR ni en la

cantidad de Ca?* liberada de los almacenes intracelulares, sensibles a cafeina.

En la literatura Ma y Cols., reportaron que DM1 causa una disminucion en la
expresion de RyR en CMLV aisladas del modelo inducido por streptozotocina (Ma
et al., 2008), algo similar a lo descrito en el modelo animal db/db por Fernandez-
Velasco y Cols., (Rueda Angelica, Fernandez-Velasco Maria, 2013). Al contrario
de lo anterior, Searls y Cols., mencionan que CMLV en cultivo al ser incubadas
con altas concentraciones de glucosa extracelular, presentaban un aumento en la
expresion de RyR (Searls et al.,, 2010). Estas diferencias pueden deberse al
modelo experimental utilizado, tipo de DM y procedimientos experimentales.

Aunque en la presente tesis no se estudiaron los efectos de la DM2 sobre
todos y cada uno de los mecanismos que median la entrada de Ca?* del medio
extracelular en CMLV, se estudié el posible efecto de la DM2 sobre los canales de
Ca?* sensibles al voltaje (Cav) y sobre los canales dependientes de los almacenes
intracelulares (SOCs). En este apartado, discutiremos los resultados obtenidos al
examinar los Cav y en el siguiente los SOCs. El ensayo de fluorescencia utilizado
para activar a los canales de Cav en CMLV aisladas en fresco, fue el de causar

una despolarizacién del potencial de membrana de CMLV mediante la aplicacion
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de 75 mM de KCI extracelular y cuantificar la sefial de Ca?* activada por esta

maniobra.

En nuestro caso, el transitorio de Ca?* evocado por KCI 75mM fue de
pequefia amplitud y sin un ascenso rapido de la fluorescencia, tal como lo reportan
otros autores (Mancarella et al., 2013; Touw et al., 2012). Al comparar la entrada
de Ca?* evocada por KCI 75 mM entre las CMLV aisladas de ambos grupos, no
encontramos diferencias significativas en ninguna de las variables evaluadas, por
ello proponemos que la DM2 no genera alteraciones en los canales Cav de tipo L
y T en CMLV de aorta de rata OZDF. A pesar de que en diversas investigaciones
se han reportado alteraciones en el manejo del Ca?* mediado por canales Cav en
CMLV durante la DM2, aun existen discrepancias con respecto a los efectos que
genera esta enfermedad en los canales Cav de CMLV (Sturek, 2010). Al contrario
de nuestras investigaciones, Navedo y Cols., sostienen que la actividad de
canales Cav esta incrementada en CMLV durante la DM2 (Navedo et al., 2010b;
Nystoriak et al., 2017). Sin embargo sus resultados podrian diferir de los nuestros
debido a diferencias en la metodologia pues ellos utilizan CMLV aisladas de

arterias cerebrales (Nystoriak et al., 2017).

La SOCE es una ruta de ingreso de Ca?* del medio extracelular hacia el
interior de la célula, que se activa con el vaciamiento de los almacenes de Ca?
intracelular, en particular del RE (ver apartado 3.1.3.3.1), que finalmente conlleva
a la apertura de los canales de Ca?" presentes en la membrana plasmatica

activados por los almacenes intracelulares (SOC).

Una maniobra experimental para depletar el Ca?* almacenado en el RE y
activar la SOCE es a través de la inhibicion farmacoldgica de la bomba de Ca?*
presente en la membrana del RE (SERCA) utilizando CPA (&cido ciclopiazonico).
Considerando que la membrana del RE tiene canales de Ca?* permanentemente
abiertos (canales de fuga) en condiciones fisiolégicas, el Ca?* que se fuga a través
de esta via, es rapidamente recapturado por la SERCA en el RE, sin embargo, al
inhibir a la SERCA con CPA, el Ca?* se fuga del RE y al no ser recapturado por la

SERCA, el RE se vacia. El vaciamiento de Ca?* del RE, causa la apertura de
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canales de Ca?* presentes en la membrana plasmatica operados por los
almacenes intracelulares de Ca?* denominados SOC. En la Figura 15 se pueden
observar los registros de la sefial de Ca?* obtenidos al aplicar el protocolo
experimental antes descrito. La aplicacion de CPA en ausencia de Ca?
extracelular (0 Ca?*) evocé una aumento transitorio de la sefial de Ca?* que
corresponde al vaciamiento del RE. La amplitud de este aumento transitorio de
Ca?* se correlaciona con la cantidad de Ca?* contenido en el RE de CMLV (Berra-
romani et al., 2008; Curtis, Major, Trimble, & Scholfield, 2003; Fernandez et al.,
2015; Mauban et al., 2006).

En los paneles B-D de la Figura 15, se muestran los valores de los
pardmetros medidos de este transiente y encontramos un acortamiento en la
duracion de la sefial de fluorescencia, mas no de su amplitud ni del AUC. Por lo
que proponemos que los tiempos de decaida (al 90% y 60% de la amplitud) del
transiente inducido por CPA en CMLV de aorta de ratas OZDF estan siendo
alterados por la velocidad con la que transportadores de extrusion, como el NCX
y/lo la PMCA, podrian estar reduciendo la [Ca?']i (EI-Najjar et al., 2017). Nuestros
resultados coinciden con lo reportado por White y Cols., quienes no encontraron
alteraciones en la concentracion de Ca?* contenido en el RE ([Ca?']re) en CMLV
del modelo db/db (Velmurugan & White, 2012).

Posteriormente al transiente evocado por el CPA en 0 Ca?,
correspondiente a la fuga y vaciamiento de Ca?* almacenado en el RE,
procedimos a restituir el Ca?* en el medio extracelular en continua presencia de
CPA para bloquear a la SERCA y de esta manera cuantificar la fluorescencia dada
por la entrada de Ca?* a través de los SOC. En estos experimentos encontramos
gue la SOCE se encuentra incrementada de forma no significativa en CMLV
aisladas del grupo OZDF con DM2 (ver Figura 15). Por lo tanto, contrario a lo que
en un principio proponiamos, es probable que la SOCE no influya en la
desensibilizacion de la respuesta de Ca?* evocada por ATP en CMLV aisladas
durante la DM2. Aln existe controversia con respecto a la participacién de canales

TRP’s en la SOCE (Putney, 2017), por ello con estos ensayos de fluorescencia no
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podemos hacer una clara distincion entre la entrada de Ca?* mediada por los SOC
y los canales TRP’s, pero si podemos abordar la participacion de ambos de una

forma general.

Las conclusiones de distintos grupos de investigacién con respecto a los
efectos de la DM2 en la SOCE y TRP’s son aun inciertas. Por ejemplo, Evans y
Cols. reportaron que algunos TRPC (entre ellos las isoformas 1, 4 y 5)
incrementan la entrada de Ca?* evocada por Angiotensina Il en CMLV de aorta de
rata en cultivo durante la DM2 en un modelo animal diferente a la ZDF, la rata
Goto Kakizaki (Evans et al., 2009). Estas investigaciones coinciden también con
reportes donde se indica que la actividad de la SOCE puede incrementarse a
través de un mecanismo mediado por endotelina y resistina, las cuales son sobre
expresadas en pacientes con obesidad central, hipertensiéon y DM2 (Chuang et al.,
2012). En cambio, Mita y Cols., demostraron que la contraccién inducida por la
SOCE esta disminuida en CMLV de arteria caudal en la ratas Goto Kakizaki,
ademas se demostré que estas ratas expresan una mayor cantidad de TRPC1y 6
(Mita et al., 2010), sin embargo esto es contrario a lo reportado en el musculo liso
contractil de vena safena aislada de pacientes humanos con DM (Chung et al.,
2009).

Dado que no se pudo dilucidar con exactitud el mecanismo por el cual la
entrada de Ca?* extracelular disminuye en las CMLV de aorta de rata OZDF,
continuamos con nuestras investigaciones bajo el supuesto de que un mecanismo
regulador de la remocién de Ca?* citoplasmatico podria estar alterado en su
funcionamiento durante la DM2. En este trabajo de tesis se estudi6 el efecto de la
inhibicion de los mecanismos que regulan la [Ca?']i en el transiente de
fluorescencia evocado por cafeina 10 mM en ausencia de Ca?* extracelular. Estos
ensayos se realizaron en ausencia de Ca?* extracelular (solucion 0 Ca?*) para
eliminar la entrada de Ca?* por los SOC o el NCX (Gomez-Pinilla et al., 2007;
Sheikh et al., 2012)

Primero, nosotros observamos que el transiente de fluorescencia evocado

por cafeina en ausencia de Ca?* extracelular y en presencia de CPA tard6 en
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decaer mas en la condicion diabética a comparacion de su control (ver Figura 16),
por lo que se podria suponer que el funcionamiento o expresion de la SERCA

podria estar incrementado hasta un 65% mas en CMLV de aorta de rata OZDF.

Segundo, nuestros resultados fueron consistentes al demostrar que durante
la fase inicial de la decaida del transiente de Ca?* (tiempo de decaida al 90% de la
amplitud), la fluorescencia tardé menos tiempo en disminuir en CMLV aisladas de
rata diabética OZDF (ver Figura 17). Lo anterior propondria que la actividad (en
modo directo) del NCX se encuentra disminuida un 42% en la fase inicial de la
decaida del transiente de fluorescencia en CMLV durante la DM2.

Tercero, al estudiar la inhibicién de la PMCA en la respuesta de Ca?
evocada por cafeina encontramos que no existian diferencias significativas entre
la condicion patolégica y control, sin embargo se observdé que el Vanadato
incrementa la duracién del transiente de Ca?* de CMLV en ambos grupos de ratas

(ver Figura 18).

En sintesis, con respecto a los resultados obtenidos por el estudio de los
transportadores de Ca?*, proponemos que durante la DM2 existe en CMLV una
sobreactividad de la SERCA que estaria compensando la actividad y/o expresion
del NCX.

A pesar de gue se han reportado las alteraciones que genera la DM2 en los
mecanismos que regulan el Ca?* intracelular en otras células como linfocitos,
plaquetas, células B del pancreas y endotelio cardiaco (Adachi, 2010; Chaabane et
al., 2007; Herchuelz & Pachera, 2018; Sheikh et al., 2012) los estudios realizados
en CMLV son aun insuficientes pues la mayoria de ellos se centran en las
alteraciones provocadas por la DM1 (Fernandez-velasco et al., 2014), no asi en la
DM2.

Nuestras propuestas coinciden parcialmente con lo reportado por Hill y
colaboradores, quienes estudiaron la sefial de Ca?* y su regulacién por la SERCA,
NCX y PMCA en un modelo porcino de diabetes con dislipidemia (Hill, Price,

Dixon, & Sturek, 2003) similar, de acuerdo a las caracteristicas metabdlicas, a la
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cepa ZDF. Ellos postulan que el funcionamiento de la SERCA y/o PMCA podria
estar incrementado como un método de compensacion frente al incremento de la
entrada de Ca?* en CMLV durante la DM2 (Hill et al., 2003). Nuestras
conclusiones podrian ser esclarecidas con la realizacion de un Western Blot,
método semicuantitativo para determinar la expresion de proteinas. O bien,
mediante el uso combinado de farmacos bloqueadores, aislando la actividad de un
transportador en especifico durante la induccién del transiente de Ca?*, tal como lo
hicieron Sheikh y colaboradores en la sefial de Ca?" de células endoteliales
cardiacas (Sheikh et al., 2012).

En suma, nuestra investigacion nos permite proponer que el decremento de
la sefial de Ca?* en CMLYV aisladas de aorta de rata OZDF podria estar dado por
una disminucién en la actividad de los receptores P2X, canales TRP's y NCX, asi
como por el incremento en la actividad y/o expresion de la bomba SERCA. En la
Figura 19 se muestran en color rojo (flecha hacia abajo) los canales y
transportadores que podrian estar alterados en su funcionamiento durante la DM2
y en color verde (flecha hacia arriba) la proteina SERCA que podria estar

incrementada en cantidad y/o funcionamiento durante el estado patolégico.
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Figura 11. Mecanismos moleculares que podrian verse afectados por la DM2 en la
regulacion de la [Ca?*]i en CMLV de aorta de rata ZDF. En color rojo (flecha hacia abajo) se
muestran las proteinas que podrian ser afectadas de manera negativa (disminucién en la
expresion/actividad) por la DM2 en CMLYV de aorta: Receptor inotrépico purinérgico (P2X), canales
i6nicos Receptores de Potencial Transitorio (TRP’s) e intercambiador Na*/Ca?* (NCX). En color
verde (flecha hacia arriba) se muestra a la ATP-asa de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA), la

cual estaria incrementada en expresién/actividad por la DM2 en CMLV de aorta de rata ZDF.

10. Conclusiones
e La DM2 causa una desensibilizaciéon de la sefial de Ca?* evocada por ATP

y cafeina en CMLV de aorta de ratas ZDF.

e La desensibilizacién no se debe a alteraciones en la [Ca?*]re ni a la entrada
de Ca?* a través de canales Cavy SOC.

e La DM2 causa un aumento en la actividad de la SERCA y una disminucion
en la actividad del NCX en CMLV de aorta de ratas ZDF.
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