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RESUMEN 
   

Antecedentes. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es considerada como un 

problema de salud pública importante a nivel mundial de proporciones epidémicas 

con una prevalencia en México de 9.5 %. Las enfermedades cardiovasculares son 

las principales responsables de la corta longevidad de los pacientes diabéticos, 

quienes tienen incrementado el riesgo de mortalidad temprana por cerca de 60 %, 

y los efectos adversos de la diabetes son amplificados por la hipertensión y la 

obesidad. La disfunción vascular es uno de los principales marcadores de las 

complicaciones vasculares de la DM2, entre las que se encuentran: enfermedades 

coronarias y de arterias periféricas, infarto, retinopatías, nefropatías y neuropatías. 

Numerosos estudios, demuestran que la DM causa alteraciones en la contractilidad, 

migración y proliferación de las células de músculo liso vascular (CMLV). Las 

funciones de las CMLV antes mencionadas están estrechamente reguladas por la 

concentración de Ca2+ libre intracelular Ca2+i. A pesar de la relación entre las 

funciones de las CMLV y la Ca2+i y entre disfunción de las CMLV y DM, a la fecha 

no se han estudiado con detalle los efectos de la DM2 sobre la homeostasis de Ca2+ 

intracelular en CMLV obtenidas de un modelo animal que emula las características 

de la DM2 en humano. 

Objetivo. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la homeostasis de Ca2+ 

intracelular en células de músculo liso de arteria mesentérica de rata de la cepa 

Zucker Diabetic Fatty.  

Material y métodos. Se utilizaron ratas de la cepa Zucker Diabetic Fatty 

(ZDF) que en su variante obesa (OZDF) presenta las características típicas de la 

DM2 (obesidad central, hiperglucemia, hipertrigliceridemia, hipertensión y 

resistencia a la insulina) y la variante delgada (LZDF) como control. Las CMLV 

fueron obtenidas mediante disociación enzimática de arterias mesentéricas de ratas 

ZDF y por medio del colorante fluorescente selectivo para Ca2+ (Fura-2) y la 

utilización de microscopía de epifluorescencia se evaluaron los cambios en la  

Ca2+i en CMLV en reposo y en respuesta a la estimulación con moléculas 
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vasoactivas (adenosin trifosfato (ATP) y cafeína). En adición, utilizando 

herramientas farmacológicas selectivas, estudiamos el efecto de la DM2 sobre 

cuatro mecanismos que participan en la regulación de la Ca2+i: 1.- La bomba de 

Ca2+ presente en la membrana del retículo sarcoplásmico (SERCA); 2.- La bomba 

de Ca2+ presente en la membrana plasmática (PMCA); 3.- El intercambiador 

Na+/Ca2+ y 4.- Los canales de Ca2+ regulados por almacenes de Ca2+ intracelulares 

(SOC) en CMLV de arteria mesentérica de ratas ZDF. 

Resultados. La DM causa alteraciones en la homeostasis del Ca2+ 

intracelular, en CMLV de arteria mesentérica obtenidas de ratas de la cepa ZDF. En 

particular la DM2: 1.- Causa un aumento de la Ca2+i basal en CMLV de arterias 

mesentéricas; 2.- Causa un incremento en la señal de Ca2+ activada por el agonista 

vasoactivo ATP; 3.- Causa una dramática reducción en la actividad de la bomba de 

Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SERCA); 4.- Reduce también la actividad del 

intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) y 5.- aumenta la actividad de la bomba de Ca2+ 

presente en la membrana plasmática (PMCA), en adición la DM; 6.- Reduce de 

forma significativa la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+, SOC; 7.- Por 

otro lado la vía de liberación de Ca2+ a través de los receptores rianodínicos (RyR) 

no parece ser modificada por la DM2. 

Conclusiones. La DM2 causa alteraciones en la homeostasis del Ca2+ 

intracelular en células de músculo liso de arteria mesentérica, aumentado los niveles 

de Ca2+ basales y los inducidos por el agonista vasoactivo ATP, posiblemente a 

través de la disminución de la actividad de la SERCA y el NCX. En adición la DM2 

reduce la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ operados por almacenes 

intracelulares o SOC. Estos hallazgos aportan nueva luz en los mecanismos por los 

cuales la DM2 causa alteraciones en CMLV y propone a los mecanismos que 

regulan la homeostasis del Ca2+ como un nuevo blanco terapéutico para la 

prevención de las complicaciones cardiovasculares en pacientes diabéticos. 
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1 ANTECEDENTES 
 

1.1 Antecedentes generales 
 

1.1.1 Diabetes mellitus 
 

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades caracterizadas por 

un desorden metabólico de etiología múltiple que manifiesta niveles elevados de 

glucosa en sangre (hiperglucemia), por un defecto de la acción y/o secreción de la 

insulina (1). 

1.1.1.1 Clasificación 

 

La Asociación Americana de la Diabetes (1) y la OMS, clasifican a la DM en 

4 grupos:  

1. DM tipo 1 (DM1), debida a la destrucción autoinmune de las células β 

del páncreas, que usualmente conlleva a una deficiencia absoluta de insulina. 

2. DM tipo 2 (DM2), debida a una progresiva pérdida de la secreción de 

insulina por parte de las células β del páncreas, frecuentemente por resistencia de 

las células del organismo a la acción fisiológica de la insulina. 

3. DM gestacional, la cual se diagnostica en el segundo o tercer trimestre 

del embarazo y en la que claramente no hubo evidencias previas de esta patología 

antes del embarazo. 

4. Otros tipos específicos de diabetes debidos a otras causas, tales 

como: síndromes de diabetes monogénicos, patologías del páncreas exócrino y 

diabetes inducida por exposición a drogas y químicos. 

La DM2 es el tipo de DM más común en el humano, representando el 95% 

de los casos de diabetes reportados y la obesidad constituye el mayor factor de 

riesgo para desarrollar esta enfermedad (2). En adición en la DM2, generalmente 
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se encuentran elevados los niveles sanguíneos de triglicéridos y colesterol, mientras 

que los niveles de lipoproteínas de alta densidad  (HDL) disminuyen (3). 

1.1.1.2 Prevalencia e incidencia 

 

En el año 1980 la Organización Mundial de la Salud (OMS) informó que había 

108 millones de adultos con diabetes. En el año 2014 la cifra fue de 422 millones de 

adultos. Comparando ambas cifras, la prevalencia mundial normalizada por edades 

de la diabetes casi se ha duplicado desde ese año, pues ha pasado del 4,7 % al 8,5 

% en la población adulta (4). 

México ocupa el sexto lugar mundial de personas con DM. En la Encuesta 

Nacional de Salud y Nutrición 2012 (ENSANUT, 2012), el Instituto Nacional de Salud 

Pública (INSP) informó que había 6.9 millones de mexicanos diagnosticados con 

diabetes. ENSANUT de medio camino 2016 reporta que la población adulta que 

tiene diagnóstico previo fue de 9.2 % en el año 2012 y 9.4 % en el año 2016, de los 

cuales 85 % (2012) y 87.8 % (2016) recibieron tratamiento, el 49.8 % (2012) está 

en riesgo muy alto de presentar complicaciones, además el 47 % tiene diagnóstico 

de hipertensión arterial (5,6). El número de personas con DM se ha duplicado en el 

periodo del año 2000 al año 2012. En México la incidencia de la DM aumenta con 

la edad, sobre todo en la población de 60 a 64 años, que presenta la más alta 

incidencia en el año 2011, reportando 1,788 nuevos casos por cada 100 mil 

habitantes de este grupo de edad (7). Las complicaciones en pacientes con 

diagnóstico previo fueron: visión disminuida 54.5 %, daño en retina 11.19 %, pérdida 

de la vista 9.9 %, úlceras 9.14 % y amputaciones 5.5 %, casi tres veces más a lo 

reportado en el año 2012. Los adultos de 50 a 79 años de edad fueron el grupo 

mayormente diagnosticado con hipercolesterolemia, el 44.5 % de los adultos se 

midieron los niveles de colesterol en sangre y el 28.0 % tuvo un diagnóstico médico 

previo de hipercolesterolemia (6). 
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1.1.1.3 Diagnóstico 

 

En la publicación anual Estándares de Atención Médica (1) de la Asociación 

Americana de Diabetes del año 2018, se mencionan los criterios metabólicos útiles 

para el diagnóstico de la DM2. El diagnóstico debe tener en cuenta al menos una 

de las cuatro pruebas bioquímicas positivas:  

  

Cuadro 1. Criterios metabólicos útiles para el diagnóstico de DM2. 

 

 

1.1.1.4 Modelos animales para el estudio de la DM 

 

En la actualidad se cuenta con diferentes modelos animales para el estudio 

de la DM, tenemos el modelo quirúrgico, al cual se le practica una pancreatectomía, 

induciendo de esta manera la falta de producción de insulina; el modelo inducido 

con fármacos, se administra un fármaco, por ejemplo estreptozotocina, que induce 

el daño en el páncreas provocando la insuficiencia en la secreción de insulina  (8); 

y el modelo por desarrollo genético, en el que se seleccionan y crían animales por 

expresión de ciertos caracteres específicos (9). 

En la DM1, la menos común en el humano, se emplean los modelos 

quirúrgico e inducido químicamente. Entre los modelos de DM2 se encuentran los 

modelos por selección genética, son altamente endogámicos, homogéneos y sobre 

todo monogénicos. Por ejemplo, el modelo de ratón (db/db), presenta una mutación 

en el receptor de la leptina produciendo hiperfagia, desarrolla rápidamente 

hiperglucemia ya que sus células β pancreáticas son incapaces de mantener los 

altos niveles de secreción de insulina requeridos. Desarrollan obesidad con una 

Criterio Bioquímico Resultado 
Glucosa plasmática con mínimo 8 horas de ayuno ≥ 126 mg/dl 

Fracción   HbA1c hemoglobina glucosilada ≥ 6.5 % 

Glucosa plasmática aleatoria en cualquier momento del día ≥ 200 mg/dl 

Prueba oral de tolerancia a la glucosa ≥ 200 mg/dl 
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dieta normal, pero si hay restricciones en la ingesta energética, hay una disminución 

en la obesidad e hiperglucemia (10), además de que no hay una homogeneidad 

entre los individuos en cuanto al desarrollo de peso y talla (11). 

La rata espontáneamente diabética Goto-Kakizaki (GK), que es un modelo 

genético magro de la DM2, se origina de la reproducción selectiva durante muchas 

generaciones de ratas Wistar no diabéticas intolerantes a la glucosa, sin embargo, 

la rata GK no se vuelve obesa sin intervención dietética (12), razón por la cual no lo 

podemos considerar un modelo confiable para DM2. 

 

1.1.1.4.1 Ratas Zucker Diabetic Fatty 

 

La rata Zucker Diabetic Fatty (ZFD), es un modelo animal de crianza que a 

través de mutaciones genéticas y una dieta de Purina 5008 (dieta rica en grasa que 

contiene alta energía, de Labdiet, Richmond, USA) se aproxima a la DM2 en 

humanos junto con sus complicaciones. Estas ratas presentan una mutación en el 

gen que codifica para el receptor a leptina, causando un acortamiento del receptor, 

de manera que la leptina no puede interactuar con su receptor. Las características 

de la cepa son: obesidad, hiperglucemia, resistencia a la insulina, 

hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, neuropatía, nefropatía e hipertensión 

arterial (9,13). Todas estas características convierten a la rata ZDF en un modelo 

animal que representa de forma eficiente la fisiopatología de la DM2 y sus 

complicaciones. La rata ZDF presenta dos fenotipos, delgado-no diabético (+/+), 

denominado en la presente tesis como LZDF (lean Zucker Diabetic Fatty) y obeso-

diabético (fa/fa) denominado OZDF (obese Zucker Diabetic Fatty).  

La cepa ZDF ha demostrado ser en la que se observan las características 

más cercanas a la DM2 como se presentan en humanos, incluyendo obesidad y 

daños cardiovasculares, que otros modelos no presentan.  
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1.1.1.5 Alteraciones cardiovasculares causadas por la diabetes mellitus 

 

Numerosas investigaciones epidemiológicas y clínicas han demostrado 

evidencias contundentes sobre la asociación entre DM2 y la mortalidad y morbilidad 

cardiovascular, representando aproximadamente el 68 % de las muertes entre 

personas con DM2 (14). En el año 1948, el Servicio de Salud Pública de Estados 

Unidos inició el estudio del corazón de Framingham (Framingham Heart Study), con 

la finalidad de determinar la epidemiología y los factores de riesgo de las 

enfermedades cardiovasculares (ECV) (15). Como resultado de este estudio se 

concluyó que los pacientes diabéticos tienen un aumento de 2 a 3 veces en la 

probabilidad de padecer ECV.  

Las ECV se clasifican en microvasculares, como la neuropatía, la retinopatía 

y la nefropatía; y en macrovasculares, como el infarto al miocardio y el accidente 

cerebrovascular. En pacientes diabéticos, las ECV más frecuentes son la 

cardiopatía coronaria, la enfermedad cerebrovascular y la enfermedad vascular 

periférica (15). Si bien, estas enfermedades macrovasculares producen 

aproximadamente el 80% de las muertes en pacientes con DM, las enfermedades 

microvasculares deterioran de forma importante la calidad de vida de las personas 

con esta patología, lo que eleva los costos en el tratamiento de estos pacientes. Las 

complicaciones generadas por la DM en las enfermedades microvasculares son el 

producto de la gravedad con la que se ha tenido la constante hiperglucemia (16) y 

ambos tipos de ECV (macro y microvasculares) se acentúan con la edad (17). En 

adición, existen diversos factores de riesgo asociados a la ECV, ente los que se 

encuentran: hipertensión, dislipidemia (caracterizada por una disminución de las 

HDL, aumento en los triglicéridos y presencia elevada de lipoproteínas de baja 

densidad (LDL), obesidad, inactividad física, inflamación subclínica. 

Uno de los principales marcadores de las ECV causadas por la DM es la 

disfunción vascular. En particular está bien establecido que la hiperglucemia da 

como resultado una hiperreactividad vascular en pacientes y modelos animales 

diabéticos (18). Parte de este efecto puede ser atribuido a la disminución de la 
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biodisponibilidad del óxido nítrico (ON) (19), así como una reducción en la respuesta 

vascular de las células del músculo liso al ON (20).  

Diversos grupos de investigación han aportado evidencias suficientes que 

apoyan la hipótesis de que la DM altera la función vascular no únicamente a nivel 

endotelial, sino que también a nivel de las células del músculo liso vascular (CMLV) 

(21).  

 

1.1.2 El sistema cardiovascular 

 

La principal función del sistema cardiovascular es el transporte de gases, el 

oxígeno desde los pulmones hacia el resto del cuerpo y el dióxido de carbono desde 

los tejidos del cuerpo hacia los pulmones, también transporta los nutrientes para el 

crecimiento y la reparación desde los lugares de absorción y almacenamiento, y los 

productos de desecho desde cualquier tejido hasta los sitios de excreción o reciclaje 

(22). Colabora con la rápida señalización celular por medio del transporte de 

hormonas y neurotransmisores, tiene funciones importantes en la mediación de la 

respuesta inflamatoria y del sistema inmune, así como también en el desarrollo 

embrionario y la disipación y termorregulación del calor corporal. El sistema 

cardiovascular está integrado por el corazón que impulsa la sangre, la sangre y los 

vasos sanguíneos que la conducen (23). 

 

1.1.2.1 Estructura de los vasos sanguíneos 

 

Los vasos sanguíneos están constituidos por tres capas o túnicas: la túnica 

íntima, túnica media y túnica adventicia. En la Figura 1 se muestra un esquema de 

la estructura de los vasos sanguíneos.  

• La túnica íntima está formada por las células endoteliales, que 

constituyen una monocapa celular que reviste todos los segmentos vasculares y 



García-Moreno G. A., 2018 “Efecto de la DM2 en la homeostasis de Ca2+ intracelular en CMLV de rata ZDF” 

7 
 

descansa en la lámina basal, ésta última rodeada por tejido conectivo subendotelial 

(23).  

• La túnica adventicia es una capa donde se localiza la vasa vasorum, 

que es un grupo de vasos sanguíneos de tamaño variable que se encuentran en 

todos los vasos sanguíneos de gran calibre y cuya función principal es el aporte de 

oxígeno y nutrientes a las capas celulares que no los reciben de la luz del vaso (24). 

Otro de los componentes importantes de la adventicia es la inervación del sistema 

nervioso autónomo, que contribuye en la regulación de la contractilidad vascular 

liberando diversos neurotransmisores como noradrenalina (NA), acetilcolina (ACh), 

ON o adenosin trifosfato (ATP) al espacio extracelular cercano a las CMLV por 

medio de unas estructuras llamadas varicosidades (23). La inervación de las 

pequeñas arterias y arteriolas permite que la estimulación simpática aumente la 

resistencia al flujo sanguíneo y, por tanto, disminuya la velocidad del flujo sanguíneo 

a través de los tejidos. La inervación de los vasos grandes, en particular de las 

venas, hace posible que la estimulación simpática disminuya el volumen de estos 

vasos, lo que empuja la sangre hacia el corazón y, por tanto, desempeña un papel 

muy importante en la regulación de la función de bomba cardíaca. (25). 

• La túnica media está constituida por la lámina elástica interna y 

externa, ambas conformadas por fibras elásticas de elastina cubierta de 

microfibrillas y fibras de colágeno, que participan en el control de la tensión de los 

vasos sanguíneos. Las células del músculo liso vascular (CMLV) constituyen las 

células más importantes en la túnica media y se encuentran presentes en todos los 

segmentos vasculares, excepto en los capilares y cuya función primordial es la de 

generar la tensión necesaria para contraer a los vasos sanguíneos (23).  

Cabe resaltar que los diferentes tipos de vasos sanguíneos cuentan con 

algunas modificaciones en sus componentes, por ejemplo, en la aorta la capa de 

células de músculo liso es más grande, en cambio en vasos de menor calibre 

pueden estar constituidos incluso por una sola capa de estas células (25). 
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Figura 1. Características anatómicas de los vasos sanguíneos. Se muestran las tres capas de tejidos a las 

que se les denomina como túnicas que componen la anatomía de los vasos sanguíneos, la túnica íntima 
constituida principalmente por el endotelio vascular, la media por las células de músculo liso vascular y la túnica 
adventicia por la vasa-vasorum y las terminales nerviosas del sistema nervioso autónomo. (Tomado de 
http://morfocitologia.blogspot.com/2008/07/microscopia-virtual-vasos_25.html). 

 

1.1.2.2 Función de las células de músculo liso vascular 

 

Las CMLV son células alargadas y estrechas (fusiformes), de apariencia no 

estriada (por la disposición oblicua de sus filamentos contráctiles) y con un solo 

núcleo por célula. Al igual que las células de músculo esquelético y estriado, las 

CMLV están compuestas por filamentos proteicos de actina (delgados) y miosina 

(gruesos). Los filamentos delgados se encuentran orientados de forma paralela u 

oblicua a lo largo de la célula, y suelen formar agrupaciones denominadas cuerpos 

densos, en zonas especializadas (23,26). 

La función principal de las CMLV es la de regular la resistencia total periférica, 

el tono arterial y venoso mediante su contracción o relajación, modificando así el 
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diámetro de los vasos sanguíneos y por ende, el flujo sanguíneo y la presión arterial 

asegurando una adecuada perfusión de todos y cada uno de los órganos del cuerpo 

según sus demandas metabólicas (26). 

La activación de la contracción de las CMLV se puede dar por dos tipos de 

estímulos, por estímulos físicos (acople electro-mecánico) o por sustancias 

químicas (acople farmaco-mecánico) (27).  

1.1.2.2.1 Acople electro-mecánico en células de músculo liso 

vascular 

El tono o contracción miogénica, es una contracción parcial de las arterias 

provocada por la presión que ejerce la sangre sobre las paredes de los vasos 

sanguíneos. Fenómeno conocido como acople electro-mecánico (28) cuya función 

es la de mantener un flujo sanguíneo continuo en todos los capilares de los tejidos 

del cuerpo a pesar de variaciones en la presión arterial (25). 

En el acople electro-mecánico, la activación de la contracción de las CMLV 

se da por la apertura de canales catiónicos activada por el estiramiento de la 

membrana de las CMLV. Los canales que participan en este acople son miembros 

de la familia de canales de potencial receptor transitorio (TRP), los cuales son 

canales no selectivos permeables a Na+ y Ca2+. En adición se ha reportado también 

la participación de canales de K+ sensibles al estiramiento, que se cierran y por 

consecuencia inducen una ligera despolarización del potencial de membrana, 

incrementando la apertura de canales de Ca2+ voltaje dependiente tipo-L, dando 

como resultado una elevación de la concentración de Ca2+ libre intracelular ([Ca2+]i), 

iniciando de esta manera la vasoconstricción. Esta constricción vascular sostenida, 

activada por la presión, es necesaria para mantener un flujo sanguíneo 

relativamente constante incluso cuando la presión arterial varía (28). La regulación 

miógena es una propiedad intrínseca de las CMLV (22). 
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1.1.2.2.2 Acople fármaco-mecánico en células de músculo liso 

vascular 

El Acople farmaco-mecánico, se da en respuesta a diversas sustancias como 

neurotransmisores, hormonas, sustancias derivadas del endotelio y metabolitos 

locales, los cuales, al unirse a su receptor específico inducen un aumento en la 

[Ca2+]i, que tiene como resultado la contracción del músculo liso vascular, y por ende 

la vasoconstricción. Este es, principalmente, el mecanismo encargado de regular la 

resistencia periférica y consecuentemente, la presión arterial en los diferentes 

órganos y tejidos, según las demandas metabólicas de éstos (29). 

En la Figura 2, se muestra un esquema del acople farmaco-mecánico 

activado por ATP, molécula que es co-liberada de las varicosidades nerviosas junto 

con NA. El ATP activa dos tipos de receptores purinérgicos presentes en la 

membrana de las CMLV: los receptores P2X y los receptores P2Y. Los receptores 

P2X (P2XR), son receptores ionotrópicos, es decir, son receptores acoplados a la 

apertura de un canal iónico permeable a Ca2+ también conocidos como canales 

operados por receptor (ROC). La activación de los receptores P2X causan una 

rápida entrada de Ca2+ del medio extracelular hacia el citoplasma y por lo tanto un 

aumento de la [Ca2+]i en las CMLV (28).  

Por otra parte, los receptores purinérgicos P2Y (P2YR) son de tipo 

metabotrópicos, su activación conlleva a la activación de una vía de señalización 

intracelular mediada por receptores acoplados a proteína G (GPCR). En particular 

en CMLV la unión de ATP a los receptores P2Y causa un cambio conformacional 

en el receptor que conlleva a la activación de la proteína Gαq presente en la 

membrana plasmática de estas células. La proteína Gαq activa a su vez a la 

fosfolipasa C (PLC), proteína membranal que hidroliza al lípido de membrana 

fosfatidilinositol difosfato (PiP2) en diacilglicerol (DAG) e inositol-trifosfato (IP3). El 

IP3, es una molécula hidrosoluble, que difunde hasta la membrana del retículo 

sarcoplásmico (RS), donde se acopla a su receptor específico denominado IP3R. 

El IP3R es un receptor-canal permeable a Ca2+. La activación de este receptor-canal 

da como resultado la salida de Ca2+ del RS hacia el citoplasma con el consecuente 
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incremento de la [Ca2+]i. En adición a los IP3R, en la membrana del RS de las CMLV 

también se encuentran los receptores rianodínicos (RyR), su nombre deriva de la 

capacidad que tiene el alcaloide rianodina para activarlos. Fisiológicamente estos 

receptores son activados por un aumento de la [Ca2+]i, por un proceso conocido 

como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR) (23). Un aumento de la [Ca2+]i, 

por ejemplo, por la apertura de canales IP3R, causa la apertura de los RyR con la 

consecuente liberación adicional de Ca2+ del RS. Cabe señalar que los RyR son 

activados farmacológicamente por concentraciones altas (10 mM) del alcaloide 

cafeína (30).  

En diversos vasos sanguíneos, el Ca2+ que es liberado del RS por los 

mecanismos antes mencionados, es insuficiente para activar la contracción de las 

CMLV y parte del Ca2+ necesario proviene del medio extracelular (23). La [Ca2+]i 

puede aumentar debido al ingreso de Ca2+ a través de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje de tipo-L (Cav) (31), canales operados por receptor (ROC) 

como son los P2X y canales operados por los almacenes de Ca2+ intracelular, 

también conocidos como “store-operated-channels” (SOCs) y/o TRPC (32). En 

adición el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX), trabajando en el modo reverso puede 

generar un aumento de la [Ca2+]i en el MLV (33).  

 

Figura 2. Acople farmacomecánico. 
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Para el presente estudio se evaluó el acople excitación contracción de la señal evocada por ATP en el 
acople farmacomecánico. Los receptores purinérgicos para ATP se encuentran en la membrana celular, está el 
receptor P2X ionotrópico, que, al acoplarse el ATP a su receptor, activa el canal y permite el paso de iones Ca2+ 
incrementando la [Ca2+]i. El receptor purinérgico P2Y metabotrópico, es un receptor acoplado a una proteína G 
(GPCR), que activa una foslipasa C (PLC) que hidroliza al lípido de membrana, fosfatidilinositol difosfato (PiP2) 
en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), que se une a su receptor en el retículo sarcoplásmico (RS) y 
abre canales para la liberación de Ca2+. El otro canal del RS es el canal sensible a Rianodina, el cual se activa 
empleando como agonista al alcaloide cafeína, que se une al receptor de canal rianodínico (RyR) liberando Ca2+ 
al citosol celular. El incremento de la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) inicia la contracción muscular 
(Modificado de Del Valle-Rodríguez, 2005). 

 

1.1.2.2.3 Importancia del Ca2+ intracelular en el músculo liso 

vascular 
 

El ión Ca2+ tiene particular importancia en la generación de la contracción del 

músculo liso vascular, de su concentración dependen los procesos de contracción 

y relajación, el procedimiento se inicia con la unión de cuatro iones Ca2+ a una 

proteína citoplasmática llamada calmodulina (CaM) (ver Figura 3). Una vez formado 

el complejo Ca-CaM, este se une a una cinasa de la cadena ligera de la miosina 

(MLCK) y la activa, la activación permite que la MLCK fosforile ambas cadenas 

reguladoras de la miosina. Cuando las cadenas reguladoras de la miosina están 

fosforiladas, la miosina incrementa su afinidad por los filamentos de actina, 

formándose así los puentes cruzados entre filamentos de actina y miosina que dan 

inicio a la contracción de las CMLV (23). 

 

 

 

Figura 3. Función del Ca2+ en la contracción del músculo liso. 
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Importancia del ión Ca2+ en el proceso de la contracción muscular, la proteína citoplasmática 
Calmodulina (CaM) capta 4 moléculas ionizadas de Ca2+ y se forma el complejo Ca2+-CaM, este complejo activa 
a la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK), que a su vez fosforila ambas cadenas reguladoras de la 
miosina. Cuando las cadenas reguladoras de la miosina están fosforiladas, la miosina incrementa su afinidad 
por los filamentos de actina, formándose así los puentes cruzados entre filamentos de actina y miosina que dan 
inicio a la contracción (Tomado de Walter F. Boron, 2017). 

Para finalizar la contracción es necesario la [Ca2+]i disminuya como 

consecuencia de la actividad de dos Ca2+-ATPasas, una localizada en la superficie 

del retículo sarcoplásmico (SERCA) y otra en la membrana celular (PMCA). La 

SERCA bombea Ca2+ desde el citoplasma hacia el lumen del RS y la PMCA desde 

el citoplasma hacia el medio extracelular (ver Figura 4). En adición, la actividad del 

intercambiador sodio-calcio (NCX) actuando en su modo directo promueve la salida 

de Ca2+ del citoplasma hacia el medio extracelular en intercambio por Na+(34). 

La reducción de la [Ca2+]i, disminuye la activación de la cadena ligera de la 

miosina cinasa y una fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP no 

esquematizado) desfosforila las cadenas reguladoras de la miosina dando como 

resultado la relajación de las CMLV (23). 
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Figura 4. Mecanismos moleculares que regulan la homeostasis de [Ca2+]i en células de músculo liso 
vascular. 

Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX), canal operado por almacenes intracelulares de Ca2+ (SOC), bomba 
ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA), canal de Ca2+ voltaje dependiente tipo L (Cav), canal 
operado por receptor (ROC), cadena ligera de la miosina cinasa (MLCK), bomba ATPasa de Ca2+ del retículo 
sarcoplásmico (SERCA), adenosin trifosfato (ATP), inositol trifosfato (IP3), adenosin difosfato (ADP), fósforo 
inorgánico (Pi), receptor a IP3 (IP3R), receptor a rianodina (RyR), retículo sarcoplásmico (RS), complejo 
Ca2+/calmodulina (CaM), cadena ligera de la miosina cinasa (MLCK) (Modificado de Blaustein et al., 2012). 
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1.2 Antecedentes específicos 

 

A partir de los resultados obtenidos en el estudio del corazón de Framingham 

(Framingham Heart Study) quedó claramente comprobada la asociación entre DM2 

y la mortalidad y morbilidad cardiovascular. En este estudio se concluyó que los 

pacientes diabéticos tienen un aumento de 2 a 3 veces en la probabilidad de 

padecer ECV en comparación con personas no diabéticas (35). 

La disfunción vascular constituye el principal marcador de las ECV y una de 

las causas que contribuyen al desarrollo de complicaciones importantes y en su 

mayoría letales en pacientes diabéticos, tales como hipertensión arterial, infarto al 

miocardio, enfermedad coronaria y nefropatía. La disfunción vascular asociada con 

la DM es compleja y multifactorial e incluye alteraciones dramáticas en la función no 

solo en las células endoteliales que forman parte de los vasos sanguíneos, sino 

también, en las CMLV. 

La disfunción de las células endoteliales asociada con la DM ha sido 

ampliamente estudiada y ahora sabemos que el endotelio de pacientes diabéticos 

es afectado por la hiperglucemia, incremento en los ácidos grasos libres y por la 

resistencia a la insulina. Los factores antes mencionados, causan alteraciones en la 

función endotelial a través de diferentes vías, entre ellas: reducción en la producción 

de óxido nítrico asociado con un aumento del estrés oxidativo, apoptosis y estrés 

del retículo endoplásmico (36–38). En adición Sheikh y Cols., en el año 2012 (39), 

reportaron que la DM1 causa alteraciones en la [Ca2+]i debido a una reducción en 

la actividad de la SERCA y el NCX, esto último podría participar en inducir estrés en 

el retículo endoplásmico (36) 

Diversos grupos de investigación han aportado numerosas evidencias que 

demuestran que la DM causa alteraciones en la función, no solo de las células 

endoteliales sino también a nivel de las CMLV. Se ha demostrado que la CMLV 

provenientes de pacientes diabéticos presentan un incremento en la proliferación, 
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adhesión y apoptosis, asociados con un incremento del proceso ateromatoso y 

restenosis (40). 

A pesar de la importancia del Ca2+ intracelular en las funciones de las CMLV 

como son la contractilidad, proliferación, migración y apoptosis, pocos estudios han 

abordado las posibles alteraciones de la [Ca2+]i en CMLV causada por la diabetes. 

Cabe señalar que la mayor parte de los estudios que abordan las alteraciones de la 

[Ca2+]i en CMLV causada por la diabetes, fueron realizados en las siguientes 

condiciones: 

1.- Condiciones de diabetes artificiales, exponiendo a las CMLV a 

concentraciones elevadas de glucosa (41). 

2.- En CMLV obtenidas de modelos animales con DM1, la menos común en 

el humano (42,43). 

3.- En CMLV en cultivo, que fueron expuestas a condiciones artificiales de 

cultivo (44). 

En estos estudios se reportaron las siguientes alteraciones en el manejo de 

la [Ca2+]i en CMLV: 

Un incremento en la entrada de Ca2+ a través de canales de Ca2+ tipo-L, en 

células de MLV disociadas en fresco de aorta de un modelo de ratón de DM1 (42).  

Por otro lado, existe información contradictoria sobre las alteraciones que 

causa la DM sobre los SOCs, mientras Curtis y Cols., en el año 2003 demuestran 

en células de MLV disociadas en fresco de microvasos de retina de un modelo de 

rata de DM1, una disminución de la entrada de Ca2+ vía almacenes intracelulares 

(SOCE)(43), Evans y Cols., en el año 2009, reportan un incremento en la entrada 

de Ca2+ por esta vía en células en cultivo de MLV de aorta de un modelo de rata 

con DM2 (44).  

Tam y cols., en el año 1997, demostraron que hay un incremento en las 

oscilaciones de la [Ca2+]i en células disociadas en fresco de MLV de arteria caudal 

de rata con DM1 (45).  
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Fleischhacker y cols., en 1999 describen que hay un incremento en la señal 

de Ca2+ perinuclear evocada por altas concentraciones de cloruro de potasio (KCl) 

y noradrenalina (NA) en células disociadas en fresco de MLV de arterias uterinas 

de humanos (46).  

Hill y cols., en el año 2003, reportan que existe un aumento en la capacidad 

de la bomba de Ca2+ del retículo sarcoendoplásmico (SERCA) para secuestrar Ca2+ 

en células disociadas en fresco de MLV de arteria coronaria de un modelo de cerdo 

de DM1 (47). 
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2 JUSTIFICACIÓN 
 

De acuerdo con la ADA, actualmente en el mundo hay aproximadamente 347 

millones de personas diagnosticadas con DM. En México se encuentra entre las 

primeras causas de muerte, 6.4 millones de personas diagnosticadas y 9.2 % de la 

población con diagnóstico previo. El 80% de las muertes están asociadas a la DM2 

y se deben a causas cardiovasculares.  

A pesar de los numerosos estudios clínicos y epidemiológicos que 

correlacionan los elevados niveles de glucosa en sangre y el desarrollo y progresión 

de las ECV, en la actualidad se desconocen los mecanismos moleculares precisos 

por los cuales la DM causa estas alteraciones. 

 Diversos estudios han demostrado que la DM altera la homeostasis del Ca2+ 

intracelular en células del MLV, sin embargo la mayor parte de dichos estudios 

fueron realizado en modelos animales con DM1, la cual representa sólo el 5% de 

los pacientes enfermos de DM; y en células de músculo liso en cultivo, las cuales 

son sometidas a tratamientos enzimáticos severos y condiciones artificiales para su 

subsistencia, lo cual genera cambios en la expresión de las diversas proteínas 

implicadas en el mantenimiento de la homeostasis del Ca2+ intracelular (48).  

Por este motivo es necesario continuar investigando las alteraciones 

causadas por la DM en MLV disociado que no sea sometido a condiciones de cultivo 

y obtenido de animales con DM2, la más común en el humano.  

Por estas razones, el presente proyecto será realizado en células de MLV de 

arteria mesentérica disociadas en fresco, obtenidas de un modelo animal que 

presenta las características típicas de la DM2, las ratas de la cepa ZDF.  

La comprensión de los mecanismos involucrados en las alteraciones causadas por 

la DM sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular en las células de MLV, podría 

aportar información útil para el estudio de esta enfermedad. 
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La DM es una de las enfermedades crónicas con mayor presencia en la 

población adulta y es un problema de salud mundial. Cada año es evidente el 

aumento en el número de pacientes con DM.  

La DM incrementa las complicaciones de las ECV, como por ejemplo la 

disfunción vascular, incluyendo alteraciones en el MLV. Aunque se han estudiado 

extensamente los efectos de la DM, a la fecha se desconocen los mecanismos 

moleculares precisos por los cuales la DM altera la función del MLV. Dada la relación 

que existe entre la función del músculo liso vascular y la concentración de Ca2+ 

intracelular; y la relación entre diabetes y disfunción de la contractilidad vascular, 

consideramos que hay pocos estudios que determinen las posibles alteraciones 

provocadas por la DM sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular en el músculo liso 

vascular. 

Además, se han hecho pocos estudios en CMLV disociadas en fresco de 

modelos experimentales con DM2. En adición, de dichos estudios en su mayoría se 

han hecho en arterias diferentes a la arteria mesentérica, que dada una de sus 

funciones esenciales, que es la del control de la presión arterial, nos podría 

proporcionar información oportuna sobre alteraciones en su función derivadas por 

la DM. 

El empleo de la cepa ZDF nos permite el estudio de las características 

particulares de la DM2 que se observa mayormente en humanos, aproximadamente 

95 % de la población diagnosticada con DM.  

Por lo que nos realizamos la siguiente pregunta: 

¿Cuáles son los efectos de la DM sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular 

en células de músculo liso de arteria mesentérica de ratas de la cepa ZDF? 
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4 HIPÓTESIS 
 

La DM causa alteraciones en la homeostasis del Ca2+ intracelular en células 

de músculo liso vascular de arteria mesentérica de ratas de la cepa ZDF. 

 

5 OBJETIVO 
 

5.1 Objetivo general 
 

Evaluar el efecto de la DM2 sobre la homeostasis del Ca2+ intracelular en 

células de músculo liso de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

5.2 Objetivos específicos 
 

1. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por ATP 

en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

 

2. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa del retículo sarcoendoplásmico (SERCA) en la regulación de la señal de 

Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

 

3. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) en la regulación de la señal de Ca2+ 

generada por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 
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4. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la actividad del intercambiador 

Na+/Ca2+ (NCX) en la regulación de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV 

de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

 

5. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la actividad de los canales operados 

por los almacenes intracelulares de calcio (SOC) en la regulación de la señal de 

Ca2+ generada por el alcaloide Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de 

la cepa ZDF.  

 

6. Evaluar el efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por el 

alcaloide Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

 

6 MATERIAL Y MÉTODOS 
 

6.1 Diseño del estudio 
 

El diseño del estudio es comparativo, de maniobra, experimental, transversal, 

prolectivo y homodémico. 

6.2 Ubicación espaciotemporal 
 

El estudio se llevó a cabo en la Facultad de Medicina, en el Laboratorio de 

Fisiología Cardiovascular perteneciente a la Benemérita Universidad Autónoma de 

Puebla (BUAP); en el periodo comprendido entre agosto de 2016 y julio de 2018. 
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6.3 Diseño y tipo de muestreo 
 

No probabilístico 

6.4 Tamaño de la muestra 
 

Con una “n” de al menos 6 ratas para cada cepa y por cada tipo de 

tratamiento. 
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6.5 Estrategia de trabajo 
 

 

Figura 5. Estrategia de trabajo. 
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6.6 Definición de las variables y escalas de medición 
 

Variable independiente: DM2. 

Variables dependientes: 

1. Señal de Ca2+ generada por ATP. 

2. Actividad de la bomba de Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico 

(SERCA) generada por ATP. 

3. Actividad de la bomba de Ca2+ ATPasa de la membrana plasmática 

(PMCA) generada por ATP. 

4. Actividad del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) generada por ATP. 

5. Actividad de los canales operados por los almacenes intracelulares de 

calcio (SOC) generada por el alcaloide Cafeína. 

6. Señal de Ca2+ generada por Cafeína. 

Definición de las variables y escalas de medición ver Anexo 1. 

6.7 Método y técnicas experimentales 
 

Para el desarrollo del presente proyecto se utilizaron ratas machos, de 3 a 4 

meses de edad, de la cepa ZDF en sus dos fenotipos LZDF con un peso entre 250 

y 300 gramos, y OZDF con un peso entre 450 y 500 gramos. Las ratas fueron 

proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad 

Autónoma de Puebla, donde fueron mantenidas bajo condiciones de temperatura y 

humedad constante, expuestas a ciclos de luz - oscuridad de 12 hrs, con agua y 

alimento ad libitum. 

Cinco días previo al experimento, las ratas fueron sometidas a una prueba 

de tolerancia a la glucosa, con el fin de constatar que estamos trabajando con ratas 

ZDF que presentan niveles elevados de glucosa como los presentes en la DM2 en 
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humanos. Los animales fueron sometidos a un ayuno de 6 h en jaulas metabólicas 

y con agua ad líbitum. Posteriormente se les administró por vía intraperitoneal 

(NOM-062-ZOO-1999, 9.4.2.1.3.) una dosis de glucosa, a una concentración de 2 g 

de glucosa por kilogramo de peso del animal. A las dos horas posteriores a la 

administración de glucosa, se procedió a obtener una gota de sangre por punción 

de la vena caudal sin anestesia, la cual fue procesada con el sistema de tiras 

reactivas de Accucheck® (ROCHE). 

A continuación, se detalla la técnica con la finalidad de obtener las muestras 

de sangre para el análisis bioquímico. Los animales de experimentación, con ayuno 

de al menos 6 hrs, fueron anestesiados con ketamina-xilacina vía intraperitoneal, 

0.2ml por cada 100gr de peso; posteriormente se les practicó una toracotomía 

anterior para exponer el cayado aórtico y el corazón. A través de la vena cava 

inferior se obtuvo una muestra de sangre (5ml) con jeringas de 5ml, para la 

realización de las pruebas metabólicas. La sangre fue transferida a tubos vacutainer 

sin anticoagulante de 5ml y se permitió la formación de coagulo durante 10 minutos. 

Una vez coagulada la sangre, ésta se centrifugó a 10,000 revoluciones por 

minuto (r.p.m.), durante 15 minutos a 25°C. Posteriormente se extrajo el suero del 

paquete globular con una micropipeta y fue colocado en tubos Eppendorf de 1ml, 

los cuales fueron almacenados a 4°C para ser llevados a un laboratorio de análisis 

clínicos, en donde se realizaron las pruebas de Glucosa, Colesterol total, 

Triglicéridos, HDL, LDL y VLDL. 

El día del experimento y previo a la disección, se procedió a determinar: 

1) Masa, utilizando una balanza granataria. 

2) Longitud, midiendo la distancia desde la punta de la nariz hasta la 

inserción de la cola. 

3) Circunferencia abdominal, utilizando una cinta métrica convencional 

posicionándola alrededor de la parte media del abdomen.  
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Este procedimiento de medición de parámetros biométricos es para 

corroborar que fenotípicamente estamos empleando ratas ZDF en sus variantes 

OZDF y LZDF. 

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina-xilacina vía intraperitoneal 

(NOM-062-ZOO-1999, 8.1., 9.1., 9.4.2.1.3., anexo 11.2. Bioética), 0.2 ml por cada 

100 g de peso; posteriormente se colocaron en una tabla de disección y se les 

practicó una toracotomía anterior para exponer el cayado aórtico y el corazón. Se 

retiró el tejido cardiaco y pulmonar haciendo un corte a la altura del cayado aórtico, 

la aorta fue rápidamente canulada y perfundida con una solución salina fisiológica 

fría a 4° C, denominada PSS1 (physiological salt solution, PSS1 baja en calcio), 

cuya composición expresada en mmol/L fue la siguiente: NaCl (140), KCl (5.36), 

Na2HPO4 (0.34), KH2PO4 (0.44), HEPES (10), MgCl2 (1.2), glucosa (10) y CaCl2 

(0.05), ajustado a un valor de pH de 7.2 con NaOH (49).  

El procedimiento para la obtención de células de músculo liso de la arteria 

mesentérica ha sido descrito por Berra-Romani y Cols., 2005 (50) y se detalla a 

continuación: se disectó la arteria mesentérica y se colocó en una caja Petri que 

contenía PSS1 a temperatura ambiente. Utilizando un estereomicroscopio (Nikon 

SMZ-2T) se procedió a remover el tejido conectivo y graso que circundan a la arteria 

mesentérica principal y a las arterias colaterales. Posteriormente se realizó un corte 

longitudinal a través de la arteria mesentérica principal utilizando tijeras para micro-

disección, finalmente se removió el endotelio frotando ligeramente la punta de un 

hisopo contra la pared interna de la arteria. La arteria mesentérica se cortó en trozos 

de aproximadamente 1 mm y se transfirió a un tubo eppendorf que contenía una 

solución de enzimas disueltas en PSS1 conteniendo (en mg/ml): albúmina (2), 

colagenasa tipo XI (2), elastasa tipo IV (0.16) y se incubó en baño maría por 35 

minutos a 37°C.  

Después de la disociación enzimática, el tejido se lavó tres veces y se 

centrifugó con la solución PSS1 sin enzimas. El pellet obtenido del tejido digerido 

fue reconstituido en 500 µl de PSS1, se disoció mecánicamente con una pipeta 

Pasteur con la punta pulida para obtener una suspensión de células aisladas. Se 
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colocaron de 4-5 gotas de la suspensión de células dispersadas en un cubreobjetos 

por 40 min en refrigeración a 4°C, para permitir que las células se adhirieran al 

vidrio. Las células se mantuvieron en refrigeración a 4oC, y fueron usadas dentro de 

3-4 horas de aislamiento para la medición de la [Ca2+]i por medio de la técnica 

fluorimétrica. 

Medición de la [Ca2+]i. Para la medición de la [Ca2+]i, las células de músculo 

liso vascular fueron incubadas en 1 ml de solución PSS1 conteniendo 3 µl del 

fluorocromo Fura-2 acetometil éster (Fura-2 AM) por 35 minutos. Las células fueron 

visualizadas a través de un microscopio a epifluorescencia Axiolab Carl Zeiss, 

Germany, acoplado a una lámpara de mercurio (OSRAM HBO 50) como fuente de 

luz. Un obturador controlado por computadora bloqueó el paso de la luz cuando se 

proceda con las mediciones de la fluorescencia y finalmente, un filtro neutro limitó 

la intensidad de luz. Una rueda gira filtros (Lambda 10, Sutter Instrument, Novato, 

CA, USA) comandada por una computadora posicionó alternativamente a lo largo 

del camino óptico los dos filtros que permitió el paso de la luz respectivamente a 

340 y 380 nm (ver Figura 6). 

La radiación luminosa incidió con un espejo dicróico, permitiendo la 

separación de la luz de excitación de la de emisión, reflejando la luz a 340 y 380 nm 

hacia un objetivo de inmersión en agua (Zeiss 40X W Plan –APOCHROMAT) cuya 

distancia de trabajo es de 2.05mm y una apertura numérica de 1.0. El objetivo 

concentró la luz sobre la preparación. La preparación de las células en la caja de 

Petri, emitió luz a varias longitudes de onda, que atravesaron el objetivo y chocaron 

contra el mismo espejo dicroico, el cual permitió el paso de longitudes de onda 

superiores a 410 nm las cuales son seleccionadas por un filtro verde a 510 nm. La 

luz fue dirigida al ocular para finalmente ser captada por una cámara de alta 

sensibilidad (Extended-ISIS, Photonic Science, Millham, UK) acoplada a éste. La 

cámara se conectó a una tarjeta de adquisición (CYBEROPTICS PXC200AL, Aegis 

Electronic Group, USA) instalada en la computadora. Se usó un software 

personalizado para manejar la cámara de alta sensibilidad, medir y graficar en línea 

la fluorescencia en las células de músculo liso. Las imágenes obtenidas por la 
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cámara se almacenaron en la computadora para su posterior análisis, evaluando 

las variaciones de la intensidad de fluorescencia emitida por cada una de las células 

delimitadas en regiones de interés o ROI´s (por sus siglas en inglés). Las 

variaciones en la [Ca2+]i fueron monitoreadas evaluando para cada célula la relación 

de la señal de fluorescencia emitida a 510 nm, cuando las células fueron excitadas 

a 340 y 380 nm, respectivamente. Un aumento en la relación (Ratio) 340/380 nm 

corresponde a un aumento en el [Ca2+]i. Se realizaron medidas de la relación 

340/380 nm cada 0.7 s para los primeros cuatro objetivos específicos y para la 

evaluación de los SOC cada 3 segundos, a temperatura ambiente (20oC). 

 

 

Figura 6. Evaluación de la [Ca2+]i en CMLV de rata de la cepa ZDF. 

Las células de musculo liso vascular (CMLV) se colocan en la caja de Petri con solución PSS2 (1) bajo el objetivo 
de inmersión en agua para fluorescencia. (2) La lámpara de mercurio emite un haz de luz que atraviesa los 
filtros 340 nm y 380 nm alternadamente, los cuales se encuentran acoplados a una rueda gira-filtros (shutter) 
(3) comandada por una computadora. La luz filtrada refracta sobre un espejo dicroico que dirige la luz hacia la 
muestra (4). La luz emitida por las células atraviesa el espejo dicroico (4) hasta llegar al filtro de emisión (510nm) 
donde nuevamente se filtra la luz para enviarla a la cámara de alta sensibilidad (5). La cámara toma una imagen 
para cada filtro de excitación cada tres segundos para la evaluación de los SOC y 0.7 segundos para todas las 
demás evaluaciones (7). Las imágenes obtenidas se almacenan en una computadora para su posterior análisis 
(6). Utilizando el software Image J (NIH) se procede a realizar las gráficas por cada célula de la relación 340/380 
de las imágenes tomadas, conocido como Ratio 340/380 (8). Las células se delimitan en regiones de interés 
(ROIs por sus siglas en inglés) para realizar la cuantificación de la fluorescencia en cada ROI a lo largo del 
tiempo de experimento (9). Transiente de la señal de Ca2+ obtenido por la estimulación con el agonista ATP a 
una concentración de 100µM, cada ROI representa una célula (10) (Modificado de Tesis: “Efecto de la Diabetes 
Mellitus tipo II sobre la señal de Ca2+ Intracelular en células endoteliales in situ de aorta de rata.”). 
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En la figura 7 se aprecian los parámetros que se midieron de los registros de 

la señal de Ca2+ intracelular de células de músculo liso vascular (CMLV) evocadas 

por la aplicación del agonista ATP a una concentración de 100 µM, sin inhibidores 

y en los diferentes protocolos aplicando inhibidores de los diferentes mecanismos 

reguladores de la homeostasis de Ca2+. 

Basal: Niveles de fluorescencia iniciales, previos a la estimulación del 

agonista. 

Amplitud del pico: Diferencia entre la señal basal de fluorescencia y el punto 

más alto de fluorescencia obtenido al estimular a las CMLV con el agonista ATP. 

Área bajo la curva: (por sus siglas en inglés area under curve, A.U.C). Es el 

área que se encuentra por debajo del transiente de Ca2+ que comprende el tiempo 

del efecto del agonista desde su aplicación y hasta que es removido del experimento 

teniendo como referencia inferior el valor de la señal basal antes de la aplicación 

del agonista. 

Tiempos de decaída de la respuesta a la estimulación del agonista: Tiempo 

que tarda, la amplitud del pico de la señal de Ca2+ en reducirse en un 90, 60 y 30 

%, tomando como 100 % el momento en el que se genera el pico inicial de la señal 

de Ca2+ evocada por la aplicación del agonista ATP. 
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Figura 7. Parámetros evaluados de los registros de la estimulación de CMLV en la señal de Ca2+ 
intracelular. 

Se esquematizan los parámetros evaluados para cada registro de la señal de Ca2+ evocada por el 
agonista ATP en cada uno de los objetivos realizados en el proceso experimental. Nivel inicial de fluorescencia 
de la señal de Ca2+, Basal, previo a la estimulación del agonista. Amplitud del pico, diferencia entre la señal 
basal y el punto más alto de la fluorescencia obtenido después de la estimulación con el agonista ATP. El área 
bajo la curva es la zona comprendida por debajo del transiente de Ca2+ evocado por el agonista, inicia en el 
momento de la generación del pico y termina cuando se remueve él agonista. Tiempo de decaída, tiempo en 
que tarda en disminuir la señal de Ca2+ al 90, 60 y 30 % considerando el momento en que se genera la amplitud 
del pico como el 100 %.  

6.8 Análisis estadístico 
La obtención de los valores de fluorescencia se realizó con el programa Imag-

J (Software libre del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, NIH por sus 

siglas en inglés), las gráficas que se obtuvieron de la concentración de calcio y el 

análisis de los resultados se realizaron con los programas Microcal Origin 8.0 y 

GraphPad Prism 6.0 respectivamente. Al tratarse de dos grupos de ratas, el análisis 

estadístico se realizó utilizando la prueba estadística t-student para los datos 

paramétricos y la prueba estadística Mann Whitney para los datos no paramétricos, 

todas las pruebas con un valor alfa de 0.05. Se realizaron pruebas estadísticas de 

normalidad a todos los datos, utilizando la prueba de normalidad Kolmogorov 

Smirnov cuando los datos superaban los 50 elementos y la prueba Saphiro Wilk 

para los datos cuyos elementos eran menores a 50 datos. Los resultados obtenidos 

se muestran como promedio ± error estándar. 
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7 RESULTADOS 
 

7.1 Parámetros morfométricos y bioquímicos de las ratas ZDF  
 

En la Figura 8 se muestra una fotografía de dos ratas de 3-4 meses de edad 

correspondientes al grupo OZDF (izquierda) y LZDF (derecha), en las cuales se puede 

observar a simple vista, las diferencias morfométricas de estos dos grupos experimentales. 

 

 

Figura 8. Fotografía de dos ratas de 3-4 meses de edad, correspondientes a las cepas OZDF (izquierda) 
y LZDF (derecha). 

Las ratas OZDF presentan claras diferencias morfométricas en comparación a su control sano (LZDF). 

 

En la Cuadro 2 se muestra la media ± el error estándar (EE) de los 

parámetros morfométricos y bioquímicos obtenidos para ambos grupos de estudio. 

Como lo demuestra el análisis estadístico, las ratas OZDF presentaron un aumento 

significativo del: 66% en la masa corporal, 5% de la longitud nariz-cola, 41.7% en la 

circunferencia abdominal, 667% en la grasa epididimal y 49% en el valor del índice 

de masa corporal. Estos datos comprueban que el fenotipo del grupo de ratas OZDF 

desarrolla obesidad, el cual es un factor de riesgo para desarrollar DM. 
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Cuadro 2. Datos morfométricos de las ratas de la cepa ZDF en sus fenotipos delgado (LZDF) y obeso 
(OZDF). 

PARÁMETROS MORFOMÉTRICOS LZDF OZDF 

Masa 294.5 ± 2.74  487.5 ± 2.91 * 
Longitud 20.99 ± 0.04  22.07 ± 0.12 * 
Circunferencia abdominal 13.24 ± 0.09  18.76 ± 0.21 * 
Grasa epididimal   1.79 ± 0.12  11.94 ± 0.35 * 
Índice de masa corporal   0.67 ± 0.01     1.0 ± 0.01 * 

 

Parámetros morfométricos de las ratas de la cepa ZDF en sus fenotipos delgado (LZDF) y obeso (OZDF), el 
asterisco (*) representa las diferencias significativas observadas al comparar entre grupos LZDF y OZDF., se 
presentan como media ± el error estándar al aplicar la prueba Mann Whitney para masa, longitud, y 
circunferencia abdominal; para grasa epididimal se utilizó t-Student, todo con un valor de significancia mínimo 
de 0.05 (valor de p). Para el análisis morfométrico se utilizaron 34 ratas para el fenotipo LZDF y 36 ratas para 
el fenotipo OZDF. 

En el Cuadro 3, se muestra la media ± el error estándar (EE) de los parámetros 

bioquímicos obtenidos para ambos grupos de estudio. Las ratas OZDF presentaron 

un incremento significativo respecto a LZDF de un 60 % en los niveles de glucosa 

basal, 108 % en los niveles de glucosa en sangre 2 hrs posteriores a la 

administración de 2 gr/kg de peso de glucosa por vía intraperitoneal, 47 % en 

colesterol, 200 % en VLDL y 343 % en triglicéridos. No se hallaron diferencias 

significativas en los niveles de HDL. Los datos aquí presentados confirman la 

condición diabética de las ratas OZDF, además de la presencia de dislipidemia. 

Cuadro 3- Datos Bioquímicos obtenidos de ratas de la cepa ZDF en sus fenotipos delgado (LZDF) y 
obeso (OZDF). 

PARÁMETROS BIOQUÍMICOS FENOTIPO  

 LZDF OZDF 
Glucosa Basal (mg/dl) 254.8 ± 25.48 407.6 ± 35.94 * 
Glucosa 2hr (mg/dl) 123.4 ± 23.07 256.9 ± 31.11* 
Colesterol (mg/dl) 90.83 ± 12.22 133 ± 11.82 * 
HDL (mg/dl) 61.6 ± 3.02 72.06 ± 8.22 
LDL (mg/dl) 26.48 ± 12.09 35.64 ± 13.26 
VLDL (mg/dl) 11.53 ± 3.62 34.53 ± 3.95 * 
Triglicéridos (mg/dl) 42 ± 10.35 186.1 ± 23.04 * 

 

Los resultados corresponden a la media ± error estándar. Los datos fueron comparados mediante la prueba t-
Student con un valor de significancia mínimo de 0.05 (valor de p). El asterisco (*) representa las diferencias 
significativas observadas al comparar entre grupos LZDF y OZDF. Para el análisis bioquímico se utilizaron al 
menos 5 ratas de cada grupo. 
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7.2 Efecto de la DM2 sobre los niveles de Ca2+ basal en CMLV de 

arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la Figura 9, se muestra la media ± EE de los niveles de Ca2+ basales (en 

células no estimuladas) obtenidos de CMLV de arteria mesentérica de rata LZDF 

(barra azul) y OZDF (barra roja). Los resultados demuestran que la DM2 causa un 

incremento significativo de los niveles basales de Ca2+ intracelular en CMLV de rata 

OZDF (1.4 ± 0.05, n= 100 células provenientes de 7 ratas) comparados con los 

obtenidos de ratas control LZDF (1.07 ± 0.03, n = 98 células provenientes de 7 

ratas), p≤ 0.005. 
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Figura 9. Efecto de la DM2 sobre los niveles de Ca2+ basal generada por ATP en CMLV de arteria 
mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

La comparación estadística entre grupos se realizó empleando la prueba estadística Mann Whitney (n=7 por 
grupo experimental, * = p≤0.05). La barra azul corresponde al valor obtenido de CMLV de ratas LZDF y la barra 
roja los obtenidos de ratas OZDF. 
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7.3 Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por ATP en 

CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 
 

En la Figura 10A, se muestra el registro medio de la señal de Ca2+ generada 

por la aplicación de 100µM del agonista ATP en CMLV obtenidas de arteria 

mesentérica de rata LZDF (línea azul) y OZDF (línea roja). Como se puede 

observar, en ambos grupos de ratas, la aplicación de ATP causa un incremento 

transitorio de la señal de Ca2+ en CMLV que consiste en un rápido aumento de la 

Ca2+i inmediatamente después de la aplicación del agonista (pico), seguido por 

una decaída lenta de la Ca2+i hacia los niveles de Ca2+ basales (previos a la 

estimulación con ATP). Sin embargo, la señal de Ca2+ evocada por ATP en CMLV 

de ratas OZDF, tuvo un incremento significativo en la amplitud del pico (LZDF: 0.59 

± 0.05 vs OZDF: 1.34 ± 0.11) (Figura 10B, izquierda) y área bajo la curva (LZDF: 

45.08 ± 5.15 vs OZDF: 99.56 ± 11.11) (Figura 10B, derecha). No se encontraron 

diferencia significativa entre los dos grupos de rata, en cuanto a la duración del 

transiente al 90% (LZDF: 0.48± 0.06 vs OZDF: 0.53 ± 0.06), 60% (LZDF: 2.99 ± 0.37 

vs OZDF: 3.47 ± 0.43) y 30 % (LZDF: 16.03 ± 2.97 vs OZDF: 24.2 ± 4.34) (Figura 

10C). 
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Figura 10. Figura 9. Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria 
mesentérica de rata de la cepa ZDF 

(A) Registros medios de la señal de Ca2+ evocada por ATP (100 µM) en CMLV, obtenidas de arteria mesentérica 

de ratas LZDF (azul) y OZDF (rojo). Para fines comparativos, los registros fueron normalizados empleando la 
fórmula F/F0. (B) Media ± EE de: amplitud del pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) (derecha). (C) tiempo 

de decaída del transiente de Ca2+ al 90, 60 y 30% de la amplitud máxima del transiente. La comparación 
estadística entre grupos se realizó empleando la prueba estadística Mann Whitney (n=7 por grupo experimental, 
* = p≤0.05). Las barras azules corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas LZDF y las barras rojas 
los obtenidos de ratas OZDF. 
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7.4 Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa del retículo sarcoendoplásmico (SERCA) en la 

regulación de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de 

arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la Figura 11A, se muestra la media de la señal de Ca2+ evocada por ATP en 

presencia de CPA, un inhibidor de la SERCA en CMLV de arteria mesentérica de 

ratas LZDF (línea continua azul) y OZDF (línea continua roja), así como sus 

respectivos controles (en ausencia de CPA: línea punteada azul para LZDF y línea 

punteada roja para OZDF).  

En el grupo LZDF, la inhibición de la SERCA con CPA indujo un drástico 

incremento en la amplitud del transiente de Ca2+ evocado por ATP (LZDF Ctrl: 0.59 

± 0.05 vs LZDF CPA: 1.393 ± 0.07, p≤0.05) (Figura 11A). En adición la inhibición de 

la SERCA causó un incremento significativo de los tiempos de decaída al 90 (LZDF 

Ctrl: 0.48 ± 0.06 LZDF CPA: 0.70 ± 0.07; p≤0.05), 60% (LZDF Ctrl: 2.99 ± 0.37 vs 

LZDF CPA: 12.17 ± 1.95; p≤0.05) y al 30 % (LZDF Ctrl: 16.03 ± 2.97 vs LZDF CPA: 

71.71 ± 6.02; p≤0.05) (Figura 11A), así como el valor del área bajo la curva 

disminuyó (LZDF Ctrl: 45.08 ± 5.15 vs LZDF CPA: 174.5 ± 11.27; p≤0.05) (Figura 

11A).  

Contrariamente a lo observado en la rata LZDF, en el caso del grupo OZDF, 

encontramos una reducción estadísticamente significativa en la amplitud del pico de 

la señal (OZDF Ctrl: 1.34 ± 0.11 vs OZDF CPA: 1.05 ± 0.09; p≤0.05) (Figura 11A), 

así como del valor de área bajo la curva (OZDF Ctrl: 99.56 ± 11.11 vs OZDF CPA: 

43.49 ± 16.33; p≤0.05) (Figura 11A). El bloqueo de la SERCA con CPA redujo de 

forma significativa los tiempos de decaída al 90 % (OZDF Ctrl: 0.53 ± 0.06 vs OZDF 

CPA: 0.39 ± 0.05, p≤0.05), 60% (OZDF Ctrl: 3.47 ± 0.43 vs OZDF CPA: 2.71 ± 0.39, 

p≤0.05) y al 30% (OZDF Ctrl: 24.20 ± 4.34 vs OZDF CPA: 18.10 ± 4.50, p≤0.05) 

(Figura 11A). 

Dado a que se encontraron diferencias significativas en la señal de Ca2+ 

inducida por ATP entre los grupos LZDF y OZDF (controles) (ver Figura 10) 
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procedimos a normalizar los valores de los parámetros evaluados en la señal de 

Ca2+ evocada por ATP en presencia de los inhibidores de los mecanismos de 

remoción de Ca2+, con respecto a la media de cada uno de dichos parámetros 

determinados previamente en sus controles, es decir, en ausencia de los 

inhibidores. Al realizar la comparación entre los grupos LZDF y OZDF, pudimos 

apreciar que la inhibición de la SERCA indujo una disminución significativa en todos 

los parámetros de la señal de Ca2+ inducida por ATP en CMLV obtenidas de arteria 

mesentérica de ratas OZDF al compararlas con las obtenidas de ratas control 

(LZDF). En ratas OZDF, se encontraron reducidos: 1.- la amplitud del pico del 

transiente de Ca2+ (LZDF: 2.35 ± 0.16; OZDF: 0.78 ± 0.07, p≤0.05) (Figura 11B, 

izquierda); 2.- el área bajo la curva (LZDF, 3.07 ± 1.99; OZDF, 0.4369 ± 0.16) (Figura 

11B, derecha); 3.- tiempo de decaída al 90% (LZDF 6.10 ± 2.44; OZDF: 0.7416 ± 

0.091); 4.- tiempo de decaída al 60% (LZDF 67.67 ± 50.52; OZDF: 0.7807 ± 0.118); 

5.- tiempo de decaída al 30 % (LZDF 29.58 ± 7.09; OZDF: 0.7479 ± 0.19) (Figura 

11C). 
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Figura 11. Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ ATPasa del retículo 
sarcoendoplásmico (SERCA) en la regulación de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria 
mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

(A) Registros medios de la señal de Ca2+ evocada por ATP (100µM) en presencia de CPA (3µM), un inhibidor 

de la SERCA, en CMLV obtenidas de arteria mesentérica de ratas LZDF (azul) y OZDF (rojo). Para fines 
comparativos, los registros fueron normalizados empleando la fórmula F/F0. (B) Media ± EE de: amplitud del 
pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) (derecha). (C) tiempo de decaída del transiente de Ca2+ al 90, 60 y 
30% de la amplitud máxima del transiente. La comparación estadística entre grupos se realizó empleando la 
prueba estadística Mann Whitney (n = 7 para LZDF y n= 6 para OZDF, * = p≤0.05). Las barras azules 
corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas LZDF y las barras rojas los obtenidos de ratas OZDF. 
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7.5 Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) en la regulación 

de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria 

mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la Figura 12A, se muestra la media de la señal de Ca2+ generada por la 

aplicación de 100µM del agonista ATP en combinación con Vanadato (500µM), un 

inhibidor de la PMCA, en CMLV obtenidas de arteria mesentérica de rata LZDF 

(línea continua azul) y OZDF (línea continua roja), así como sus respectivos 

controles (en ausencia de vanadato: línea punteada azul para LZDF y línea 

punteada roja para OZDF). 

En el grupo LZDF, la inhibición de la PMCA con vanadato no modificó la 

amplitud del transiente de Ca2+ evocado por ATP (LZDF Ctrl: 0.59 ± 0.05 vs LZDF 

Vanadato: 0.67 ± 0.1, p≥0.05) pero si se observó un incremento significativo del área 

bajo la curva (LZDF Ctrl: 45.08 ± 5.15 vs LZDF Vanadato: 34.24 ± 7.13; p≤0.05). 

Por otro lado, la inhibición de la PMCA no modificó los tiempos de decaída al 90 % 

(LZDF Ctrl: 0.48 ± 0.06 LZDF Vanadato: 0.41 ± 0.08; p≥0.05) y al 60 % (LZDF Ctrl: 

2.99 ± 0.37 vs LZDF Vanadato: 4.39 ± 1.3; p≥0.05). Únicamente se observa una 

disminución del tiempo de decaída al 30 % LZDF Ctrl: 16.03 ± 2.97 vs LZDF 

Vanadato: 13.16 ± 4.14; p≤0.05) (Figura 12A).  

 

En el grupo OZDF la inhibición de la PMCA con vanadato únicamente 

disminuyó significativamente la amplitud del pico del transiente de Ca2+ evocado por 

ATP (OZDF Ctrl: 1.34 ± 0.11 vs OZDF Vanadato: 0.94 ± 0.06; p≤0.05). No se 

encontraron diferencias significativas en: área bajo la curva (OZDF Ctrl: 99.56 ± 

11.11 vs OZDF Vanadato: 105.4 ± 9.41, p≥0.05); tiempos de decaída al 90 (OZDF 

Ctrl: 0.53 ± 0.06 vs OZDF Vanadato: 0.62 ± 0.07, p≥0.05); tiempos de decaída al 60 

% (OZDF Ctrl: 3.47 ± 0.43 vs OZDF Vanadato: 4.96 ± 0.57, p≥0.05) y tiempo de 

decaída al 30 % (OZDF Ctrl: 24.20 ± 4.34 vs OZDF Vanadato: 24.36 ± 4.07, p≥0.05). 
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En la comparación entre grupos encontramos que la señal de Ca2+ evocada 

por ATP en combinación con Vanadato en CMLV de ratas OZDF, no tuvo diferencias 

en la amplitud del pico (LZDF: 1.13 ± 0.16 vs OZDF: 0.7 ± 0.04), (Figura 12B, 

izquierda), sin embargo, sí tuvo diferencias significativas sobre los demás 

parámetros medidos. Presentó un incremento significativo en el área bajo la curva 

(LZDF: 0.76 ± 0.16 vs OZDF: 1.06 ± 0.09) (Figura 12B, derecha); duración del 

transiente al 90 % (LZDF: 0.87 ± 0.17 vs OZDF: 1.16 ± 0.14), al 60 % un decremento 

(LZDF: 1.47 ± 0.43 vs OZDF: 1.43 ± 0.16) y al 30 % un aumento (LZDF: 0.82 ± 0.26 

vs OZDF: 1.01 ± 0.17) (Figura 12C).  
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Figura 12. Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ ATPasa de la membrana plasmática 
(PMCA) en la regulación de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata 
de la cepa ZDF. 

(A) Registros medios de la señal de Ca2+ evocada por ATP (100µM) en presencia de Vanadato (500µM), un 
inhibidor de la PMCA en CMLV, obtenidas de arteria mesentérica de ratas LZDF (azul) y OZDF (rojo). Para fines 
comparativos, los registros fueron normalizados empleando la fórmula F/F0. (B) Media ± EE de: amplitud del 
pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) (derecha). (C) tiempo de decaída del transiente de Ca2+ al 90, 60 y 
30% de la amplitud máxima del transiente. La comparación estadística entre grupos se realizó empleando la 
prueba estadística Mann Whitney (n = 6 para LZDF y n= 6 para OZDF, * = p≤0.05). Las barras azules 
corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas LZDF y las barras rojas los obtenidos de ratas OZDF. 
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7.6 Efecto de la DM2 sobre la actividad del intercambiador 

Na+/Ca2+ (NCX) en la regulación de la señal de Ca2+ generada 

por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la Figura 13A, se muestra la media de la señal de Ca2+ generada por la 

aplicación de 100µM del agonista ATP en combinación con SEA (3µM), un inhibidor 

del NCX en CMLV obtenidas de arteria mesentérica de rata LZDF (línea azul) y 

OZDF (línea Roja), así como sus respectivos controles (en ausencia de SEA: línea 

punteada azul para LZDF y línea punteada roja para OZDF). 

En el grupo LZDF, la inhibición del NCX con SEA no modifica de forma 

significativa ninguno de los valores de la señal de Ca2+ evocada por ATP. En 

particular no se encontraron diferencias en: 1.- la amplitud del transiente (LZDF Ctrl: 

0.59 ± 0.05 vs LZDF SEA: 0.72 ± 0.08, p≥0.05); 2.- área bajo la curva (LZDF Ctrl: 

45.08 ± 5.15 vs LZDF SEA: 51.57 ± 14.01; p≥0.05); 3.- tiempo de decaída al 90 % 

(LZDF Ctrl: 0.48 ± 0.06 vs LZDF SEA: 0.35 ± 0.03; p≥0.05); 4.- tiempo al 60 % (LZDF 

Ctrl: 2.99 ± 0.37 vs LZDF SEA: 3.84 ± 0.51; p≥0.05); 5.- tiempo al 30 % (LZDF Ctrl: 

16.03 ± 2.97 vs LZDF SEA: 21.24 ± 4.15; p≥0.05) (Figura 13A). 

En el caso del grupo OZDF, encontramos una reducción significativa en la 

amplitud del pico de la señal (OZDF Ctrl: 1.34 ± 0.11 vs OZDF SEA: 1.07 ± 0.11; 

p≤0.05), así como en el valor de área bajo la curva (OZDF Ctrl: 99.56 ± 11.11 vs 

OZDF SEA: 0.62 ± 0.14). Por otro lado no encontramos diferencias significativas en 

los tiempos de decaída al 90 % (OZDF Ctrl: 0.53 ± 0.06 vs OZDF SEA: 0.47 ± 0.06, 

p≥0.05), al 60 % (OZDF Ctrl: 3.47 ± 0.43 vs OZDF SEA: 3.03 ± 0.39, p≥0.05), ni al 

30 % (OZDF Ctrl: 24.2 ± 4.34 vs OZDF SEA: 17.05 ± 3.74, p≥0.05) (Figura 13A)  

Comparando entre grupos encontramos que la señal de Ca2+ evocada por 

ATP en combinación con SEA en CMLV de ratas OZDF, tuvo una reducción 

significativa en la amplitud del pico (LZDF: 1.22 ± 0.13 vs OZDF: 0.8 ± 0.08), (Figura 

13B, izquierda), así como también en el área bajo la curva (LZDF: 1.14 ± 0.31 vs 

OZDF: 0.62 ± 0.14) (Figura 13B, derecha). No encontramos diferencias 

significativas sobre los parámetros medidos en duración del transiente al 90 % 
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(LZDF: 0.72 ± 0.07 vs OZDF: 0.88 ± 0.11) y al 60 % (LZDF: 1.28 ± 0.17 vs OZDF: 

0.87 ± 0.11) pero sí tuvo una diferencia estadística al 30 % (LZDF: 1.33 ± 0.26 vs 

OZDF: 0.7 ± 0.15) (Figura 13C).  
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Figura 13. Efecto de la DM2 sobre la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) en la regulación de la 
señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

A) Registros medios de la señal de Ca2+ evocada por ATP (100µM) en presencia de SEA (3µM), un inhibidor 
del NCX en CMLV, obtenidas de arteria mesentérica de ratas LZDF (azul) y OZDF (rojo). Para fines 
comparativos, los registros fueron normalizados empleando la fórmula F/F0. (B) Media ± EE de: amplitud del 
pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) (derecha). (C) tiempo de decaída del transiente de Ca2+ al 90, 60 y 
30% de la amplitud máxima del transiente. La comparación estadística entre grupos se realizó empleando la 
prueba estadística Mann Whitney (n = 7 para LZDF y n= 6 para OZDF, * = p≤0.05). Las barras azules 
corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas LZDF y las barras rojas los obtenidos de ratas OZDF. 
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7.7 Efecto de la DM2 sobre la actividad de los canales operados 

por los almacenes intracelulares de calcio (SOC) en la 

regulación de la señal de Ca2+ generada por el alcaloide 

Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la Figura 14A, se muestra la media de la señal de Ca2+ generada al 

someter a las CLMV al protocolo para activar la SOCE. Como se detalla en material 

y métodos, este protocolo consiste en inducir el vaciamiento de los almacenes 

intracelulares de Ca2+ (i.e. RS) utilizando ácido ciclopiazónico (CPA) un inhibidor 

selectivo de la SERCA, la bomba de Ca2+ presente en la membrana del RS. Al 

aplicar CPA (10 µM) en ausencia de Ca2+ extracelular, se genera una fuga pasiva 

de Ca2+ del RS hacia el citoplasma a través de canales permanentemente abiertos 

y presentes en la membrana de este organelo y dado a que la SERCA se encuentra 

inhibida por el CPA, el ion Ca2+ que se fuga del RS no puede ser recapturado, lo 

que conlleva finalmente al vaciamiento del RS. Para confirmar el vaciamiento del 

RS, se procedió a la aplicación de 10 mM de cafeína, un agonista que normalmente 

cuando hay Ca2+ induce su liberación. Como podemos observar en la Figura 14, en 

ambos grupos experimentales, la aplicación de cafeína en Ca0 y en la continua 

presencia de CPA, no causó cambios significativos en la señal de Ca2+, confirmando 

el completo vaciamiento del RS. Después del vaciamiento del RS, en la presencia 

de CPA, se agregó Ca2+ al medio extracelular y se puede observar un rápido 

aumento de la señal de Ca2+, correspondiente a la entrada de Ca2+ del medio 

extracelular hacia el interior de la célula a través de los canales de Ca2+ operados 

por los almacenes intracelulares de Ca2+, en el proceso conocido como SOCE 

generando una señal compuesta de una fase de ascenso rápida, seguida de una 

fase sostenida que no regresa a los niveles basales.  

Bajo estas condiciones, se puede observar, en ambos grupos de ratas, LZDF 

(línea azul) y OZDF (línea roja), un incremento de Ca2+ debido a la activación de la 

SOCE, sin embargo, la amplitud y el área bajo la curva de la señal de Ca2+ generada 

por la activación de esta vía, fueron significativamente menores en CMLV de ratas 

OZDF en comparación con las obtenidas de ratas control LZDF. La amplitud fue de 
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0.32 ± 0.02 en ratas LZDF vs 0.25 ± 0.04 para ratas OZDF; p≤0.05 (Figura 14B, 

izquierda), así mismo el área bajo la curva de la señal de Ca2+ de CMLV de ratas 

LZDF, tuvo un valor de 60.73 ± 5.45 vs 44.13 ± 10.67 en CMLV obtenidas de ratas 

OZDF; p≤0.05.  

Estos resultados demostrando que la DM2 causa una reducción significativa 

de la entrada de Ca2+ a través de los canales SOC en CMLV de arteria mesentérica 

de rata.  
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Figura 14. Efecto de la DM2 sobre la actividad de los canales operados por los almacenes intracelulares 
de calcio (SOC) en la regulación de la señal de Ca2+ generada por el alcaloide Cafeína en CMLV de arteria 
mesentérica de rata de la cepa ZDF. 

A) Registros medios de la señal de Ca2+ en presencia, primero de CPA (10µM) un inhibidor de la SERCA y 
solución fisiológica sin Ca2+ (Ca0), y posteriormente en presencia del mismo inhibidor CPA, pero en combinación 
con solución Ca2+ normal (PSS2), en CMLV, obtenidas de arteria mesentérica de ratas LZDF (azul) y OZDF 
(rojo). Para fines comparativos, los registros fueron normalizados empleando la fórmula F/F0. (B) Media ± EE 
de: amplitud del pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) (derecha). La comparación estadística entre grupos 
se realizó empleando la prueba estadística Mann Whitney (n = 8 para LZDF y n= 6 para OZDF, * = p≤0.05). Las 
barras azules corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas LZDF y las barras rojas los obtenidos de 
ratas OZDF. 
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7.8 Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por el 

alcaloide Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de la 

cepa ZDF. 
 

En la Figura 15 se estudió el efecto de la DM2 en la señal de Ca2+ 

intracelular inducida por cafeína 10 mM en CMLV de arteria mesentérica de rata 

ZDF. En el panel A de la Figura 15 se muestran las medias normalizadas (F/F0) de 

los transitorios de Ca2+ evocados por la aplicación de cafeína en ambos grupos de 

ratas (LZDF, en color azul y OZDF, en color rojo).  

Como se puede observar, en ambos grupos de ratas (LZDF y OZDF), la 

aplicación de cafeína causa un incremento transitorio de la señal de Ca2+ en CMLV 

que consiste en un rápido aumento de la Ca2+i inmediatamente después de la 

aplicación del agonista (pico), seguido por una decaída lenta de la Ca2+i hacia los 

niveles de Ca2+ basales (previos a la estimulación con cafeína). Sin embargo, no 

encontramos diferencia significativa en ninguno de los parámetros estudiados de la 

señal de Ca2+ evocada por cafeína en ambos grupos de rata. La amplitud del pico 

del transiente de cafeína fue de 0.95 ± 0.11 en células de rata LZDF vs 0.69 ± 0.07, 

en células de rata OZDF; p≥0.05 (Figura 15B, izquierda). El área bajo la curva 

obtenida en células de rata LZDF fue de 0.45 ± 0.13 vs 0.33 ± 0.09 en células de 

rata OZDF; p≥0.05 (Figura 15B, derecha). Tampoco encontramos diferencias 

significativas en la duración del transiente al 90 % (LZDF: 0.81 ± 0.1 vs OZDF: 0.96 

± 0.14), 60 % (LZDF: 0.93 ± 0.14 vs OZDF: 1.01 ± 0.12) y 30 % (LZDF: 0.63 ± 0.11 

vs OZDF: 0.47 ± 0.05) (Figura 15C)  
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Figura 15. Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ evocada por el alcaloide cafeína en CMLV de arteria 
mesentérica de ratas de la cepa ZDF. 

(A) Registros medios de la señal de Ca2+ evocada por Cafeína (10mM) en CMLV, obtenidas de arteria 
mesentérica de ratas LZDF (azul) y OZDF (rojo). Para fines comparativos, los registros fueron normalizados 
empleando la fórmula F/F0. (B) Media ± EE de: amplitud del pico (izquierda), y área bajo la curva (AUC) 
(derecha). (C) tiempo de decaída del transiente de Ca2+ al 90, 60 y 30% de la amplitud máxima del transiente. 
La comparación estadística entre grupos se realizó empleando la prueba estadística Mann Whitney (n=7 por 
grupo experimental, * = p≤0.05). Las barras azules corresponden a los valores obtenidos de CMLV de ratas 
LZDF y las barras rojas los obtenidos de ratas OZDF. 
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8 DISCUSIÓN 
 

La DM2 es un conjunto de alteraciones metabólicas que impactan con 

severidad la funcionalidad del corazón y la vasculatura; de hecho, los reportes que 

existen sobre las principales causas de muerte en pacientes con DM2 se refieren a 

problemas en el sistema cardiovascular, como infartos y derrames cerebrales; 

además de favorecer la aparición de procesos aterogénicos e hipertensión (1). De 

ahí radica la importancia de estudiar los mecanismos implicados en la disfunción 

del tejido cardiaco y vascular en el cuadro de la DM2, considerando la disfunción 

vascular como el factor fisiopatológico para el control del efecto que ejerce la DM 

en el sistema cardiovascular (2). 

 

8.1 Caracterización del modelo animal de DM2. Parámetros 

morfométricos y bioquímicos de las ratas ZDF 
 

Para el estudio de la DM se han utilizado distintos modelos animales, en su 

mayoría para DM1, por la relativa facilidad para generar un modelo diabético que 

no produzca insulina, sin embargo, el mayor porcentaje de personas con DM es del 

tipo 2, por lo que el uso de modelos animales que generan DM2 de forma natural 

es muy importante (8,9). Para el presente estudio se emplearon ratas de la cepa 

ZDF, que presentan las características más cercanas a la DM2 en humanos, así 

como algunas de sus patologías y complicaciones (9,13).  

Tal y como se aprecia en la Figura 8, a los 3 meses de edad es claramente 

notoria, a simple vista, la diferencia de tamaño entre las ratas del grupo LZDF 

respecto a las del grupo OZDF, siendo el tamaño de este último grupo 

considerablemente mayor. Con la finalidad de cuantificar las diferencias 

morfológicas, procedimos a determinar los valores de peso, longitud y circunferencia 

abdominal. Todos los parámetros antes señalados resultaron aumentados 

significativamente en el grupo OZDF respecto al grupo LZDF. La diferencia en el 

peso se correlaciona con lo reportado previamente por otros grupos de investigación 
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(51,52). Dado a que el aumento en el peso podría ser atribuido a un aumento en el 

tamaño de la rata (a su longitud), procedimos a calcular el IMC para descartar que 

las diferencias vistas en el peso se debieran a la diferencia de tamaño entre ambos 

grupos. Del mismo modo, el valor medio del IMC resultó estadísticamente mayor en 

las ratas OZDF comparado con el grupo LZDF, sugiriendo que el aumento de peso 

se debe a la obesidad que ha sido ampliamente reportada en la literatura en esta 

cepa de ratas (9,53–55). La presencia de obesidad en las ratas OZDF fue 

demostrada por el incremento del 667% en el tejido adiposo formado alrededor del 

epidídimo. Con todo esto, podemos afirmar que, de acuerdo a lo reportado en la 

literatura, las ratas OZDF presentan una marcada obesidad a la edad de 3-4 meses.  

Para cerciorarnos de que las ratas que empleamos en nuestros protocolos 

experimentales en efecto presentan DM2, determinamos los parámetros 

bioquímicos de glucosa basal, prueba de tolerancia a la glucosa (2hr), HDL, LDL, 

VLDL y triglicéridos. Tanto los niveles de glucosa basal, como de glucosa a las 2 

hrs (prueba de tolerancia), se encontraron elevados en OZDF. Cabe mencionar que, 

en el caso de la glucosa basal, los valores para ambos grupos fueron superiores a 

126 mg/dL, lo cual indicaría la presencia de hiperglucemia, según los criterios de 

diagnóstico indicados por la ADA (56) y descritos en el Cuadro 1. Sin embargo, 

atribuimos estos valores al efecto hiperglucemiante propio del anestésico que 

utilizamos (ketamina/xilacina), dicho efecto ha sido reportado por otros 

investigadores (57). A pesar de esto, aún bajo dichas circunstancias, fue posible 

apreciar el aumento significativo en la glucosa basal del grupo OZDF en 

comparación al grupo control. Esta información nos permite corroborar que las ratas 

OZDF presentan hiperglicemia e intolerancia a la glucosa, ambos criterios que, de 

acuerdo con la ADA, son suficientes para diagnosticar DM2 en humanos, 

permitiendo aseverar que las ratas OZDF, en efecto, desarrollan DM2. Además de 

la glucemia, también se encontraron elevados los niveles plasmáticos de colesterol, 

triglicéridos y VLDL, siendo evidente la presencia de hiperlipidemia en estos 

animales; otra característica típica del perfil diabético. El metabolismo de lípidos 

alterado, en conjunto con la hiperglucemia aumentan considerablemente el riesgo 

de desarrollar enfermedades cardiovasculares (58).  
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8.2 Efecto de la DM2 sobre los niveles de Ca2+ basal en CMLV de 

arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 
 

La importancia del Ca2+ libre intracelular en el proceso contráctil de las 

células de MLV ha sido descrita ampliamente en el apartado 1.1.2.2.3, de ésta tesis. 

En las CMLV en reposo, es decir, CMLV no estimuladas, la concentración de Ca2+ 

libre intracelular [Ca2+]i se encuentra dentro de un rango de 100nM (59). Estos 

niveles basales de Ca2+, se encuentran estrechamente regulados por una gran 

variedad de mecanismos moleculares, encargados de mantener la homeostasis del 

Ca2+ y con esto regular de modo preciso el estado contráctil de las CMLV. En el 

mantenimiento de la [Ca2+]i, participan tanto los mecanismos que contribuyen a 

aumentar los niveles de Ca2+ intracelular por medio de la liberación de este ión de 

los almacenes intracelulares como son la activación de los receptores canales RyR 

e IP3R presentes en la membrana del RS, varios canales de membrana que 

permiten la entrada de Ca2+ del medio extracelular (SOC, ROC, TRP) así como de 

aquellos mecanismos que contribuyen a reducir la [Ca2+]i, como la SERCA, PMCA 

y el NCX (23). 

Los resultados de las mediciones de la [Ca2+]i obtenidos en la presente tesis 

demuestran que la DM2 causa un incremento significativo de aproximadamente 

31% en los niveles basales de Ca2+ intracelular en CMLV de rata OZDF comparados 

con los obtenidos de ratas control LZDF (Figura 9). Por si mismo este dato, confirma 

la hipótesis planteada en la presente tesis: en efecto, la DM causa alteraciones en 

la homeostasis del Ca2+ intracelular en CMLV de arteria mesentérica de ratas de la 

cepa ZDF, ya que pierden la capacidad de mantener la [Ca2+]i en sus valores 

normales. Esto sugiere que la DM2 causa alteraciones en uno o varios de los 

múltiples mecanismos que participan en la regulación de la homeostasis del Ca2+ 

intracelular en estas células y que han sido descritos en el párrafo anterior. Con la 

finalidad de obtener mayor información sobre cuales mecanismos podrían ser 

afectados por la DM2, se procedió a evaluar la función de varios de ellos, utilizando 
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herramientas farmacológicas específicas, y los resultados se discuten a 

continuación. 

 

8.3 Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por ATP en 

CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF. 
 

Ha sido ampliamente demostrado que el pico de la señal de Ca2+ que genera 

el ATP está dada por los siguientes eventos moleculares: unión del ATP a 

receptores P2Y, activación de la proteína Gq, activación de la PLC, hidrólisis del IP2 

en IP3 y DAG. Posteriormente el IP3 causa la apertura de los IP3R presentes en la 

membrana del RS y la consecuente liberación de Ca2+ del RS hacia el citoplasma 

dando como resultado final un aumento en la [Ca2+]i. De manera secundaria a este 

evento, también puede ocurrir, la apertura de canales RyR, que también se 

encuentran en la membrana del RS. Por lo tanto, el aumento significativo de la señal 

de Ca2+ evocada por ATP en CMLV obtenidas de ratas diabéticas y mostrados en 

la Figura 10, podría ser debido a un aumento en la expresión o sensibilidad de las 

moléculas que participan en la vía antes señalada o a un incremento en el contenido 

de Ca2+ almacenado en el RS.  

Con respecto a los IP3R, estudios realizados en CMLV provenientes de aorta 

y arteria femoral de ratas con DM1, así como en CMLV en cultivo expuestas a altas 

concentraciones de glucosa, mostraron una disminución en la expresión de IP3R, lo 

que trajo como consecuencia la atenuación de la señal de Ca2+ evocada por 

vasopresina (60). Por el contrario, en CMLV en cultivo de aorta de ratones con DM2 

se observó que la excitabilidad de estos canales se encontraba aumentada, 

resultando en un aumento en la señal de Ca2+ en respuesta a IP3 (61). Estas 

discrepancias en los resultados podrían deberse a factores como el modelo 

experimental empleado, tipo de vasos sanguíneos de donde se aislaron las células, 

progresión de la DM, etc. Ulteriores estudios son necesarios para dilucidar las 

posibles alteraciones en los mecanismos específicos aquí mencionados. 
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8.4 Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa del retículo sarcoendoplásmico (SERCA) en la 

regulación de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de 

arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

La bomba SERCA es una ATPasa que cumple una función doble, causa la 

relajación muscular mediante la disminución del Ca2+ citosólico, y al mismo tiempo 

para restaurar el almacenamiento de calcio en el RS necesario para la contracción 

muscular, es el mecanismo de mayor importancia para la homeostasis del Ca2+ en 

el interior de la célula (62). Los resultados de la Figura 11, claramente demuestran 

que la DM2 causa una dramática disminución de la actividad de la SERCA en CMLV 

de arteria mesentérica de rata. Cabe resaltar que, aún a pesar de este déficit, el 

transiente decae hasta los niveles de Ca2+ basales lo que significa que la célula 

sigue siendo capaz de remover el Ca2+ citosólico de manera relativamente eficiente, 

posiblemente debido al aumento en la función de alguno de los mecanismos de 

remoción restantes (NCX y PMCA) como mecanismo compensatorio. 

El funcionamiento de los mecanismos de remoción de Ca2+ restantes (PMCA 

y NCX) también fue evaluado en la presente tesis, y los resultados se detallan en 

los apartados siguientes. 

 

8.5 Efecto de la DM2 sobre la actividad de la bomba de Ca2+ 

ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) en la regulación 

de la señal de Ca2+ generada por ATP en CMLV de arteria 

mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

Sustentando la hipótesis de que alguno de los mecanismos que contribuyen 

en la reducción de la concentración [Ca2+]i podrían compensar la marcada reducción 

en la actividad de la SERCA causada por la DM y explicada previamente, nosotros 
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encontramos un incremento significativo de la actividad de la PMCA en CMLV de 

arteria mesentérica obtenida de ratas diabéticas (ver Figura 12)  

Como se puede observar también en la Figura 12, encontramos una 

variabilidad considerable entre los datos obtenidos, reflejado por un incremento en 

el EE, una posible explicación a este fenómeno podría radicar en la inespecificidad 

del vanadato, el cual, es capaz de inhibir a diversas proteínas como fosfatasas, 

fosfatasas proteína-fosfotirosina y otras ATPasas, entre ellas la bomba Na+/K+ 

(NKA) (63). En múltiples estudios se ha demostrado que tanto NKA como los 

canales TRPC6 y el NCX se co-localizan dentro de las uniones membrana 

plasmática-RS en CMLV y en otros tipos celulares (64). 

En la literatura existe muy poca información respecto a cómo la DM2 afecta 

la PMCA en CMLV, sin embargo, nuestros resultados coinciden con los reportados 

por El-Najjar y colaboradores, quienes demostraron que en CMLV expuestas a altas 

concentraciones de glucosa existe un aumento en la actividad de la bomba PMCA 

dado por el incremento en la expresión de la proteína PMCA4 (41). Resultados 

similares se observaron en arterias coronarias de cerdos diabéticos y dislipidémicos, 

en las cuales también se encontró un aumento en la actividad de este transportador 

(65).  

 

8.6 Efecto de la DM2 sobre la actividad del intercambiador 

Na+/Ca2+ (NCX) en la regulación de la señal de Ca2+ generada 

por ATP en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

El NCX es una proteína que se localiza en la membrana plasmática, su 

función principal es sacar un ión Ca2+ del citoplasma al espacio extracelular e 

introducir tres iones Na+ del espacio extracelular al citoplasma sin gasto de ATP, 

utilizando la carga neta positiva del Na+, participando sustancialmente en la 

homeostasis del Ca2+ intracelular en el proceso de movilización de Ca2+ al medio 

extracelular (66).  
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En el caso del empleo del inhibidor del NCX, SEA, observamos que hay una 

reducción estadísticamente significativa de la actividad de este transportador en 

ratas OZDF.  

8.7 Efecto de la DM2 sobre la actividad de los canales operados 

por los almacenes intracelulares de calcio (SOC) en la 

regulación de la señal de Ca2+ generada por el alcaloide 

Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de la cepa ZDF 
 

En la literatura se encuentra descrito que la SOCE es el principal mecanismo 

responsable de introducir Ca2+ desde el medio extracelular en las CMLV 

estimuladas con agonistas vasoactivos (67). Existe evidencia de que la DM altera 

tanto el funcionamiento como la expresión de los componentes de la SOCE 

(proteínas STIM1 y Orai1), sin embargo la forma en la que esto ocurre parece 

depender de varios factores como el tipo de DM, progreso de la enfermedad, 

segmento de los vasos sanguíneos y especie (humano, rata, ratón, etc.) (68). Los 

canales operados por almacenes intracelulares (SOC) son únicos entre los canales 

iónicos, desde su base molecular hasta sus propiedades biofísicas y modo de 

regulación. Debido a sus conexiones físicas y funcionales íntimas con el RS, 

desempeñan un papel homeostático en la provisión de Ca2+ para rellenar el RS 

después de que el Ca+2 se haya bombeado a través de la membrana plasmática 

desde el espacio extracelular (69). 

En nuestro estudio al inhibir la SERCA, colocar en solución fisiológica libre 

de Ca2+ a las células y vaciar por completo el retículo sarcoplásmico, se efectuó el 

ingreso masivo de Ca2+ vía los SOC, teniendo inhibida la SERCA en dicho proceso; 

observamos que la DM2 causa una disminución significativa en la amplitud y área 

bajo la curva de la señal de Ca2+ activada por la SOCE. De dichos comportamientos 

observados podemos evaluar que el ingreso de Ca2+ por esta vía se ve disminuido 

en la variante OZDF.  
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8.8 Efecto de la DM2 sobre la señal de Ca2+ generada por el 

alcaloide Cafeína en CMLV de arteria mesentérica de rata de la 

cepa ZDF. 
 

Finalmente, con la intención de explorar con mayor detalle las posibles 

alteraciones causada por la DM2 sobre la homeostasis del Ca2+ en CMLV, 

procedimos a evaluar si la DM alteraba otra de las vías de liberación de Ca2+ del RS 

de las CMLV, a través de los RyR. A los RyR se les atribuye el fenómeno de 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR). El principal estímulo fisiológico para la 

apertura de dichos canales es un aumento de la Ca2+i, aunque también pueden 

activarse en presencia de altas concentraciones de cafeína (10mM). Utilizando a la 

cafeína como herramienta farmacológica evaluamos las posibles alteraciones 

causadas por la DM, sobre este mecanismo de liberación de Ca2+. Los resultados 

mostrados en la Figura 15, demuestran claramente que la DM2 no causa 

alteraciones en la activación de los RyR ni en la cantidad de Ca2+ liberada de los 

almacenes intracelulares, sensibles a cafeína. En la literatura Ma y Cols., reportaron 

que DM1 causa una disminución en la expresión de RyR en CMLV aisladas del 

modelo inducido por streptozotocina (70), algo similar a lo descrito en el modelo 

animal db/db por Fernandez-Velasco y Cols., (21). Al contrario de lo anterior, Searls 

y Cols., mencionan que CMLV en cultivo al ser incubadas con altas concentraciones 

de glucosa extracelular, presentaban un aumento en la expresión de RyR (60). 

Estas diferencias pueden deberse al modelo experimental utilizado, tipo de DM y 

procedimientos experimentales. 

Los datos obtenidos en nuestro trabajo presenta hallazgos que son 

relevantes con respecto al impacto que tiene la DM sobre la homeostasis del Ca2+ 

intracelular, en particular ahora sabemos que la DM2: 1.- causa un aumento de la 

Ca2+i basal en CMLV de arterias mesentéricas, 2.- causa un incremento en la señal 

de Ca2+ activada por el agonista vasoactivo ATP, 3.- causa una dramática reducción 

en la actividad de la bomba de Ca2+ del RS (SERCA), 4.- reduce también la actividad 

del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) y aumenta la actividad de la bomba de Ca2+ 

presente en la membrana plasmática (PMCA), 5.- un resultado también interesante 
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es que la DM2 reduce de forma significativa la entrada de Ca2+ a través de los 

canales de Ca2+ dependientes del contenido de Ca2+ en los almacenes 

intracelulares, los bien conocidos como SOC, los cuales representan una de las 

principales vías de entrada de Ca2+ del medio extracelular hacia el citoplasma de 

las CMLV, 6.- por otro lado la vía de liberación de Ca2+ a través de los receptores 

rianodínicos (RyR) no parece ser modificada por la DM2. 

Dada la importancia de cada uno de los mecanismos antes mencionados en 

la regulación del Ca2+ intracelular y dada la relación entre Ca2+ intracelular y las 

múltiples funciones que desempeñan las CMLV, en particular de pequeñas arterias 

como las mesentéricas, resulta evidente el estudio su posible implicación ; por otra 

parte la actividad del NCX y de los SOC podrían ser interesantes pues podrían 

colaborar en estudios que se efectúen sobre contractilidad muscular, tono 

miogénico y dilatación vascular; el empleo de la rata ZDF como modelo de DM2 nos 

ha permitido tener estos hallazgos que nos parecen fortalecedores del estudio de la 

DM y las ECV, la técnica de epifluorescencia ha sido suficiente para demostrar las 

diferencias del comportamiento de la homeostasis del Ca2+ intracelular. 

Sin embargo, tenemos debilidades, para poder aseverar que nuestros 

hallazgos son redundantes deberíamos hacer la parte de biología molecular para 

corroborar los comportamientos observados de los mecanismos que mantienen la 

homeostasis del Ca2+ intracelularmente, desarrollando el análisis molecular de 

dichos mecanismos podremos ver si existen sobreexpresiones o subexpresiones de 

algunos de los mecanismos involucrados, de manera tal que queda pendiente por 

efectuar dicho análisis molecular. 

 

9 CONCLUSIONES 
 

1.- La DM2 provoca un aumento de la [Ca2+]i basal en CMLV de arteria mesentérica 

no estimuladas. 
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2.- La DM2 causa un incremento en la señal de Ca2+ activada por el agonista 

vasoactivo ATP en CMLV de arteria mesentérica. 

3.- La DM2 causa una dramática reducción en la actividad de la bomba de Ca2+ de 

la membrana del retículo sarcoplásmico en CMLV de arteria mesentérica.  

4.- La DM2 incrementa la actividad de bomba de Ca2+ de la membrana plasmática 

(PMCA) en CMLV de arteria mesentérica. 

5.- La DM2 reduce la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) en CMLV de 

arteria mesentérica. 

6.-La DM2 reduce la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ dependientes 

de los almacenes de Ca2+ intracelulares, conocidos como SOC en CMLV de 

arteria mesentérica. 

7.- La DM2 no causa alteraciones en la señal de Ca2+ evocada por el alcaloide 

cafeína en CMLV de arteria mesentérica. 

 

Perspectivas del estudio:  

Las perspectivas que tenemos son de continuar la evaluación completa con 

todas las técnicas que manejamos en nuestro laboratorio y hacer las comparaciones 

respectivas con otros tipos de músculos lisos vasculares que estudiamos, como la 

contractilidad de la arteria mesentérica, sus arterias colaterales y las arterias de 

cuarto orden, todas presentes en el conjunto de la arteria mesentérica. 

Realizar pruebas de biología molecular para corroborar la disminución o aumento 

de la expresión y/o actividad de los distintos mecanismos moleculares afectados por 

la DM2 en este estudio. 

Realizar pruebas de la función de las CMLV tales como: contractilidad vascular, 

proliferación y migración celular evaluando los mecanismos que regulan la 

homeostasis de Ca2+ intracelular aquí estudiados. 
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11 ANEXOS 
 

11.1 LOGÍSTICA 
 

11.1.1 Recursos humanos 
 

Investigadores expertos: 

D.C. Roberto Berra Romani 

D.C. Mario García Carrasco 

Alumno de la Maestría en Ciencias Médicas e Investigación: 

Germán Alfredo García Moreno 

11.1.2 Recursos materiales 
 

Se contó con los recursos materiales del Laboratorio de Fisiología 

Cardiovascular de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autónoma 

de Puebla (BUAP). 

11.1.3 Recursos financieros 
 

Se contó con los recursos financieros del Laboratorio de Fisiología 

Cardiovascular de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autónoma 

de Puebla (BUAP). 

11.2 BIOÉTICA 
 

El procedimiento experimental se llevó a cabo de acuerdo con la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. “Especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio, descrita bajo el Título 7 

de la Ley General de Salud en Materia de Investigación.” No existe otro 
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procedimiento conocido para hacer ese protocolo sin la utilización de seres vivos. 

Las ratas estuvieron confinadas en el bioterio de la Facultad de Medicina, a cargo 

de su cuidado estuvo el MVZ Martín Páez Peláez, encargado del mantenimiento, 

manejo y desecho de los modelos animales de investigación con los que se trabaja 

en la Facultad de Medicina. Se colocaron en cajas adecuadas para su movilización 

y adoptamiento de postura según la especie, protegidos de amenazas externas y 

de escape de los especímenes, con ventilación adecuada, agua y alimento ad 

libitum, limpios y secos, en el bioterio sólo se manejan roedores como modelos de 

animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1999, 5.1.). La eutanasia se realizó por un 

incremento en la inoculación del anestésico a dosis recomendadas para tal efecto 

(NOM-062-ZOO-1999, 9.1.). Los cadáveres se concentraron para su recolección en 

las instalaciones destinadas para tal efecto en la Facultad de Medicina, siguiendo 

las instrucciones de la NOM-087-ECOL-2002; 4.3.3., 6. y 7. 

 

Anexo 1. Definición de las variables y escalas de medición 

 

VARIABLES DE 

ESTUDIO 

DEFINICIÓN CONCEPTUAL DEFINICIÓN OPERACIONAL ESCALA DE 

MEDICIÓN 

UNIDADES DE 

ESCALA 

Diabetes Mellitus 

tipo 2 

(DM2) 

Es un desorden metabólico de 
etiología múltiple que 
manifiesta niveles 
elevados de glucosa en 
sangre, se caracteriza por 
un defecto en la acción 
y/o secreción de la 
insulina 

Niveles de glucosa en sangre 
mayores a 200 mg/dl en 
ratas después de aplicar 
la prueba de tolerancia a 
la glucosa en ratas  

 

Categórica 
 

con diabetes 
sin diabetes 

Peso  Cantidad en gramos del peso 
corporal de cada rata 

Medición del peso de cada rata Cuantitativa 
Continua 
 

gr 

Largo Longitud comprendida entre la 
base de la cola y la punta 
de la nariz  

Medición de la distancia 
existente entre la base de 
la cola y la punta de la 
nariz 

Cuantitativa 
Continua 
 

cm 

Circunferencia 
abdominal 

Longitud de la circunferencia de 
la parte media del 
abdomen 

Medición de la parte media 
abdominal  

Cuantitativa 
Continua 
 

cm 

Grasa epididimal Formación de tejido adiposo en 
la parte superior del 
epidídimo testicular 

Extracción de la grasa 
epididimal de ambos 
testículos 

Cuantitativa 
Continua 
 

gr 

    Parámetros de medición de  la señal de Ca2+ intracelular  
 

 

Basal  Nivel de señal inicial, previo al 
tratamiento experimental 

Niveles de fluorescencia 
iniciales, previos a la 
estimulación del agonista 

Cuantitativa 
Continua 
 

Unidades 
arbitrarias 
(UA) Ratio 
F340/F380 
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Amplitud del pico Diferencia entre el valor del 
punto máximo de la señal 
y el valor basal  

Diferencia entre el punto más 
alto de fluorescencia 
obtenido al estimular a 
las células de ML y el 
valor basal 

Cuantitativa 
Continua 
 

Unidades 
arbitrarias 
(UA) Ratio 
F340/F380 

Amplitud de la 
meseta 

Valor de la señal derivada del 
estímulo que se mantiene 
constante por encima del 
valor basal  

Aumento en la fluorescencia por 
arriba de los niveles 
basales que se mantiene 
constante después del 
pico inicial de la señal 
generado por el estímulo 

Cuantitativa 
Continua 
 

Unidades 
arbitrarias 
(UA) Ratio 
F340/F380 

Duración de la 
respuesta 

Tiempo que tarda en reducir el 
efecto del estímulo 

Tiempo que tarda, la amplitud 
del pico de la señal de 
Ca2+ en reducirse en 90 
(tiempo 90%), 60 (tiempo 
60%) y 30 % (tiempo 30 
%), tomando como 
tiempo 0 el tiempo en que 
se genera el pico inicial 
de la señal de calcio 
activada por la aplicación 
del estímulo 

Cuantitativa 
Continua 
 

segundos 

Área bajo la 
curva 

Área obtenida del estímulo a 
partir del registro de la 
señal  

Es el área delimitada por el 
registro de la señal de 
calcio desde que se 
aplica el estímulo hasta 
que se remueve 

Cuantitativa 
Continua 
 

Unidades 
arbitrarias 
(UA) Ratio 
F340/f380 

 


