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Abreviaturas

A1c: Hemoglobina Glucosilada

ADA: American Diabetes Association

ADN: Acido Desoxirribonucleico

AGE: Advanced Glycation End-products

AGL: Acidos Grasos Libres

a-SMA: Alfa- Actina de Musculo Liso

ATP: Adenosin Trifosfato

Ca*": lon Calcio

[Ca?']: Concentracion de calcio intracelular

DAG: Diacilglicerol

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

ICFEP: Insuficiencia Cardiaca con Fraccién de Eyeccion Preservada
ICFER: Insuficiencia Cardiaca con Fraccion de Eyeccion Reducida
ICHE: Insuficiencia Cardiaca Hipertensiva Espontanea

IP5: Inositol Trifosfato

LE: Long Evans



LZDF: Lean Zucker Diabetic Fatty

MEC: Matriz Extracelular

NCX: Intercambiador Sodio-Calcio

OZDF: Obese Zucker Diabetic Fatty

PAG: Productos Avanzados de Glucosilacion

PIP,: Fosfatidilinositol-bifosfato

PLC: Fosfolipasa C

PMCA: ATPasa de Calcio de la Membrana Plasmatica
RAGE: Receptor for Advanced Glycation End-products
ROS: Reactive Oxygen Species

RPAG: Receptor de los Productos Avanzados de Glucosilacion
SERCA: ATPasa de Calcio del Reticulo Sarcoplasmico
SOCE: Store-Operated Calcium Entry

STZ: Streptozotocina

TGF-B: Transforming Growth Factor-3

TRP: Canales Receptores de Potencial Transitorio

TRPC: Canal Receptor de Potencial Transitorio en su forma Candnica o Clasica



Resumen

La fibrosis cardiaca es un componente importante para el desarrollo de la
cardiomiopatia diabética. Esta enfermedad cardiaca se caracteriza por la pérdida
de la capacidad del ventriculo izquierdo para cumplir con la principal funcion del

corazon que es bombear la sangre.

Existen diversos mecanismos celulares y moleculares que estan involucrados en
el desarrollo de este proceso fibrético, la evidencia sugiere que los canales

TRPC participan como efectores moleculares en esta patologia.

A pesar de que existe suficiente evidencia que sefala la participacion de los
canales TRPC en el desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a multiples
causas, no existe evidencia disponible que relacione a estos canales con el
desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a la diabetes mellitus tipo 2. Este
trabajo pretende establecer un marco tedrico que sirva como referencia para
futuros trabajos que estudien, a nivel molecular, la fisiopatologia de la

cardiomiopatia diabética.



1. Introduccion

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado por el incremento
de la glucosa en sangre. En los ultimos anos, su relevancia como problema de
salud publica alrededor del mundo ha aumentado. La incidencia es alarmante y
las proyecciones estadisticas sugieren que para el afio 2045 la cifra de personas
diagnosticadas con este padecimiento sera de 700 millones; México ocupa el

sexto lugar mundial en casos de diabetes mellitus (Saeedi et al.,2019).

La diabetes mellitus causa alteraciones en la fisiologia cardiovascular, las cuales
son particularmente importantes, por ser potencialmente mortales. Desde hace
muchos afos y hasta la fecha existe un debate acerca de la existencia de una
cardiomiopatia asociada a la diabetes mellitus. Inicialmente, algunos trabajos de
investigacion pretendian asociar los cambios en el tejido cardiaco con otro tipo
de enfermedades como la hipertensién, sin embargo, actualmente la
cardiomiopatia diabética se define como un cambio en la composicion, estructura
y funcion del corazén en ausencia de enfermedad coronaria o hipertension (Burr

& Stewart, 2021; Rubler et al., 1972).

Existen diversos estudios que han destacado la participacion de muchos
mecanismos implicados en el desarrollo de esta enfermedad, entre los que
destacan la fibrosis cardiaca asociada a la diabetes mellitus. Este proceso
fibrético es relevante porque eventualmente llevara a desarrollar insuficiencia

cardiaca (Frangogiannis, 2021).

Uno de los principales participes del desarrollo de este proceso fibrético son los
canales TRPC. Estas proteinas estan implicadas en la fisiopatologia de la fibrosis

cardiaca y, aunque existe suficiente evidencia para comprobar su participacion,



hasta el momento no se ha demostrado su papel en el desarrollo de la fibrosis

cardiaca asociada con la diabetes mellitus tipo 2 (Kinoshita, 2010).

Destaca asi, la importancia de que la ciencia y en especial, la investigacion
cientifica, sumen esfuerzos para entender los mecanismos y los procesos
fisiopatoldgicos que explican este fendmeno y asi poder desarrollar diferentes
estrategias que ayuden al progreso de los tratamientos en beneficio de la calidad

de vida de las personas que padecen esta enfermedad.



2. Justificacion

El objetivo de este trabajo es presentar las diversas manifestaciones y
complicaciones en el sistema cardiaco que presentan los individuos y los
modelos experimentales de diabetes mellitus, asi como dejar evidencia teorica
del rol de los canales TRPC en el desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a la
DM2.

La principal razon de ser de este trabajo es que, hasta el momento de su
realizacion, en los repositorios online de articulos cientificos no existe evidencia
que sugiera la participacion directa de los canales TRPC en el desarrollo de la
fibrosis cardiaca asociada a la DM2, ni su papel como posible diana terapéutica,
a pesar de que existe evidencia que sefala a los TRPC como participes del

desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a otros factores.

Con la linea de investigacion que se lleva a cabo en el laboratorio de Cardiologia
Molecular del Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla es posible cumplir con las perspectivas de trabajo y de estudio que fueron

planteadas en este texto y que por razones pandémicas no fue posible cumplir.



3. Metodologia

Para la elaboracion de este trabajo se realizé una busqueda bibliografica en las
bases de datos online PubMed, Google Scholar, Elsevier, sciELO vy
ScienceDirect. De estos repositorios fueron utilizados los articulos cientificos de
interés con acceso gratuito.

De acuerdo con los criterios y lineamientos establecidos para la creacion de esta
tesis, para la los puntos 4.1, 4.2 y 4.3, los cuales comprenden aspectos
historicos, se tomaron en cuenta todos los articulos cientificos que consideramos
prudentes para la creacion de este escrito; de esta manera no se excluyeron
articulos aunque ya tuvieran mas de 60 afios de haberse publicado.

Para el resto de las secciones se consideraron articulos que fueran publicados
en los ultimos 3 afos, aunque para poner en contexto sobre algunos datos
histdricos, consideramos algunos algunas referencias de los ultimos 20 afios.

Las palabras clave que se utilizaron para la busqueda fueron: corazén, diabetes,
insuficiencia cardiaca, fibrosis cardiaca, fibroblastos, calcio, TRPC, TRPC3 y
TRPCS6.
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4. Desarrollo

4.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus se define como un trastorno metabdlico de tipo cronico. Esta
caracterizado principalmente por la presencia de hiperglucemia, es decir, niveles
elevados de glucosa en sangre, en combinacién con defectos en la produccién o
en la utilizacion de la insulina. También se desarrollan alteraciones en la
regulacion del metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas (Matzinger,
2018; DeFronzo, 2015).

La DM tiene una incidencia mundial del 9.3% de la poblacion global de adultos
con edades entre los 20 y los 79 afios (Saeedi et al., 2019). Los principales
factores de riesgo para el desarrollo de diabetes son: un estilo de vida poco
saludable; ingesta de alimentos con un alto contenido cal6rico, ingesta de
bebidas endulzadas, falta de actividad fisica, aumento de la grasa corporal,

historial familiar con presencia de casos de diabetes mellitus (NIDDK, 2016).

A pesar de que el propdsito de esta tesis no es establecer ni esclarecer la
relacion entre los factores de riesgo para desarrollar diabetes mellitus, la
idiosincrasia y el sistema socioecondmico en el que vivimos, es de suma
importancia reconocer desde el area médico-biolégica, que estos factores no

biolégicos desempefian un rol muy importante en el desarrollo de esta patologia.

Existe una correlacion entre un nivel socioeconémico bajo y un limitado acceso a
la educacion con el desarrollo de la diabetes mellitus. Una posible explicacion a
este fendmeno es que las personas con un nivel socioeconémico mas alto tienen
mayor acceso a la educacion y pueden consumir alimentos de mejor calidad,

mejorando de manera consciente su estilo de vida y su alimentacion.
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De ahi la relevancia de establecer mejores politicas o camparfas de prevencion y
cuidado hacia los individuos con habitos riesgosos o que han tenido un historial

de familiares con diabetes (Suwannaphant et al.,2017).

Segun la American Diabetes Association, ADA, por sus siglas en inglés, se
puede distinguir esta patologia por su etiologia y por los signos clinicos que
presentan los pacientes que la padecen (ADA, 2021). Existen diferentes tipos de
diabetes mellitus: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, diabetes
gestacional y otros tipos de diabetes ocasionadas por causas especificas (ADA,
2021).

Dado que la mayoria de los casos de diabetes mellitus alrededor del mundo se
presentan en la forma 1y 2, seran esas formas de diabetes las que describiré a
continuacion y, debido a su impacto en la salud publica, a lo largo de esta tesis
me enfocaré en la diabetes mellitus del tipo 2 asi como las alteraciones

fisioldégicas que causa este padecimiento en el sistema cardiovascular.

1.- Diabetes tipo 1: Se presenta como una enfermedad autoinmune. Es decir, las
células encargadas de la produccién de insulina en el pancreas son destruidas
por las células del sistema inmunoldgico. Esto conlleva a la deficiencia absoluta

de insulina.

2.- Diabetes tipo 2: Este tipo de diabetes es el mas comun, se debe a la pérdida
progresiva de la secrecion de insulina por parte de las células B pancreaticas y
frecuentemente esta relacionada a la presencia previa de resistencia a la

insulina.

Una de las mejores estrategias para el tratamiento de la diabetes mellitus es la
clasificacion oportuna del tipo de diabetes que padecen, esto permite adaptar un
tratamiento oportuno que le permita a las personas diagnosticadas tener una
mejor calidad de vida (ADA, 2021).
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La ADA ha definido una serie de criterios diagndsticos para la diabetes mellitus,

los cuales se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 1. Criterios diagnésticos establecidos por la American Diabetes Association

para el diagnodstico de la diabetes mellitus (ADA, 2021).

Prueba

Criterios diagnésticos

1.- Hemoglobina glucosilada o A1c

Esta prueba mide el promedio de los niveles
de glucosa en sangre de los dos o tres

meses anteriores.

Los resultados de A1c en sangre se

interpretan de la siguiente manera:

Normal £5.7%,
Prediabetes 5.7% a 6.4%
Diabetes = 6.5%.

2.- Glucosa plasmatica en ayuno

Esta prueba mide los niveles de glucosa en
sangre durante el ayuno. El ayuno consiste
en no consumir alimentos o bebidas (excepto

agua) al menos 8 horas antes de la prueba.

La interpretacién de los resultados es la

siguiente:

Normal < 100 mg/dlI
Prediabetes 100 mg/dl a 125 mg/dI
Diabetes >126 mg/dI.

3.- Prueba de tolerancia oral a la glucosa

La prueba consiste en evaluar los niveles de
glucosa en sangre antes y dos horas

después de consumir una bebida endulzada.

Funciona para evaluar como el cuerpo del

paciente esta procesando la glucosa.

Los resultados de esta prueba se interpretan

de la siguiente manera:

Normal < 140 mg/dl
Prediabetes 140mg/dl a 199 mg/dI
Diabetes >200 mg/dl.
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4.- Prueba espontanea de glucosa en

plasma

Esta prueba se realiza especialmente en

pacientes que presentan sintomas de
diabetes: Miccion frecuente, sed excesiva,
fatiga extrema, vision borrosa, pérdida de

peso sin razén aparente.

Al realizar esta prueba espontanea se puede

diagnosticar diabetes si:

Se encuentran niveles de glucosa en plasma
=200 mg/dl.

Actualmente la diabetes mellitus es una de las patologias mas importantes para

nuestra sociedad, pues las cifras de pacientes con este diagndstico son cada vez

mas altas. Como puede observarse en la figura 1 la region de América del Norte

y Caribe sera una zona donde se concentren muchos de estos casos de acuerdo

con las estimaciones para el afio 2045. Esto ha convertido a la diabetes en uno

de los principales retos a resolver para las instituciones de salud publica y para la

investigacion biomédica.

14




Prevalencia de la diabetes en adultos (20-79 afios) en las Regiones de la FID, por prevalencia
comparativa ajustada por edad
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Figura 1. Mapa de la prevalencia mundial de diabetes mellitus en las regiones de
la FID (Reproducido de Revenga J, 2020).

De acuerdo con un estudio realizado en 2019, el numero de personas que vivian
con diabetes mellitus era de 463 millones alrededor del mundo durante ese ano,
esta cifra por si sola es alarmante, pero las proyecciones estadisticas del mismo
estudio son todavia tanto alarmantes como desesperanzadoras, se prevé que la
cifra aumente a 578 millones para 2030 y que en 2045 esta cifra sea de 700
millones. México ocupa el sexto lugar a nivel mundial en casos de DM; las
proyecciones indican que para 2045, nuestro pais seguira estando dentro de los

diez primeros lugares a nivel mundial (Saeedi et al.,2019).
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4.2 Corazén

El corazdén se puede definir como una bomba doble que trabaja incesantemente
para saciar la demanda de nutrientes que requieren todas y cada una de las
células de nuestro cuerpo. Esta compuesto por una poblacion celular
heterogénea, en este drgano coexisten cardiomiocitos que son las células
contractiles, células endoteliales, fibroblastos, células vasculares de musculo liso,
pericitos y células del sistema inmunoldgico, entre otras. Todos estos tipos
celulares cumplen con una funcion especifica y coordinada, esta caracteristica
en combinacién con una red compleja de interacciones intercelulares resulta
relevante para mantener funcional al corazén. Cuando existe una disrupcién en
esta red intercelular se da paso a un estado patologico (Perbellini et al., 2018;
Pinto et al., 2016).

Como se puede observar en la figura 2, anatdbmicamente, el corazon puede ser
descrito como una “6rgano hueco”, conformado por cuatro cavidades: una
auricula y un ventriculo derecho (conocido como corazén derecho) asi como una
auricula y un ventriculo izquierdo (corazén izquierdo), estas cavidades se
encargaran de cumplir su funcién de bomba al llevar a cabo un proceso que se

conoce como ciclo cardiaco (Boron & Boulpaep, 2017).

El ciclo cardiaco es una secuencia de eventos electromecanicos que se repiten
cada vez que el corazoén late, este ciclo estd compuesto por dos fases una de
contraccion, formalmente llamada sistole y una fase de relajacion también
conocida como diastole. En el corazéon derecho la sistole funciona para
expulsar la sangre hacia la circulaciéon pulmonar, consiguiendo que la sangre
llegue a las estructuras pulmonares donde tendrd que ser oxigenada
nuevamente para seguir su camino hacia las venas pulmonares las cuales
desembocan en la auricula izquierda, aprovechando el gradiente de presién se
llena el ventriculo izquierdo con la finalidad eyectar la sangre oxigenada hacia la

circulacion sistémica cuando se presente una nueva contraccion.
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El sistema cardiovascular se compone de tres elementos funcionales que
necesitan trabajar de manera adecuada y sincronica: el corazén, la sangre y los
vasos sanguineos. Estos tres elementos cuentan con diversos mecanismos de
regulacion que se adaptan a las necesidades cotidianas y a las demandas
metabdlicas del cuerpo humano. Cuando alguno de estos elementos basicos
fracasa en su propésito, la funcionalidad sistémica se ve comprometida y puede
desencadenar enfermedades potencialmente mortales (Boron & Boulpaep,
2017).

Vena cava
superior

———» Arteria
pulmonar

+—— Venas
pulmonares

Auricula

Auricula izquierda
derecha

Ventriculo
izquierdo

Vena cava
inferior

Ventriculo

derecho
Created in BioRender.com bio

Figura 2. Representacion de un corte transversal del corazén con la finalidad de
esquematizar y evidenciar las principales estructuras anatémicas que participan
en el recorrido que realiza la sangre durante el ciclo cardiaco (La imagen es
creacion propia).
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4.3 Cardiomiopatia diabética

Se ha documentado desde hace casi setenta afios la existencia de una
cardiopatia asociada a la diabetes mellitus. En 1954, Lundbaek describié una
disfuncidon miocardica en pacientes con diabetes mellitus, posteriormente, en
1972, Rubler y colaboradores fueron quienes mediante estudios postmortem de
pacientes con diagnéstico de diabetes mellitus demostraron la existencia de
hipertrofia en la pared del ventriculo izquierdo sin la existencia previa de
enfermedad coronaria, hipertension, enfermedad valvular o consumo excesivo de
alcohol. Estos casos fueron particularmente relevantes para iniciar los estudios
acerca de las alteraciones que causan la diabetes mellitus al tejido cardiaco
(Seferovi¢ y Paulus, 2015).

Los pacientes del estudio de Rubler y colaboradores presentaban las clasicas
manifestaciones clinicas de una cardiomiopatia: cardiomegalia e insuficiencia
cardiaca congestiva asociada con lesiones patologicas caracterizadas por la
hipertrofia miocardica, fibrosis y alteraciones de los pequefios vasos sanguineos

del corazén (Rubler et al., 1972).

El trabajo de Rubler y colaboradores establecio las bases para el estudio de las
alteraciones cardiacas ocasionadas por la DM2. A partir de entonces se ha
documentado y demostrado mediante diversos estudios, que el hecho de
padecer diabetes mellitus del tipo 2 esta asociado a un riesgo importante de
desarrollar una enfermedad cardiovascular (Athithan et al., 2019; Galderisi et al.,
1991; Shah et al., 2015).

La principal causa de hospitalizacion y posterior muerte en los individuos que
presentan este trastorno metabdlico es algun tipo de enfermedad cardiovascular.
Se ha demostrado que los pacientes diabéticos tienen de 2 a 5 veces mas riesgo
de desarrollar una enfermedad cardiovascular que los individuos de su misma

edad que no la presentan (Borghetti et al., 2018; Wei et al., 1998).
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Existen multiples complicaciones cardiovasculares asociadas a la diabetes
mellitus tipo 2, estas complicaciones del sistema cardiovascular tienen sus
origenes en diversos mecanismos celulares y moleculares relacionados con las
alteraciones metabdlicas que presentan aquellos individuos con diabetes mellitus
del tipo 2. Por ejemplo, se ha descrito que entre las principales causas de
mortalidad entre aquellas personas que tienen DM2 se encuentran la
enfermedad coronaria, ataques cerebrovasculares e insuficiencia cardiaca (Wong
et al., 2016).

4.4 Mecanismos celulares y moleculares de las complicaciones
cardiovasculares asociadas a la DM2

En esta secciéon describiré a grandes rasgos los principales mecanismos
celulares y moleculares que estan involucrados en el desarrollo de la cardiopatia
diabética, aunque existen multiples mecanismos, por cuestiones de delimitacion
destacaré aquellos que convergen en la aparicion de la fibrosis cardiaca y que
son importantes para el desarrollo fisiopatolégico de la insuficiencia cardiaca

asociada a la DM2.

Es importante aclarar que la mayoria de estos mecanismos merecen una
discusion individual y exhaustiva, asi como también es importante resaltar que no
todos los mecanismos fisiopatoldgicos seran revisados aunque seran
mencionados y que uno de los mecanismos que estan presentes en la aparicion
de esta cardiomiopatia, la fibrosis cardiaca, sera revisada con mas detalle en los
apartados siguientes, ya que es parte del tema central de este trabajo de

investigacion.
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4.5 Alteraciones metabdlicas

Uno de los principales mecanismos fisiopatolégicos de la cardiomiopatia
diabética es una alteracion en el metabolismo cardiaco. De acuerdo con
Salvatore y colaboradores, al corazéon sano se le puede definir como un
‘omnivoro metabdlico” pues este érgano presenta una flexibilidad metabdlica
importante debido a la necesidad fisiolégica de garantizar la produccidn
constante de energia en forma de ATP mediante el sustrato que se encuentre

disponible.

Bajo condiciones normales la mayor parte de la energia utilizada por este érgano
se obtiene de la oxidacién de acidos grasos libres, esta oxidacion aporta entre 60
y 90% de la energia, el 40 o 10% restante se obtiene de la oxidacion del piruvato

por la glucdlisis.

En el corazéon diabético existe un cambio en el metabolismo celular el cual
consiste en que el 100% de la energia en forma de ATP se produce por la
oxidacion de los AGL (Salvatore et al., 2021).

Lo anterior podria parecer normal pues en condiciones no patoldgicas esta ruta
metabdlica es la principal fuente de energia para el corazoén, pero al utilizarse a
los acidos grasos libres como unico sustrato para producir ATP existe una
disrupcién en el metabolismo cardiaco pues la glucosa, que puede considerarse
como el sustrato secundario para la produccién de energia en el tejido cardiaco y
que ademas se encuentra elevada sistémicamente por la naturaleza de la DM2,
tendera a acumularse en este dérgano, lo cual resultara en la formacion de
productos avanzados de glucosilacion (PAG). Estos ultimos, son proteinas o
lipidos que sufren un cambio en su conformacién debido a la exposicion
prolongada a la glucosa, estos PAG o AGE (por sus siglas en inglés: Advanced
Glycation End-products) promoveran un estado pro-fibrético en el corazén al

realizar un entrecruzamiento con las fibras de colageno del miocardio, lo cual
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impedira la degradacién enzimatica de esta matriz (Barsotti et al., 2009; Goldin et
al., 2006).

La relevancia de los PAG para promover un estado fibrético en el corazon queda
en evidencia con los estudios realizador por Burr & Stewart (2021) quienes han
demostrado la existencia de interacciones entre la cascada de sefalizacion de
los AGE, su receptor RAGE (estas siglas vienen del inglés: Receptor for
Advanced Glycation End-products) y la proteina Rap1a; de acuerdo a sus
investigaciones, Rap1a se superpone a la cascada de sefializacion AGE/RAGE
en los fibroblastos cardiacos y ademas esta proteina contribuye a la

diferenciacion de estas células al mantener la expresion de a-SMA.

Se ha propuesto que los AGE/RAGE y Rap1a, utilizan y activan vias de
sefalizacion como ERK1/2 MAPK, NF-kB y JNK las cuales estan implicadas en

la sintesis de matriz extracelular, crecimiento y diferenciacion celular.

Es decir, los PAG promueven la diferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos y
aumentan la produccion de colageno y al aumento en la expresion del receptor
para los PAG como puede ser observado en la figura 3, esta interaccion
molecular contribuye de manera importante al desarrollo de la fibrosis cardiaca
que conlleva al aumento de la rigidez ventricular y a un estado de insuficiencia
cardiaca (Burr & Stewart, 2021; Zhao et al., 2014).
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Figura 3. Esquematizacion de los eventos que desencadena la unién de los PAG
con su receptor, al ocurrir esta uniéon se activan vias de senalizacion y factores de
transcripcion que modulan la expresion del RPAG, también aumentara la
diferenciaciéon de los fibroblastos a su forma activa llamada miofibroblastos. Este
evento esta relacionado con el aumento de la produccion de colageno, una
proteina de la matriz extracelular que esta relacionada con la aparicion de la
fibrosis cardiaca y posterior desarrollo de insuficiencia cardiaca (La imagen es
creacion propia).

4.6 Muerte celular

Otro de los mecanismos celulares implicados en el desarrollo de la insuficiencia
cardiaca asociada a la diabetes mellitus tipo 2, es la muerte celular. De acuerdo
con Chen y colaboradores, se pueden distinguir cuatro tipos de muerte celular en
los cardiomiocitos: apoptosis, autofagia, necrosis y entosis; de todos estos

mecanismos se ha comprobado mediante biopsias que la apoptosis es 85 veces
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mas elevada en los corazones diabéticos que en los corazones no diabéticos

(Chen et al., 2020; Frustaci et al., 2000).

La DM2 y en especial la hiperglucemia, ocasionan muerte celular en los
cardiomiocitos. Este proceso de muerte celular es necesario para el aumento del

volumen de las cavidades cardiacas y el remodelado cardiaco (He et al., 2013).

Durante la apoptosis se produce la degradacién en grandes cantidades de ADN
celular; este deterioro en el ADN puede ser evidenciado mediante ensayos de
TUNEL (Kyrylkova et al., 2012). Wu y colaboradores han evaluado la apoptosis y
el efecto de farmacos anti-apoptoéticos en corazones diabéticos obtenidos de un
modelo experimental de diabetes inducida por estreptozotocina. En la figura 4 se
puede observar una muestra histolégica donde se compara, mediante un ensayo
de TUNEL, el tejido cardiaco de un grupo control de ratas Wistar con el grupo de
ratas Wistar tratado con estreptozotocina, en la figura 4 se observa que las ratas
del grupo de DM inducida por STZ tienen un mayor numero de células

apoptoticas en comparacion con el grupo control (Wu et al., 2019).

Figura 4. En la imagen se observa una muestra del tejido miocardico obtenida del

grupo control y una muestra obtenida del grupo del modelo experimental de DM
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inducida con STZ. En ambas imagenes se presentan los resultados de un ensayo
TUNEL para cuantificar la cantidad de células apoptéticas. En el panel izquierdo,
en el grupo control se observa un tejido uniforme con los nucleos celulares en
color azul o purpura. En el panel derecho, en la muestra del grupo de DM, se
observa un desarreglo en la estructura miocardica, zonas sin células (en blanco) y
en las flechas se sefnalan los nucleos de las células apoptoéticas los cuales estan
tenidos de color negro. La barra de escala corresponde a 50 uym (Imagen obtenida
y modificada de Wu et al., 2019).

4.7 Insuficiencia cardiaca asociada a la DM2

La insuficiencia cardiaca ocasionada por la presencia de diabetes mellitus puede
ser considerada la etapa final del desarrollo fisiopatolégico de la cardiomiopatia
diabética, y al no estar asociada a la presencia previa de enfermedad coronaria o
hipertension, se han estudiado diversos mecanismos con la finalidad de explicar
el desarrollo de este fendmeno. Entre los mecanismos fisiopatoldgicos participes
del desarrollo de esta patologia destacan los siguientes: inflamacion, apoptosis,
presencia de niveles elevados de lipidos en el tejido miocardico, alteraciones
metabdlicas, presencia de productos avanzados de la glicosilacion y fibrosis.
Estos mecanismos pueden verse simplificados en la figura 5, reproducida de
Saldarriaga-Giraldo, 2020.

Las alteraciones previamente mencionadas potencian el proceso de
remodelacion cardiaca que eventualmente llevara a una disfuncion ventricular,

potencialmente mortal (Saldarriaga-Giraldo et al., 2020).
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Figura 5. Mecanismos fisiopatologicos y representacion de los fenotipos de la
insuficiencia cardiaca asociada a Ila DM2 (Imagen reproducida de
Saldarriaga-Giraldo et al., 2020).

4.8 Fenotipos de la insuficiencia cardiaca asociada a la cardiomiopatia
diabética

Existen dos fenotipos de insuficiencia cardiaca asociada a la cardiomiopatia
diabética (ver figura 5). En el fenotipo dilatado, los individuos manifiestan una
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida (ICFER) mientras que,
los pacientes con el fenotipo restrictivo presentan insuficiencia cardiaca con la

fraccidon de eyeccion preservada (ICFEP).

La primera descripcion de la insuficiencia cardiaca asociada a la DM fue una
cardiomiopatia dilatada, posteriormente se reporté que los pacientes con DM

también pueden presentar el fenotipo restrictivo de insuficiencia cardiaca. De
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hecho, entre los pacientes con DM1, existe una tendencia a desarrollar el
fenotipo dilatado mientras que, los pacientes con DM2 tienden a desarrollar el

fenotipo restrictivo (Seferovi¢ y Paulus, 2015).

Los cambios en las caracteristicas estructurales y funcionales del tejido cardiaco
que estan presentes en ambos fenotipos de insuficiencia difieren por los
mecanismos fisiopatoldgicos que los desencadenan y por las manifestaciones

clinicas que presentan.

En la cardiomiopatia de fenotipo restrictivo con fraccién de eyeccion preservada
se puede apreciar que en tamafno el ventriculo izquierdo esta normal, aunque
exista hipertrofia y rigidez, a nivel celular los cardiomiocitos estan hipertrofiados y
las estructuras sarcoméricas se encuentran normales. Uno de los principales
cambios caracteristicos es la presencia de fibrosis reactiva, la cual puede ser
identificada porque el depdsito de colageno estd aumentado entre los
cardiomiocitos (Van Heerebeek et al., 2006; Seferovi¢ y Paulus, 2015). Estos
cambios pueden observarse en las figuras 6 y 7, obtenidas y modificadas de Van

de Heerebek y colaboradores.
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) restrictivo de ICFEP

Figura 6. En la imagen se aprecia el tejido de un corazén que presentaba
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccién preservada, el panel izquierdo se
puede apreciar una muestra del tejido cardiaco tenido con hematoxilina y eosina.
Se observa la hipertrofia en los cardiomiocitos (tefiidos con un color rosa intenso)
y entre ellos las fibras de colageno (tenidas de un rosa mucho mas claro), la
presencia de colageno entre los cardiomiocitos es indicio de fibrosis reactiva. En
el panel derecho, en la imagen de microscopia electrénica, se puede observar que
la estructura sarcomérica de los cardiomiocitos se encuentra en condiciones
normales, es decir, las bandas oscuras y claras de las sarcoOmeras estan
distribuidas de manera homogénea y regular en el tejido cardiaco (Imagen
obtenida y modificada de Van de Heerebek et al., 2006).

Por otra parte, la insuficiencia cardiaca de fenotipo dilatado de fraccion de
eyeccion reducida, el ventriculo izquierdo se encuentra agrandado, a nivel celular
existe dafo a los cardiomiocitos y en comparacion a un tejido cardiaco sano,
estas células cardiacas tienen un tamano reducido, la estructura sarcomérica
estd perdida en gran parte del tejido y existe la presencia de fibrosis de
reemplazo. Este tipo de fibrosis se caracteriza por aparecer después de la
muerte celular de los cardiomiocitos, por lo tanto el depdsito de colageno no sélo
se encuentra aumentado entre los cardiomiocitos, sino que se encuentra en gran

parte en las zonas que previamente estaban ocupadas por esas células. En la
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figura 7 se puede apreciar los cambios histopatologicos que fueron mencionados

previamente (Van Heerebeek et al., 2006; Seferovi¢ y Paulus, 2015).

Figura 7. En la imagen se aprecia el tejido de un corazén que presentaba
insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida. En el panel izquierdo se
observa una muestra del tejido cardiaco con tincién de hematoxilina y eosina. En
este tejido se observan zonas irregulares con alto contenido de colageno (tenido
con un color rosa claro) en ausencia de cardiomiocitos. La ausencia de
cardiomiocitos, por muerte celular, y la presencia de colageno en esas zonas, es
un marcador de fibrosis de reemplazo. En el panel derecho se observa una imagen
por microscopia electréonica de la estructura sarcomérica de los cardiomiocitos, la
cual, en contraste con la microscopia electréonica de la figura 6, se encuentra
destruida y desorganizada (Imagen obtenida y modificada de Van de Heerebek et
al., 2006).
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4.9 Fibrosis cardiaca

El tema central de este trabajo de investigacion se basa en proponer, mediante la
literatura disponible, el rol de los canales TRPC en el desarrollo de la fibrosis del

musculo cardiaco provocada por la diabetes mellitus tipo 2.

Se ha demostrado, mediante estudios clinicos e investigacion basica, que la
fibrosis cardiaca contribuye al desarrollo de la insuficiencia cardiaca (Krenning et
al., 2011) y debido a que los mecanismos celulares y moleculares que estan
participando en el desarrollo de esta patologia no estan comprendidos del todo,
es necesario disefar y ejecutar propuestas experimentales que contribuyan al
mejor entendimiento de la fibrosis cardiaca ocasionada por la diabetes mellitus

tipo 2.

La fibrosis miocardica puede definirse como un proceso de cicatrizacion
caracterizado por la acumulacion excesiva de las proteinas de la matriz

extracelular (Krenning et al., 2011).

Esta acumulacion excesiva de proteinas, especialmente del colageno, refleja la
activacion aberrante de un proceso de reparacion, al punto de considerar a la

fibrosis como una causa importante de disfuncion organica.

De acuerdo con estudios histopatolégicos se pueden encontrar tres tipos de
lesiones fibroticas en el miocardio: fibrosis de reemplazo, fibrosis intersticial y
fibrosis perivascular. En la siguiente secuencia de imagenes que corresponden a
las figuras 8 a 11 las cuales fueron obtenidas y modificadas de Frangogiannis,
podemos observar y comparar el tejido sano de la figura 8, con los tejidos
fibréticos de las figuras 9, 10 y 11. La ultima imagen de esta secuencia, que
corresponde a la figura 11, es particularmente relevante para este trabajo ya que
el desarrollo de la fibrosis intersticial se ha documentado en pacientes y modelos

experimentales de DM2; aunque, de acuerdo con la literatura, la fibrosis de
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reemplazo y la fibrosis intersticial comunmente pueden coexistir en el tejido
(Frangogiannis, 2021; Halliday & Prasad, 2019).

Figura 8. En esta imagen se observa el tejido miocardico sano de ratones adultos.
El tejido fue teifiido con rojo picrosirio con la finalidad de evidenciar la
citoarquitectura. Los cardiomiocitos se observan de tamafio regular y alrededor de
cada cardiomiocito se encuentra una fina red de colageno. Las flechas sefialan a
las fibras de colageno mas gruesas que estan envolviendo a cumulos de
cardiomiocitos. La barra de escala corresponde a 80 um (Imagen obtenida y
modificada de Frangogiannis, 2021).
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Figura 9. En esta imagen observamos un corte histopatolégico obtenido de un
corazén de ratén adulto, tefido con rojo de picrosirio. En esta imagen se observa
un caso de fibrosis de reemplazo, la cual se manifiesta, principalmente, después
de un infarto al miocardio. La tincion evidencia las fibras de colageno que
conforman la cicatriz; las flechas muestran la fibrosis de reemplazo, las puntas de
flecha senalan la fibrosis intersticial presente en las areas subendocardicas y
subepicardicas. La barra de escala corresponde a 80 pym (Imagen obtenida y
modificada de Frangogiannis, 2021).

31



Figura 10. Este corte histopatolégico corresponde a un corazén de ratén adulto
tefiido con rojo picrosirio. En este caso, la fibrosis se generé en un modelo de
sobrecarga de presién en el ventriculo izquierdo con la finalidad de mostrar el tipo
de fibrosis mas comuin en los corazones de pacientes y modelos experimentales
de diabetes, la fibrosis intersticial. Las flechas indican los sitios de la muestra
donde se encuentran las lesiones fibréticas. Note la gran cantidad de colageno
alrededor de los cardiomiocitos. La barra de escala corresponde a 80 pm (Imagen
obtenida y modificada de Frangogiannis, 2021).
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Figura 11. En la imagen tenemos un corte proveniente de un corazén de ratén
adulto en el cual se observa un aumento de la fibrosis intersticial y un aumento
importante de las fibras de colageno. las flechas indican la presencia de fibrosis
alrededor de un vaso sanguineo intracoronario (*). El tejido fue teiido al igual que
los anteriores, con rojo de picrosirio. La barra de escala corresponde a 80 pym
(Imagen obtenida y modificada de Frangogiannis, 2021).
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4.10 Fibroblastos y miofibroblastos

Los principales efectores celulares de la fibrosis cardiaca son los fibroblastos,
que son células de origen mesenquimal. Estas células con morfologia fusiforme
cumplen con diferentes funciones en todo el organismo al producir una variedad
de proteinas de la MEC (e.g. colageno y elastina) con la finalidad de mantener la
homeostasis de esta matriz y ademas estas células se encargan de secretar una
gran cantidad de mediadores bioquimicos como factores de crecimiento y

proteasas (Krenning et al., 2011).

Se destaca la sintesis de colageno en los corazones diabéticos debido a que se
considera que las fibras que genera esta proteina participan formando
conexiones laterales entre las células y las fibras musculares, esto ayuda a
mantener la citoarquitectura y a mantener la forma de las paredes cardiacas,

previniendo asi la deformacion del 6rgano (Shimizu et al., 1993).

Se ha demostrado que en la MEC del corazén existen predominantemente
colageno tipo 3, 5 y 6, pero de acuerdo con Querejeta y colaboradores, existe un
aumento en la sintesis del colageno tipo 1 en los pacientes con insuficiencia

cardiaca (Borg & Caulfield, 1981; Querejeta et al., 2004).

El mecanismo principal para la activacion del proceso fibrético en el corazén
diabético depende de la diferenciacion de los fibroblastos a miofibroblastos este
proceso esta esquematizado en la figura 12. De acuerdo con lo reportado por
Fowlkes y colaboradores, la DM2 contribuye a la diferenciacion de los
fibroblastos en miofibroblastos (Fowlkes et al., 2013; Russo & Frangogiannis,
2016).

34



<> Sitios de adhesitn focal
Niicleo m Actina cortical ctoplasmdtica
Actina citoplasmatica

7 — . a~actina de musculo kso

-
an®® “va, Fibronecting
& -

- == D - AFibronectina

Fibroblasto

Tensién mecanica

S i o
AN L A
7 D W
].%. Q-\\ TGF - B1
| s ED - A Fibronacting
- Tensitn mecinica

Angiotensina I

Endotetina |
Prato miofibroblasto i

Figura 12. Esquematizacion del proceso de conversion de los fibroblastos en
reposo a su forma activa, miofibroblasto, pasando por un estadio donde se le
conoce como proto-miofibroblasto. Se observa el cambio en la morfologia celular,
asi como el aumento de los microfilamentos del citoplasma; esto le confiere
caracteristicas que facilitan su identificacion. La activacion de estas células
promovera un estado fibrético en el corazén y este estado fibrético esta asociado
a la disfuncién cardiaca (Imagen obtenida y modificada de Tomasek et al., 2002).

Aunque el fendmeno de conversion de fibroblastos a miofibroblastos esta
ampliamente estudiado, todavia existen algunas interrogantes por resolver; se ha
propuesto por diferentes autores que los miofibroblastos pueden provenir,
ademas de los fibroblastos, de poblaciones celulares muy diversas como las

células endoteliales, perivasculares o hematopoyéticas (Travers et al., 2016).

El hecho de que los miofibroblastos sean participes de esta patologia hace que
los investigadores centren su atencion en “el comportamiento” de estas células y

que los miofibroblastos puedan provenir de distintas poblaciones celulares
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dificulta su identificacion, es por ello que muchas investigaciones al respecto
tienden a enfocar parte del estudio en la identificacion de este tipo celular. Como
se puede observar en la figura 13, la cual fue obtenida y modificada de Hillsley et
al., 2021, uno de los principales marcadores celulares para la identificacion de
los miofibroblastos es la a-SMA (estas siglas significan Alfa-Actina de Musculo
Liso, las cuales provienen del inglés: Alpha-Smooth Muscle Actin), la expresion
de esta proteina le confiere a los miofibroblastos caracteristicas de una célula de
musculo liso y de fibroblasto, su nombre deriva de estas caracteristicas
adquiridas (Camelliti et al., 2005; Ivey & Tallquist, 2016; Majno et al., 1971).

Aumento de la organizacion de las fibras de estrés }*

Figura 13. En esta figura se puede observar una imagen obtenida por microscopia
de fluorescencia en la cual se aprecia el aumento gradual de las fibras de a-SMA
también llamadas fibras de estrés en fibroblastos cardiacos. De acuerdo con la
literatura la conversiéon de los fibroblastos a miofibroblastos esta correlacionada
con la apariciéon de a-SMA, en la imagen se encuentran teiiidos de rojo: actina F
(actina de microfilamentos), de verde: la a-SMA y de azul: los nucleos. La barra de
escala corresponde a 50 um (Imagen obtenida y modificada de Hillsley et al., 2021).
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4.11 TRPC

Los canales receptores de potencial transiente o TRP por sus siglas en inglés,
son canales catidnicos no selectivos y la mayoria de estos permiten el paso
transmembranal de cationes divalentes como el calcio (Ca?") y monovalentes

como el sodio (Na*).

En mamiferos se han identificado 28 homodlogos de TRP, los cuales se han
dividido en seis subfamilias: TRPC (candnico), TRPV (vanilloide), TRPM
(melastatina), TRPP (policistina), TRPML (mucolipina) y TRPA (anquirina); esta

clasificacion se hizo con base en sus similitudes funcionales y genéticas.

Estas proteinas, esquematizadas en la figura 14, comunmente se conforman por
6 dominios transmembranales y su “dominio TRP” estd compuesto por una
secuencia conservada de 25 aminoacidos, su peso molecular oscila entre los 70
kD hasta los 200 kD, ademas cuenta con diversos dominios: del poro, dominio
PDZ, dominio CRIB, dominio TRP, dominio de repeticiones de anquirina. De
estos componentes de los canales TRP, el dominio del poro es particularmente
importante, ya que esa region se encarga de mediar el flujo de iones como el
calcio (Feng, 2017).
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Figura 14. Representacion de los canales TRPC en la que se esquematizan sus 6
dominios transmembranales y el poro que se encuentra entre el segmento 5y 6.
Ademas se evidencian los dominios con repeticiones de anquirina, los dominios,
TRP, PDZ y CIRB los cuales permiten la interaccidon con otras proteinas y para
algunas funciones celulares como: la asociaciéon con el citoesqueleto, la
sefalizacion célula-célula, regulaciéon de la transcripcion, desarrollo del ciclo
celular o el incremento en la translocaciéon del canal a la superficie celular (Feng,
2017). La imagen de la figura 14 es creacion propia.

La actividad de esta familia de canales se ve mediada por estimulos fisicos como
temperatura, tensibn mecanica, presidon osmotica, asi como por estimulos
quimicos como pH, Ca*, especies reactivas de oxigeno y receptores acoplados
a proteinas G. Debido a que estos canales estan presentes en muchas
poblaciones celulares y se activan mediante un “mecanismo de activacion
universal”, como puede observarse en la figura 15 la cual fue obtenida y

modificada de Jin & Hong, 2019, se ha descrito su participacién en multiples
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procesos celulares como la diferenciacion, proliferacion y muerte celular
(Numaga-Tomita et al., 2017; Wang et al., 2020).
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Figura 15. En esta imagen se representan algunas sustancias y/o condiciones
bajo las cuales algunos miembros de la familia de canales TRP son activados.
Como puede observarse en la imagen la activacion de estos canales permite el
influjo de calcio al interior celular, lo cual provoca un aumento en la [Ca?];; este
ion esta implicado en diversos procesos celulares como la expresion de genes, la
mitosis o la contraccion muscular (Bagur & Hajnéczky, 2017; Jin & Hong, 2019).
(Imagen obtenida y modificada de Jin & Hong, 2019).

Este trabajo de investigacion centra su atencion en los canales TRPC por lo que
se describira a continuacion su participacién en la fisiologia celular y en la

fisiopatologia asociada a la DM2.
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Se han identificado 7 subtipos de canales TRPC 1-7 los cuales se conforman
como tetrameros homoméricos o heteroméricos. Estas isoformas se expresan
en multiples tejidos, asi como en las células que los conforman, por ejemplo:
células endoteliales, musculares y en los fibroblastos (Numaga-Tomita et al.,
2017).

Los TRPC contribuyen a dos funciones fisioldgicas principales:

a) Actian como un componente importante de los canales activados por

estiramiento o de los canales de la entrada de calcio operada por almacenes.

b) Funcionan como una plataforma de sefializacién para amplificar la sefal de
calcio activada por receptor por medio de la interaccidon con moléculas de

sefalizacion intracelular (Nishida et al., 2006).

La entrada de calcio operada por almacenes intracelulares (SOCE por sus siglas
en inglés: Store-Operated Calcium Entry) es de suma importancia en las células
ya que el ion calcio esta relacionado con diferentes funciones celulares como el
crecimiento, diferenciacion, expresion de genes y contraccion, es por ello que en
las células existen diversos mecanismos que controlan la homeostasis del calcio

intracelular.

Con cada latido los cardiomiocitos se contraen sincronicamente para llevar a
cabo la funcion mas importante del corazon: enviar sangre oxigenada a todo el
cuerpo. Para ello con cada impulso eléctrico generado en el sistema de
conduccion, la membrana de los cardiomiocitos se despolariza, esto activara a
los canales de calcio dependientes de voltaje, lo cual propiciara que se genere
una corriente entrante de calcio al interior celular, esto desencadena un
mecanismo conocido como ‘liberaciéon de calcio inducida por calcio”, el cual
consiste en activar mediante la entrada de calcio al interior celular a los
receptores de rianodina los cuales estan expresados en la membrana del reticulo

sarcoplasmico, estos receptores de rianodina permitiran la salida de calcio del
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reticulo sarcoplasmico, esta liberacion y aumento de calcio es necesaria para
cada contraccion cardiaca y al existir una disminucién en la [Ca*] de los
almacenes intracelulares se activa la SOCE y otros mecanismos como la
activacion de la PMCA, SERCA vy del intercambiador sodio-calcio (NCX) con la
finalidad de reestablecer los niveles basales de calcio intracelular (Bers, 2008;

Fearnley et al., 2011).

La SOCE se propicia por la accion de un complejo proteico entre el reticulo
sarcoplasmico quien aporta a la proteina STIM que funcionara como un sensor
de la [Ca*] del reticulo sarcoplasmico, y la membrana plasmatica aportara a este
complejo a Orai, esta proteina forma un poro en la membrana plasmatica de los
cardiomiocitos, el cual permite el flujo de calcio al interior celular, esta corriente
funciona para controlar finamente los niveles de calcio intracelular en los
almacenes intracelulares, este mecanismo de regulacién de calcio es relevante
para estas células ya que esta directamente implicado en la contraccion

sincronica de los miocitos del corazén (Bers, 2008; Fearnley et al., 2011).

En los fibroblastos el calcio funciona como un segundo mensajero ubicuo;
funciona para senalizacion celular, expresion de genes, proliferacion,
diferenciacion, crecimiento, migracion y muerte celular, es por ello que también
es necesario y sumamente relevante controlar adecuadamente la homeostasis
de este ion, que en similitud con los cardiomiocitos, esta activada por la entrada
de calcio mediada por los canales permeables a Ca* en la membrana
plasmatica, la salida de Ca*" de los almacenes intracelulares y los mecanismos
que regulan la concentracion intracelular de calcio como las ATPasas del reticulo
plasmatico y de la membrana plasmatica asi como otros mecanismos de

transporte idnico como el NCX (Feng et al., 2019).

La SOCE en los fibroblastos ha sido estudiada como participe del desarrollo de
insuficiencia cardiaca ya que de acuerdo con Ross y colaboradores, se ha

encontrado que en fibroblastos provenientes de pacientes con insuficiencia
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cardiaca la entrada de calcio estda aumentada en comparacion con el grupo
control y también demostraron que la expresién de Orai1 esta elevada en estos

fibroblastos cardiacos (Ross et al., 2017).

En los fibroblastos, a diferencia de los cardiomiocitos, no se ha reportado una
participacion de los receptores de rianodina como mediadores del proceso de

liberacién de calcio (Feng et al., 2019).

De acuerdo con lo reportado en la literatura, el principal mecanismo de liberacién
de calcio en los fibroblastos es el que esta mediado por el IP;, este se forma por
la accion de un receptor acoplado a proteina G,, la activacion de la proteina G,
promovera la hidrdlisis catalizada del PIP, por la acciéon de la PLC (Fosfolipasa
C), al hidrolizarse el PIP, se forma IP; (Inositol Trifosfato) y DAG (Diacilglicerol) el
cual va a interactuar con los TRPC. El inositol trifosfato difunde por el citoplasma
hasta encontrar a su receptor situado en la membrana del reticulo endoplasmico
lo que provoca una salida de calcio de este organelo y un aumento en el calcio

intracelular (Feng et al., 2019).

Los canales TRPC se activan por la accion del DAG el cual es producto de la
escision del PIP,, ocasionada por la accion de la proteina G, no difunde hacia el
citosol sino que permanece anclada a la membrana plasmatica lo cual permite
que interactue directamente con el canal TRPC y permita el flujo de calcio al

citosol (Bacsa et al., 2020).
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4.12 TRPC y fibrosis cardiaca asociada a la DM2

Las investigaciones sugieren que los canales TRPC median la remodelacion
cardiaca por medio de diferentes vias de sefalizacion y efectores moleculares, a
pesar de ello hace falta desarrollar y ejecutar procesos experimentales que
permitan dilucidar los mecanismos que estan participando puntualmente en el
desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a la DM2 (Numaga-Tomita et al.,
2017).

En diferentes estudios se ha relacionado a los TRPC, como reguladores de la
funcién cardiaca, asi como agentes reguladores de la patogénesis de hipertrofia,
arritmias, infarto y fibrosis cardiaca, es por ello que se ha postulado a estos
canales como un obijetivo clinico para prevenir el remodelado cardiaco patolégico
pues en estudios experimentales la inhibicibn de estos canales generd una
importante respuesta antifibrética y antihipertrofica, ademas, se ha demostrado
que en pacientes con insuficiencia cardiaca los canales TRPC 1,3,4,5 y 6 estan
expresados en grandes cantidades en comparaciéon con los pacientes con

corazones sanos (Falcon et al., 2019; Kinoshita, 2010).

En especial los canal TRPC3 y el TRPC6 han sido implicados en el desarrollo de
diferentes cardiomiopatias como la hipertrofia cardiaca, los infartos al miocardio,
la fibrilacion auricular y la insuficiencia cardiaca, todo esto mediante el ingreso de
calcio a través de este canal lo cual promueve un estado patolégico en los
cardiomiocitos y en los fibroblastos; de hecho, en estos ultimos, su importancia
es mayor ya que al promoverse la entrada de calcio mediante este canal, se

incrementa la migracién y la proliferacion de estas células (He et al., 2019).

De acuerdo con la evidencia disponible los fibroblastos y los cardiomiocitos han
desarrollado mecanismos de comunicacion intercelular que funcionan para

mantener un adecuado funcionamiento del corazén aunque también se ha
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demostrado que estos mecanismos de comunicacion se activan en respuesta a

estimulos fisiopatologicos (Pellman et al., 2016).

Los mecanismos de comunicaciéon cardiomiocito-fibroblasto pueden ser directos
o indirectos mediante comunicacion paracrina, interacciones mediante la MEC,
mediante moduladores eléctricos como las uniones en hendidura y también
uniones adherentes. Es por ello que diversos estimulos provocados en un
cardiomiocito pueden desencadenar una respuesta celular en el fibroblasto

cardiaco (Pellman et al., 2016).

En el corazdén sano uno de los mediadores paracrinos es el TGF-3, es una
citocina pleiotrépica secretada en bajas cantidades por diferentes tipos celulares,
incluidos los fibroblastos y los cardiomiocitos, esta citocina participa promoviendo
diversos procesos celulares como la migracién, diferenciacion, proliferacion y

apoptosis (Thompson et al., 1989; Wu et al., 2018).

Se ha demostrado que la entrada de calcio a través de los canales TRPC
promueve la expresiéon del TGF-B. Bajo condiciones patolégicas esta citocina
tiene una participacion sumamente relevante en el desarrollo de la fibrosis
cardiaca como se explicara en los parrafos siguientes (Falcén et al., 2019; Wu et
al., 2018).

Bajo condiciones patoldgicas esta citocina es expresada por los miofibroblastos y
por los macrofagos que arriban al tejido cardiaco para fagocitar a los
cardiomiocitos apoptéticos, estos macrofagos son una fuente importante de
TGF-B; esta citocina promueve la apoptosis de los cardiomiocitos y propicia la
activacion de fibroblastos en miofibroblastos. Se ha demostrado que en modelos
animales de DM2 los niveles de TGF-B estan elevados y se propone que las
condiciones hiperglucémicas podrian inducir la transcripcion de los genes que

codifican para el TGF-B, aunque el mecanismo que describe la activacion del
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TGF-B en los corazones diabéticos todavia no esta completamente descrito (Wu
et al., 2018; Yue et al., 2017).

El efecto pro-fibrotico del TGF-B se lleva a cabo cuando este se une a su
receptor situado en la membrana plasmatica del fibroblasto, esto permite la
activacion de un segundo mensajero conocido como Smad, el cual se unira a
una Co-Smad, este complejo Smad/Co-Smad sera translocado al nucleo celular
para promover la transcripcion de genes relacionados con la sintesis de
colageno, lo cual resulta en un estado pro-fibrético a nivel érgano, lo descrito
anteriormente se encuentra esquematizado en la figura 16 la cual fue obtenida y
modificada de Falcon et al., 2019, la cual se mostrara en las paginas siguientes
(Saadat et al., 2020; Wu et al., 2018).

De acuerdo con lo reportado por Davis y colaboradores, en un cultivo de
fibroblastos cardiacos de raton el silenciamiento del canal TRPC6 disminuyd la
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos inducida por el TGF- y también
reportaron que la sobreexpresion de este canal indujo la activacion de los
fibroblastos cardiacos demostrando asi que los canales TRPC tienen una
participacion directa en el desarrollo del proceso fibrético mediado por el TGF-3
(Davis et al., 2012).

El grupo de He y colaboradores demostro la participacion del canal TRPC3 y la
via de senalizacion del TGF-B en el desarrollo de la fibrosis auricular en un
modelo murino de hipertension espontanea. Realizaron un cultivo primario de
fibroblastos auriculares los cuales fueron sometidos a diversas técnicas de
laboratorio que permitieron probar las hipotesis planteadas por este grupo de
investigadores, los resultados obtenidos demostraron que el canal TRPC3 tiene
una participacion directa en el desarrollo de la fibrosis cardiaca al mediar la
expresion del TGF-B, esto se comprobé mediante el uso de un vector lentiviral
que llevaba consigo un el gen shTRPC3 el cual sirvioé para silenciar la expresion

del canal TRPC3, se usaron 3 grupos experimentales: un grupo sin vector
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lentiviral, el grupo que contenia un SH (Short Hairpin) sin el gen del TRPC3 y un
grupo que contenia el vector viral con el gen shRNA TRPC3, mediante un
ensayo de Western Blot se midié la expresion del canal TRPC3 y del TGF-(, los
dos primeros grupos no mostraron alteraciones en la expresion del TRPC3 y del
TGF-B, sin embargo el grupo que contenia al gen shRNA TRPC3 mostré una
reduccion significativa en la expresiéon del TRPC3 y del TGF-B. Ademas este
grupo demostré que al bloquear al canal TRPC3 con el compuesto Pyr3, un
bloqueador selectivo de este canal, se suprimid la via de sefalizacion del
TGF-B/Smad. De acuerdo con los resultados presentados por este grupo de
investigadores, al bloquear el canal TRPC3 con Pyr3 se inhibié el desarrollo de la

fibrosis auricular mediante la via del TGF-B/Smad (He et al., 2019).

Otro mecanismo pro-fibrético en el cual los TRPC estan implicados es el que
esta mediado por el estrés oxidativo y las ROS (por sus siglas en inglés Reactive
Oxygen Species) que pueden ser peréxidos como el H,O, y el superdxido O,
estos se producen principalmente por accion de la mitocondria y también pueden
ser producidas por la accién de la NADPH oxidasa 2 (Nox2), esta sera
particularmente relevante pues se ha demostrado que esta involucrada en el

desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a los TRPC (Kitajima et al., 2016).

El estrés oxidativo se define como la produccién excesiva de ROS y se presenta
cuando el sistema antioxidante intrinseco de las células, el cual esta compuesto
por diferentes enzimas como la Superdxido dismutasa, la enzima Catalasa o el
Glutation, no es capaz de mantener la homeostasis entre la produccién y la
destruccion de las ROS. El estrés oxidativo es un factor importante en la
fisiopatologia de la DM2 ya que se ha descrito que es participe del desarrollo de
la resistencia a la insulina, este efecto es provocado cuando las ROS activan
unas cinasas sensibles al estrés, al activarse estas cinasas se produce la
fosforilacion del receptor a insulina lo cual atenua la sefializacion de la insulina,

provocando asi una resistencia a la insulina en los tejidos sensibles a ella y
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también participa en el desarrollo de la cardiomiopatia diabética (Adhya &
Sharma, 2019; Asmat et al., 2016).

En especial se ha determinado la participacion del canal TRPC3 en el desarrollo
de la fibrosis cardiaca mediada por ROS y estrés oxidativo, de acuerdo por lo
reportado por Kitajima y colaboradores el canal TRPC3 participa en el desarrollo
de la fibrosis cardiaca mediada por ROS al formar un complejo proteico con Nox2
incrementando asi su estabilidad, ademas de regular positivamente su expresion,
se destaca la participacion de Nox2 en el desarrollo de la fibrosis cardiaca ya que
al silenciar la expresion de esta proteina la se redujo la fibrosis en un modelo de
ligadura de aorta. La expresion de Nox2 conduce a un estado fibrotico en el
corazdn ya que esta proteina genera ROS vy estas, a su vez, activan la via de
sefializacion de RhoA tanto en cardiomiocitos como en fibroblastos, esta via de
sefalizacion esta implicada en la expresion de genes pro-fibréticos (Falcon et al.,
2019; Kitajima et al., 2016).

RhoA es una proteina de unién a GTP, que al activarse envia sefales a sus
efectores que son ROCK-1 y ROCK-2, se ha demostrado que en los fibroblastos
la activacion de RhoA desencadena la sintesis de las fibras de estrés de actina,
es decir las fibras de a-SMA las cuales son el marcador de fibrosis mas
representativo, de acuerdo con lo reportado por Lauriol y colaboradores el
silenciamiento de RhoA en cardiomiocitos resultd en un decremento de la fibrosis
cardiaca, y también ha sido reportado que la inhibicién farmacolégica de ROCK-1
ha resultado en una disminucion de la fibrosis cardiaca en un biomodelo de

roedor con insuficiencia cardiaca congestiva (Lauriol et al., 2014).
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Figura 16. Esquema donde se resume la participacion de los canales TRPC en el
desarrollo de la fibrosis cardiaca, en el cual se muestra la interaccion
cardiomiocito-fibroblasto, asi como los estimulos que pueden, desde el
cardiomiocito, desencadenar una respuesta fibrotica al activar a los fibroblastos
los cuales son las células efectoras de esta patologia. Se hace énfasis en las vias
de senalizacion de RhoA y TGF-B, las cuales ya han sido objetos de estudio para
la resolucion de la fibrosis cardiaca en biomodelos y que han demostrado
resultados alentadores (Imagen obtenida y modificada de Falcén et al., 2019).

La expresion y funcion eléctrica de TRPC3 Y TRPC6 ha sido detectada en
fibroblastos cardiacos y juegan un rol en la fibrosis cardiaca ya que son activados
por diversos estimulos y al permitir el paso de calcio al interior celular
desencadenan vias de sefalizacion pro-fibréticas como la via del TGF-B/Smad o
estos canales pueden activar la via de sefalizacion de RhoA la cual esta
mediada por las ROS, las cuales son un componente importante de la
fisiopatologia de la DM2. Hasta el momento de la realizacion de este trabajo no
se han encontrado referencias en los repositorios online acerca del posible rol de
los TRPC como dianas terapéuticas que ayuden a la resolucion o la ralentizacion

del desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a la DM2.
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5. Conclusiones

a)

b)

La diabetes mellitus tipo 2 induce cambios importantes en la morfologia
cardiaca a nivel celular y de o6rgano, los cuales son potencialmente

mortales.

La fibrosis cardiaca es un evento importante en el desarrollo de la
cardiomiopatia diabética y dilucidar los mecanismos fisiopatologicos que
estan involucrados en los cambios celulares y moleculares de esta

patologia es relevante para la investigacién biomédica.

Los canales TRPC juegan un papel preponderante en el desarrollo de la
fibrosis cardiaca al permitir el paso de calcio al interior celular, lo cual
resulta en la activacion de vias de sefializacién pro-fibréticas como la via
del TGF-B/Smad o la via de RhoA. Realizar investigacion experimental
para conocer las alteraciones que la DM2 pueda inducir sobre la fisiologia
de estos canales es relevante porque estos canales podrian funcionar

como dianas terapéuticas.
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6. Perspectivas

La participacion de los canales TRPC en el desarrollo de la fibrosis cardiaca
asociada a variables que no sean la diabetes mellitus esta bien documentada, sin
embargo, su rol en la fibrosis presente en la cardiomiopatia diabética aun no se

ha esclarecido.

De acuerdo con lo planteado a lo largo de este trabajo, se pueden realizar
diferentes procedimientos experimentales con la finalidad de establecer el papel
que tienen los canales TRPC en el desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a
la DM2.

El disefio experimental consistiria en utilizar los dos fenotipos de la cepa ZDF
(LZDF y OZDF) y otro biomodelo de la cepa LE con la finalidad de realizar
comparaciones entre los resultados obtenidos de los tres grupos experimentales.
Las ratas ZDF es un biomodelo de DM2 cuya progresién temporal asemeja al

desarrollo de la enfermedad en los humanos.

Debera realizarse la extraccion del corazén para realizar cultivos primarios de
fibroblastos ventriculares provenientes de distintas cepas y mediante el uso de
técnicas de biologia molecular determinar la presencia de los canales TRPC en

los fibroblastos cardiacos provenientes de cada modelo experimental.

Posteriormente se pueden realizar ensayos de rasgufio en los cultivos celulares
para propiciar la activacion de los fibroblastos, estos ensayos permiten cuantificar

el tiempo en el que estas células recubren la zona dahada.

Los canales TRPC participan en la regulacién de la [Ca®], por ello se puede
evaluar, mediante una técnica de microscopia de fluorescencia, teniendo como
fluoréforo al Fura 2-AM o Fluo 4-AM para evaluar la actividad del mecanismo de
entrada de calcio operada por almacenes en presencia o ausencia de un

bloqueador de los canales TRPC.
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8. Infografia

TRPC Y FIBROSIS

CARDIACA ASOCIADA
A DIABETES MELLITUS
TIPO2

Alejandro Benavides Carrasco 2 :
Benemérita Universidad Auténoma de hiperglucemia.

de Puebla —
Licenciatura en Biomedicina México ocupa el sexto lugar a

Instituto de Fisiologia nivel mundial en incidencia de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

La diabetes mellitus tipo 2 es
un trastorno metabdlico
caracterizado por la presencia
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CARDIOMIOPATIA DIABETICA N—

Entre los 6rganos y sistemas afectados por la DM2, las
alteraciones en el corazén provocan complicaciones
cardiovasculares que requieren hospitalizacion y
pueden terminar en la muerte del paciente.
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Uno de los mecanismos fisiopatoldgicos de la
cardiomiopatia diabética (CMD) es la fibrosis cardiaca,
provocando sustitucién de tejido cardiaco contractil
por tejido fibroso e insuficiencia cardiaca, la cual es
potencialmente mortal.
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En el desarrollo de la fibrosis cardiaca estan
implicado multiples mecanismos celulares y
moleculares, entre ello la activacion de fibroblastos
cardiacos, la cual implica que estas células secreten
proteinas de la matriz extracelular en grandes
cantidades.

El desarrollo de las lesiones fibréticas en el corazén
esta mediado por la sintesis excesiva del colageno.
La acumulacion de esta proteina generara que una
de las propiedades mas importantes del corazodn, la
capacidad contractil, se vea comprometida.

172 .

62



TRDC’S Y EBROSIS CARDIRCH -

Los canales TRPC's podrian funcionar como dianas terapéuticas para la
resolucion o la ralentizacion del proceso fibrético en el corazon pues se ha
demostrado que los canales TRPC's tienen una participacion importante en el
desarrollo de la fibrosis cardiaca asociada a otros factores distintos a la DM2,
pues estos desencadenan vias de sefalizacion pro-fibréticas como la via del
TGF-[3.

Es necesario disenar y ejecutar procedimientos experimentales que permitan
-+«.entender mejor el funcionamiento de los canales TRPC's en los fibroblastos
Ttoteee-. cardiacos bajo una condicién de DM2.
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Comprender el funcionamiento de los TRPC's bajo condiciones

patolégicas coadyuvaria al disefio de farmacos con funciones
antifibréticas que ayuden a mejorar la calidad de vida de los pacientes
con DM2.

"R RN
.--l.'l...-.-l'
.l.l.il‘.‘I.II.I‘I.I‘...I-.‘

' EEEE R RS
.Q'."l..l.l

2/2

Referencias

1) Mumaga-Tomita, T., Oda, 5., Shimauchi, T., Nishimura, 4., Mangmool, 5., & Nishida, M. {2017 TRPC3 Channels in Cardiac Fibrosis. Frontiers in cordiovasculor medicing, 4, 54,
hittps: ffdoi.orgf10.338% fovmn_ 201 7 00056

21 Wang, Hongbo; Cheng, Xiacding; Tian, Jinkin; Xieo, Yuling; Tian, Tian; ¥u, Fuchun; Hong, ¥uechuan; Zhu, Michael X. (20200, TRPC channels: Structure, function, regulation and
recent advances in small molecular probes Pharmacology & Therapeutics, 2090, 107497 - doi:10.1014/j. pharmthera. 2020107457

3) Saeedi, P., Peterschn, |., Sal P., Malanda, B., Karuranga, 5., Unwin, M., Colagiuri, 5., Guariguata, L., Motala, A, A., Ogurtsova, K., Shaw, J. E., Bright, D., Williams, R., & IDF

Tiahetes Aiius Gomamltiee (019 filabal and reyionsl distetos nravalenos eatkrstes Tor S01F and, siajestions for 2050 srd S045¢ Kasulis frod te nlernabional Disbates Federatian
Diabetes Atlas, %th edition. Diabetes research and clinical practice, 157, 107843, https://doi.org/10.101 /] diabres. 2019107343

4iFrangogiannis M. G. (2021). Cardiac fibrosis. Cardiovascular research, 11714), 1450-1488. https:/ fdoi.org/10. 1093 /cvr fovaal2s

63




