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RESUMEN

El sindrome metabdlico es conjunto de alteraciones en el metabolismo el cual
comprende 5 signos que son la hipertensién, hiperglucemia, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia y obesidad central, aunque solo se necesitan 3 de estos signos
para diagnosticarlo en humano. En nuestro pais, las patologias asociadas a este
sindrome, como las alteraciones cardiovasculares y la diabetes mellitus tipo II, se han
convertido en una de las principales causas de mortalidad. Estudios previos realizados
por el grupo del Dr. Julian Torres Jdcome, demostraron que el sindrome metabdlico
induce no solo una remodelacién eléctrica y morfolégica del nodo senoauricular si no
también el desacople en el proceso de excitacién contraccién de los musculos
papilares del corazon. El presente trabajo esta enfocado al estudio de la alteraciones
provocadas por el sindrome metabdlico sobre el acople excitacién contraccién de las
células cardiacas, mas especificamente, nos interesa saber si el transitorio de calcio
generado durante la contraccién cardiaca y la corriente de calcio tipo L, la cual da
inicio a proceso de contraccién, resultan alteradas. Para ellos utilizaremos miocitos
cardiacos aislados provenientes de los musculos papilares derecho e izquierdo del
corazén de ratas sometidas durante dos y seis meses a una dieta rica en carbohidratos
para inducir el sindrome metabdlico. El registro de la corriente idnica lo realizamos
con la técnica de Patch clamp mientras que para las mediciones del calcio intracelular
usaremos un equipo de microfluorimetria. En el modelo animal de 2 meses de
tratamiento encontramos una aumento en la corriente de Calcio tipo L solo en los
miocitos de mausculos papilares izquierdos mientras que en los miocitos de los
papilares derechos encontramos un incremento en la amplitud de los transitorios de
de calcio junto con una disminucién de la velocidad de de decaimiento, es decir, con
una disminucion de la velocidad de recaptura del calcio. Estos resultados explican el
aumento en la duracién del potencial de accién en los papilares izquierdos y el
aumento en la fuerza de contraccion de los papilares derechos previamente
reportados por Vazquez Pérez EM para este modelo animal. Por lo que respecta al
modelo de sindrome metabodlico de 6 meses, no encontramos cambios significativos
en las corrientes de calcio pero si un aumento la concentracion de calcio intracelular

durante la contraccién en los miocitos de ambos papilares y una disminucién en el



tiempo en que el calcio intracelular torna a los valores diastélicos. Estos resultados
sugieren que el proceso de remodelacién eléctrica y del sistema de regulacién de
calcio durante el desarrollo del sindrome metabdlico afecta en modo diferencial la
funcién de ambos ventriculos y ademas, los cambios pueden ser temporales como en
el caso de la corriente de calcio o bien, permanentes como lo fue la alteracién en la

liberacion del calcio intracelular en los miocitos de los papilares derechos.



ABREVIATURAS

AHA.- Asociacion Americana del Corazon.
Nodo AV Nodo Auriculo Ventricular

Cav.- Canal de calcio dependiente de voltaje
DM2.- Diabetes Mellitus tipo I

ECG.- Electrocardiograma

ENSANUT.- Encuesta Nacional de Salud y

Nutricion.

HDL.- Lipoproteinas de alta densidad.
HVA.- Canales activados por alto voltaje.
Ica .- Corriente de calcio tipo L

[Kir.- Corriente de potasio rectificadora

entrante.

IL-B.- Interleucina B.

IL-6.- Interleucina 6.

[to.- Corriente transitoria de potasio.

Kv.- Canal de potasio dependiente de voltaje.
LVA.- Canales activados por bajo voltaje.

MCU.- Uniportador de calcio mitocondrial.

Nav.- Canal de sodio dependiente de voltaje.

NCEP-ATP III.- National Cholesterol Education

Program Adult Treatment Panel III

NCX.- Intercambiador de membrana de

Na+/K+.
OMS.- Organizacion Mundial de la Salud.
PA.- Potencial de accion.

PEMCA.- Bomba de Ca?* de la membrana

plasmatica.

PKA.- Protein quinasa A.

PLN.- Fosfolambdano.

RyR.- Receptor a rianodina.
Nodo SA.- Nodo senoauricular.

SERCA.- ATPasa de Ca2?* del reticulo

sarcoplasmico.
SM.- Sindrome metabolico.
SR.- Reticulo sarcoplasmico.

TNFa.-Factor de necrosis tumoral alfa



INTRODUCCION

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL CORAZON
El corazén es un 6rgano hueco muscular que posee cuatro cavidades por medio de las

cuales circula la sangre mediante un ciclo que comprende dos principales mecanismos, la
diastole y la sistole. El corazoén estd localizado en la parte inferior del mediastino rodeado
de una capa serosa llamada pericardio; el cual descansa sobre el diafragma y limita por
arriba con el orificio toracico superior. Posee la forma de un cono o piramide invertida en
el cual se reconocen dos estructuras principales, la base que se encuentra dirigida hacia
atras y arriba y a la derecha, y un vértice o punta (dpex), situado adelante y a la izquierda.

(Latarjety Liard 2004).

El corazén estd dividido en dos partes, la derecha e izquierda y cada lado posee dos
cavidades, una auricula y un ventriculo, separados respectivamente por un orificio
auriculoventricular en el cual se encuentran las valvulas fibrosas que se abren en direccion
de los ventriculos; la valvula tricispide para el lado derecho y la valvula mitral para el lado
izquierdo. Estas valvulas permiten el flujo de sangre unidireccional a través del corazén ya
que poseen valvas o cuspides, que son laminas delgadas de tejido conectivo fibroso que se
insertan en la pared del orificio valvular y cuyos bordes libres se adosan unos a otros
durante el cierre. Ambas caras de las valvas estan cubiertas por una capa similar al
endocardio que impide la formacién de coagulos. La valvula mitral que separa la auricula
izquierda del ventriculo izquierdo, tiene dos valvas, una anterior y otra posterior de menor
tamafo. Por otro lado, la valvula tricdspide que separa la auricula derecha del ventriculo
derecho, tiene tres valvulas de tamano semejante. Asi pues, los ventriculos también tienen
orificios de salida como el tronco pulmonar en el ventriculo derecho y el orificio de la aorta
en el ventriculo izquierdo, los cuales también poseen valvulas de menor tamafio que las
valvulas auriculoventriculares y son llamadas valvula pulmonar y aortica,
respectivamente. Cada valvula estd compuesta por tres valvas llamadas semilunares la
cuales poseen forma de nido de golondrina con la cavidad orientada hacia la luz de arteria.

(Fisiologia, células, 6rganos y sistemas, Julio Mufioz y Xaviera Garcia 1998).

La sangre fluye normalmente en forma continua desde las grandes venas hacia las auricula

derecha, posteriormente y gracias al aumento moderado de presién que se ha generado en




las auriculas por la llegada de sangre a través de las venas cava superior e inferior, se abre
la valvula auriculo ventricular y permite que la sangre fluya radpidamente hacia el
ventriculo derecho. En humano cuando en el ventriculo derecho aumenta la presién
ligeramente por encima de 80 mmHg se abre la valvula semilunar pulmonar; cerca del
70% del vaciado ventricular se produce durante el primer tercio del periodo de eyeccién y
el 30% restante del vaciado durante los dos tercios siguientes de eyeccion. Al llegar la
sangre a los pulmones se lleva a cabo el proceso de intercambio gaseoso dando como
resultado la oxigenacion de la sangre, la cual pasa a través de las venas pulmonares y llega
a la auricula izquierda, generando una acumulacién de sangre, un aumento en la presiéon
dentro de la auricula izquierda y posteriormente la apertura de la valvula mitral. Con la
apertura de esta valvula la sangre fluye rapidamente al ventriculo izquierdo y cuanto la
presion excede los 80 mmHg la valvula semilunar aortica se abre permitiendo la eyeccion
de la sangre hacia el nivel sistémico, por medio de las ramas de la aorta hasta llegar a los
capilares en los tejidos periféricos donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso con la
difusion del oxigeno hacia los tejidos y al mismo tiempo la recolecciéon de diéxido de
carbono proveniente del metabolismo celular, de esta manera la sangre venosa retorna
hacia la auricula derecha del corazéon por medio de la vena cava superior e inferior
completando asi de nuevo el ciclo. (Fisiologia, células, drganos y sistemas, Julio Mufioz y

Xaviera Garcia 1998).

El corazén esta constituido principalmente por 3 capas una externa denominada
pericardio, una media muscular denominada miocardio y una interna denominada
endocardio. El pericardio la capa mas externa de la pared del corazén el cual es una
lamina visceral serosa, compuesta por un epitelio escamoso simple conocido como
mesotelio, una de las caracteristicas principales del pericardio es el almacenamiento de
grasa en la superficie del corazon, asi mismo contiene vasos coronarios, nervios y ganglios.
El pericardio visceral se contintia del pericardio parietal, estas dos capas envuelven al
corazon y forman una cavidad pericardica que contienen una pequefia cantidad de liquido
seroso que sirve como lubricante entre ambas capas. El miocardio es la capa media y mas
gruesa del corazon y contiene a las células de musculo cardiaco, las cuales poseen

diferentes funciones que van desde fijacion al esqueleto cardiaco fibroso, secrecion de



factores endocrinos y generacion y conduccion de impulsos eléctricos. Finalmente, la cara
interna del miocardio es continuada con el endocardio, el cual estd constituido por
endotelio que consiste en un epitelio escamoso simple, una capa subyacente de tejido
conjuntivo fibroelastico con fibroblastos dispersos y por una capa mas profunda con fibras
elasticas entremezcladas con células de musculo liso, ademds un tejido conjuntivo laxo que
contiene pequeflos vasos sanguineos, nervios y fibras de Purkinje del sistema de

conduccion del corazén.(Texto y Atlas de Histologia, Leslie P. Gartner).

Vena Cava
Superior

Aorta

Tronco Pulmonar Auricula lzquierda
Valvula Aortica

Auricula Derecha Vialvula Mitral

Vélvula Pulmonar Ventriculo lzquierdo

Vilvula bictspide

Endocardio
Ventriculo
Derecho Medio miocardio
Epicardio
Vena Cava
Inferior

Figura 1. Anatomia del corazon. Representacion de los puntos anatémicos importantes del corazon y
grandes vasos.

Sistema de conduccion del corazon.
El corazon esta constituido por células especializadas que se comunican fisicamente por

uniones comunicantes, actuando asi como un sincitio y permitiendo junto con la actividad
coordinada de otros canales i6nicos en la membrana plasmatica, la conduccién del
potencial de accién. En condiciones normales los potenciales de acciéon cardiacos se
generan en el nodo senoaricular, ubicado en la unién de la vena cava superior con la

auricula derecha, de ahi se desplazan por haces de fibras auriculares de tipo Purkinje, el



haz internodal anterior de Bachman, el haz internodal de Wenckebach y el haz internodal
posterior de Thorel, hasta llegar al nodo auriculoventricular. Este Ultimo se encuentra
entre el limite de las auriculas y los ventriculos, en el vértice del tridngulo de Koch, ahi la
sefial sera filtrada antes de continuar su camino a través del haz de His, transmitiéndose
por el tabique interventricular hasta llegar a las fibras de Purkinje, las cuales se comunican

con las células musculares de los ventriculos. (Ganong Fisiologia Médica 2010)

La rapida conducciéon del impulso cardiaco requiere la presencia de conexiones de baja
resistencia entre las células cardiacas. (Rohr S et al., 2004) La velocidad de propagacion es
inversamente proporcional a la resistencia interna, por lo tanto una resistencia baja
interna favorece la rapida conduccion; en el caso de los miocitos cardiacos, las uniones
comunicantes o Gap Junctions son las responsables de formar las conexiones de baja
resistencia en las células cardiacas. (Spach M et al 2004) La densidad de las uniones
comunicantes es baja en el margen lateral de las células, particularmente en los miocitos
encargados del sistema de conduccién del corazén y es precisamente esta distribucién no
uniforme de las uniones comunicantes lo que le permite al corazén mantener la
direccionalidad de la conduccion electrica. La propagaciéon del potencial de accién ocurre
rapidamente a través del citoplasma celular y lentamente pasa a través de las uniones
comunicantes, la conduccion es rapida longitudinalmente. Estas uniones comunicantes
tienen una composicion molecular simple, se componen solo de una proteina integral de
membrana llamada conexina, la cual se aglomera dentro de la membrana plasmatica como
un complejo de multiples subunidades que forman un hemicanal denominado conexon.

(Biologia celular y molecular. Conceptos y experimentos. Gerald Karp. Quinta edicion)

Las conexinas estan formadas por 6 conexones; en el corazén se expresan principalmente
la conexina 40, 43 y 45, definidas asi en funcién de su peso molecular expresado en KDa.
Las diferencias regionales en el tipo y distribucién de las conexinas son determinantes
importantes en el proceso de excitacién del tejido cardiaco, en especial en los limites del

nodo SA y AV. (Augustus O. Grant et al., 2009)



POTENCIAL DE ACCION CARDIACO.
La actividad eléctrica del miocardio inicia con los potenciales de accién que se originan en

las células marcapaso y viajan hacia las células del miocardio generando la contraccion
cardiaca. Para la propagacion de esta onda despolarizante y por consiguiente de la
actividad mecanica, es necesario el acople entre los miocitos cardiacos mediante las gap
junctions. (Kanno S et al,, 2001) El potencial de accion refleja la activacion e inactivacion
secuencial de los canales i6nicos que conducen la despolarizacion mediante las corrientes
entrantes de sodio (Na*) y calcio (Ca%*) y corrientes repolarizantes salientes como las de
potasio (K*). La morfologia del potencial de accién es distinta en cada una de las regiones
del corazén debido a las diferencias en la expresion y en las propiedades cinéticas que
subyacen a cada uno de los canales i6nicos involucrados en el potencial de accion (Figura

2). (Antzelevitch C et al,, 2002; Nerbonne y Kass, 2005)

SA Mode

Alrium
AN Node |

Purkinje Fiber

-
- \ Endocardium
\
! Midmyocardium
Apex

7

Septum

\
Ay LV Epicardium

ol
3
at

Figura 2. Actividad eléctrica en el miocardio. llustracion esquematica de las formas de potenciales de
accion presentes en las diferentes regiones del corazén humano. Panel inferior. Representacion
esquematica de un electrocardiograma de superficie. La lineas azules punteadas indican la
correspondencia de la actividad eléctrica de las diferentes regiones del corazon con el registro el ECG.
Imagen tomada de Jeanne M. Nerbonne y Robert S. Kass; 2005.




CORRIENTES INVOLUCRADAS EN EL POTENCIAL DE ACCION.
La generacion del potencial de accion y sus diferencias entre las regiones del corazon

resultan de la permeabilidad selectiva de los diferentes canales ionicos distribuidos en la
membrana celular. Durante el potencial de accidon la permeabilidad de los canales i6nicos
cambia y cada ion se mueve pasivamente a favor de sus gradientes tanto quimicos como
eléctricos. El gradiente electroquimico determina si un ion se mueve hacia dentro o hacia
afuera de la célula, es decir si genera una corriente despolarizante o repolarizante en el
caso de los cationes. (Hille B et al., 1984) El potencial de accién cardiaco consta de cuatro

fases:

La fase 4 se caracteriza porque el voltaje de membrana es estable a aproximadamente -90
mV en células cardiacas de trabajo. La principal corriente responsable de esta fase en la

corriente rectificadora entrante o Ik;.

La fase 0 es la fase de despolarizaciéon rapida generada por la rapida activaciéon de los
canales de sodio dependientes de voltaje (Nay 1.5); aqui el potencial de membrana cambia
hacia un rango de voltaje positivo (+ 20 mV) siendo esta fase central para la rapida

propagacion del impulso cardiaco.

La fase 1 es la fase de repolarizacién rapida dada por las corrientes repolarizantes de

potasio (K+) denominadas lto-f, lto-s, Ikr € IxaTp.

La fase 2 o fase de meseta, es una fase larga, es Unica en células ventriculares y marca la
fase de entrada de calcio a través de los canales de calcio voltaje dependientes tipo L (ICa.1)
hacia el interior de la célula. En esta fase ademas de la corriente de calcio tipo L participan

corrientes repolarizantes de potasio (K+) como son la Iks, Ik € Ixatp.

La fase 3 es la fase de repolarizacién que restaura el potencial de membrana en reposo

generada por la salida de potasio a través de los canales de potasio (K*) (Figura 3).




100 ms 100 mse

Ina ——r INa '—
lca,L —— ————————————— lcal
lof - - kot
IIU.S S |t0,3
Iks ks
IKr |Kr
IKU[ |Kur L—
'K,sk:rwi |Hrs|0w1
b stowz e siowz
ISS |S-S
Ikt _____ S Lyt

— JAEese———
lkaTR lkatp

Figura 3. Formas de los potenciales de accion y las corrientes ionicas que subyacen en cada uno de ellos
en el corazén adulto de humano. Panel superior: potencial de accidn ventricular (lado izquierdo) y
potencial de accion auricular (lado derecho). Las propiedades tiempo y voltaje-dependientes de los
canales voltaje dependientes de Na* (Nav) y de Ca*" (Cav) expresados en miocitos atriales y
ventriculares son similares. En contraste existen mdltiples tipos de corrientes de K+, particularmente las
corrientes de Kv contribuyen a la repolarizacién del potencial de accidon. Las propiedades de las
corrientes de Kv son distintas y en contraste a las corrientes entrantes, hay multiples corrientes Kv
expresadas en miocitos individuales a través del miocardio. Imagen tomada de Jeanne M. Nerbonne y
Robert S. Kass; 2005.

De manera mas detallada tenemos que los canales de sodio voltaje dependientes (Nay) se
abren rapido ante una despolarizacion de membrana y son los principales responsables de
la fase de despolarizacién del potencial de accion. (Fozzard HA et al., 2002) La activacion e
inactivacién de los canales de sodio (Na+) es voltaje dependiente y su umbral de activacién
es de aproximadamente de -55mV. (Sheets MF et al 2010)

La corriente transiente saliente de potasio Ito es la mayor corriente repolarizante durante
la fase de repolarizaciéon temprana en un potencial de accién y es la responsable de la

forma de espiga o domo y de la fase 1 del potencial de accién. (Abbott GW et al., 2001;




Alseikhan BA et al., 2002; Aravamudan B et al., 2003; Aimond F et al., 2005) Modulando la
fase inicial del potencial de accién, la Ito tiene una influencia importante sobre la forma
general del potencial de accién a través de los efectos voltaje dependientes en otras
corrientes iénicas como la corriente de calcio tipo L (Ica-1), la corriente del intercambiador
NCX y las corrientes rectificadoras tardias (Bailly P et al., 1997). Numerosos estudios han
mostrado que la inhibicién de I, marcadamente afecta el acople excitaciéon-contraccion
por una alteracién de la entrada de calcio tipo L a nivel transarcolemal y el intercambiador
NCX, con efectos secundarios en la recaptura de calcio del reticulo sarcoplasmico (SR).
(Abbott GW 2006; Abernethy DR y Soldatov NM., 2002; Ai T et al.,, 2002; Akar FG y
Rosenbaum DS., 2003; Aravamudan B et al., 2003)

Durante la fase de meseta del potencial de accién aproximadamente el ~99% de los
canales de sodio se encuentran en estado inactivado. (Wang DW et al,, 1996; Rivolta I et al,,
2002) Durante esta fase de meseta del potencial de accion el calcio proveniente del espacio
extracelular entra a la célula mediante los canales de calcio voltaje dependientes ubicados
en la membrana de los tubulos T, este calcio es el activador del proceso de acople
excitacion-contraccion en el miocardio de los mamiferos. (Fabiato A and Fabiato F., 1979;
Donald M Bers 2008; Bers DM et al.,, 2001;) La corriente de calcio fue primeramente
estudiada en preparaciones multicelulares y posteriormente en células aisladas; (Beeler
GW y Reuter H., 1970; Bers DM y Perez-Reyes E., 2002) en el afio de 1975 se registraron 2
tipos de corrientes de calcio en huevos de estrellas de mar, sin embargo no fue sino hasta
1980 cuando se le dio mayor importancia a estas investigaciones, estos dos tipos de
corrientes fueron observadas en neuronas sensoriales de pollos y ratas y su distincion se
basoé principalmente en sus umbrales de activacién denominando canales activado por alto
voltaje (HVA) y canales activados por bajo voltaje (LVA) a las dos poblaciones
encontradas, posteriormente fueron descritos en células atriales de perro y los canales
LVA fueron referidos como canales de calcio tipo T ya que se activan a potenciales de
membrana de aproximadamente de -50 mV y su activacién e inactivaciéon son rapidas.
(Bean BP et al,, 1985; Carbone E et al., 1987; Maltsev VA et al,, 1997; Nudler S et al., 2003)
Los canales HVA se abren a potenciales de membrana mas positivos que los LVA (-20 mV)

y su inactivacion tiene un curso temporal mas lento que puede incluso durar hasta




segundos dependiendo de la preparacion. (Carbone E et al., 1987; Marban E y O’Rourke B.,
1995) Asi mismo los canales HVA exhiben una gran conductancia de 13-25 pS. (Bean BP,,
1985; Marban E y O’Rourke B., 1995; Bénitah JP et al., 2002) La apertura de los canales de
calcio tipo L ante una despolarizacion de membrana es relativamente tardia en
comparacién de la activacion de los canales de sodio (Na+), la apertura de estos canales
permite la entrada de calcio generando la segunda fase del potencial de accidn, la cual es
prominente en células ventriculares y de Purkinje. (Fabiato A and Fabiato F., 1979; Donald

M Bers 2008; Bers DM et al., 2001)

En la fase 3 del potencial de accién los canales de potasio (K+) voltaje dependientes son los
principales determinantes de esta fase en el miocardio de mamiferos. Basados en las
diferencias farmacoldgicas y de dependencia de voltaje existen dos clases de corrientes de
potasio a) corrientes transitorias (Iw) y b) las corrientes rectificantes salientes de potasio
(Ix). Las corrientes transitorias (I,) se comienzan a activar e inactivar rapidamente a
potenciales despolarizantes de membrana, aproximadamente a -30 mV, generando la fase
1 del potencial de accion. Los rectificantes tardios (Ix) en cambio se activan a potenciales
similares de membrana pero con una cinética mucho mas lenta que determina su funcion
predominante en la fase 3 del potencial de accidn. Existen multiples tipos de corrientes de
potasio (K+) siendo las mas relevantes en esta fase la corriente rectificadora tardia lenta o
Iks y 1a corriente rectificadora tardia rapida o Ikr. Ambas corrientes se comienzan a activar
a valores alrededor de -20 mV, en el caso de la Ixs, la corriente se comporta de manera
O6hmica a voltaje despolarizantes, es decir, el valor de la corriente aumenta conforme lo
hace el voltaje de membrana. La Ikr en cambio, a voltajes por arriba de los 20mV comienza
a rectificar, de tal modo que cuando se aumenta el voltaje de membrana la corriente de
potasio disminuye. Las diferencias en las densidades y propiedades biofisicas de esos
canales contribuyen a las variaciones en las formas de los potenciales de accién
registradas en diferentes tipos de células cardiacas y en distintas especies. (Antzelevitch C
y Dumaine R., 2002; Nerbonne JM et al,, 2002; Nerbonne JM y Kass RS., 2003) Finalmente
en los miocitos ventriculares, la fase 4 del potencial de accion se debe principalmente a
otro tipo de canal de potasio, el rectificador entrante. La corriente rectificadora entrante o

Iir, €S una corriente que se activa a voltajes de alrededor de -50 mV. A valores por debajo




de potencial de equilibrio del potasio genera una corriente entrante mientras que a valores
mas positivos una pequeiia corriente saliente que desaparece por arriba de -50mV debido
a las propiedades de rectificacion del canal. (Antzelevitch C y Dumaine R., 2002; Nerbonne

JM et al., 2002; Nerbonne JM y Kass RS., 2003)

EL ION CALCIO COMO MODULADOR
El calcio es un segundo mensajero intracelular que participa en la regulacion de diversas

funciones como la fertilizacién, la sefalizacion eléctrica, la contraccién muscular, la
secrecidn celular, en el proceso de memoria, en la transcripcion de genes y en la muerte
celular. Es de gran importancia en las células cardiacas ya que a nivel electrofisioldgico
media la forma del potencial de accién por medio de las corrientes de iones e
intercambiadores que participan en cada una de las fases del potencial de accion, participa
en los mecanismos arritmogénicos y la comunicacion celular. (Bers DM., 2008). El acople
excitacion-contraccién estd gobernado por los transitorios de calcio que dirigen la
contraccion, ya que en este mecanismo el calcio activa el “switch” de los miofilamentos
contractiles, siendo asi un modulador de las propiedades contractiles del musculo,
participando también en el consumo de energia para la contraccidén, asi como también en
la produccion de energia por medio de la via de regulaciéon de la produccién de ATP
mitocondrial y la muerte celular por necrosis, etc., siendo esto solo una fracciéon de
sistemas dependientes del calcio en los miocitos cardiacos. (Bers DM., 2008). La fidelidad
de la funcién contractil cardiaca envuelve muchos procesos dependientes calcio y algunas
alteraciones aunque, fueran minimas, en esos sistemas podrian resultar en una disfuncién

tanto del mecanismo contractil como eléctrico de las células cardiacas.

e La corriente de calcio. Ica

Existen dos clases de corrientes de calcio involucradas en el potencial de accién de los
miocitos cardiacos, la corriente de calcio tipo L y la corriente de calcio tipo T, que
contribuyen a la actividad marcapaso, a la despolarizacién y fase de meseta en los

potenciales de accion. La corriente de calcio tipo T se activa a potenciales de membrana




mas negativos que la corriente de calcio tipo L, y también inactiva mas rapidamente que la
corriente de calcio tipo L, independiente de la entrada de calcio a la célula. La corriente de
calcio tipo T no estd presente en la mayoria de los miocitos ventriculares pero es
expresada principalmente en células marcapaso en el corazén y en miocitos ventriculares
inmaduros, incluso en miocitos ventriculares que expresan corriente de calcio tipo T la
densidad de corriente es muy pequefia en comparacién con la corriente de calcio tipo L.

(Chen X etal., 2007)

A pesar de que la entrada de calcio resulta ser muy pequefia es de suma importancia en el
acople excitacion-contraccién ya que, el calcio que entra a través de los canales de calcio
dependientes de voltaje ubicados en la membrana sarcoplasmatica, en los tubulos T, se
acopla a los receptores a rianodina ubicados en la membrana del reticulo sarcoplasmico,
generando la liberacion de calcio del reticulo, aumentando los niveles de calcio intracelular
y favoreciendo el acople del calcio a la troponina C, lo cual da como resultado el proceso de
contraccién. (Bers DM., 2001.) Por lo tanto, en el corazén los canales de calcio tipo L

tienen una funcion doble:

1) Contribuyen a la corriente entrante de calcio, corriente despolarizante que ayuda al

mantenimiento de la fase de meseta del potencial de accion.

2) Median la apertura intracelular de canales de calcio para la liberacion de calcio del
reticulo sarcoplasmico, jugando asi un papel importante en el proceso de acople

excitacion-contraccion (Figura 4).

Estructuralmente los canales de calcio son un complejo de multiproteico que contiene
multiples subunidades, la subunidad principal y formadora del poro es la Alfa 1, la cual se
co-ensambla con las subunidades auxiliares Beta, Alfa 2, Delta y Gamma, asi como también
con la calmodulina. La gran variedad de canales de calcio se debe a que en un gen existen
diferentes sitios de corte y pegado (splicing) que los codifican (Catterall WA et al., 2000)
Bajo condiciones normales los miocitos ventriculares expresan solo Cav 1.2 que
corresponde a la isoforma Alpfa 1C. La subunidad alfa 1C contiene 4 dominios homélogos
(DI-DIV) cada uno con 6 segmentos transmembranales (S1-S6) conectados por unas asas

intracelulares unidas del lado citosolico en la N terminal y la C terminal. El segmento S1-54




de cada dominio conforman el sensor de voltaje mientras que los segmentos S5 y S6
forman el poro del canal que contiene un filtro selectividad (Catterall WA et al., 2000). El
extremo C terminal de la subunidad alfa es importante para el trafico del canal desde el
Golgi hasta la superficie de la membrana (Fang K, Colecraft HM., 2011) y es un sitio critico
de interaccion de proteinas de sefializaciéon que modulan tanto los canales de calcio tipo L

o que decodifican las sefiales locales de calcio. (Dai S et al., 2009)

ACOPLE EXCITACION CONTRACCION.
El proceso de acople excitacion contraccién es el mecanismo mediante el cual un potencial

de accién genera la contraccion de una célula cardiaca. En este proceso el calcio juega un
papel esencial no solo como un activador directo de los miofilamentos sino como un
iniciador de la cascada intracelular que da inicio al proceso de contraccién (Bers, DM,
2001) Figura 4. Durante el potencial de accion, el calcio entra a la célula a través de los
canales de calcio dependientes de voltaje tipo L y promueve la liberacién de calcio del
reticulo sarcoplasmico, proceso denominado liberacién de calcio inducida por calcio.
(Donald M Bers., 2002; Shannon TR et al 2000) Los canales de calcio tipo L se localizan en
los tubulos T en estrecha aposicion de los canales a rianodina ubicados en el reticulo
sarcoplasmico. (Scriven, D. R. L et al., 2000) El aumento en la concentracién intracelular de
calcio asi como del voltaje inactivan los canales de calcio de la membrana plasmatica
limitando la cantidad de calcio que entra durante el potencial de accién, de hecho, la
entrada total de calcio a través de los canales de calcio es reducida cerca del 50% cuando
se genera la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico, (Puglisi, JL. et al 2014) esta
inactivacion es dependiente de calcio y es un efecto local mediado por la uniéon de la
calmodulina a la terminal carboxilo del canal de calcio. (Peterson, BZ et al., 1999; Ziihlke,
RD et al, 1999) La combinacion de la entrada de calcio y la liberacidon del reticulo
sarcoplasmico eleva la concentracién intracelular de calcio, permitiendo asi la unién del
calcio a la troponina C y la posterior interaccidon entre los filamentos de actina y miosina

para generar la contraccion muscular.




Por otro lado, el aumento en la concentracién intracelular de calcio comprende 2 ciclos: el
ciclo extracelular en el cual el calcio se mueve entre el espacio extracelular y el citosol, y el
ciclo intracelular en el cual el flujo del calcio esta relacionado con el reticulo sarcoplasmico,
el citosol y la union de calcio con proteinas localizadas en los miofilamentos encargados de
la contraccién muscular. A continuacién se describen las principales proteinas

reguladoras de la concentracion de calcio intracelular:

El receptor a rianodina es un miembro de la familia de canales liberadores de Ca2+ y que

son codificados por 3 genes en tejidos de mamiferos.

. RyR1 es encontrado en mayor proporcion en musculo esquelético y en edades
tempranas también en el corazon.

. RyR2 predomina en corazén y también es expresado en cerebro y en otros tejidos
pero en muy baja proporcion.

o RyR3 expresado en bajas cantidades en varios tejidos incluyendo el musculo

esquelético y cardiaco.

En los ventriculos de mamiferos los receptores a rianodina (RyR2s) son localizados
principalmente en el reticulo sarcoplasmico cerca de la superficie de los tubulos T, esta
ubicacion es esencial para que se lleve a cabo el proceso de acople excitacién-contraccion.

Figura 4.

El reticulo sarcoplasmico provee la mayor parte del Ca2+ que activa la contracciéon en
cardiomiocitos en mamiferos, en estas células el rol principal del calcio extracelular es
disparar la liberacion de Ca2+ de las reservas intracelulares (Biofisica. Ramoén Latorre). El
reticulo sarcoplasmico en mamiferos esta divido en 2 regiones principales que son la
cisterna subsarcolemal y la red sarcotubular. La primera region posee extensiones
dilatadas del reticulo sarcoplasmico ubicadas en la proximidad del tiabulo T y proteinas de
unién a calcio denominadas receptores a rianodina (RyRs) formando asi las estructuras
denominadas diadas. A través de los receptores a rianodina (RyRs) el calcio es liberado
hacia el citosol al final de la sistole. La segunda region del reticulo sarcoplasmico es la mas
extensa ya que contiene la red sarcotubular que rodea las proteinas contractiles en el

centro de la sarcOmera, esta red contiene bombas ATPasa las cuales usan la energia



obtenida por la hidrolisis de ATP para la relajaciéon del corazén transportando el calcio

fuera del citosol hacia el reticulo sarcoplasmico. (Biofisica. Ramén Latorre)
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Figura 4. Movimiento del ion Ca2+ en los miocitos cardiacos. El calcio entra a la célula por medio de los
canales de calcio voltaje dependientes ubicados en la membrana plasmatica generando la I, la cual
activa la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico por medio del receptor a rianodina (RyRr),
resultando en la activacion de los miofilamentos. La recaptura de calcio en el RS por medio de SR Ca-
ATPasa (modulada por fosfolambdan o PLN) y la extrusion de Ca®" por medio del intercambiador NCX
para el proceso de relajacion. En la parte inferior se muestra en lineas de color negro el trazo tipico de un
potencial de accién ventricular, en el trazo de linea roja la concentracion de calcio intracelular el cual el
punto maximo coincide con la fase de meseta del potencial de accion y en lineas azules punteadas se
muestra el proceso de contraccion el cual tiene su punto mas alto cuando existe un aumento en la
concentracion de calcio intracelular. Imagen tomada de Cardiac Sarcoplasmic Reticulum Calcium Leak:
Basis and roles in Cardiac Dysfunction. Donald M. Bers 2014.

El receptor a rianodina participa en la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico y al
mismo tiempo que interactiia con diferentes proteinas regulatorias como la calmodulina, la
cual modula la actividad del RyR, la FK-506 que estabiliza la funcién de apertura de RyR
asf como el acople entre de apertura entre RyR adyacentes, la PKA, la cual puede alterar la

apertura del RyR y de los canales de Ca2+ HVA, fosfatasas 1 y 2A y la sorcina, la cual se



une tanto a RyR como al canal de calcio tipo L. (Meyers, MB. et al. 2003; Fruen, BR et al,,
2000; Marx, SO et al., 2000; Marx, SO. et al, 2001) Los receptores a rianodina (RyRr)
también se acoplan a otras proteinas en la superficie luminal del reticulo sarcoplasmico
como son la triadina, la junctina y la calsecuestrina, estas proteinas participan en mantener
el equilibrio del calcio intracelular del RS asi como de modular la liberacién de calcio.
(Zhang L et al, 1997 Los receptores a rianodina (RyR) se encuentran en grupos
organizados con méas de 100 receptores a rianodina (RyRr) ubicados entre las membranas
del reticulo sarcoplasmico y del tibulo T cerca de los canales a calcio, este arreglo
constituye un funcional complejo liberador de calcio denominado couplén. (Franzini-

Armstrong, C et al.,, 1999)

Para que ocurra el proceso de relajacién la concentracién intracelular de calcio debe de
disminuir permitiendo asi la disociacién del calcio de la troponina C; esto se lleva a cabo
por diferentes rutas y la importancia de cada una varia entre distintas especies, (Bers, DM.,
1994) por ejemplo, en los miocitos ventriculares de conejo la SERCA remueve cerca del
70% del calcio liberado, un 28% lo remueve el intercambiador Na+/Ca++ y el 2% restante
lo hace ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA) y la mitocondria. Por el contrario, en la
rata el 92 % del calcio citosolico es removido por la SERCA, 7% por el intercambiador
Na/Cay el 1 % por la PMCA y la mitocondria. (Bassani RA et al., 2004; Bers MD., 2002) El
balance de calcio en huron, perro, gato y cobayos son similares a los del humano (Figura

5). (Bers, DM., 2001)

El intercambiador Na/Ca es una proteina de membrana que consiste en 10 segmentos
transmembranales que unen y transportan Na* y Ca* a través de la membrana. (Liao ] et al,,
2012; Ren X et al., 2013) Una gran asa citoplasmica entre los segmentos 5 y 6 contiene 2
dominios regulatorios para el CaZ+. Asi no solo este intercambiador mueve calcio a través
de la membrana sino que también regula alostericamente la unién del calcio intracelular
(Ottolia M et al., 2013). Estudios de inmunolocalizacién indican que el intercambiador
Na/Ca se encuentra distribuido a través de la superficie de membrana incluyendo el
sarcolema de los tubulos transversos. (Dan P et al, 2007) El intercambiador Na/Ca
transporta 3 iones de Na a cambio de 1 ion calcio resultando en un transporte

electrogénico que puede ser medido como una corriente idnica. El intercambiador Na/Ca




puede funcionar de manera bidireccional, es decir, sacando o metiendo calcio a la célula,
sin embrago el modo en que trabaja es gobernado por los gradientes de Na y Ca a través de

la membrana celular. (Blaustein MP et al., 1999)
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Figura 5. Flujo de calcio durante la relajacién de los miocitos ventriculares de conejo y rata. Las curvas
son basadas en la concentracion intracelular de calcio, dependiendo de la velocidad de transporte medida
en cada sistema. Imagen tomada de Cardiac excitation-contraction coupling. Donald M. Bers 2002.

La ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico denominada como SERCA posee un
mecanismo regulado por medio de la actividad del fosfolambandano el cual es un
inhibidor enddgeno de esta ATPasa de calcio, la fosforilacion del fosfolambadan por AMP
ciclico o dependiente de proteinas cinasas dependientes de calmodulina (PKA y CaMKII)
libera de esta inhibicion a la bomba, permitiendo la rapida relajaciéon y un descenso de los
niveles intracelulares de calcio. (Brittsan, AG et al., 2000) Un ultimo mecanismo regulador
de la disminucion de calcio intracelular es el uniportador de calcio de la mitocondria. La
mitocondria estd equipada con una maquinaria eficiente para el transporte de calcio, asi

mismo es capaz de almacenar grandes cantidades de calcio durante la elevacion de calcio




intracelular, (Huser J et al., 2000; Dedkova EN et al., 2008; Dedkova EN et al., 2012; O-Uchi
J et al, 2012) sin embargo, la cinética del ciclo del calcio en la mitocondria y su
amortiguamiento durante el acople excitacidn-contracciéon es altamente controversial.
(O'Rourke B et al., 2009) En miocitos cardiacos la mitocondria ocupa aproximadamente un
35% del volumen celular reflejando la alta demanda de energia que necesitan estas
células. (Barth E et al., 1992) (Bers DM., 2001) Se han descrito numerosos mecanismos de
recaptura de calcio de la mitocondria, sin embargo siguen siendo controversiales y son
materia de debate, hasta ahora el mecanismo mejor establecido ha sido el uniportador de
calcio (MCU), (Baughman JM et al.,2011; De Stefani D et al., 2011; Gunter TE et al., 2004) el
cual genera un gran gradiente electroquimico para la entrada de calcio a través de la
membrana interna mitocondrial. El MCU es regulado por un nimero de moduladores
(activadores e inhibidores) que incluyen diferentes cationes divalentes, lantanidos, adenil

nucleotidos y componentes del rutenio. (Dedkova EN et al., 2008)

SINDROME METABOLICO
El sindrome metabdlico es un conjunto de signos que constan de hiperglucemia,

hipercolesterolemia, hipertension, hipertrigliceridemia y un aumento en el perimetro
abdominal. Estos generalmente son resultado de la inactividad fisica y un aumento en la
ingesta de calorias que no utilizadas en individuos genéticamente susceptibles. (Matthew

V. Potenza et al,, 2009)

En 1988 Reaven describié, con el nombre de sindrome X, la presencia de un conjunto de
alteraciones metabdlicas cuyo rasgo fisiopatoldgico era la resistencia a la insulina y otras
alteraciones metabodlicas relacionadas como la hipertensién, hipertrigliceridemia y
disminucién del colesterol HDL, destacando su asociacién con la morbilidad y mortalidad
cardiovascular. (Reaven y cols, 1988) Mas adelante la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) lo denominé como sindrome metabdlico. Este sindrome se ha convertido en centro
de atencién por ser un factor predisponente para desarrollar diabetes mellitus tipo Il y
enfermedades cardiovasculares, siendo estas las principales causas de mortalidad en la

actualidad a nivel nacional (Scott M. Grundy et al, 2004). La etiologia del sindrome




metabolico esta dada por predisposicion genética o por los factores medioambientales en
los que estd envuelto el individuo, tales como el sedentarismo, el estrés cronico, el
tabaquismo y la inactividad fisica, las cuales pueden desencadenar el desarrollo de
hipertension arterial u obesidad y en otros en la alteracion de la regulacion de la glucosa o

de lipidos. (Lakka HM et al., 2002)

Existen diversas definiciones acerca del sindrome metabolico entre las cuales destaca la
del National Cholesterol Education Program - Adult Treatment Panel III (NCEP-ATP-III)
(Circulation. 2002 Dec 17;106(25):3143-421). La NCEP-ATP III propone como criterios de
diagnoéstico cinco signos determinantes del trastorno, aunque bastan solo tres, para
diagnosticar en una persona el Sindrome metaboélico (Wilson y Grundy, 2003). Estos

signos son los siguientes:

Perimetro abdominal: = 88 cm en mujeres y 2102 en hombres.
Colesterol HDL <50mg/dL en mujeres y <40mg/dL en hombres.
Triglicéridos en ayuno 2150mg/dL.

Presién sanguinea 2130/85mmHg.

YV V V VYV VY

Glucosa en ayuno 2110mg/dL.

Ademas de estas alteraciones patologicas establecidas se han ido afladiendo otras como el
incremento de acido urico, la elevacidon de concentraciones del factor de plasminogeno, el
descenso de los niveles de adiponectina y recientemente se ha incluido a la obesidad como
un factor predisponente para la aparicion del sindrome metabdlico (Bays HE et al., 2009).
Otros de los factores que predisponen a los individuos a presentar sindrome metabdlico
son farmacos como los corticoides, los antihistaminicos o los antipsicéticos, los cuales
pueden inducir obesidad y el desarrollo de intolerancia a la glucosa. (Martinez de Morentin

BE etal., 2003)

La prevalencia del Sindrome Metabdlico varia dependiendo del género, edad y etnia y en la
poblacion de origen hispano su incidencia se ubica entre 15% a 40%, prevaleciendo en
mayor proporcion en los hombres que en las mujeres y aumentando con la edad
(ENSANUT 2012). La importancia del sindrome metabdlico se relaciona con su potencial

impacto en la morbilidad y mortalidad cardiovascular, principalmente en personas que




padecen diabetes tipo 2. De acuerdo a los criterios establecidos internacionalmente por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se considera que los individuos que tienen
hipertension arterial >130/85 mmHg muestran una elevada prevalencia del sindrome
metabolico aumentando asi las complicaciones cardiacas y cerebrovasculares (ENSANUT

2012).

La aparicién de la obesidad ha sido uno de los principales factores para desarrollar
sindrome metabdlico, de hecho, el tejido graso es un 6rgano activo que secreta una amplia
variedad de sustancias conocidas como adipocinas u hormonas derivadas de adipocitos,
las cuales actian en una amplia variedad de procesos que afectan tanto en la ingesta de
alimentos como la homeostasis de la energia. (Rondinone CM et al., 2006) Por lo tanto los
acidos grasos libres tienen doble funcién tanto como reserva energética y como moléculas
de sefalizacion. (Hirasawa A et al., 2005) Las principales moléculas secretadas por el
tejido adiposo como la leptina, la adiponectina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la
interleucina 6 (IL-6), y la resistina se ha encontrado elevadas en individuos obesos con
una amplia concentracién de acidos grasos libres circulantes los cuales estimulan la
gluconeogénesis, (Aronne L] et al., 2009) (Bays H et al,, 2004) ademas un elevado nivel de
acidos grasos libres ha sido relacionado con la disfuncion y apoptosis en las células beta
pancreaticas. (Hoppa MB et al., 2009) El tejido adiposo visceral secreta 3 veces mas de IL-6
que el tejido adiposo subcutaneo lo cual explica la asociacion entre la grasa abdominal y
las enfermedades cardiacas vasculares. La disminucién de los niveles de adiponectina
asociada con la obesidad disminuye la vasodilatacion endotelial, el 6xido nitrico y la
angiogénesis (Antuna-Puente B et al., 2008). En condiciones normales, el tejido adiposo
contiene un gran numero de macrofagos, alrededor de 10% en personas sanas y secretan
mediadores anti-inflamatorios como IL-10, pero en los individuos obesos la cantidad de
macréfagos aumenta hasta el 40% aumentando la secrecion de citocinas inflamatorias
como TNFa, IL-6 e ILB; estas citocinas generan activacion de serin cinasas las cuales
fosforilan los receptores a insulina haciendo que estos disminuyan su respuesta.(Bays H et

al, 2004)

Altos niveles de acidos grasos libres impiden la habilidad del higado para metabolizarlos,

las moléculas de los acidos grasos pueden ser depositados intrahepaticamente y pueden




promover la resistencia a la insulina y la dislipidemia. (Bays H et al., 2010) Asimismo
grandes cantidades de adipocitos liberan una mayor cantidad de mediadores

proinflamatorios y adipocinas anti-inflamatorias.

El sindrome metabdlico aumenta la predisposicién de padecer diabetes mellitus tipo II
(DM2), la cual por si misma es un factor que aumenta el riesgo cardiovascular, debido a
alteraciones en el metabolismo lipidico, aumento de triglicéridos, disminuciéon de HDL.
(Rabinowitz D et al.) El tejido adiposo genera grandes cantidades de factor de necrosis
tumoral (TNFa), interleucina 6 (IL-6) ambas secretadas por este tejido favoreciendo la

resistencia a la insulina. (Aronne L] et al., 2009) (Bays H et al 2004)

PREVALENCIA EN MEXICO
El sindrome metabdlico es un problema mayor de salud publica a nivel mundial debido al

aumento en el gasto publico para mantener a la gente con sindrome metabolico (Popkin
and Gordon-Larsen, 2004), en todas la definiciones dadas del sindrome metabolico se ha
incluido a la obesidad como un criterio de diagnostico, la cual ha sido definida por la
organizacion mundial de la salud (OMS) como un exceso de acumulacién de grasa que
deteriora la salud, y la cual es reconocida como un factor predisponente para la muerte.
(Ezzati et al.,, 2002) asi también, aunado a esto existe evidencia tanto clinica como quimica
de que los niveles de adiposidad abdominal juegan un rol importante en el desarrollo del

sindrome metabdlico (Donath MY y Shoelson SE, 2011)

La epidemia de obesidad que se experimenta en México ha sido documentada a través de
las dltimas encuestas nacionales. En el afio 2006 se reporté que en adultos de 20 afios o
mayores la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7% ubicando asi a México como
uno de los paises con mayor prevalencia en la region de América y a nivel global, esta
prevalencia aumento mas del 12% en tan solo 6 afios segun la Encuesta Nacional de Salud
y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012) posicionando a México como uno de los paises con

mayor tendencia al sobrepeso y obesidad en el mundo, con un porcentaje anualizado de




incremento de alrededor de 2%. Ya que la obesidad es uno de los factores principales de
riesgo modificables para el desarrollo de enfermedades crénicas no trasmisibles como la
diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares, siendo estas las principales causas de
muerte en México incluyendo cierto tipo de canceres, ha sido reconocida como uno de los
problemas de salud publica mas importantes del pais desde 1998 hasta el afio 2006. Con el
analisis de las Encuestas Nacionales ha sido posible caracterizar el problema de la
obesidad para comprender su magnitud, distribucion, tendencias y asociacién con otros
factores de riesgo y enfermedades. En la actualidad 71.3% de los adultos mexicanos
padece obesidad con una prevalencia ligeramente elevada en las mujeres. Por grupo de
edad la obesidad es mas frecuente en la cuarta y quinta década de la vida y cuando se
evalda la adiposidad abdominal por medio de la circunferencia de la cintura, tanto los
hombres como las mujeres se encuentran en promedio por arriba del punto de corte de la
IDF ( 280 cm para mujeres y 290 cm para hombres). El grupo con mayor circunferencia en

la cintura es el de adultos de 50 a 59 afios.
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* Diferencias estadisticamente significativas en relacién con la Encuesta Nacional de Salud 2012 (ENSANUT 2012), usando como punto de comparacién la
Encuesta Nacional de Salud 2000 (ENSA 2000) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006).

Figura 6. Tendencias en las prevalencias de sobrepeso y obesidad en hombres y mujeres de 20 afios o
mas participantes en la ENSA 2000, ENSANUT 2006 Y ENSANUT 2012. *México.

El incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en el periodo 2000 a 2012 es
mayor en los sujetos jovenes, en el grupo de edad de 20 a 29 afos se observa un

incremento de 15,8% (ENSA 2000: 47.0% comparado con ENSANUT 2012: 54%), sin



embargo en el periodo comprendido entre 2006 y 2012 no se observd un incremento

significativo entre grupos de edad.
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Figura 7. Distribucion y prevalencia de la obesidad estimada en mexicanos jovenes por estado. El valor
de corte fue de un IBM >30. Los estados con mayor nimero de personas con obesidad son Sonora,
Tamaulipas, Tabasco y Campeche. Imagen tomada de Estimating the geographical distribution of the
prevalence of the metabolic syndrome in young Mexicans. Miguel Murguia-Romero., 2012

De acuerdo a los datos obtenidos por el ENSANUT 2012 en la poblacién joven de México se
ha estimado que la prevalencia del sindrome metabdlico estd en funcién del grado de
obesidad. En la figura 8 se muestra la prevalencia estimada del sindrome metabdlico en

cada estado de la Republica mexicana.
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Figura 8. Prevalencia estimada del Sindrome Metabdlico en cada estado de la Republica Mexicana en la
poblacion joven de México en un rango de 17-24 afios de edad. Los estados con mayor incidencia del
sindrome metab6lico son Sonora, Tabasco, Campeche, Yucatan. Imagen tomada de Estimating the
geographical distribution of the prevalence of the metabolic syndrome in young Mexicans. Miguel
Murguia-Romero., 2012




ANTECEDENTES

Estudiar el sindrome metabdlico y sus efectos en los humanos resultaria complicado, para
ello, existen diferentes modelos animales que si bien no fueron creados para estudiar el
sindrome metabdlico, si cumplen con los criterios para que les sea diagnosticado; cada
modelo es particular en cuanto a la etiologia del sindrome y a las alteraciones patoléogicas
que presenta (Ver tabla 1). En estudios previos realizados en el laboratorio de
Fisiopatologia cardiovascular del Instituto de fisiologia, utilizaron el modelo de rata con
sindrome metabdlico desarrollado por el grupo de la doctora Marcia Hiriart del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. El estudio del sindrome metabdlico en este modelo
animal

resulta relevante ya que el método de induccién del sindrome asemeja a la

etiologia del sindrome metabolico en la poblacién Mexicana, es decir, por un aumento en la

ingesta de carbohidratos (Albarado Ibafiez 2013, Larqué C et al., 2011).

AUTORES

MODELO ANIMAL

RESULTADOS

AF Ceylan-Isk et al., 2013

AF Nascimiento et al., 2011

K Mitsutomi et al., 2014

YS Diniz et al., 2008

JY Chung et al., 2011

R Singh et al., 2011

Rata wistar macho,
alimentacion alta en grasas
durante 15 y 45 semanas.

Ratdn cepa C57 macho,
alimentacidn alta en grasa
durante 8 semanas.

Rata wistar macho,
alimentacion rica en
carbohidratos durante 60 dias,
Ratdn cepa C57 macho,
alimentacion alta en grasa
durante 16 semanas.

Ratén cepa C57 macho,
alimentacion alta en grasa
durante 90 dias.

Ratdn cepa C57 macho,
alimentacién alta en grasa
durante 22 semanas.

Aumento de grasa corporal
(epididimal, visceral y
retroperitoneal),
hiperglucemia,
hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia.
Aumento en la grasa corporal
resistencia a la insulina,
hiperglucemia e
hipertrigliceridemia.
Aumento en el peso corporal,
aumento de circunferencia
abdominal y aumento de IMC
Aumento en el peso corporal,
alteracién en el almacenamiento
de hierro hepatico y aumento en
los niveles de leptina.

Aumento en el peso corporal,
aumento en el indice de
adiposidad,
hipercolesterolemia,
hiperglucemia e
hipertrigliceridemia.
Aumento de tejido blanco
adiposo, aumento de peso
corporal, aumento de peso
hepatico e intolerancia a la




R Guo et al., 2013

D Estadella et al., 2004

RL Guerra et al., 2007

C De Moraes et al., 2008

EK Nederal et al., 2001

Rata wistar macho, dieta
hiperlipidica durante 12
semanas.

Rata wistar macho, dieta rica
en colesterol durante 8
semanas.

Rata wistar macho, dieta
hipercalérica durante 8
semanas

Rata wistar hembra, dieta
hipercaldrica durante 12
semanas.

Rata wistar macho, dieta
hipercaldrica durante 3

glucosa e hipertrigliceridemia.
Aumento en el peso corporal,
asi como de la presion arterial
y la actividad nerviosa renal
simpatica, hiperglucemia,
hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia.
Aumento de peso corporal, asi
como aumento en el tejido
graso epididimal y
retroperitoneal.

Aumento de peso corporal
hiperglucemia,
hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia.
Aumento del peso corporal,
asi como del tejido graso
epididimal y peri renal.
Aumento de peso corporal,
hiperglucemia y aumento en

semanas. los niveles de triglicéridos.

Tabla 1.- Modelos animales que cumplen con los criterios para diagnosticar sindrome metabolico.

De acuerdo a los resultados previos generados en el laboratorio Fisiopatologia
Cardiovascular que dirige el Dr. Julidn Torres Jacome, el sindrome metabdlico afecta el
acople excitacion-contracciéon en el corazéon (Vazquez Pérez EM, 2012). En el estudio que
realizaron, tomaron un grupo de ratas Wistar macho de aproximadamente 2 meses de
edad, lo dividieron a su vez en un grupo control y en otro tratado. A los animales del grupo
tratado se les dio de beber agua suplementada con 20% de sacarosa en vez de agua
purificada como al grupo control. Después de nueve semanas los animales fueron
sacrificados, se les extrajo el corazon y se aislaron los musculos papilares tanto del
ventriculo derecho como del ventriculo izquierdo. Posteriormente, los musculos fueron
colocados en una camara de registro para estimularos y medir de manera simultanea
mediante la técnica de registro multicelular el potencial de acciéon generado y la fuerza de

contraccién. (Vazquez Pérez EM, 2012)

En los musculos papilares del ventriculo derecho extraido de los animales del grupo

control reportaron la presencia de dos tipos de potencial de accion (Linea negra continua



en la figura 9A y 9B), de los cuales, el potencial de accién (PA) tipo II tenia una duracién
mayor que el tipo I. La fuerza maxima generada durante la contraccion fue de 193+7 uN.
En los animales del grupo tratado encontraron que la duracién de los potenciales de
accion, tipo I y tipo II se reducian con respecto al grupo control (Linea roja continua, figura
9AY 9 B) pero que la fuerza maxima de contraccién aumentaba a 260+20 uN (Lineas rojas

punteadas, figura 9A'Y 9B).

——PA - Control (tipo 1) —— PA - Control (tipo 1)
——PA - Tratado (tipo I) —— PA -Tratado (tipo I)
- - - - Fuerza - Control (tipo Il)
omvi\ - - - - Fuerza -Tratado (tipo Il)

- - -Fuerza - Control (tipo 1)
- . -Fuerza -Tratado (tipo I)

omv[\ .

100 uN

20 mV
20 mV
100 uN

25ms 25 ms

Figura 9. Potenciales de accion y fuerza registrados en los masculos papilares del ventriculo derecho. Los
graficos muestran la A) fuerza generada (linea puteada) durante la generacién de un potencial de accién
tipo | (Linea continua). En B) observamos la fuerza generada (Linea punteada) durante la generacion de
un potencial de accion tipo Il (Linea continua). En color negro se muestran los registro de los animales
controles y en rojo de los animales tratados.

En los papilares del ventriculo izquierdo de los animales controles también encontraron
dos tipos de potencial de accién, PA tipo 1 y tipo II, siendo estos ultimos los que tenian una
duracion mayor (Linea azul y negra, figura 11). La fuerza maxima de contraccion
desarrollada por los papilares fue de 312+27 pN. En los animales del grupo tratado
encontraron [) solo una poblacién de potenciales de accidn II) cuya duracion fue mayor
que la de los potenciales de accidn tipo [ pero menor que la de los del tipo II. III) La fuerza
generada por los papilares de este ventriculo se redujo a 227 +14 pN (Linea roja punteada,

figura 10).
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Figura 10. Potenciales de accion y fuerza registrados en los musculos papilares del ventriculo
izquierdo. La imagen muestra la fuerza generada (lineas puteada) durante la generacion de un
potencial de accion (Linas continuas) evocado en los musculos papilares del ventriculo
izquierdo en los animales controles (lineas negras y azules) o en los tratados (lineas rojas).

Las alteraciones encontradas por el grupo del Dr. Julian Torres tanto en la actividad
eléctrica como en la mecanica de los musculos papilares de los animales tratados apoya la

idea de que el sindrome metabdlico altera el acople excitacién contraccion.

Con el propdsito de encontrar la base fisioldgica de estos cambios decidimos estudiar las
corrientes idnicas que pudieran afectar la duracion de potencial de accion, en especial nos
interesa medir la corriente de calcio, ya que esta puede regular la cantidad de calcio
liberada del reticulo sarcoplasmico al iniciar el proceso de excitaciéon-contraccion (Zhou y
January, 1998); de igual manera la corriente de calcio puede modular la duracién del

potencial de accion cardiaco y el proceso de contraccion.



PLANTEAMIENO DE PROBLEMA

En la actualidad el sindrome metabdlico es una de las causas principales de disfuncion
cardiaca, siendo esto uno de los factores principales de mortalidad (Scott M Grundy et al.,
2004). La importancia del estudio del sindrome metabdlico se relaciona con su potencial
impacto en la morbilidad y mortalidad asociada a padecimientos cardiovasculares y al
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. En México, aproximadamente el 30% de la
mortalidad esta asociada enfermedades cardiovasculares secundarias a complicaciones de
alguno de los trastornos presentes en el sindrome metabdlico como son la obesidad,
hipertrigliceridémia, hipercolesterolémia, hipertensién, resistencia a la insulina o

alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Madrigal y Correa, 2008).

De acuerdo a datos obtenidos anteriormente en el laboratorio de fisiopatologia
cardiovascular por Vazquez Pérez en el 2012, ahora sabemos que el sindrome metabélico
altera la actividad eléctrica y mecanica de los musculos papilares del corazén (Vazquez
Pérez EM, 2012). Sin embargo, el proceso del acople excitacion-contraccién es un
mecanismo que puede ser regulado a diferentes niveles, por ejemplo, durante la entrada
de calcio a través de los canales de calcio voltaje dependientes, al momento de la liberacién
de calcio, durante la recaptura y extrusion de calcio, alterando la sensibilidad de la
proteinas del complejo contractil al calcio o modificando la microarquitectura de la célula

cardiaca.

Con el objetivo de encontrar la base fisiolégica de la alteraciones inducidas por el sindrome
metabolico sobre la actividad eléctrica y mecanica del corazén, el siguiente trabajo esta
enfocado a determinar, en un modelo de rata con sindrome metabdlico, los cambios
inducidos sobre la corriente de calcio tipo L y sobre los transitorios intracelulares de calcio
generados durante la contraccién cardiaca. Ambos procesos pueden modificar la

morfologia del potencial de accién y el proceso de excitacién contraccion.




PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Cudles son los cambios, a nivel célular, responsables de la alteraciéon en el acople
exictacion contraccion en los musculos papilares del modelo animal de sindrome

metabdlico?

HIPOTESIS
En el modelo de rata con sindrome metabdlico, las alteraciones en el acople excitacion-
contraccién de los miocitos de los musculos papilares son debidas a cambios en los

transitorios de calcio intracelular y en la corriente de calcio tipo L.

OBJETIVO GENERAL:
Determinar si se modifica la corriente de calcio tipo L y los transitorios intracelulares de

calcio en un modelo de rata con sindrome metabdlico

OBJETIVOS PARTICULARES.
o Reproducir el modelo animal con sindrome metabdlico en ratas Wistar a 2 y 6
meses de tratamiento.

o Evaluar parametros morfolégicos

o Evaluar parametros bioquimicos
. Aprender la diseccion de los musculos papilares y obtener miocitos cardiacos
viables para el registro electrofisiolégico.
. Registrar las corrientes de Ca2+ en miocitos aislados de los musculos papilares de
ratas con sindrome metabdlico y controles.
o Analizar los resultados obtenidos y determinar si los cambios morfologia del
potencial de accion se deben a una alteraciéon de la corriente de calcio. De no ser asi
proceder con el siguiente objetivo.
o Registrar el Ca2+ intracelular en los miocitos aislados de los musculos papilares de

ratas con sindrome metabdlico y controles.
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MATERIAL Y METODOS.

MODELO ANIMAL DE SINDROME METABOLICO.
Para el desarrollo del modelo animal de sindrome metabdlico utilizamos ratas macho de la

cepa Wistar de 2 meses de edad con pesos entre 250-280gr. Estos animales fueron
obtenidos del bioterio del instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, el cual cumple con la
Norma Oficial Mexicana NOM 062-Z00-1999. Todos los animales fueron mantenidos a una
temperatura de entre 21-25°Cy en ciclos de luz-obscuridad de 12 por 12 horas y antes de
iniciar la fase experimental, cada una de las ratas recién llegadas, fueron mantenidas en

cuarentena durante una semana.

Los animales se dividieron en 2 grupos, uno control y uno tratado. Al grupo tratado se le
di6 de beber una solucion de sacarosa al 20%, mientras que al grupo control agua simple;
ambos grupos tenian acceso libre al alimento Lab Diet 5001. El tratamiento duré 2 y 6

meses.

Al cumplir con el tiempo del tratamiento se midié la distancia hocico- ano y la
circunferencia abdominal, antes de realizar la extraccién del corazén para el aislamiento
de los miocitos de los musculos papilares. Ademas se extrajeron y pesaron la grasa
epididimal, la grasa retroperitoneal y la peripancreatica como indicadores de la obesidad
abdominal. Al mismo tiempo se obtuvo una muestra de sangre para determinar

posteriormente los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos y colesterol.

AISLAMIENTO DE MIOCITOS DE LOS MUSCULOS PAPILARES
Todas las ratas al término de su tratamiento fueron sacrificadas para la obtencién del

corazon. Previamente, los animales fueron anestesiados administrando una solucién
conjunta de pentobarbital sédico y heparina via intraperitoneal. La dosis de anestésico
variaba en funcion de la edad y grupo experimental del animal: de 20mg/kg a 25 mg/kg
para el grupo de 2 meses de tratamiento y de 31.5 a 36 mg/kg para el grupo de 6 meses. La
dosis de heparina sera de 200 Ul/kg.

Una vez que la rata estuvo completamente anestesiada procedimos a la extraccion del
corazon. Se coloco a la rata en posicidn supina e hicimos una toracotomia bilateral dejando

expuesto el corazdn, posteriormente, localizamos la aorta descendente, y la sujetamos con




ayuda de unas pinzas sin dientes, cortamos en direccién rostral conjuntamente con la
vena cava inferior, los pulmones, timo y traquea. Una vez extraidos, el corazon y los tejidos
adyacentes fueron colocados en solucién Tirode frio donde procedimos a limpiar el
corazén y a canular a través de la aorta. Posteriormente empezamos a perfundir via
Langendorff, primero durante 10 minutos con solucién Tirode normal compuesta por
(Mm) NaCl 118, KCI 5.4 NaHCO3 2.4, NaHCO3 2.4, MgCl; 1.05, Na2HPO4 0.42, Dextrosa 11,
Taurina 20, CaCl; 1.8, y luego con Tirode libre de CaZ+ durante 10 minutos. Para la
disociacién enzimdtica perfundimos de 6 a 7 minutos en Colagenasa 30 mg/kg
resuspendida en Tirode libre de Ca2+y posteriormente de 5 a 6 min en una mezcla de
coldgenasa y proteasa 1.5 mg/kg. Finalmente y para detener la accién enzimatica,
perfundimos el corazén con una solucién rica en aminodacidos y EGTA, la solucién de Kraft-
Briieh, durante 5 minutos. Posteriormente procedimos al aislamiento de los musculos
papilares. Para ello, separamos las auriculas de los ventriculos a través del septum
auriculo-ventricular teniendo cuidado de no dafar las valvulas auriculoventriculares
localizadas en el limite de las auriculas con los ventriculos, posteriormente realizamos un
corte adyacente al septum interventricular desde la base del ventriculo derecho hacia el
apex, separando asi la pared libre del ventriculo derecho y dejando al descubierto los
musculos papilares que estan unidos al septum en su parte inferior y a las valvulas
auriculoventriculares en su parte superior; para poder disecar los musculos papilares
iniciamos separando las valvulas auriculoventriculares de las paredes del ventriculo y
levantando en direccion de la base del musculo papilar, finalmente, separamos el musculo
papilar cortando en la base del musculo y escindiendo una parte del septum junto con el
papilar derecho. Para disecar los papilares del ventriculo izquierdo hicimos un corte a la
mitad de la pared libre del ventriculo, separando ambas partes y localizamos los dos
papilares, posteriormente hicimos un corte desde la valvula mitral, levantandolas y
separando los musculos papilares de la pared del ventriculo. Una vez aislados los papilares
del ventriculo derecho e izquierdo los colocamos en vasos de precipitados de 5ml en
solucion de Kraft Brueh cuya composicion es la siguiente (en mM): Taurina 20, Acido
glutamico 80, Creatinina 0.5, Acido succinico 10, Dextrosa 10, KH2P04 10, MgS04 5, KCI 40,
HEPES 10, EGTA 0.2, ajustando el pH con KOH. Los papilares fueron extraidos

conjuntamente con las cuerdas tendinosas de las valvulas auriculoventriculares, para que




de este modo se pudieran tomar con las pinzas al momento de hacer la disociacién celular
sin dafiar el tejido de los papilares. La disociacién de los papilares la realizamos tomando
con la pinza la cuerda tendinosa de los papilares y agitando de una manera constante
durante cerca de 20 segundos (dispersion mecanica). Posteriormente, la suspension
celular se observé al microscopio en busca de miocitos cardiacos; en caso de no encontrar
células se debe repetir la disociacién mecanica o dejar incubar en colagenasa durante 30
segundos mas. Una vez obtenidas las células fueron mantenidad en solucién Kraft Brueh a

4°C hasta el momento del registro.

Arteria aorta

Auricula izquierda

Auricula Derecha

Ventriculo izquierdo

Musculos papilares izquierdos.

Musculos papilares derechos

Ventriculo Derecho

Tabique interventricular o septum

Figura 11. Ubicacién de los masculos papilares en el corazon. Imagen tomada de Nociones basicas de
anatomia, fisiologia y patologia cardiaca: Bradiarritmias y taquiarritmias. De los Nietos Miguel C, 2007.

REGISTRO DE LA Icaz+
Después de haber aislado los miocitos de los musculos papilares procedimos a registrar

las corrientes de Ca2+ por medio de la técnica de Patch clamp. Colocamos los miocitos

aislados de los musculos papilares durante 10 minutos sobre una camara de registro



acondicionada para perfusiéon constante montada sobre un microscopio invertido (Nikon
Diaphot Inverted Microscope). Pasados esos 10 minutos se perfundié continuamente a
36°C con una solucién externa que contiene en (mM) 126 NMDG, 5.4 CsCl, 1 MgCl2, 1.8
CaCl2, 3.3 NaH2PO4, 10 Glucosa, 10 HEPES y un pH de 7.4. Para el registro de la Ica?*
usamos electrodos de borosilicato con una resistencia entre 2 y 4 M llenos de una
solucion interna que contiene en (mM) 130 CsCl, 1 MgClz, 5 HEPES, 10 EGTA y 5 NaATP.
Para el registro de las corrientes utilizamos un amplificador Axopatch 1C y la tarjeta
digitalizadora TL1 interface (Axon Instruments). La sefial fue filtrada a 5 Khz, digitalizada
a 12.5Khz y posteriormente fue almacenada en una computadora para su analisis con el
programa ClampFit versiéon 9.2. Los cardiomiocitos idéneos para el registro fueron
aquellos que presentaron una membrana bien definida, estriaciones claras y que se
encontraban de manera individual. Para inducir las corrientes de calcio usamos un
protocolo de doble pulso; los pulsos condicionantes partieron de un voltaje de
mantenimiento de -80mV, después fueron desde -60mV hasta +60 mV en pasos de voltaje
de 5mV con una duracién de 1 segundo. El pulso de prueba duraba 250ms a +10 mV. Las
corrientes generadas durante el primer pulso fueron utilizadas para obtener la curva
corriente-voltaje y la curva de activacion en estado estacionario, mientras que la corrientes
generadas en el segundo pulso las usamos para graficar la inactivaciéon en estado

estacionario del canal de calcio.

REGISTRO DE CALCIO INTRACELULAR.
La medicibn de calcio intracelular se realiz6 por medio de la técnica de

espectrofluorometria: las células fueron cargadas con el fluorocromo Fluo 4 AM a una
concentracion de 5 uM durante 10 minutos. El fluo 4, es un colorante derivado del fluo 3,
es mas fotoestable y tiene una alta afinidad al calcio; emite fluorescencia en color verde
(510 nm) solo cuando esta unido al calcio y es excitado a una longitud de onda de 494nm,
muestra cambios rapidos en los niveles de fluorescencia acorde a los cambios de

concentracion de calcio gracias a su constante de disociacién elevada (kd 345 nM), ademas




de distribuirse de manera homogénea en toda la célula y tener un bajo grado de

compartamentalizacion. (Takahashi 2010)

La medicion se llevé a cabo en un microscopio invertido (Nikon Eclipse-TiU) equipado con
un objetivo 60X de inmersiéon en aceite para epifluorescencia y con un equipo para
medicion de Ca2+ (PTI DeltaRam 814- Photon Technology) compuesto por una lampara
de vapor de mercurio a alta presion, cuya luz es emitida a un set de prismas y espejos
alineados para canalizarla a través de un obturador en una red de fibra éptica, de donde se
transmite al bloque del filtros debajo del objetivo para ajustar el espectro de la luz a la
longitud de onda adecuada para incidir sobre la muestra cargada con Fluo 4 AM y excitarla.
la luz que incide sobre la muestra primero atraviesa un filtro de excitaciéon que solamente
permite el paso de las longitudes de onda del haz luminoso mayores a 465 nm y menores a
495nm (espectro azul). A continuacién la luz filtrada se refleja en un espejo dicroico
(500nm) angulado para dirigirla e incidir en la muestra, y una vez que ésta sea estimulada
y emita su fluorescencia, el haz de luz generado regresa en direccién opuesta al de
excitacion y con una longitud de onda mayor, la cual atraviesa el espejo dicroico y se dirige
a un filtro de emision. El filtro de emisién solo permite el paso de las longitudes de onda

mayores a 510 nm (espectro verde).

La luz verde filtrada es enviada a un fotomultiplicador, donde se aisla con ayuda de un set
de laminillas la fluorescencia que corresponde solo al soma célular, y asi convertir las
sefiales luminosas en impulsos eléctricos que a su vez mediante un convertidor analogo
digital integrado y una tarjeta de datos, permitiran convertir los impulsos eléctricos en
sefiales digitales para ser finalmente adquiridas, almacenadas y procesadas en un
ordenador mediante el software de analisis de datos y visualizacién Felix-ND ™. Las
sefales registradas se muestran en el software mediante graficos bidimensionales
representando los impulsos eléctricos generados por la emisién de fluorescencia en
funcién del tiempo. La medicion se llevara a cabo depositando las células cargadas sobre el
pozo de la cdmara de registro, siendo bafiadas constantemente en solucién externa
mediante un equipo de perfusidén controlado por gravedad. La cdmara de registro fue
colocada sobre la platina del microscopio invertido. A ambos lados de la cdmara de

perfusion se colocod un electrodo de platino conectado a un estimulador (Grass Medical




Instruments® SD9G), el cual generaba pulsos cuadrados de voltaje de intensidad,
frecuencia y duracion variable. En el software Felix se regulaba la frecuencia y tiempo de

capturay el espectro de la longitud de onda a registrar.

El protocolo experimental consistird en trenes de estimulaciéon a 1Hz de frecuencia. El
voltaje de estimulacion fué el doble del valor minimo necesario para inducir la contraccion
de cada miocito y la duracion de cada tren fue de 30 segundos. Hay que considerar que se
requieren al menos 20 pulsos consecutivos para lograr un estado estable en la liberacién y

recaptura de calcio.

Los cambios detectados en la fluorescencia serian acordes a las variaciones en la
concentracion de calcio en el citosol con respecto al tiempo, esperando que el estimulo
eléctrico generado induzca el acoplamiento excitacidon-contraccion en el cardiomiocito y
conforme se contrae la célula, la uniéon del Fluo 4 con el Ca2+ liberado en el citosol,

provocara un aumento en la fluorescencia registrada.

Tras la obtencion de todos los registros necesarios en un cardiomiocito, se hara un ultimo
protocolo experimental necesario para obtener los valores de fluorescencia maxima y
minima. La fluorescencia maxima se obtendra al lisar el miocito con ayuda de un
microelectrodo de borosilicato mientras que la fluorescencia minima correspondera con la
fluorescencia de fondo de la caAmara de registro, es decir, la obtendremos al remover la

célula del campo de registro (Takahashi, 1999).

Las senales de referencia maxima y minima serviran posteriormente como coeficientes
para ser evaluados con las demas sefiales de estimulacion obtenidas y asi establecer la

concentracion intracelular de Ca?* mediante la siguiente férmula:
[Ca2+]i= Kd*(F-Fmin)/(Fmax-F)

Doénde: [CaZ*]; = concentraciéon intracelular de calcio, Kd = constante de disociacion del
fluorocromo, F = fluorescencia de registro a la frecuencia de estimulacion solicitada, F min
= fluorescencia minima registrada en la sefial de referencia, F = fluorescencia maxima

registrada en la sefial de referencia. (Takahashi et al., 2010)



Todos los registros obtenidos en el programa Felix serdn exportados para ser

posteriormente analizados con ayuda del software ClampFit 10.02 (Molecular Devices).
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RESULTADOS

Resultados en el modelo animal de 2 meses.
Para generar el modelo animal de sindrome metabélico utilizamos las mismas condiciones

de mantenimiento de los animales reportadas por Albarado-Ibafiez en 2013. Ese grupo de
investigacion encontré que, después de dos meses de someter a las ratas a una dieta donde
se sustituy6 el agua normal por agua con sacarosa al 20%, se alteraba el metabolismo de la
glucosa, disminuian los niveles circulantes de HDL y ademads los animales presentaban
obesidad central; es decir, las ratas exhibian los pardmetros necesarios para ser

diagnosticadas con sindrome metabélico.

Por nuestra parte, para asegurar la validez del modelo animal, realizamos algunas pruebas
bioquimicas enfocadas a determinar alteraciones en el metabolismo de la glucosa, de los

acidos grasos y la presencia de obesidad.

Parametros bioquimicos
A una parte de las ratas, ya sea del grupo control o de las que se sometieron al tratamiento

con agua azucarada durante dos meses, se les tomo inmediatamente después de ser
sacrificadas, una muestra de sangre para analizar los niveles plasmaticos de glucosa,
colesterol y triglicéridos. En los animales del grupo tratado encontramos que habia un
aumento del 40% en los niveles de glucosa, del 52% en los de colesterol y del 28% en los
de los triglicéridos (Figura 12). Es importante sefialar que la gran variabilidad que se
observa en los datos podria deberse al hecho de que, los animales no se sometieron a una
restriccion alimentaria antes de colectar la sangre y, al bajo nimero de pruebas realizadas

en cada grupo experimental (Tabla 2).
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Figura 12. Parametros bioquimicos. Niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en animales
controles y tratados, n=6 y n=10 respectivamente.

Parametros morfométricos.
Uno de los parametros asociados al sindrome metabdlico y presente en este modelo

animal es la obesidad, la cual de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, es un
estado patolégico caracterizado por el exceso o la acumulacion excesiva de grasa en el
cuerpo. En los humanos cominmente se determina calculando el indice de masa corporal
(IMC= peso/altura?), el cual relaciona la cantidad de masa del individuo con su estatura;
nosotros ademdas de calcular el IMC, utilizamos el porcentaje de grasa corporal para

determinar la obesidad en el modelo animal de sindrome metabdlico.

En los animales sometidos a 2 meses de tratamiento, su peso aumento un 15% mientras
que el perimetro abdominal incremento en 9% con respecto a las ratas del grupo control
(Figura 13). Sorprendentemente, cuando cuantificamos el porcentaje de grasa corporal
(IGC=Grasa (gr) / peso (gr)*100) encontramos que este se habia duplicado pasando de
2.57 en los animales controles a 4.77 en los tratados (Ver tabla 2). Este cambio drastico en
la composiciéon corporal se debe a un aumento en un 76% en la cantidad de grasa
epididimal, de un 94% en la peripancreatica y de un 148% en la retroperitoneal (Figura
14). E1 IMC increment6 un 10 porciento, pasando de 7.86kg/m? en los animales controles a

8.72Kg/m? en los animales tratados.
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Figura 13. Parametros morfométricos. Peso y perimetro abdominal de ratas controles, n=16, y ratas
tratadas, n=13. **p<0.01.
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Figura 14 Composicion del aumento de peso corporal en ratas tratadas. Los graficos muestran el

aumento en la cantidad de grasa epididimal, peripancreatica, retroperitoneal y en el indice de adiposidad
(IGC=Grasa (gr) / peso (gr)*100). ***p<0.001. **p<0.01




n Media £ SEM n Media £ SEM Valor de p
PARAMETROS BIOQUIMICOS

GLUCOSA 6 194.67 +30.43 11 273.45 +30.78 0.119
COLESTEROL 6 51.33 +£3.00 11 78.18 +£10.51 0.086
TRIGLICERIDOS 6 56.50 +13.65 11 71.27 +12.96 0.479

PARAMETROS MORFOMETRICOS

PESO 21 539.76 *+10.06 26 622.88 *14.67 0.000
CINTURA 20 24.04 £0.37 23 26.30 £0.53 0.001
LARGO 20 26.19 £0.28 23 26.72 +0.18 0.108
G. EPIDIDIMAL 19 8.37 £0.43 22 14.77 £1.27 0.000
G. PERIPANCREATICA 19 1.78 £0.17 22 3.47 +0.31 0.000
G. RETROPERITONEAL 7 9.88 +0.89 9 22.61 £2.55 0.001
INDICE O PORCENTAIJE 19 2.57 +0.26 22 447 £0.51 0.003
DE GRASA CORPORAL

Tabla 2. Parametros bioquimicos y morfométricos de 2 las ratas sometidas a 2 meses. La tabla
muestra los valores medioszerror estandar de los diferentes pardmetros bioquimicos y morfométricos
obtenidos en las ratas del grupo control y tratado. La n denota el nimero de animales usados para cada
una de las mediciones. Para comparar los valores de ambos grupos se us6 una t de Student y los valores
de significancia se muestran en la columna de la derecha (p).

Registro de corrientes de calcio tipo L.
Después de haber validado el modelo de rata con sindrome metabdlico, procedimos con el

registro de las corrientes de calcio en los miocitos de los musculos papilares del ventriculo
derecho y del izquierdo. La corriente de calcio es de gran importancia ya que durante el
proceso de excitacién contraccién es la que genera, de inicio, la entrada de calcio a través

del sarcolema y posteriormente la liberacién del calcio intracelular.

La corriente de Ca?*, ICa, fue evocada con pulsos despolarizantes desde los -60mV hasta
los + 60 mV, cada 5 mV y partiendo de un potencial de mantenimiento de -70mV (Figura
15 C). Los miocitos cardiacos adultos expresan predominantemente la subunidad alfa 1C
del canal de calcio, la cual permite a su vez la formacién de la corriente tipo L de calcio. Las
corrientes de calcio registradas en los miocitos tanto del papilar derecho como izquierdo,
presentan las caracteristicas de este tipo de corrientes, es decir, la corriente de calcio

registrada es de tipo transitoria, entrante e inicia a observarse a voltajes entre -30 y -20




mV (Figura 15 A). Cuando realizamos la curva IV observamos ademdas que alcanza la
corriente maxima alrededor de los 5 mV y luego disminuye hasta volverse una corriente

saliente alrededor de los 45mV (Figura 15 B).
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Figura 15. Registro de la corriente de calcio tipo L (ICa ) en miocitos de los musculos papilares de
ratas control. A) Ejemplo del registro de una corriente de Ca*" tipo L registrada en los miocitos de los
musculo papilares. B) Curvas corriente contra voltaje (IV) registradas en miocitos de musculos papilares
derechos e izquierdos de animales controles. C) Protocolo de voltaje usado para evocar la corriente de
calcio; solo se analizé la corriente generada durante el primer pulso para realizar la curva IV. El nimero
de animales usados para cada experimento se reporta entre paréntesis después del nimero de células
registradas

En algunos casos los miocitos adultos pudieran presentar también la corriente de calcio
tipo T o LVA, sin embargo, su presencia se haria evidente pues el voltaje de activacion seria

a voltajes mas negativos de -40mV.



Se utilizo el mismo protocolo para evocar las corrientes de calcio tipo L (ICa_L) en miocitos
aisaldos de musculos papilares de ratas con sindrome metabolico (Figura 16 C), las
corrientes registradas en los miocitos tanto de papilares derechos como izquierdos
presentan una corriente transitoria entrante que se empieza a observar a partir de los -30

a-20mV y que alcanza su corriente maxima a los 5 mV (Figura 16 B)
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Figura 16. Registro de la corriente de calcio tipo L (ICa ) en miocitos de los musculos papilares
de ratas con sindrome metabdlico. A) Ejemplo de una corriente de Ca?* tipo L registrada en los
miocitos cardiacos. B) Curvas corriente contra voltaje (IV) registradas en miocitos de musculos papilares
derechos e izquierdos de animales controles. C) Protocolo de voltaje usado para evocar la corriente de
calcio; notese que para la curva IV solo analizamos las corrientes generadas durante el primer pulso de
voltaje. EI nimero de animales usados para cada experimento se reporta entre paréntesis después del
namero de células registradas.




Con respecto a los animales a los cuales se les indujo el sindrome metabdlico, en el papilar
derecho encontramos que la corriente maxima de calcio tuvo una amplitud similar a la
registrada en los papilares derechos de los animales controles (Control: 4.8 pA /pF vs
Tratado: 4.8pA/pF) (Figura 17 C). Ademas, en el grafico de densidad de corriente contra
voltaje podemos observar que la amplitud de la corriente registrada en las células
controles (color negro) y la de las células tratadas (rojo) se sobreponen a lo largo de todos

los voltajes de prueba, indicAndonos que no existen diferencias significativas entre ambas

condiciones (Figura 17 B).

24 2
@ ] . "
ey pERRRRE, T W 1
60 40 - o 20 80 60 40 -m [ 0 60
S ¥ LU
YE S "R
9% i
_H'nlcontrol]=11l4] "2 n(tratado)=14(5)
-G B
[T
e + Control
E -& Tralado

. n {Contral) =11 (4)
gg 1 (Tratado) =14 (5)

Papilares Derechos.

E_
C Wl Control
Bl Tratado
4_
- n {control)=11 (4)
'E. n (tratado)=14(5)
2_
0

Figura 17. Curva corriente contra voltaje (IVV) de calcio registrada en los musculos papilares
derechos. A) Se muestra en color negro, la curva IV de calcio registrada en los miocitos de los papilares
derechos del animal control y en color rojo, la del grupo tratado. B) Comparacion de la curva corriente
contra voltaje de Ca2+ registrada en los miocitos de los masculos papilares derechos de la rata control y
la tratado. C) Grafica de la amplitud al pico de la corriente medida en miocitos de los musculos papilares
derechos en color negro el grupo control y en color rojo el grupo tratado. EI nimero de animales usados
para cada experimento se reporta entre paréntesis después del niamero de células registradas.




Es importante hacer notar que contrario a lo reportado por Kondo et al.,, en 2006, quien
reportd que no existian diferencia regionales en la expresion de la corriente de Ca2+ entre
el ventriculos derecho e izquierdo de ratén, en la rata, los papilares izquierdos resultaron
tener una densidad de corriente de Ca%?* menor que la registrada en los papilares

derechos, ambos de la condicién control. (Figura 17 y 18).

El registro de la corriente de calcio se hizo de igual manera en los miocitos de los musculos
papilares izquierdos tanto de animales tratados como control, y de acuerdo a los
resultados obtenidos hubo un aumento en la corriente de calcio en los musculos papilares
de los animales tratados respecto al grupo control de aproximadamente 66%, p<0.05
(Figura 18 C). En la figura 18 A se muestra, en color negro, la curva corriente contra
voltaje (IV) de los miocitos de los papilares izquierdos del grupo control, y en color rojo, la
del grupo tratado. En ambos graficos se observa que las corrientes empiezan a activarse a
partir de los -35mV y que alcanzan su valor maximo a los +5 mV para después disminuir
hasta llegar al voltaje de inversion en +42 mV. En estos graficos podemos apreciar que, al
contrario de lo que encontramos en el papilar derecho, en los papilares izquierdos de los
animales tratados la densidad de corriente aumento de manera significativa desde los -10

mV hasta los +25mV (Figura 18 B).
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Figura 18. Curva corriente contra voltaje de la corriente de calcio tipo tipo L (ICa_L) en los
miocitos de los papilares izquierdos. A) curva corriente contra voltaje de miocitos de los musculos
papilares izquierdos; en negro el grupo control y en rojo el grupo tratado. B) Comparacion de la curva
corriente contra voltaje (IV) de ambos grupos, en negro el grupo control y en rojo el grupo tratado. C)
Grafica de corriente al pico muestra que existe un aumento en la 1Ca  de los animales tratados. El
nimero de animales usados para cada experimento se reporta entre paréntesis después del nimero de
celulas registradas. *p<0.05.

Al observar las curvas I-V de las corrientes registradas, podemos suponer que en los
animales con sindrome metabdlico, no hay cambios en la dependencia de voltaje tanto del

proceso de activacion como de inactivacion, pues eso se veria reflejado como un




corrimiento del grafico hacia valores positivos o negativos, con respecto al grafico control.
Sin embargo, para excluir esa posibilidad y con el afan de caracterizar la corriente de calcio
en los musculos papilares de los animales tratados, decidimos realizar las curvas de

activacion e inactivacion para la corriente de calcio.

Para generar las curvas de activacién en estado estacionario utilizamos los datos de la
curva IV de cada condicién para obtener la conductancia, normalizarla con respecto a su
valor maximo y después graficarla en funcién del voltaje aplicado. La conductancia la

calculamos utilizando la siguiente formula:

g =1/ (Vca-Vm), donde g=conductancia; I: es la corriente de calcio generada con cada pulso
de voltaje; Vca: es el potential de equilibrio del calcio y Vm: el voltaje de membrana. El

grafico resultante se ajust6 a una ecuacién del Boltzman.

En el grafico 19 A podemos observar que tanto en los papilares derechos como en los
izquierdos, la curvas de activaciéon en estado estacionario de la corriente de calcio no
resultaron diferentes de las encontradas en los animales controles. De hecho, no hay
diferencias estadisticas en el V1/2 de activacion de los canales ni en el factor K para cada

una de las condiciones (Tabla 3)

Para realizar los graficos de inactivacion es estado estacionario, utilizamos el protocolo de
doble pulso en el cual, un primer pulso despolarizante se utilizaba para llevar a los canales
de calcio de un estado cerrado a uno activo y posteriormente inactivo y luego, con un
segundo pulso denominado pulso de prueba, se llevaba a los canales a un estado activado.
La corriente generada en este segundo pulso dependera de la cantidad de canales que se

encuentren disponibles a ser abiertos (canales no inactivados).
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Figura 19. Curvas de activacién e inactivacion en estado estacionario de la corriente de calcio tipo
L registrada en musculos papilares derechos e izquierdos. A) Curvas de activacién en estado
estacionario de la Ica registrada en los musculos papilares derechos e izquierdos. B) Curvas de
inactivacién en estado estacionario de la Ica registrada en los musculos papilares derechos e izquierdos.
En color negro se muestra al grupo control y en color rojo al grupo tratado. El sobrelapamiento de los
graficos nos indica que no hay direrencias en entre ambas condiciones.
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n mediat e.e. n media t e.e. p
V1/2 11 -5.84 + 147 14 -6.18% 157 0.91
K 11 525+ 0.20 14 5.60 £ 0.57 0.60
V1/2 12 -4.12 + 1.80 12 -437% 122 0.91
K 12 5892 £+ 0.31 12 6.05+ 0.24 0.73

Tabla 3. Valores de la activacion en estado estacionario de la Ica. En el cuadro azul se muestran los
valores de activacion de la Ica regitrada en los miocitos de los muasculos papilares derechos y en amarillo
los de los musculo papilares izquierdos. Los valores de p indica que no hay diferencia significativa entre
ambas condiciones.

En la figura 19 B, observamos que al igual que con el proceso de activacion, los graficos de
inactivaciéon en estado estacionario de la corriente de calcio registrada en las ratas con
sindrome metabdlico, se sobreponen completamente con los de los animales controles,
indicando que no hay diferencias tampoco en el proceso de inactivacion. Esto los podemos

comprobar al comparar los valores de V1/2 y de k en la tabla 4.

n mediat e.e. n mediat e.e. p
Vi/2 11 -2746+ 1.42 14 -2868 + 1.48 0.57
K 11 3.92+ 0.10 14 3.99+ 0.10 0.64
V1/2 12 -27.08+ 1.78 12 -27.18+ 1.65 0.97
K 12 420+ 042 12 3.71 + 0.06 0.27




Tabla 4. Valores de la inactivacion en estado estacionario de la Ica. En el cuadro azul se muestran los
valores de inactivacién de la Ica regitrada en los miocitos de los musculos papilares derecho y en
amarillo los de los musculos papilares izquierdos. Los valores de p indica que no hay diferencia
significativa entre ambas condiciones.

El hecho de no encontrar diferencias en los parametros de activacién de inactivacion de la
corriente de calcio entre las ratas controles y a las que se les indujo el sindrome
metabolico nos hace suponer que el aumento en la corriente de calcio encontrada en el
papilar derecho es debida a un aumento en la expresion de canales ionicos y no a cambios
en sus propiedades biofisicas. Por otro lado, y considerando los antecedentes reportados
por Vazquez-Perez EM, el aumento en la corriente de calcio en el papilar izquierdo
explicaria en aumento en la duracion del potencial pero no el cambio en la fuerza de
contraccién. De igual modo, en el papilar derecho, no encontramos cambios en la corriente
de calcio pero si hay un aumento en la fuerza de contraccién. Por estas razones decidimos
adentrarnos un poco mas en el estudio del proceso de acople excitacion contraccién y
explorar un paso posterior a la entrada de calcio a través de los canales de calcio voltaje
dependientes, es decir el proceso de liberacion y recaptura de calcio durante la

contraccion.

Regulacion de calcio intracelular
En los miocitos de provenientes de los animales controles encontramos que tanto en el

papilar derecho como en el izquierdo la concentracién basal de calcio es de alrededor de
los 25 nM y durante la contraccién celular, la concentracion citoplasmatica aumenta hasta
valores alrededor de 124 nM en los miocitos de los papilares derecho. En cambio, en los
miocitos del papilar izquierdo la concentracién sistélica de calcio es 36% mas alta y decae
a los valores diastélicos en menos tiempo, pues tiene una Tau de decaimiento menor que
los miocitos del papilar derecho (Tau-derecho: 228 ms vs Tau-izquierdo: 163 ms) (Figura
20). Otra cosa importante de hacer notar es que en el papilar izquierdo, la concentracion
citoplasmatica de calcio va aumentando gradualmente con cada estimulacién hasta
alcanzar un valor estable, mientras que en el papilar derecho, después del primer estimulo,

la concentracion intracelular de calcio comienza a disminuir hasta alcanzar el valor



sistélico final. Estos diferentes comportamientos se deben sobre todo a que en el papilar
izquierdo el contenido de Ca2+ en el reticulo sarcoplasmatico va aumentando con el
numero de contracciones, gracias a la rapida velocidad de recaptura de calcio que

presentan estos miocitos comparados con los del papilar derecho.
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Figura 20 Transitorios globales de calcio intracelular. Los graficos muestra dos ejemplos de los
transitorios globales de calcio generados por estimulacion de campo en células aisladas de musculos
papilares derechos e izquierdos de animales control.

Cuando registramos los transitorios de calcio en los miocitos extraidos de las ratas con
sindrome metabodlico encontramos que, en los miocitos del papilar derecho, la
concentracion sistélica de calcio aumento en un 70% comparado con la concentracion
registrada en las células controles, de igual modo, encontramos un aumento en la
velocidad de liberacion de calcio y una disminucién en el valor de la Tau de decaimiento
(Figura 21). El cambio en estos dos ultimos parametros supondria que se esta liberando
mas calcio del reticulo sarcoplasmatico y que la SERCA, la bomba encargada de recapturar
el calcio al interior del reticulo sarcoplasmatico esta metiendo mas calcio por unidad de
tiempo durante la contraccién. Un reflejo de esto se observa en la disminucion de los
niveles de calcio diast6lico y en un aumento en la cantidad de total de calcio liberado en

cada estimulacién (Tabla 5).
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Figura 21 Transitorios intracelulares de calcio en miocitos de los papilares derechos. A). Registro
de los transitorios de calcio registrados en miocitos de los papilares derechos provenientes de las ratas del
grupo control, en color negro, o del grupo tratado, en rojo. B) Comparacion entre los transitorios calcio
de los masculos papilares derechos del grupo control y tratado. Los transitorios de Ca2+ fueron evocados
con estimulacién de campo a una frecuencia de 1 Hz; las flechas en color negro indican el valor de la Tau
para cada uno de los trazos.

CONTROL SINDROME METABOLICO

PAPILAR DERECHO n Media + SEM n Mediax SEM Valor de p
[Ca2+]i basal (nM) 3 25.96 + 5.36 3 12 13.95 + 2.07 0.032
[Ca2+]i sistolico 3 124.13 + 8.72 3 12 210.34+20.99 0.001
(nM)
Velocidad de 3 7.06 £0.72 3 12 1293 +1.22 0.000

liberacién (nM/ms)




[Ca2+] Diastolico 3 42.41 +2.52 3 12 28.33 £ 1.81 0.000
(nM)

Tau de 3 228.04+12.77 3 12 194.16 £ 7.32 0.017
decaimiento (ms)

Total de Ca2+ 3 25348.00 3 12 39192.38 + 0.003
liberado 2081.67 3647.00

Tabla 5. Parametros de los transitorios globales de calcio de los miocitos de los papilares derechos
en el modelo de SM de 2 meses s. Tabla que muestra la n, valor medioxerror estandar y el valor de
significancia de los pardametros medidos en los transitorios de calcio intracelulares, sefialando que hubo
un aumento significativo en los niveles de calcio sistdlico, en la velocidad de liberacion y el total de
calcio liberado durante la contraccion en los miocitos provenientes de los papilares derechos de animales
tratados respecto al grupo control.

De igual manera se llevd a cabo la medicion de calcio intracelular en miocitos provenientes
de los papilares izquierdos de las ratas con sindrome metabdlico. En la figura 22 se
observa que la cinética con la cual los transitorios de calcio alcanzan el estado estable es
muy similar y aunque, en el ejemplo mostrado, la concentracion sistélica alcanzada es
mayor en los miocitos de los animales tratados, cuando comparamos los valores medios de
cada uno de los parametros medidos, no encontramos cambios significativos entre el

grupo control y el tratado (Figura 22 y Tabla 6)
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Figura 22. Transitorios intracelulares de calcio en miocitos de los musculos papilares izquierdos.

A). Transitorios globales de calcio registrados en los miocitos de los masculos papilares izquierdos. B)
Comparacion de los transitorios de calcio entre el control y tratado. En color negro se muestras los
registros del grupo control y en rojo los del tratado. Las flechas negras muestran el valor de Tau en cada
uno de los ejemplos. Los transitorios fueron evocados por estimulacion de campo a una frecuencia de 1

Hz.
PAPILAR n Media £ SEM
IZQUIERDO
[Ca2+]i basal (nM) 7 2547+ 2.71
[Ca2+]i sistolico 7 169.20 £ 16.29
(nM)
Velocidad de 7 10.32 + 0.87

liberacién (nM/ms)

9

9

9

Mediatx SEM Valor de p

18.63 £ 6.10 0.369
198.83 £ 13.70 0.165

10.71 + 0.88 0.757




g 41.10 + 3.68 0.854

[Ca2+] Diastolico 7 4194+ 2.01
(nM)
Tau de 7 163.05 + 5.58 9 150.99 £ 9.00 0.291
decaimiento (ms)
Total de Ca2+ 7 39196.59 * 9 3273.51 = 0.217
liberado 4807.40 2657.23

Tabla 6. Parametros de los transitorios globales de calcio de los miocitos de los papilares
izquierdos en el modelo de SM de 2 meses. Tabla que muestra la n, valor mediozerror estandar y el
valor de significancia de los pardmetros medidos en los transitorios de calcio intracelulares. Podemos
observar que de acuerdo al valor de significancia (p), no hay diferencias entre ambos grupos en los

parametros medidos.




RESULTADOS EN EL
MODELO ANIMALDE 6
MESES DE
TRATAMIENTO.



Resultados en el modelo animal de 6 meses.
Despues de haber realizado el estudio de las alteraciones en el proceso de acople

excitacion-contraccidn en el modelo animal con 2 meses de tratamiento para la induccién
del sindrome metabolico decidimos profundizar el estudio de estas alteraciones a largo
plazo en el mismo modelo pero ahora con un tratamiento de 6 meses para inducir
sindrome metabolico. Realizamos de igual manera la mediciéon de la corriente de calcio
tipo L y la medicidn de la regulacion de calcio intracelular en células aisladas de miocitos
provenientes de los musculos papilares derechos e izquierdos de ratas con sindrome

metabdlico.

Parametros bioquimicos.

Como parte de la validacion del modelo animal, se realizaron pruebas bioquimicas, por
medio de la toma de sangre una vez sacrificadas las ratas, para medir alteraciones el los
niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos.; simismo tomamos algunos parametros
morfométricos como indicadores de obesidad. El aumento en los medido valores serian
tomados en cuenta para el diagnostico de sindrome metabolico y los resultados que

obtuvimos fueron:

e Hubo un aumento significativo en los niveles de glucosa del 49%, del 43% en los de
colesterol y del 29% en los triglicéridos en los animales tratados respecto al grupo

control. (Figura 23).
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Figura 23. Parametros bioquimicos. Niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en animales
controles y tratados con una n=9 y n=10, respectivamente. Tanto los niveles de glucosa como de
colesterol aumentaron de manera estadisticamente significativa. *p<0.05



Parametros morfomeétricos.

Las ratas de 6 meses con tratamiento tuvieron un aumento significativo de peso y en el

perimetro abdominal respecto al grupo control. (Figura 27)
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Figura 24. Pardmetros morfometricos. Los graficos muestran las mediciones del peso y del perimetro
abdominal en las ratas controles y tratadas. EI nGmero de animales usados se muestra en el interior de

cada grafico. **p<0.01, ***p<0.03

El aumento de peso corporal en las ratas con sindrome metabolico se debio al aumento en

la cantidad de grasa presente a nivel retroperitoneal, peripancreatica y epididimal. (ver

tabla 7)
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Figura 25. Composicion corporal del aumento de peso en ratas. Los graficos muestras un aumento
en la grasa retroperitoneal, peripancredtica y en la grasa epididimal. *** p<0.001




N Media = SEM n Media = SEM
PARAMETROS BIOQUIMICOS

GLUCOSA 6 168.57 + 15.45 11 252.77 £27.81 0.048
COLESTEROL 6 54.18 +2.67 11 77.69 +8.95 0.036
TRIGLICERIDOS 6 52.73 +8.89 11 68.38 +10.43 0.479
PARAMETROS MORFOMETRICOS
PESO 21 539.76 +10.06 26 622.88 +14.67 0.000
CINTURA 20 24.04 +0.37 23 26.30 +0.53 0.001
LARGO 20 26.19 +0.28 23 26.72 +0.18 0.108
G. EPIDIDIMAL 19 8.37 +0.43 22 14.77 +1.27 0.000
G. PERIPANCREATICA 19 1.78 +0.17 22 3.47 +£0.31 0.000
G. RETROPERITONEAL 7 9.88 +0.89 9 22.61 +2.55 0.001
INDICE DE GRASA 19 2.57 £0.26 22 4.47 +0.51 0.003
CORPORAL

Tabla 7. Parametros bioquimicos y morfometricos de las ratas sometidas a 6 meses de
tratamiento. La tabla muestra el valor mediozerror estandar de los diferentes parametros bioquimicos y
morfométricos obtenidos en las ratas del grupo control y tratado. La n denota el nimero de animales
usados para cada una de las mediciones. Para comparar los valores de ambos grupos se us6é una t de
Student y los valores de significancia se muestran en la columna de la derecha (p).

Registro de la corriente de calcio tipo L
Despues de haber caracterizado al modelo animal de 6 meses de tratamiento procedimos a

registrar la corriente de calcio tipo L en células aisladas de los musculos papilares derecho
e izquierdos tanto en las ratas con sindrome metabdlico y del grupo control. Para ello
utilizamos el mismo protocolo de registro usado en los animales de 2 meses para evocar
las corrientes de calcio, es decir, pulsos despolarizantes desde los -60mV hasta los + 60
mV, cada 5 mV y partiendo de un potencial de mantenimiento de -70mV (Figura 26 C), al
igual que a los dos meses, las corrientes son entrantes, transitorias, y se empiezan a
activar alrededor de los -30mV, alcanzan su corriente maxima a los 5mV y luego esta
disminuye para convertirse en una corriente saliente alrededor de los +45 mV. (Figura 26

Ay B)
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Figura 26. Corrientes de calcio tipo L (ICa ) registradas en miocitos de los musculos papilares de
las ratas del grupo control. A) Ejemplo de un registro de la corriente de Ca*" tipo L (ICa ) en los
cardiomiocitos. B) Curvas corriente contra voltaje de la Ica_L registradas en los miocitos de musculos
papilares derechos e izquierdos. C) Protocolo usado para evocar las corrientes de calcio tipo L. Notese
gue para contruir la curva IV solo usamos la corrientes generas durante el primer pulso de voltaje. El
namero de animales usados se muentra entre paréntesis después del niamero de células (n).

Por otro lado en los animales con sindrome metabdlico las corrientes de calcio tipo L
registradas mostraron de igual manera las mismas caracteristicas tipicas de una corriente
de calcio tipo L (Figura 27 A), es decir, eran corrientes entrantes transitorias, con una
activacion a voltajes de -30 y -20 mV que mostraban su corriente maxima a los 5mV
disminuyendo con cada pulso despolarizante hasta convertirse en una corriente saliente

aproximadamente a los +45mV. (Figura 27 B)
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Figura 27. Corriente de calcio tipo L (ICa_L) en los miocitos de los musculos papilares de ratas con
sindrome metabolico. A) Ejemplo del registro de una corriente de Ca2+ registrada en un cardiomiocito
B) Curvas corriente contra voltaje de la Ica registradas en los miocitos de los musculos papilares
derechos e izquierdos. C) Protocolo de voltaje para evocar la corriente de calcio tipo L. Para realizar la
curva IV solo medimos la corriente maxima generada durante la primera serie de pasos de voltaje. El
namero de animales usados se muentra entre paréntesis después del niamero de células (n).

En la figura 28 se muestran las curvas de corriente contra voltaje de miocitos de los
musculos papilares derechos, asi como la comparacion entre la curva IV de miocitos
provenientes de ratas con sindrome metabdlico con el grupo control (figura 28 B), también
se muestra la grafica de corriente al pico en donde observarmos que no hay algin cambio
significativo en la corriente registrada en ambos grupos. En los cuales se muestra que no
existe algun cambio significativo en el registro de las corrientes de calcio tipo L respecto al

grupo de ratas control.
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Figura 28.- Curvas corriente contra voltaje (1V) de la Ica de miocitos de los musculos papilares
derechos. A) Curvas IV de calcio registradas en los miocitos de los musculos papilares derechos. B)
Comparacion, de la curva IV de calcio, entre la condicion control y el grupo tratado. C) Grafica de la
corriente al pico de miocitos de musculos papilares derechos. En negro se muestran las gréaficas del grupo
control y en rojo del grupo de ratas tratadas. EI nimero de células registradas y de animales usados en
cada condicion se muestran en cada grafico.
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En el caso de los miocitos de los musculos papilares izquierdos, en las ratas del grupo
tratado hubo una reduccién del 10% de la corriente al pico, pero al realizar el analisis
estadistico no econtramos diferencias significativas en la corriente la pico ni en ningin

punto de la curva corriente contra voltaje (Figura 29). Posteriormente, al igual que con las




ratas tratadas durante 2 meses, procedimos a realizar la curvas de activacion e
inactivacion en estado estacionario para descartar cambios en la dependencia de voltaje de
la activacion o de la inactivacién. Como podemos observar en la figura 30, los graficos
obtenidos para los cardiomiocios de los papilares derecho o izquierdos no presentan
ninguna diferencia entre el grupo control y el tratado y al comparar los valores de V1/2 y K

encontramos que estadisticamente no son diferentes. (Tabla 8)

El hecho de no haber encontrado diferencias en la corriente de calcio, entre el grupo
control y el tratado, nos hace suponer que no existen alteraciones en la primera fase del
proceso de acople excitacién contraccion como en el modelo animal de sindrome
metabdlico de dos meses. Sin embardo, al igual que en ese modelo, podria estar también
alterado el proceso de liberacién y recaptura de calcio del reticulo sarcoplasmatico o el
acoplamiento de calcio en la maquinaia contractil de los cardiomiocitos. Para explorar la
primera posibilidad decidimos medir los cambios en la concentracion de calcio intracelular

durante el proceso de contraccién en los cardiomiocitos.
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Figura 29. - Curva IV de calcio obtenida en los miocitos de los musculos papilares izquierdos de los
animales controles y tratados. A) Grafica de corriente contra voltaje de miocitos de musculos
papilares izquierdos B) Comparacion de la curva corriente contra voltaje de calcio entre la condicion
control y el grupo tratado C) Grafica de la corriente al pico de los miocitos de los musculos papilares
izquierdos. En color negro se muestra al grupo control y en color rojo al grupo tratado. EI nimero de

animales usados en cada condicién junto con el nimero de células registradasse muestran al interior de
cada grafico.
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Figura 30. Curvas de activacién e inactivacion en estado estacionario. En la parte superior se
muestran las curvas de activacion en estado estacionario de los miocitos de los musculos papilares
derechos (parte superior izquierda) y papilares izquierdos (parte superior derecha). En color rojo se
muestran las curvas de activacion de las ratas con sindrome metabolico y en color negro las del grupo
control. En la parte inferior se muestran las curvas de inactivacién en estado estacionario de los miocitos
de los masculos papilares derechos (parte inferior izquierda) y de los musculos papilares izquierdos
(parte inferior derecha). En color rojo se muestran las curvas de inactivacion de las ratas con sindrome
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PAPILAR DERECHO.
CONTROL SINDROME METABOLICO
n Media + SEM n Media+ SEM Valor de p
V1/2 11 -5.74 +1.27 8 -6.12 +1.47 0.81
K 11 5.15 + 0.20 8 5.30 + 0.37 0.62




PAPILAR IZQUIERDO.

CONTROL SINDROME METABOLICO
n Media + SEM Media+ SEM Valor de p
V1/2 14 -431+1.70 -4.25 +1.32 0.91
K 14 5.95 +0.25 6.03 £ 0.27 0.72
INACTIVACION EN ESTADO ESTABLE.
PAPILAR DERECHO.
CONTROL SINDROME METABOLICO
n Media + SEM n Media+ SEM Valor de p
V1/2 11 -26.34 +1.51 8 -27.56 +1.44 0.62
K 11 3.87 +0.15 8 3.45 + 0.13 0.72
PAPILAR IZQUIERDO.
CONTROL SINDROME METABOLICO
n Media + SEM n Media+ SEM Valor de p
V1/2 14 -26.56 *+1.62 8 -27.78 £ 1.67 0.91
K 14 413 +0.32 8 3.79 + 0.05 0.32




Tabla 8. Valores de activacion e inactivacion en estado estable. Tablas que muestran que no existe
algun cambio significativo en los valores de V1/2 y K.

Regulacion del calcio intracelular

En los miocitos provenientes de los musculos papilares derechos e izquierdo de animales
controles la concentracion de calcio basal es de aproximadamente 15 nM y de 25nM
respectivamente, durante el proceso de contraccion muscular los niveles citoplasmicos de
calcio aumentan aumentan llegando hasta 119 nM en miocitos de los papilares derechos y

142nM en miocitos de los papilares izquierdos.

Papilar Izquierdo Control
Papilar Derecho Control

[Ca2+]i (nM)
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Figura 31.Concentracion de calcio en miocitos de musculos papilares derecho e izquierdos de ratas
control. Registro de los transitorios de calcio por medio de estimulacion de campo a una frecuencia de

1 Hz.

En los miocitos de los musculos papilares derechos la concentracion citoplasmica de calcio
aumenta en el primer estimulo y posteriormente disminuye hasta alcanzar el nivel
sistolico final; de igual modo, en los miocitos de los musculos papilares izquierdos el
comportamiento es muy parecido pero a pesar de que a pesar de que el primer estimulo
tiene una amplitud menor que el transitorio de calcio del lado derecho, la cantidad de

calcio liberada durante los estimulos sucesivos es 85% mayor que la liberada por los



miocitos de los papilares derechos, esto gracias a que la tau de decimiento de los
transitorios del papilar izquierdo es mayor que la del lado derecho (Tau izq:147 ms vs Tau

der: 133ms). Ver las tablas 9y 10.

En los registros de los transitorios de calcio en miocitos proveniente de ratas con sindrome
metabodlico encontramos que en los miocitos de los musculos papilares derechos de ratas
con sindrome metabdlico la concentracién sistélica de calcio aumento a mas del doble
comparado con la concentraciéon registrada en las células de papilares derechos
provenientes de animales controles, asimismo hubo un aumento en la velocidad de
liberacion de calcio y una disminucién en el valor de Tau de decaimiento (Figura 32). Esto
indicaria que hay un aumento en la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico y que
hay un aumento en la actividad de la bomba de Ca2+ ATP asa del reticulo sarcoplasmico

(SERCA).

)
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Figura 32. Transitorios intracelulares de calcio en miocitos de los musculos papilares derechos. A)
Ejemplo de los transitorios globales de calcio registrados en los miocitos de los musculos papilares



derechos . B) Comparacion, entre la condicion control y tratada, de los transitorios de calcio registrado en
los miocitos de los musculos papilares derechos. En negro se muestran los trazos del grupo control y en
rojo los del grupo tratado.

CONTROL SINDROME METABOLICO

Papilar Derecho n Media + SEM n Mediatx SEM Valor de p
[Ca2+]i basal (nM) 7 14.57 + 1.29 9 35.51 £ 5.30 0.009
[Ca2+]i sistolico 7 119.18 + 17.69 5 268.09 £ 13.77 0.000
(nM)
Velocidad de 7 5.22+0.62 9 17.54 + 1.34 0.000

liberacién (nM/ms)

[Ca2+] Diastolico 7 41.46 + 4.69 9 77.47 £ 4.95 0.000
(nM)
Tau de 7 133.46 + 12.64 9 77.23+491 0.000
decaimiento (ms)
Total de Ca2+ 7 14597.82 9 34035.94 + 0.000
liberado 3079.01 2680.99

Tabla 9. Parametros de los transitorios globales de calcio de los miocitos de los papilares derechos
en el modelo de SM de 6 meses. La tabla muestra los valores medioszerror estandar de los diferentes
parametros medidos en los resgistros de los transitorios de calcio. La n denota el nimero de animales
usados para cada una de las mediciones, los valores de significancia se muestran en la columna de la
derecha.

En el registro de la concentracion de calcio intracelular de los miocitos aislados
provenientes de los musculos papilares izquierdos de ratas con sindrome metabolico se
observo que hubo una elevacion en la concentracion citoplasmatica de calcio durante la
primera estimulaciéon, posteriormente esta disminuye y comienza a aumentar
gradualmente hasta llegar al estado estable. Este comportamiento asemeja mucho al de los
transitorios de los miocitos del grupo control del modelo de dos meses tratamiento.
Ademas comparado con el grupo control, los miocitos provenientes del animal tratado

mostraron un aumento del 100% en la amplitud de los transitorios de calcio, un




disminucién en el valor de la tau de decaimiento y un incremento en la cantidad total de

calcio citoplasmatico durante la contraccién (Tabla 10).
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Figura 33. Transitorios intracelulares de calcio en miocitos de papilares izquierdos. A). Registro de
los transitorios de calcio en miocitos de muasculos papilares izquierdos, obtenidos por estimulacién de
campo a una frecuencia de 1Hz, en color negro el grupo control y en color rojo el grupo tratado. B)
Comparacion de los transitorios intracelulares de calcio en musculos papilares izquierdos en negro el
grupo control y en rojo el grupo tratado, las flechas en color negro muestran el valor de Tau.

CONTROL SINDROME METABOLICO

PAPILAR n Media * SEM n Mediax SEM Valor de p
IZQUIERDO
[Ca2+]i basal (nM) 10 25.59 + 6.24 5 16.33 + 2.58 0.331




[Ca2+]i sistolico 10 142.71 + 10.50 288.48 £ 50.96 0.000
(nM)
Velocidad de 10 17.30+ 3.54 15.03 + 3.07 0.680
liberacién (nM/ms)
[Ca2+] Diastolico 10 47.95 *3.83 32.78 + 2.48 0.010
(nM)
Tau de 10 147.47 + 10.64 113.17 +6.20 0.032
decaimiento (ms)
Total de Ca2+ 10 26582.05 =+ 36896.15 = 0.050
liberado 2713.00 4954.85

Tabla 10. Parametros de los transitorios globales de calcio de los miocitos de los papilares
izquierdos en el modelo de SM de 6 meses. La tabla muestra los valores mediosterror estandar de los
diferentes parametros medidos en los transitorios de calcio. La n denota el nimero de animales usados
para cada una de las mediciones y los valores de significancia se muestran en la columna de la derecha.




DISCUSION

El sindrome metabdlico es un conjunto de signos que comprenden la hipertensidn,
hiperglucemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y ademdas el aumento en el
perimetro abdominal, el cual fue mas recientemente incluido por la OMS y NCEP ATP III
en el cuadro de signos para diagnosticar el sindrome metabélico en humanos(Aguilar-
Salinas et al.,, 2004); si bien se considera al tejido graso como un tejido de reserva de
energia, también es un 6rgano endocrino activo que libera una amplia variedad de
adipocinas y citocinas proinflamatorias (Ryan VH et al., 2008) y juega un papel importante

en la etiologia de otras enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2 (IDF 2006).

Para el desarrollo del presente trabajo, utilizamos ratas macho wistar las cuales no
presentan predisposicién genética a desarrollar obesidad ni alteraciones cardiacas
(Larqué C et al, 2011); de hecho el modelo animal del sindrome metabdlico ya fue
previamente caracterizado por el grupo de la doctora Marcia Hiriart, en el Insituto de
Fisiologia de la UNAM y por el del doctor Julidn Torres en el Insituto de Fisiologia de la
BUAP (Albarado Ibafiez 2013, Vazquez Pérez EM, 2012 ) y para inducirlo se aumenté la
ingesta de carbohidratos en las ratas sustituyendo el agua que tomaban por agua
azucarada al 20%. Es importante mencionar que el aumento en la ingesta de carbohidratos
es un componente importante en la etiologia del sindrome metabdlico en los humanos, lo
cual resalta la importancia de este modelo animal y su uso para esta investigaciéon. Por
otro lado, debemos mencionar que el uso exclusivo de ratas macho en las parte
experimental de este trabajo fue para disminuir la variabilidad en los resultados que
pudiera ser ocasionada por el cambio en la composicion corporal del animal debido a su

edad y a los cambios hormonales.

Trabajos realizados anteriormente en este modelo animal evidencian que el sindrome
metabolico induce una remodelacidn electrica y morfologica en el nodo senoauricular
(Albarado Ibafiez 2013), lo cual aumenta la probabilidad de sufir arritmias cardiacas.
Ademas, en un trabajo de tesis realizado por el grupo del doctor Julian Torres encontrarén

que en las ratas a las cuales se les habia inducido el sindrome metabdlico presentaban




tambien alteraciones a nivel ventricular, especificamente, en la actividad eléctrica de los
musculos papilares y en la fuerza de contracciéon generada por los mismos (Vazquez Pérez
EM, 2012). En este dltimo trabajo, Vazquez Pérez report6 que a nivel de los musculos
papilares derechos habia un aumento en la fuerza de contraccién asi como una
disminucién en la duracién del potencial de accion, por otro lado en los musculos papilares
izquierdos hubo una disminucién en la fuerza de contracciéon y un aumento en la duracién

del potencial de accién (Vazquez Pérez EM, 2012).

Teniendo como referencia los trabajos anteriores en este modelo animal de rata con
sindrome metabdlico, decidimos profundizar el estudio enfocandonos en el proceso de
acople excitacién-contraccion en los miocitos de los musculos papilares. En este trabajo
decidimos estudiar a nivel de los cardiomiocitos aislados los cambios en la corriente de
calcio y en la cantidad de calcio citoplasmatico disponible durante el proceso de
contraccién. Ambos proceso son claves en el acople excitacion contraccién de los miocitos

y son mucho mas faciles estudiar a nivel de célula aislada que del tejido integro.

El acople excitacion- contraccion es el proceso que se inicia con la excitaciéon electrica y
que termina con la contraccion del cardiomiocito, generando en conjunto la contraccién
cardiaca. El ion que juega un papel importante en este proceso es el calcio (Ca2+), el cual
es escencial en la actividad electrica cardiaca y es el activador directo de los miofilamentos
que generan la contraccion a nivel intracelular (Bers D.M, 2001). Durante el potencial de
accion cardiaco, el calcio entra a la célula a través de los canales de calcio dependientes de
voltaje ubicados en la membrana del cardiomiocito, en especial en los tubulos T; la
corriente de calcio generada contribuye la fase de meseta del potencial de accién y a al
unirse al receptor de rianodina, a su apertura, activando la liberacién de calcio del reticulo
sarcoplasmico, fenémeno conocido como liberacién de calcio inducida por calcio. El calcio
liberado se une a los miofilamentos contractiles generando la contraccion cardiaca. (Bers

D.M, 2001)
MODELO DE RATA CON SINDROME METABOLICO - INDUCCION DURANTE DOS MESES.

En los resultados que obtuvimos con el modelo animal de rata a la cual se le indujo

sindrome metabodlico durante 2 meses, encontramos dos grandes cambios con respecto al




grupo control: a) un aumento en la densidad de corriente registrada en los miocitos de los
provenientes del papilar izquierdo y b) una aumento en la amplitud de los transitorios de
Ca2+ generados durante la contracciéon en los miocitos proveniente de los musculos

papilares derechos.

Con respecto al aumento en la corriente de calcio, hay que mencionar que el acople
excitacion contraccion puede ser regulado a diferentes niveles y el primero de ellos seria
modulando la entrada de calcio a través de los canales de calcio voltaje dependientes. En
efecto, un disminucién en la corriente de calcio puede ir acompafada de una disminucién
en la cantidad total de calcio liberada del reticulo sarcopldsmico y en consencuencia de una
disminucién en la cantidad de calcio disponible para unise a la maquinaria contractil y de
una disminucién en la contraccion (Solaro R. ] y Rarick H.M., 1998). En el caso de la ratas
con sindrome metabolico el aumento en la corriente de calcio podria explicar el aumento
en la duracién del potencial de accién previamente reportado para los musculos papilares
izquierdos pero no la disminucién en la fuerza de contracciéon del musculo reportado por
Vazquez-Pérez. Estd discrepancia en los datos podria explicarse por un cambio en la
sensibilidad de la troponina por el calcio (Fukuda N. et al, 2001) o bien por una
remodelacion estructural donde a pesar de que la maquinaria contractil esta intacta, se
encuentra mal organizada y es poco eficiente para general fuerza (Pogwizd, S. M et al,,
2001).Como lo mencionamos anteriormente, en los miocitos del papilar derecho no
encontramos cambios en la corriente de calcio pero si en otro punto de regulaciéon del
proceso de acople excitacion contraccidn; en la liberacion y recaptura de calcio por el
reticulo sarcoplasmatico. Este aumento se vio acompafiado de una disminucién en la Tau
de decimiento del transitorio de [Ca2+]i, lo que significaria un transitorio mas grande pero
con una duracién menor. Si bien podria pensarse que al disminuir la duraciéon del
transitorio la cantidad total de calcio seria la misma que en la condicién control, cuando
realizamos la integral de los transitorios evocados en los miocitos de la condicion control y
tratada, encontramos que los mioctios provenientes del animal con sindrome metabdlico
mostraron un aumento de casi el 100% en la cantidad total de calcio intracelular. Esto
significa que el proceso de liberacion de calcio del reticulo estd aumentado y que el

aumento en tasa de recaptura de calcio por la SERCA le permite al reticulo llenarse para



liberar suficiente calcio durante una contraccion consecutiva (Ver tabla 5 de los
resultados). Este segundo resultado concuerda con los reportados por Vazquez Pérez
(Vazquez Pérez EM, 2012), en los cuales los musculo papilares derecho de las ratas con
sindrome metabodlico presentaron un aumento en la fuerza de contraccién pero una

disminucién en la duracién del potencial de accién.

Otro dato importante para resaltar es el hecho de que en la condicién control, en ambos
ventriculos los transitorios de [CaZ2+]i tuvieron una morfologia diferente: en los miocitos
de los papilares izquierdos la cantidad total de calcio durante la contraccién fue
practimante 60% mayor que en los miocitos del papilar derecho, ademas tanto la amplitud
como velocidad de liberacion de calcio fueron mayores y aun asi, la concentracién diatélico
de calcio se mantuvo sin cambios entre el papilar derecho e izquierdo (Tabla 5 y 6). Estas
diferencias entre el papilar izquierdo y derecho se perdieron en el modelo animal de
sindrome metabdlico. Respecto a las diferencias en los mecanismos de regulacién del
calcio entre el ventriculo derecho e izquierdo, nuestros resultados concuerdan
parcialmente con los de Kondo y colaboradores, quienes reportaron que en el raton la
amplitud de los transitorios de calcio era mayor en el endocadio del ventriculo izquierdo
que en los miocitios del ventriculo derecho y que por lo que respecta a la corriente de
Calcio tipo L, esta era menor aunque no estadisticamente diferente en el endocardio del
ventriculo izquierdo con respecto al ventriculo derecho, es importante hacer la aclaracién,
que los datos que Kondo reporto sobre el ventriculo derecho no se refieren a una capa en
especifico de la pared del ventriculo derecho, mientras que los datos que pertenecen al

ventriculo izquiero son del endocardio(Kondo et al., 2006).
MODELO DE RATA CON SINDROME METABOLICO - INDUCCION DURANTE SEIS MESES.

Para profundizar el andlisis sobre la alteraciones cardiacas inducidas por el sindrome
metabdlico decidimos estudiar en el mismo modelo animal, pero sometido a un periodo de
tratamiento mas prolongado, el efecto que tendria sobre las corrientes de calcio y los
transitorios intracelulares de calcio. Los principales resultados que encontramos fueron
que a) con respecto a la condicion control no hay cambios en la desidad de corriente de

calcio registrada en los miocitos provenientes del papilar izquierdo ni en los de los




papilares derechos y b) en los miocitos provenientes de ambos papilares, aumento la

cantidad total de calcio citosélica durante la contraccién del miocito.

En el caso de los transitorios globales de calcio en los miocitos del papilar derecho los
resultados fueron muy parecidos a los obtenidos a los dos meses, pero las diferencias con
respecto al control resultaron mas exacerbadas, de hecho, la concentracién sistélica de
calcio aumento a mas de doble que en los miocitos del grupo control, de igual modo la
velocidad de liberaciéon de calcio del reticulo sarcoplasmatico paso de 5 a 17 nmol/l-ms y
la Tau de decaimiento se acorto en un 42%. La cantidad total de calcio citosélico durante la
contracciéon se duplicé pasando de 14597 a 34035 nM-ms , es decir aumenté 2.33 veces
con respecto a los miocitos del grupo control. Por lo que respecta a los miocitos de los
papilares izquierdos, en los miocitos del grupo tratado, la concentracién sistélica de calcio
aumento al doble que en los controles, incrementando también la cantidad total de calcio
libre durante la contracciéon pero sin haber un cambio significativo en la velocidad de
liberacién del calcio de reticulos sarcoplasmatico. Un andlisis mas detallado de estos
resultados pone en evidencia que las diferencias en los transitorios de calcio entre papilar
izquierdo y derecho (Kondo et al., 2006) practicamente desaparecen en los papilares de las
ratas a la cuales se les indujo el sindrome metabdlico (Tabla 8 y 9). Desafortunadamente,
no sabemos que sucede con la fuerza de contraccién de los musculos papilares de la ratas
después de seis meses de induccion del sindrome metabodlico; podriamos hipotetizar que
habra un aumento en la fuerza de contraccion de ambos ventriculos pero como
mencionamos anteriormente, el acople excitacion contraccién puede ser regulado en
diferentes puntos del proceso y no basta conocer que sucede con uno solo de los puntos de
regulacion, mucho menos si es uno de los iniciales, para suponer que sucedera con la

funcion muscular.

Finalmente, con los resultados obtenidos en el presente trabajo se demuestra que el
modelo de sindrome metabdlico es un modelo prometedor para seguir profundizando el
estudio acerca de las alteraciones cardiacas generadas por el sindrome metabolico, ya que
los resultados mostrados dan pauta a seguir buscando la base fisiolégica del desacople en
el proceso de excitacion-contraccién a niveles mas profundos como alteraciones en las

proteinas contractiles o en la microaquitectura celular.




CONCLUSIONES

Modelo animal de sindrome metabdlico sometido a dos meses de tratamiento

En el papilar derecho no encontramos cambios significativos en la corriente de
calcio tipo L ni en las propiedades biofisicas del canal.

En los miocitos del papilar izquierdo, aumenta en un 66% la densidad de corriente
de calcio. Este cambio no es debido a alteraciones en las propiedades de activacion o
inactivacion del canal.

El andlisis de los transitorios globales de calcio evidencié que solo en los miocitos
del papilar derecho un aumento en la concentracion sistolica de calcio y una
disminucion en el tiempo de recaptura de este ion.

Modelo animal de sindrome metabdlico sometido a seis meses de tratamiento

Tanto en los miocitos del papilar derecho como en los del papilar izquierdo, no
encontramos cambios significativos en la corriente de calcio ni en las propiedades
biofisicas del canal.

En los miocitos del papilar derecho e izquierdo, la concentracion sistélica de calcio
aument6 mas del 100% durante la contraccion. En paralelo, el tiempo de recaptura
de este ion, disminuyd significativamente entre un 25 y 40% en las dos poblaciones
celulares con respecto al grupo control.
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