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1 Resumen

La diabetes es definida como un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecién de
insulina. Existen 2 tipos de diabetes tipo 1 y tipo 2; esta ultima se debe a una
combinacion de resistencia a la accion de la insulina y una inadecuada

respuesta secretora compensatoria a la previa resistencia.

En México, la diabetes tipo 2 es una de las 10 causas principales de
hospitalizacion en adultos y aumenta el riesgo de sufrir infarto al miocardio o
cerebral pues esta se ha relacionado fuertemente con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. En procesos patolégicos, el corazén es
sometido a un proceso de remodelacion induciendo cambios estructurales y
funcionales como lo son aumento en el diametro de las cavidades, masa,

forma o fibrosis que, eventualmente llevan a la insuficiencia cardiaca.

La funcioén principal del corazén es la de bombear sangre al cuerpo entero y
dicha funcion se ve determinada por el acople excitacidn-contraccion, del cual
los tubulos t, invaginaciones del sarcolema en el cardiomiocito, son parte

integral pues en ellos comienza el proceso de acople electromecanico.

En este trabajo evaluamos los cambios en el sistema de tubulos t y su
conformacién en forma de red. Se utilizaron imagenes de cardiomiocitos
ventriculares derecho e izquierdo, provenientes de ratas, lean zucker diabetic
fatty (LZDF) como controles y de zucker diabetic fatty (ZDF) como grupo

problema o zucker diabetic fatty normoglicemicas (ZDF GN) como referencia.

Se aislaron cardiomiocitos a las 13 semanas de edad, se marcaron con un
colorante fluorescentes que nos permite ver la membrana plasmatica
(Di-8-ANEPPS). Posteriormente, se capturaron imagenes de estas células en
un microscopio confocal. Las imagenes fueron analizadas con un software de

procesamiento y analisis de imagenes, con el cual se cred una reconstruccion



2d de la red de tubulos t, lo que nos permitid evaluar los componentes y

caracteristicas de esta.

Los resultados obtenidos mostraron cambios en el numero de componentes
estructurales correspondientes a la red de tubulos t en cardiomiocitos
ventriculares de ratas LZDF, ZDF y ZDF GN. Se encontré un aumento en el
numero de tubulos t, ramificaciones, uniones y terminaciones en la estructura
de la red asi como un cambio en la direccionalidad de los tubulos t, los
cambios se evaluaron tanto en el corazén completo de manera global como en
ventriculo izquierdo y derecho; los cambios en ventriculo izquierdo contribuyen

mayormente a las variaciones encontradas en corazon completo.

Proponemos que los cambios encontrados podrian tener una funcién
compensatoria tratando de suplir alteraciones funcionales presentes en los
modelos diabéticos y obesos, como lo son la falla en la homeostasis de calcio
intracelular. Es necesario complementar este trabajo estudiando los procesos

moleculares que causan la remodelacién estructural que estamos reportando.



1. Introduccion

1.1 Corazon

El corazon es un 6rgano hueco que se encarga de bombear sangre a todo el
organismo, distribuyendo asi, oxigeno y nutrientes y removiendo productos del

metabolismo celular de todo el cuerpo (Barret, 2021)

El corazén esta formado por 2 bombas separadas por un septum: una bomba
derecha que bombea sangre a los pulmones y una bomba izquierda que
bombea sangre hacia los érganos periféricos. A su vez, cada una de estas
bombas se divide en una camara superior o auricula y una inferior o ventriculo.
(Hall J. , 2011)

El corazén esta formado por tres tipos principales de musculo cardiaco:
auricular, ventricular y fibras musculares especializadas de excitacion y
conduccion. Los musculos auriculares y ventriculares son muy similares al
musculo esquelético con un par de diferencias morfolégicas y en la duracién
de sus contracciones. El musculo especializado se contrae débilmente pues su
principal funcion es la de conducir descargas eléctricas ritmicas en forma de
potenciales de accion por todo el corazén, coordinando asi la contraccion de

las camaras cardiacas durante el ciclo cardiaco. (Hall J. , 2011)

El musculo cardiaco se comporta como un sincitio, es decir funciona como una
sola unidad coordinada gracias a los discos intercalares, los cuales se forman
por la union de células musculares individuales entre si. En cada uno de estos
discos intercalares se encuentran uniones comunicantes o GAP junctions que
conectan a dos células permitiendo una rapida propagacion del potencial de
accion a traveés de los discos intercalares. Por lo tanto, el musculo cardiaco es
un sincitio funcional en el cual multiples células musculares interconectadas
entre si facilitan la propagacién del potencial de accion de célula a célula. Es
importante este proceso para lograr una contraccién sincrona y a su vez el

bombeo y ciclos cardiacos adecuados. (Hall J. E., 2011)



Se le llama ciclo cardiaco a la serie de procesos que toman lugar al inicio de
un latido y termind al comienzo del siguiente. El ciclo cardiaco puede ser
dividido en dos fases generales siendo estas la sistole, la cual se refiere a los
eventos asociados con la contraccidn y eyeccion ventricular, y la diastole
refiriéndose al resto del ciclo de relajacion y llenado ventriculares. (Klabunde,
2005)

Cada ciclo es iniciado por la generacion espontanea de un potencial de accion
en el ndédulo sinusal, el potencial de accion viaja desde aqui por ambas
auriculas hacia los ventriculos pasando por el nodo auriculoventricular el cual
retrasa el impulso cardiaco. Esto permite que las auriculas se contraigan antes
de la contraccion ventricular, bombeando de esta manera sangre hacia los

ventriculos antes de que comience la contraccion ventricular. (Hall J. , 2011)

1.2 Diabetes

La diabetes es definida como un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecién de
insulina, la accion de ésta o ambas. La hiperglucemia cronica asociada a la
diabetes esta asociada con dafio y falla a largo plazo de distintos 6rganos,

particularmente ojos, rifidn y corazén. (Association, 2014)

Una gran parte de los casos de diabetes caen en una de dos categorias
etiopatogénicas: diabetes tipo 1, cuya causa se debe a una deficiencia
absoluta en la secrecion de insulina diabetes tipo 2, cuya causa es una
combinacion de resistencia a la accion de la insulina y una inadecuada

respuesta secretora compensatoria a la previa resistencia. (Association, 2014)

Existen multiples vias para el diagndstico efectivo de la diabetes basandose en
la medicién de glucosa en sangre. Ver tabla 1. (A.D.A. American Diabetes
Association, 2021)



Prueba

Criterios diagnosticos

Hemoglobina glucosilada o A1C

Evalua el promedio de la glucosa en
sangre del individuo en los pasados 2 a
3 meses. La diabetes es diagnosticada
dentro de Ilos siguientes criterios:
Normal <5.7%, Prediabetes 5.7% a
6.4%, Diabetes = 6.5%.

Glucosa plasmatica en ayuno

Evalua los niveles de glucosa tras 8
horas de ayuno. Los criterios son los
siguientes: Normal < 100 mg/dl,
Prediabetes 100 mg/dl a 125 mg/dI,
Diabetes >126 mg/dI.

Prueba de tolerancia oral a la glucosa

Evalua los niveles de glucosa 2 horas
después y antes de la ingesta de una
bebida azucarada. Los criterios son los
siguientes: Normal < 140 mg/dl,
Prediabetes 140mg/dl a 199 mg/dI,
Diabetes >200 mg/dl.

Prueba casual de glucosa en plasma

Al presentar sintomas severos de
diabetes se evalua a cualquier hora del
dia con o sin ayuno. La diabetes es
diagnosticada al encontrar niveles de
glucosa en plasma =200 md/dI.

Tabla 1. Pruebas y criterios de diagndstico de Diabetes de la American Diabetes Association

(A.D.A. American Diabetes Association , 2021, p.https://www.diabetes.org/a1c/diagnosis)

El incremento global en la incidencia de diabetes aumenté de 11.3 millones en
1990 a 22.9 millones en 2017, lo que representa un incremento del 102.9% y
se pronostica un aumento de la incidencia de diabetes a 26.6 millones en el
ano 2025. (Lin, 2020)

La federacion internacional de diabetes estima que en México, habra nueve
millones de personas con diabetes en el afio 2025 (Levy, 2020). La prevalencia

de diabetes en el 2012 era del 9.2% de la poblacién, es decir,




aproximadamente 6.4 millones de personas. Esta incidencia aumento un punto
porcentual en 8 anos, 10.3%( Levy,2020) y si la tendencia de crecimiento sigue
proyecciones, previamente estimadas, se espera que en 2030 la prevalencia
alcance entre el 12% y 18% de la poblacién y 14% y 22% para el 2050.
(ENSANUT, 2016; Fowlkes et al., 2013; Rojas et al., 2018)

La diabetes se ha relacionado fuertemente con enfermedades
cardiovasculares; aumentando en dos y cinco veces el riesgo de sufrir
insuficiencia cardiaca, en hombres y mujeres diabéticos, respectivamente.

(Paneni, 2008; Russo & Frangogiannis, 2016)

El corazon se ve afectado por la diabetes siendo la enfermedad coronaria y
eventos cardiovasculares los casos mas documentados, sin embargo, también
se han registrado multiples cambios significativos en tanto la funcién como en
la morfologia cardiaca causados por procesos de remodelacion
desencadenados por la hiperglucemia. Distintas enfermedades y condiciones
como el infarto al miocardio, la obesidad, cardiomiopatia dilatada y miocarditis,
asi como la diabetes someten al corazén a un proceso de remodelacién
funcional, induciendo cambios morfolégicos que, como ya se menciond
previamente, llevan de manera tanto directa como indirectamente a la
insuficiencia cardiaca. (Abel et al., 2008; Azevedo et al., Fowlkes et al.,
20132016; Jugdutt, 2003; Koektuerk et al., 2016)



2. Antecedentes
2.1 Antecedentes Generales

2.1.1 Cardiomiocito

El miocardio es un tejido organizado en un complejo arreglo celular, los
componentes principales son los cardiomiocitos, fibroblastos cardiacos, células
endoteliales y células vasculares de musculo liso. En un corazon adulto los
cardiomiocitos representan aproximadamente el 30% del total de células, sin
embargo, ocupan la mayor parte del volumen celular. EI 70% restante esta
compuesto por los otros tipos celulares, en su mayoria fibroblastos cardiacos.
(Jugdutt, 2003)

Los miocitos cardiacos representan un tipo de musculo estriado, llamado asi
por las estrias, lineas y bandas, observadas microscopicamente y que
corresponden con los miofilamentos musculares. La unidad contractil basica
del miocito, el sarcomero, se encuentra entre dos lineas Z las cuales
desempeifian un rol en la organizacion proteica y soporte de la tensién en la

estructura del sarcémero.

En un sarcémero se encuentran miofilamentos de dos tipos: filamentos
gruesos compuestos por miosina y filamentos delgados compuestos por
Actina, troponina y tropomiosina. Los filamentos gruesos se colocan entre los
filamentos finos y se entrelazan parcialmente con ellos. Este entrelazamiento
da pie a bandas oscuras y claras alternadas llamadas bandas A y bandas |,
respectivamente. (Fig.1) En la banda | (isotrépico) se distinguen los filamentos
delgados de actina interrumpidos en la parte media por la linea Z. La Banda A
(anisotropico) esta formada principalmente por filamentos gruesos de miosina
ubicados en el centro del sarcomero y porciones de filamentos delgados de
actina. Esta banda tiene 3 secciones: la linea M que corresponde a la porcidn
central de cada filamento grueso; la banda H que corresponde a la porcion de
la banda A donde solo se observan filamentos gruesos y, la zona de
sobreposicion, en la que los filamentos delgados estan situados entre los

filamentos gruesos. Cada filamento delgado esta rodeado por tres filamentos



gruesos y cada filamento grueso por seis filamentos delgados. (Boron &
Boulpaep, 2012; Klabunde, 2005)

La longitud del sarcémero bajo condiciones fisiolégicas es de 1.6um a 2.2um
(Klabunde, 2005). Los miocitos ventriculares de mamifero tienen entre 100 y
150um de largo, 10-20pm de ancho y alrededor de 10um de alto. Las
estriaciones se observan normalmente a lo largo del eje de la célula cada 1.8 —
2.0 ym. (Guatimosim et al., 2002)

Sarcomera Disco intercalado

Miofilamentos

Miofibrillas

-__-—-"'“'"H_.J

Miocito

Figura 1. Estructura del cardiomiocito. Del lado derecho se muestra un grupo de
cardiomiocitos interconectados entre si mediante los discos intercalares. Del lado izquierdo, se
muestra un acercamiento a la parte interna de los cardiomiocitos y las miofibrillas que se
forman en su interior. Cada miofibrilla esta formada de varios miofilamentos contractiles que

forman el sarcémero (imagen inferior) (Klabunde, 2005)
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2.1.2 Acople excitacion-contraccion

El acople excitacidon-contraccion es el proceso mediante el cual el potencial de
accion genera la contraccion del miocito cardiaco. Para entender este proceso

es importante describir la estructura interna del cardiomiocito.

La membrana del miocito o sarcolema tiene invaginaciones profundas, que
rodean a los grupos de miofibrillas a la altura de la linea z creando una extensa

malla llamada Red de Tubulos T.

El acople excitacion-contraccion depende de la asociacion entre el reticulo
sarcoplasmico y la membrana de los tubulos t, puesto que estos permiten la
transmision del potencial de accién al interior del miocito iniciando asi el acople
excitacion-contraccion de manera coordinada en toda la célula muscular.
(Manfra et al., 2017)

Cuando un potencial de accion se genera sobre la membrana del musculo
cardiaco, este se propaga a través de la red de tubulos t gracias a la activacion
secuencial de diferentes canales ionicos. La activacion de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo L (LTCC por sus siglas en inglés) permite la
entrada de Ca?" y la apertura de la isoforma 2 del receptor de rianodina
(RyR2). Ambas estructuras se encuentran localizadas en proximidad (15 nm)
formando un sitio de acople funcional entre el tubulo t y la cisterna terminal del
reticulo sarcoplasmatico llamado “couplon”. (Fig.2) El coupldén consta de
aproximadamente 100 RyR2 junto con 25 canales tipo L. (Fig.3) (Eisner et al.,
2017)
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Figura 2. Estructuras involucradas en el acople excitacién-contracciéon. La membrana de
los cardiomiocitos presenta invaginaciones llamadas tubulos t, donde se concentran y
organizan, junto con las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico las proteinas que
tienen un papel central en el proceso acople excitacion-contraccion. Imagen tomada y

modificada de Eisner et al., 2017.

En los RyR2 se reunen proteinas regulatorias (calmodulina, proteina de
anclaje FK-506, PKA, sorcina, fosfatasas 1 y 2 ) que participan en el proceso
de liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico, elevando asi la [Ca2+]i, a
este proceso se le conoce como liberacién de calcio inducida por calcio o
CICR, por sus siglas en inglés. (Bers, 2002; Boron & Boulpaep, 2012; Hall J. ,
2011)

En la diada se encuentran estructuras adicionales a los canales RyR y LTCC
que contribuyen en la regulacion de calcio, tanto en la membrana de los

tubulos T como en la del reticulo sarcoplasmico.

La mas estudiada de estas estructuras es el intercambiador Sodio Calcio
(NCX), el cual contribuye en su modo reverso al flujo de calcio durante la etapa

temprana del potencial de accion. Para su correcta funcién el canal de sodio
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voltaje dependiente (INa) aumenta la concentracion de sodio en el interior
celular, durante la etapa temprana del potencial de accion, facilitando la accién
del modo reverso del NCX. (Eisner et al., 2017)

La Serca2 es otro de los mecanismos involucrados en la regulacién de calcio,
estudios de imagen confocal sugieren que la SERCA2 se encuentra localizada
en la linea Z al igual que alrededor de algunos miofilamentos. (Eisner et al.,
2017)

En el reticulo sarcoplasmico de encuentran proteinas reguladoras, como lo son
la calmodulina que ejerce una modulaciéon dependiente de Ca2+ de la funcion
RyR, a proteina FK 506 que estabiliza la apertura de RyRs, PKA que altera la
apertura de RyR y de la ICa, fosfatasas 1,2A y sorcina las cuales se anclan a

los RyR y a los canales de calcio. (Bers, 2002)

Todas estas estructuras participan tanto en la regulacion del calcio intra
sarcoplasmico como en la liberacion de este, y estas se encuentran en el
complejo de unidn o coupldén entre el reticulo sarcoplasmico y la membrana de
los Tubulos T. Este arreglo es responsable de una gran parte de la
funcionalidad del Complejo de liberacion y modulacién de calcio (Bers, 2002) y

en consecuencia del acople excitacién contraccion.
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Figura 3. Couplén cardiaco. En regiones especificas de la diada, la membrana plasmatica
del tubulo t y del reticulo sarcoplasmatico se acercan a una distancia aproximada de 15nm y
permiten que, los canales de calcio sensibles a voltajes y los receptores de rianodina tipo 2
queden en yuxtaposicion formando una unidad funcional llamada couplén cardiaco. En las
cercania se encuentran otras proteinas que modulan la entrada, liberacién, recaptura vy
extrusion de calcio como son el intercambiador sodio (NCX), la ATPasa de calcio del reticulo

sarcoplasmico (SERCA), triadina, juntina, fosfolambano (PLN) o calsecuestrina (CSQ). Imagen
tomada y modificada de Eisner et al., 2017.

La combinacién de la entrada de calcio extracelular y la liberacién desde el RE
permite un aumento en la concentracion de calcio intracelular de 100 nM, en

un estado en reposo a 1 uyM. (Marks, 2003) Permiten que el ion se una a la

proteina troponina C, la cual forma parte de la maquinaria contractil,

comenzando el proceso de contraccién muscular. (Bers, 2002)
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2.2 Antecedentes especificos

2.2.1 Red de Tubulos T

El sistema Tubular Transverso Axial o sistema de tubulos t se compone de
invaginaciones del sarcolema, de 150 a 300 nm de ancho, perpendiculares al
eje longitudinal del miocito, interconectadas en una extensa red por lo que
también se le conoce como red de tubulos T. En los tubulos t se expresa una
alta densidad de canales iénicos y proteinas reguladoras del calcio intracelular.
(Hong & Shaw, 2017)

El interior de los tubulos t es una continuacién del espacio extracelular. Su
orientacion indica que estos tubulos de la membrana son principalmente
transversales y perpendiculares a los bordes longitudinales del miocito, con
una porcion axial que corre en paralelo entre los miofilamentos que conectan
los tubulos transversales. En estudios recientes se ha identificado una
proporcion entre tubulos transversos y axiales de 60% y 40% respectivamente
(Soeller & Cannell, 1999). Los tubulos t envuelven a las miofibrillas a la altura
de la linea z y forman estructuras funcionales con los extremos planos del
reticulo sarcoplasmico a las que se les conoce como diadas cardiacas. (Fig.4)
(Hong & Shaw, 2017)

Los tubulos t se presentan principalmente en cardiomiocitos ventriculares y
varian en didmetro desde 20 a 450 nm constituyendo del 0.8 al 3.6% del total
del volumen celular y del 21 al 64% del total del sarcolema. En cardiomiocitos
auriculares la red de tubulos t se encuentra menos desarrollada y varia mas
entre célula y célula, por ejemplo, en ratas aproximadamente soélo una tercera
parte de las células auriculares estaban tubuladas y los tubos que poseian era
longitudinales, en otro estudio, se identificd que los tubulos axiales contienen al
menos el 19% de los RyR de toda la célula sugiriendo que a pesar de ser
menos prevalentes en la célula, estos juegan un rol importante en el acople

excitacién-contraccion. (Jayasinghe et al., 2009; Manfra et al., 2017)

La estructura en red que poseen los tubulos t no es uniforme y consiste en

multiples variaciones de luz, diametro, diferencias en la estructura de

15



membrana y multiples tipos de subdominios (Fig.4) .Esta ultraestructura y
subdominios son imperativos al brindar una base estructural y funcional a la
red como lo son: dobleces mediados por amphiphisina o cBIN1, caveolas o
invaginaciones pequefias mediadas por caveolina 3 y los micro dominios de
anquirina B, ademas, en una gran parte estos microdominios se concentran
canales e intercambiadores idnicos para facilitar a los tubulos t realizar sus
funciones. (Hong & Shaw, 2017)

Espacio extracellular lones extracelulares

F
V4

Reticulo
sarcoplismico

‘ e Rieticulo
Tibule T e Sarcopldsmico  Miofilamento

Figura 4. Ultraestructura de los tibulos t. En el panel superior se muestra una caricatura de
los tubulos t, los microdominios cBin1(amarillo), el arreglo de couplon entre RYR2 (rosa) y
canales de calcio tipo L (verde). Debajo, una caricatura de un cardiomiocito mostrando el
acomodo espacial de los tubulos t, la formacion de diadas y su alineamiento con las lineas z
de la sarcémera. Imagen tomada de Hong & Shaw, 2017.

La funcion principal de los tubulos t es propagar el potencial de accién al
interior del cardiomiocito iniciando el acople excitaciéon contraccién a través del

16



posicionamiento cercano de canales tipo L a canales RyR2 formando diadas y
facilitando la liberacién de calcio inducida por calcio en todas las sarcomeras
sin importar que tan profundo estas se encuentren dentro de la célula. Sin
embargo, tienen roles importantes en el mantenimiento del potencial de
membrana, regulacion de este y facilitamiento de la remocién de calcio en la
relajacion muscular. La asociacion y estructura correctas de los tubulos t con el
resto de la célula aseguran un flujo de calcio adecuado, desencadenando la
CICR. (Hong & Shaw, 2017; Ibrahim et al., 2011; Manfra et al., 2017)

Los tubulos t concentran otras estructuras involucradas en la regulacién de
calcio, el NCX y la PMCA se encuentran expresados en cercania a los tubulos
t, dandole un acceso privilegiado a estas estructuras para favorecer la
remocion de calcio, indicando que las vias principales de remocion de calcio se
encuentran cerca de las vias de intrusidn de calcio en los tubulos t implicando
a estos en un rol importante en la homeostasis del calcio. (Greene et al., 2000;
Ibrahim et al., 2011)

2.2.2 Regulacion de los Tubulos T

La red de tubulos t es dindmica y esta se ve regulada por factores bioquimicos
y biomecanicos que trabajan en conjunto para mantener la funcién y estructura
de la red de tubulos t. (Ibrahim et al. , 2011) Entre los factores bioquimicos
involucrados en la regulacion de los tubulos t destacan 2 particulares los

cuales son amphiphisina 2 (BIN1) y junctophilina 2 (JHP2).

Bin1 juega un rol importante en la formacion de los tubulos t, su expresién en
células no musculares resulta en la formacién de estructuras tubulares
similares a los tubulos t en la membrana. Esta proteina no solo se involucra en
la formacion de tubulos t, también existen evidencias de tener un rol en el
acarreo de canales de calcio tipo L hacia los tubulos t. Mutaciones en Bin1
resultan en una desorganizacion en la red de tubulos T incluso de-tubulacion.
(Ibrahim et al., 2011; Louch et al., 2010)

17



La Junctophilina 2 (JPH2) es una proteina de membrana estructural cuyo rol es
anclar los tubulos t con el reticulo sarcoplasmico formando las diadas,
particularmente se ha elucidado que la formacién de las diadas, asi como la
expresion JPH2 se generan al mismo tiempo en la maduracion de los tubulos t.
(Louch et al., 2010; Manfra et al., 2017; Poulet et al., 2021) La JPH2 igual tiene
un rol en el mantenimiento y conservacion de diadas en cardiomiocitos
maduros, pues su regulacion negativa en insuficiencia cardiaca se ha

relacionado con la remodelacion de los tubulos t.(Manfra et al., 2017)
Otras moléculas y proteinas involucradas en la regulacion de los tubulos t son:

Titin-cap (Tcap) la cual ha sido identificada como parte de un complejo sensible
al estiramiento en el miocardio. La ausencia de Tcap se ha relacionado con
una funcion andémala y la disrupcién del desarrollo y formacion de tubulos t,
Tcap promueve la formacién de tubulos t en respuesta a un estiramiento
aumentado. Mutaciones de Tcap podrian causar cardiomiopatia dilatada, o
cardiomiopatias hipertroficas las cuales podrian estar relacionadas con la

respuesta del miocardio al estiramiento. (Ilbrahim et al., 2011)

En menor medida caveolina 3 la cual forma caveolas, y aparentemente juega
un rol al darle soporte a JPH2 para su correcta funcién permitiéndole anclarse
a la membrana formando las diadas, asi como tropomiosina, miotubularina,
obscurina, traidina, y mitsugumina estan involucradas en la regulacién de los
tubulos t en mayor o menor media. Pues se ha evidenciado que su ausencia o
regulacion negativa resulta en alteraciones en la estructura de los tubulos t y
funcion. (Ibrahim et al., 2011; Louch et al., 2010; Manfra et al., 2017; Poulet et
al., 2021)

La presencia de alteraciones en la red de tubulos t ha sido demostrada en
humanos y biomodelos, principalmente en la insuficiencia cardiaca, en la cual
existe una desorganizacién de la estructura de tubulos t causada por una serie
de estresores al miocardio; estos cambios han sido identificados desde fases
tempranas de la enfermedad y durante la hipertrofia en transicion a
insuficiencia cardiaca y estan relacionados con alteraciones en los factores de

regulacion de la red de tubulos t. (Ibrahim et al., 2011)
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Pacientes con isquemias cardiacas e hipertrofia han presentado un profundo
dafio a la estructura de tubulos t con una reducciéon en su densidad y
regularidad. De igual modo, en modelos animales se han hallado cambios

similares en la estructura y organizacién de los tubulos t. (Ibrahim et al., 2011)
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3. Planteamiento del Problema

Los tubulos t juegan un rol funcional y estructural esencial en el cardiomiocito,
particularmente en la formaciéon de diadas y couplones cardiacos los cuales
son estructuras esenciales en el acople excitacidon-contraccion. (Bers, 2002;
Eisner et al., 2017; Hong & Shaw, 2017)

El mantenimiento de la estructura y funcion de la red de tubulos t es critica
para una correcta funcién cardiaca, y como se ha reportado, los cambios en
los tubulos t en distintas cardiopatias altera el acople excitacion contraccion a
través de la desorganizacion de los elementos que participan en el mismo,
llevando al corazdn eventualmente a un estado de insuficiencia mecanica y
funcional (Ibrahim et al., 2011; Pinali et al., 2015)

La diabetes induce cambios morfolégicos de manera directa e indirecta en el
corazén, lo que nos lleva a plantear la siguiente pregunta ;Cémo se altera la
estructura de la red de tubulos t de los cardiomiocitos en condiciones

hiperglucemicas (diabetes)?
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4. Objetivos

Objetivo General

Determinar las caracteristicas morfolégicas de la red de tubulos t de células
ventriculares en un modelo de diabetes mellitus tipo 2 y compararlas con un

grupo control en busca de diferencias.
Objetivos especificos

Evaluar las siguientes caracteristicas de la red de tubulos t en
cardiomiocitos obtenidos de ratas de la cepa Zucker Diabetic Fatty, un

biomodelo de diabetes mellitus tipo 2.
Numero de tubulos t totales en la red
Numero de ramificaciones de la red de tubulos t
Numero de uniones en la red de tubulos t
Numero de terminaciones en la red de tubulos t
Largo promedio de la red de tubulos t
Porcentaje del area ocupado por la red de tubulos t en la célula
Evaluar el area y perimetro del cardiomiocito
Porcentaje de tubulos t axiales y transversales

Realizar un analisis estadistico para determinar las diferencias
entre las caracteristicas de los tubulos t de las ratas ZDF diabéticas y

ZDF normoglicémicas.
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5. Material y métodos

Modelo Animal

Utilizamos como modelo animal de diabetes mellitus tipo 2 a la rata zucker
diabetic fatty (ZDF) ,un modelo de rata desarrollado a partir de ratas Zucker
Fatty (ZF), el cual contiene una mutacién sin sentido (fatty/fa) en el gen
receptor de leptina (Lepr) desarrollando obesidad sin diabetes (Yokoi et al.,
2013).

Las ratas ZDF exhiben obesidad y diabetes y presentan la mutacion puntual
autosdmica recesiva del gen codificante para el receptor de leptina (fa/fa). La
mutacion en el gen favorece el desarrollo de resistencia a la leptina y esta a su
vez inhibe la percepcion de saciedad del roedor, asi como su capacidad para

censar la ingesta calérica.

Se establece como control a las ratas Lean Zucker Diabetic Fatty (LZDF) las
cuales son el fenotipo delgado y no diabético de camada de las ZDF, estas no
expresan la mutacion en el receptor de leptina sin embargo son portadoras del
alelo recesivo (fa) (Heo et al., 2002) y como grupos problema a las ratas ZDF y
ZDF GN, las cuales son ratas Zucker diabetic fatty normoglicemicas que solo
desarrollan obesidad; este modelo ha sido descrito previamente en el
laboratorio asi como por Wang y colaboradores (Wang et al., 2014). Se
utilizaron 16 ratas para este estudio: 3 correspondientes del grupo LZDF, 8 al
grupo ZDF y 5 al grupo ZDF GN.

Las ratas usadas en este trabajo fueron obtenidas y criadas en el Bioterio de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, acorde a los criterios de calidad
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM 062-ZO0-1999, para el
cuidado y manejo de animales de laboratorio. Las ratas, de los 3 grupos,

fueron sometidas a una dieta alta en grasas (LabDiet 5008), durante un
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periodo de 3 meses y ambos grupos tuvieron libre acceso a agua potable

normal.

Tras la finalizacion del tratamiento se midi6 el peso del animal. la
circunferencia abdominal, y longitud hocico ano, ademas de realizar
mediciones de glucosa plasmatica basal, glucosa plasmatica en ayuno y curva

de tolerancia a la glucosa.

Previo a la prueba de tolerancia, se registrd la glucosa plasmatica basal,
mediante extraccion de sangre, aproximadamente 50 pl, por puncién en la
vena caudal ventral de la cola de la rata y posteriormente se les retir6 el
alimento por un periodo de 6 horas, manteniendo libre acceso a agua potable
normal. Se consideré que los periodos de ayuno fueran lo mas aproximados o
acordes a los periodos de descanso dentro de los ciclos circadianos de las
ratas. A las 6 horas de ayuno se les administré una dosis intraperitoneal de
glucosa a 2 g/kg (Guy B. Mulder, 2010) y se hizo el registro de glucosa
plasmatica, a los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracion.
Todas las lecturas de glucosa plasmatica se realizaron con el sistema
Contour™TS Bayer.

Aislamiento de Cardiomiocitos

Las ratas fueron sacrificadas al cumplir las 13 semanas de edad. Se
anestesiaron con sevofluorano (5%) y se les administré heparina (200 Ul/kg)
via intraperitoneal. Para comenzar el proceso de aislamiento, se comprobd la
anestesia completa evaluando los reflejos palpebrales y patelares,

posteriormente, se realizé una toracotomia anterior y se extrajo el corazon.
Una vez extraido el corazon se sumergioé en solucion tirode fria (-12 + 1 °C), en

la cual se retiraron los restos de tejido no deseados como pulmones y tejido

adiposo, se realizé un corte ascendente transversal en la aorta para separarla
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del resto del vaso y canularlo. Utilizamos el sistema de perfusion langendorff,
sujetando el corazén a una canula insertada en la aorta.

Una vez montado el corazén al sistema se procedié a una perfusion y lavado
con soluciones a una temperatura de 36+1 °C. El orden y duracién de la
perfusion de detalla a continuacion:

Primero se perfunde al corazon con solucion tirode durante 10 minutos con el
objetivo de eliminar restos de sangre del corazoén, a continuacién perfundié con
tirode sin calcio durante 2 a 4 minutos para detener la contraccion del tejido y
facilitar la digestion enzimatica, posteriormente se perfundié al corazén con
colagenasa tipo Il disuelta en solucidon tirode sin calcio durante 5 minutos,
seguido de la adiciéon de proteasa tipo XIV durante 2 a 3 minutos mas.
Finalmente se detuvo la digestién enzimatica con un lavado de solucién Kraft
Bruhe (KB) durante 1 a 3 minutos.

Posteriormente se procedié a disecar el corazon para obtener los musculos
ventriculares de la pared libre del ventriculo derecho e izquierdo, el corazon se
encontraba sumergido en solucion KB durante este proceso. Una vez
obtenidos los tejidos se procedid a realizar una disociacion mecanica mediante
agitacion constante en solucion KB. El tiempo de agitacion varié dependiendo

la presencia de células viables para su estudio.

Captura de imagenes

Las células obtenidas fueron cargados en una solucién de di-8-ANEPPS, un
tinte fluorescente que tifie la membrana plasmatica y sirve para delinear la
estructura de los tubulos t, durante 30 minutos a 36.5 °C

Una vez cargadas, las células se observaron en un microscopio confocal
invertido con un objetivo 60x, y se tomaron capturas de cardiomiocitos
ventriculares que exhibieron forma de bastén, con estrias claras en la imagen
de campo claro, tratando de que el eje longitudinal de la célula se encontrara
paralelo al eje x de la captura.

Se obtuvieron 197 imagenes de las cuales 43 corresponden a cardiomiocitos
de ratas LZDF, 65 a ZDF y 89 a ZDF GN.
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Registro de la red de tubulos t y sus componentes

Las imagenes obtenidas fueron sometidas al proceso de analisis previamente
descrito por Wagner y colaboradores (Wagner et al., 2014):
1. La imagen se aline6 de modo que el eje longitudinal de la célula se

encontrara paralelo al eje x de la imagen.

2. Utilizando la herramienta “seleccidon de poligono” se delimité una region de
interés o ROI que excluyera la membrana exterior del sarcolema e incluyera

todas las porciones internas de la red de tubulos t.

3. Se seleccionaron los comandos “edit” + “clear outside” con lo que se generd

un ROl listo para el analisis.

4. Los siguientes pasos se realizaron para asegurar una imagen de la red de

tubulos t fidedigna a la red real.

4.1 Se dio clic en — Procesar — Restar fondo y establecer el
“rolling ball point radius” de acuerdo con cada imagen, este fue
establecido con base en el numero de pixeles que corresponde

aproximadamente a un radio fisico de 500 nm.

4.2 Se dio clic en — Procesar — Mejorar el contraste local
(CLAHE). Se estableci6 el tamano del bloque en 49, los
contenedores del histograma en 256, la pendiente maxima en 3

y la mascara en "ninguna".
4.3 Se dio clic en — Procesar — Suavizar.

4.4 Se dio clic en — Plug-Ins — Segmentacion — Statistical Region
Merging. Se establecieron los parametros en Q100 — y se

procedié a dar clic en Mostrar promedios.

25



4.5 Confirmd el procesamiento completo de la combinacion de
regiones estadisticas y se procedié a dar clic en — Imagen —
Tipo — 8 bits.

4.6 Se dio clic en — Imagen — Ajustar — Umbral.

El umbral seleccionado fue lo suficientemente bajo para detectar la
mayoria de las estructuras de la red de tubulos t, y lo
suficientemente alto para evitar registrar “ruido” como estructuras.
Se realizé una eleccion correcta del umbral asegurandose que se
produjeran solo estructuras de la red de tubulos especificos, pero no

sefales falsas positivas debido al ruido de fondo.

4.7 Se asegurd la correcta superposicion de los detalles de la
imagen de la red de tubulos t, frente a los datos del esqueleto
extraidos, comparando la imagen del umbral con la imagen
original visualmente asegurandose que las estructuras fueran

fieles a la original.

4.8 Se dio clic en — Aplicar: con lo cual los datos de la imagen se

convirtieron en datos binarios.

4.9 Se dio clic en — Complementos — Skeleton— Skeletonize (2D /
3D) y se guardé la imagen 2D esqueletizada haciendo clic en —

Archivo — Guardar como — Tif.

4.10 Se dio clic en — Complementos — Analizar esqueleto (2D /

3D) con lo que se obtuvieron los datos cuantitativos.

411 Se dio clic en Prune cycle method: none. y confirmo la

seleccion para generar una tabla de datos.

4.12 La tabla de datos previamente obtenida se guardd y analizo

subsecuentemente.
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Registro de direccionalidad de los componentes de la red

de tubulos t

Se abrid la imagen esqueletizada obtenida previamente y siguieron lo pasos

siguientes:
1. Se dio clic en — Analizar — Direccionalidad — especificar:
Método: Componentes de Fourier
N-bins 180
Inicio del histograma -45
Fin de histograma 140
Mostrar tabla

2. Los datos fueron generados y guardados

Analisis de datos

Una vez obtenidas las graficas de datos de la red de tubulos t, estas se
transformaron en un archivo de Excel para su facil manipulacion y se
ponderaron los datos con respecto a sus imagenes, posteriormente las
unidades de pixel se convirtieron en las unidades correspondientes a la
variable analizada: Largo promedio de las ramificaciones (um), largo total de la

red de tubulos t (um), area (um?), perimetro (um).

A continuacion, se procedié a analizar los datos en el programa PRISM 8
donde los datos obtenidos se expresaron como la media aritmética + el error
estandar asociado a la media (SEM). Finalmente a estos se les realizaron
pruebas de normalidad Shapiro—Wilk, y se procedié a comparar los datos con
una prueba Anova de 1 via paramétrica (Brown- Forsythe y Welch) o no
paramétrica (Kruskall Wallis) dependiendo los resultados de la prueba de

normalidad.
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6. Resultados

Utilizando el software de analisis y procesamiento de imagenes Fiji y el plug-in
analyze skeleton se analizaron las variables previamente descritas de la red de
tubulos t en los diferentes grupos LZDF control (n= 3 corazones, 43 células) y
los grupos problema: ZDF (n=8 corazones, 65 células) y ZDF GN (n=5

corazones, 89 células).

Se separaron los datos en corazén completo, corazén izquierdo y derecho, con
el objetivo de conocer la influencia que tienen las fuerzas contractiles, a las

cuales se ve mas expuesto el corazon izquierdo, en las variables evaluadas.

Numero total de tubulos t

En corazén completo las ratas LZDF registraron un promedio de 302 tubulos t
por cardiomiocito, las ratas ZDF presentaron un aumento en el numero de
tubulos t presentes, 385, al igual que las ratas ZDF GN el cual fue de 419. Este
aumento fue estadisticamente significativo comparando los grupos ZDF y ZDF
GN con el control (p < .05) (Figura 5, A).

En el corazon derecho el numero de tubulos t mostré6 una tendencia al
aumento en ambos grupos ZDF (344), ZDF GN (407) con respecto al control
(311), sin embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo (Figura
5, B). En el corazon izquierdo hubo un incremento en el niumero de estructuras
en las ratas ZDF (412) y ZDF GN (426) con respecto al control (289), siendo

ambos estadisticamente significativos (Figura 5, C, p <.05).
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Figura 5. Numero de tdbulos t. Se evalué el niumero total de tubulos t en los grupos LZDF
(azul, n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris, n=89). En corazén completo (A) se registré un
aumento significativo en los grupos ZDF y ZDF GN comparados con el control, siendo este
significativo. En corazén derecho (B) se registr6 un aumento en el numero de tubulos t
presentes tanto en ZDF como ZDF GN con respecto al control y en corazén izquierdo (C) se
registré un aumento en los grupos ZDF y ZDF GN contra el control, siendo estos aumentos
estadisticamente significativos. (* p < .05, ** p < .005, prueba de KRUSKALL-WALLIS [A, B],
prueba de BROWN-FORSYTHE and WELCH [C])

Numero de ramificaciones en la red de tubulos t

Al evaluar el corazén completo, las ratas LZDF mostraron un promedio de 599
ramificaciones, un aumento en el grupo ZDF (660) y en el grupo ZDF GN

(736), siendo este ultimo estadisticamente significativo (p <.05) (Figura 6, A).

En el corazén derecho hubo un aumento en el numero promedio de
ramificaciones en ZDF (661) y ZDF GN (683) con respecto al grupo LZDF
(627), esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 6, B). En

corazén izquierdo, el numero de ramificaciones aumento tanto en ZDF (659)
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como en ZDF GN (769) con respecto a LZDF (581), el aumento de ZDF GN
fue significativo con respecto a LZDF (p <.05, Figura 6, C).
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Figura 6. Numero de ramificaciones en la red de tubulos t. Se evalué el numero total de
ramificaciones presentes en la red de tubulos t en los grupos LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo,
n=65) Y ZDF GN (gris, n=89). En corazén completo (A) se observé un aumento significativo en
el grupo ZDF GN comparados con el control, en el corazén derecho (B) se observé un
aumento, mas este no fue estadisticamente significativo y en el corazén izquierdo (C) se
observé un aumento significativo en el numero de ramificaciones de ZDF GN con respecto a
LZDF, (* p < .05, *™ p < .005, prueba de KRUSKALL-WALLIS [A,B], prueba de
BROWN-FORSYTHE and WELCH [C])

Longitud promedio de las ramificaciones en la red de

tubulos t

Al evaluar la longitud promedio de cada ramificacion en la red de tubulos t en
cardiomiocitos de ratas LZDF, ZDF y ZDF GN, en corazdén completo se registro
una reduccién en el largo promedio de las ramificaciones en los grupos ZDF
(.711 um) y ZDF GN (.761 um) con respecto a LZDF (.782 ym) (Figura 7, A).

En el corazén derecho, la tendencia se repitié observandose una reduccion en
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el grupo ZDF (.758 um) y ZDF GN (.785 um) con respecto al LZDF (.842 um)
(Figura 7 ,B). Finalmente, en el corazon izquierdo se observo una reduccion en
ZDF(.680 pm) con respecto a LZDF(.742 uym) y ZDF GN (.746um) (Figura 7,
C). Ninguno de los cambios previamente descritos fue estadisticamente

significativo (p < .05).
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Figura 7. Largo promedio de las ramificaciones en la red de tubulos t. Se evalué el largo
promedio de la red de tubulos t en cardiomiocitos de ratas LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo, n=65)
Y ZDF GN (gris, n=89). En corazén completo y corazén derecho (A, B), se observé un
decremento en la longitud promedio de las ramificaciones en los grupos ZDF Y ZDF GN con
respecto a LZDF y,en el corazén izquierdo se observd una reducciéon en ZDF con respecto al
LZDF Y ZDF GN. Los cambios no fueron estadisticamente significativos (* p < .05, Prueba de
de KRUSKALL-WALLIS).

Numero de uniones en la red de tubulos t

En el corazén completo, las ratas LZDF mostraron un promedio de 143

uniones, en las ratas ZDF el promedio de uniones disminuyé a 135, mientras
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que en los corazones de ratas ZDF GN aument6 a 157 (Figura 8, A). En el
corazon derecho, el numero promedio de uniones aumento en ZDF (156) con
respecto a LZDF (149) y disminuy6é en ZDF GN (138) (Figura 8, B). En el
corazén izquierdo, el numero promedio de ramificaciones disminuyé en ZDF
(121) y aumento en ZDF GN (169) con respecto al LZDF (139); el aumento de
ZDF GN fue significativo con respecto a ZDF (p <.05) (Figura 8, C).
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Figura 8. Namero de uniones en la red de tabulos t. Se evalué el niumero total de uniones
presentes en la red de tubulos t en los grupos LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN
(gris, n=89). Corazén completo (A): se registrdé una disminucioén en el grupo ZDF y un aumento
en el grupo ZDF GN comparados con el control. Corazén derecho (B): se observd un
incremento en ZDF y un decremento en ZDF GN con respecto a LZDF. Corazén izquierdo (C):
se observé un decremento en ZDF y un aumento en ZDF GN con respecto a LZDF. Ademas,
se aprecia un aumento estadisticamente significativo entre el grupo ZDF GN y ZDF (* p < .05,
prueba de KRUSKALL-WALLIS).
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Numero de puntas en la red de tubulos t

Se evalu6 la variable puntas, la cual corresponde a las terminaciones
presentes en la red de tubulos t. En corazén completo se registré un promedio
de 768 terminaciones en los corazones de ratas LZDF, asi como un aumento
tanto en ZDF (931) como en ZDF GN (1021), siendo este ultimo
estadisticamente significativo (** p < 0.005) (Figura 9, A). En el corazén
derecho hubo un aumento tanto del numero de terminaciones en la red de
tubulos t en el grupo ZDF (868) como ZDF GN (977) con respecto al LZDF
(796) (Figura 9, B) y en el corazén izquierdo se observdé un aumento
estadisticamente significativo tanto en el grupo ZDF (974) como en el ZDF GN
(1049) con respecto al LZDF (750) (** p < .005) (Figura 9, C)
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Figura 9.. Nimero de puntas en la red de tubulos t. Se evalu6 el nimero total de
terminaciones presentes en la red de tdbulos t en los grupos LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo,
n=65) y ZDF GN (gris, n=89). Corazén completo (A): se registré6 un aumento en el numero de
terminaciones en el grupo ZDF y ZDF GN con respecto al LZDF siendo este ultimo
significativo. Corazéon derecho (B): se observd un aumento en el niumero de terminaciones

tanto en ZDF como en ZDF GN. Corazoén izquierdo (C): se observd un incremento en ZDF y
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ZDF GN con respecto a LZDF, ambos estadisticamente significativos (** p <.005, PRUEBA de
KRUSKALL-WALLIS [A, B), prueba de BROWN-FORSYTHE and WELCH [C]).

Longitud total de la red de tubulos t

Se evalud la longitud total en micrometros (um) de la red de tubulos t en
cardiomiocitos de corazones de ratas LZDF, ZDF y ZDF GN. En el corazén
completo de las ratas ZDF GN (538 pm) encontramos un aumento
estadisticamente significativo en el promedio de la longitud de la red
comparado con los grupos LZDF (433 um) y ZDF (445 pm) (** p < .005)
(Figura 10, A). En el corazén derecho la longitud aumenté en ZDF GN (521
pgm) y disminuy6 en ZDF (461 um) con respecto a LZDF (482 ym) (Figura 10,
B). En el corazoén izquierdo la longitud aumenté tanto en ZDF (434 ym) como
ZDF GN (549 um) con respecto al grupo LZDF (400 um). El aumento en ZDF
GN fue significativo con respecto a LZDF y ZDF (** p < .005) (Figura 10, C).
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Figura 10. Longitud (pm) de la red de tubulos t. Se evalué la longitud total en ym de la red

de tubulos t en cardiomiocitos de rata de los grupos LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF
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GN (gris, n=89). Corazén completo (A): se registr6 un aumento en la longitud de la red de
tubulos t en el grupo ZDF GN comparado con los grupos LZDF y ZDF, siendo este significativo.
Corazon derecho (B): se observé un aumento en ZDF y una disminucién en ZDF GN con
respecto a LZDF. Corazoén izquierdo (C): se registrdo un aumento tanto en ZDF y ZDF GN con
respecto a LZDF, siendo este ultimo estadisticamente significativo, asi como el aumento de
ZDF GN con respecto a ZDF (** p < .05, prueba de KRUSKALL-WALLIS).

Porcentaje del area total ocupada por la red de tubulos t

Se evalud el area ocupada por la red de tubulos t en el cardiomiocito de ratas
LZDF, ZDF y ZDF GN. Se registr6 en corazéon completo una disminucién en el
promedio del area ocupada por la red de tubulos t en cardiomiocitos de ratas
ZDF (4%) comparado con los de ratas LZDF (4.3%) y un aumento del area en
los cardiomiocitos de ratas ZDF GN (4.6%). Ademas, se registré6 un aumento
en el area ocupada por la red en cardiomiocitos ZDF GN comparado con ZDF,
siendo este significativo (* p < .05) (Figura 11, A). En el corazén derecho se
observé una disminucion en el area ocupada en ZDF (4%) y ZDF GN (4.3%)
con respecto a LZDF (4.4%) (Figura 11, B). En el corazon izquierdo se observo
una reduccion en el area de ZDF (4%) y un aumento en ZDF GN (4.7%)
comparado con LZDF (4.3%), y un aumento significativo entre ZDF GN con
respecto a ZDF(* p < .05) (Figura 11, C).
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Figura 11. Porcentaje del area celular ocupada por la red de tubulos t. Se evalu¢ el area
celular correspondiente a la red de tubulos t en cardiomiocitos de ratas LZDF (azul, n=43),
ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris, n=89). Corazén completo e izquierdo (A, C): se registré una
reduccién del area ocupada en los cardiomiocitos de corazones de ratas ZDF y un aumento en
los de ZDF GN comparados con LZDF. En el lado izquierdo, el grupo ZDF GN tuvo un aumento
estadisticamente significativo comparado con el grupo ZDF. Corazén derecho (B) se observé
una reduccion en ZDF y ZDF GN con respecto a LZDF (* p < .05, prueba de
KRUSKALL-WALLIS [A], prueba de BROWN-FORSYTHE and WELCH [B, CJ]).

Area del cardiomiocito

Al evaluar el area celular de los cardiomiocitos en corazones de ratas
correspondientes a los grupos LZDF, ZDF y ZDF GN, se observé en corazon
completo una tendencia al aumento en el area celular en el grupo ZDF (2674
um?) con respecto al LZDF (2494 um?) y un incremento significativo en el ZDF
GN (3069 um?) con respecto al grupo LZDF (2494 um?) y al grupo ZDF. (Figura
12, A) En el corazdon derecho se registré6 un aumento en el area de los
cardiomiocitos del grupo ZDF GN (3120 um?) con respecto al LZDF (2735 um?)
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y ZDF (2456 um?), siendo este ultimo significativo, de igual modo se encontrd
una tendencia a la disminucién en el area celular de ZDF con respecto al grupo
LZDF (Figura 12, B), y por ultimo, en corazon izquierdo se observo la misma
tendencia al aumento que en corazon completo siendo ZDF (2733 uym?) y ZDF
GN (3037 um?) mayores que LZDF (2336 ym?), (Figura 12, C).
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Figura 12. Area celular de los cardiomiocitos. Se evalud el area de cardiomiocitos de
corazones de ratas LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris, n=89). En corazon
completo (A) se registr6 un aumento en el drea de ZDF GN comparado con LZDF y ZDF,
ambos aumentos fueron estadisticamente significativos. En el corazén derecho (B) se observo
un aumento en el area celular de los cardiomiocitos de ZDF GN con respecto a los de LZDF y
ZDF, siendo este ultimo significativo y, una disminucion del area de ZDF con respecto de LZDF.
En el corazén izquierdo (C) se registr6 un aumento en el area de los cardiomiocitos de ZDF y
ZDF GN con respecto a LZDF, siendo este ultimo estadisticamente significativo (** p < .005, * p
< .05, Prueba de KRUSKALL-WALLIS [A,C], prueba de BROWN-FORSYTHE and WELCH
[B]).
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Perimetro del cardiomiocito

Al registrar el perimetro celular de los cardiomiocitos en corazones de ratas
correspondientes a los grupos LZDF ZDF y ZDF GN, se observé en corazén
completo un aumento en perimetro celular de los grupos ZDF GN (238 pm)
comparado contra LZDF (213 pm) y ZDF (218 pm). Ambos aumentos fueron
estadisticamente significativos (p < .05) (Figura 13, A). En el corazén derecho
se observo una reduccion en el promedio del perimetro en ZDF (215 ym) y un
aumento en ZDF GN (239 um) comparado contra LZDF (224 pm) (Figura 13,
B). En el corazén izquierdo hubo un incremento tanto en ZDF (220 ym) como
en ZDF GN (238 pm) con respecto a LZDF (206 um), siendo este ultimo
estadisticamente significativo (p < .05) (Figura 13, C).
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Figura 13. Perimetro celular de los cardiomiocitos. Se evalué el perimetro de
cardiomiocitos de corazones de ratas LZDF (azul, n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris,
n=89). En corazén completo (A): se registr6 un aumento en el perimetro de ZDF GN
comparado con ZDF y LZDF, siendo estos significativos. En el corazén derecho (B) se observo
un aumento del perimetro celular en ZDF GN y una reduccién en LZDF. En el corazén
izquierdo (C) hubo un aumento tanto en ZDF como en ZDF GN con respecto a LZDF siendo el
ultimo significativo (* p < .05, ** p <.005, prueba de BROWN-FORSYTHE and WELCH ).
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Porcentaje de Tubulos t axiales en los cardiomiocitos

Se registro el porcentaje de tubulos t correspondientes al eje longitudinal, en
cardiomiocitos de ratas LZDF, ZDF y ZDF GN. En el corazén completo, se
observd un aumento en ZDF (51%) y ZDF GN (50%) con respecto de LZDF
(47%) (Figura 14, A). En el corazén derecho se registré un aumento en los
grupos ZDF (50%) y ZDF GN (50%) comparado con LZDF (43%) (Figura 14,
B) y por ultimo en corazén izquierdo, la tendencia se repitio observando un
aumento en ZDF (51%) y ZDF GN (50%) contra LZDF (49%); ninguno de los

cambios fueron estadisticamente significativos (p < .05) (Figura 14, C).
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Figura 14. Porcentaje de tubulos t axiales. Se observa en las graficas el porcentaje de
tubulos t correspondientes al eje longitudinal en cardiomiocitos de ratas LZDF (azul, n=43),
ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris, n=89). En el corazén completo, en derecho e izquierdo (A, B,
C, respectivamente) se observa la misma tendencia, un aumento en el porcentaje de tibulos t
axiales en ZDF y ZDF GN con respecto a LZDF. Este aumento no fue estadisticamente
significativo (p < .05, Prueba de prueba de KRUSKALL-WALLIS).
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Porcentaje de Tubulos t transversales en los cardiomiocitos

Se registré el porcentaje de tubulos t correspondientes al eje transversal de los
cardiomiocitos de ratas LZDF, ZDF y ZDF GN. En el corazén completo, se
observo una reduccion en el porcentaje de tubulo t transversales en las ratas
ZDF (48%) y ZDF GN (49%) con respecto a las LZDF (52%) (Figura 15, A). En
el corazon derecho se registré un decremento en los grupos ZDF (49%) y ZDF
GN (49%) comparado con LZDF (56%) (Figura 15, B) y, por ultimo, en corazén
izquierdo la tendencia se repitié observando una disminucién en ZDF (48%) y
ZDF GN (49%) contra LZDF (50%). Ninguno de los cambios fueron

estadisticamente significativos (p < .05) (Figura 15, C).
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Figura 15. Porcentaje de tubulos t transversales. Se observa en las graficas el porcentaje
de tubulos t correspondientes al eje transversal de los cardiomiocitos de ratas LZDF (azul,
n=43), ZDF (rojo, n=65) y ZDF GN (gris, n=89). En el corazén completo, en el lado derecho e

izquierdo (A, B, C, respectivamente) se observa la misma tendencia; una disminucion en el
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porcentaje de tubulos t transversales en ZDF y ZDF GN con respecto a LZDF, que no fue
estadisticamente significativa (p < .05, Prueba de prueba de KRUSKALL-WALLIS).
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7. Discusion

La diabetes se conforma por un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion o
accion de insulina, incluso ambas. La hiperglucemia cronica asociada a esta
enfermedad se encuentra asociada a dafio y falla a largo plazo de distintos

organos en el cuerpo, incluido el corazén. (Association, 2014)

Esta enfermedad afectaba a aproximadamente a 22.9 millones de personas a
nivel mundial en el ano 2017 y se espera afecte a 26.6 millones en el afio 2025
(Lin, 2020). En México se estima que para 2025, 9 millones de personas
padezcan esta enfermedad (Levy, 2020); particularmente la diabetes tipo 2, la
cual es una de las 10 causas principales de hospitalizacion en adultos y
aumenta el riesgo de sufrir infarto al miocardio o cerebral en ellos. (Rojas et al.,
2018)

La diabetes ha sido relacionada fuertemente con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares; en hombres y mujeres aumenta en dos vy
cinco veces el riesgo de padecer insuficiencia cardiaca, respectivamente.
(Paneni, 2008; Russo & Frangogiannis, 2016)

En distintas condiciones patoldégicas como son el infarto al miocardio, la
obesidad, diabetes, cardiomiopatia dilatada o la miocarditis, el corazon se ve
sometido a un proceso de remodelacion funcional, induciendo cambios en el
diametro de las cavidades, masa, forma o fibrosis que, eventualmente llevan a
la insuficiencia cardiaca. (Abel et al., 2008; Azevedo et al., 2016; Jugdutt,
2003)

El sistema tubular axial transverso también conocido como tubulos t y su
composiciéon en forma de red, juega un papel imperativo en la correcta
distribucion del potencial de accion en el cardiomiocito y por ende en el acople

excitacién-contraccion. (Hong & Shaw, 2017)

El rol principal de los tubulos t es propagar el potencial de accién al interior del
cardiomiocito y, mediante la formacién de diadas y su unidad funcional, los

couplénes, acercar los canales de tipo L y receptores RyR2 (Hong & Shaw,
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2017; lbrahim et al., 2011; Manfra et al., 2017); facilitando la liberacién de
calcio inducida por calcio en las sarcomeras, sin importar que tan profundo
estas se encuentren en la célula. A su vez, también sirven como sitios de
anclaje para concentrar las proteinas que se encargaran de la extrusion de
calcio como son el NCX y la PMCA, cimentando a los tubulos t como
estructuras cruciales en el mantenimiento de la homeostasis del calcio en los

cardiomiocitos (lbrahim et al., 2011).

La red de tubulos t no es ajena al proceso de remodelacion pues se ha
evidenciado que, en modelos de insuficiencia cardiaca, hipertrofia, infarto y
diabetes, los tubulos t sufren cambios en su estructura y funcion. En modelos
de insuficiencia cardiaca se presenté un aumento en la desorganizacion de la
red de tubulos t que aumentdé de manera progresiva conforme lo hacia la
insuficiencia (Louch et al. 2006). Multiples reportes en esta condicion de igual
manera evidenciaron desorganizacion en la red de tubulos t asi como un

aumento en la dilatacion de estos (Louch et al., 2006).

La base fisiopatoldgica de la insuficiencia cardiaca podria residir, entre otras
cosas, en los cambios en la organizacion y estructura del sistema de tubulos t,
los cuales como ya se ha expuesto anteriormente, son esenciales en el

proceso de acople excitacidn-contraccion. (Frisk et al., 2018)

En modelos diabéticos algunos los cambios reportados difieren de acuerdo con
el modelo estudiado. En ratones db/db un modelo de diabetes mellitus tipo 2,
se reportd una pérdida en la densidad asi como una desorganizacion de la red
de tubulos t, sin embargo en ratas Goto-Kakizaki (GK/jcl) y spontaneously
diabetic Torii (SDT/jcl) modelos de diabetes mellitus tipo 2 no obesos, no se
observo pérdida de tubulos t mas si, un aumento en la desorganizacion de
estos (Louch et al., 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis, el aumento en el numero
de tubulos t, ramificaciones, uniones y terminaciones presentes en el sistema
tubular axial transversal en los corazones de ratas ZDF y ZDF GN con
respecto al control LZDF, coincidiria con el aumento en la desorganizacion del

sistema reportado en estudios previos (lbrahim et al., 2011; Louch et al., 2006,
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2010), y con resultados de experimentos realizados previamente en el
laboratorio (Gonzalez-Sandoval S, 2020) en los cuales se reportd un aumento
en la desorganizacion de los tubulos t en ratas ZDF y ZDF GN con respecto a
LZDF.

El aumento en el numero de estas estructuras en los cardiomiocitos puede
deberse a una respuesta compensatoria para mantener la homeostasis del
calcio en la célula, puesto que, como se ha reportado en estudios previos, el
corazon diabético muestra una disminucion en la correcta regulacion del calcio
(Belke et al., 2004). En estudios realizados previamente en el laboratorio, se
reportd un aumento en la fuga de calcio y en la velocidad de liberacion de
calcio del reticulo sarcoplasmico en corazones diabéticos, asi como un
aumento en el calcio total disponible en la célula. Estos resultados se
obtuvieron en musculo papilar de corazones en ratas LZDF Y ZDF
(Espinosa-Corona A, 2016; tesis de maestria), a pesar de que es una region
distinta a la que se estudid en esta tesis, concuerdan con los resultados
obtenido por Belke en ventriculo de ratén diabetico (db/db), en los cuales se
report6 una disminucion en la contractilidad del corazén asociada a un
aumento en la fuga de calcio del reticulo sarcoplasmico, que a su vez reduce
el contenido de calcio de este y la magnitud del transitorio de calcio, (Belke et
al., 2004), lo que nos hace pensar que tras la pérdida de la homeostasis de
este ion en los cardiomiocitos, se generan mas tubulos t con el objetivo de
acercar mas canales y estructuras reguladoras de calcio al reticulo
sarcoplasmico. Este seria un mecanismo compensatorio que tendria como fin
la formacién de nuevas diadas y la recuperacion de la homeostasis de calcio,
sin embargo, la creacion de estas nuevas estructuras no se da de manera
organizada y terminan creando diadas que son ineficientes o no funcionales, lo
cual explicaria, los cambios en los niveles de calcio intracelular y sus

consecuencias funcionales como disminucién en la contraccion.

Evaluando los cambios en el numero de las diferentes partes de los tubulos t
en los cardiomiocitos ventriculares del corazén, observamos que las
diferencias eran similares al evaluar el corazon completo entre diferentes

grupos experimentales que al hacerlo solo con el lado izquierdo del corazon.
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Es decir, los cambios globales que encontramos se deben,
predominantemente, a la remodelacion del ventriculo izquierdo. Una de las
posibles explicaciones para la remodelacion estructural temprana del
ventriculo izquierdo es que el modelo de DM2 que estudiamos, presenta
obesidad, lo cual podria someter de manera particular al lado izquierdo del
corazdn a un esfuerzo mayor, al aumentar la poscarga por el aumento en la
resistencia periférica de los vasos. Este aumento en la exigencia mecanica de
bombeo del lado izquierdo se puede manifestar como una hipertrofia celular
que podria afectar la expresion de Tcap, una integrante del complejo proteico
sensible al estiramiento en el miocardio (Ibrahim et al., 2011), y cuya expresion
promueve la formacion de tubulos t en respuesta a las fuerzas mecanicas

estresoras presentes en el corazon.

Al tomar en cuenta los resultados que observamos al evaluar el largo promedio
de las ramificaciones de los tubulos t en el corazon, la ausencia de diferencias
significativas en el largo de las ramificaciones, podria ser un indicativo del
esfuerzo del corazén por crear nuevos tubulos t asi como sus componentes,
en vez de la modificacion de tubulos t existentes. El aumento en el numero de
estructuras podria elucidar los resultados observados en el aumento de la
longitud total de la red de tubulos t, tanto en corazén completo como en el lado
izquierdo, pues simplemente al incrementar el numero de estructuras aumenta

de manera proporcional el largo total y tamafio de la red de tubulos t.

Anteriormente se asumio que los tubulos t eran exclusivamente transversales,
sin embargo, en 1971, se reportd la existencia de componentes axiales
(Sperelakis & Rubio, 1971). Estudios subsecuentes establecieron la
importancia de los tubulos t axiales y su rol en el acople excitacidbn-contraccion
(Ibrahim et al. 2011). En estudios previos se encontrd que los tubulos t axiales
resisten mas los procesos de remodelacion, pues la proporcion de 60%
transversales y 40% axiales reportada previamente (Soeller & Cannell, 1999),
se ve alterada en un amplio rango de patologias cardiacas a expensas de
cambios en la expresion de los tubulos t transversales. Algunas de estas
alteraciones son, tanto pérdida completa de tubulos t, como una pérdida de
estructuras transversales y un aumento de estructuras longitudinales

(Jayasinghe et al., 2014). En cuanto al analisis de direccionalidad de la red de
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tubulos t, nuestros registros concuerdan con resultados previamente descritos;
a pesar de no encontrar diferencias significativas encontramos una tendencia a
la disminucion de componentes transversales de la red de tubulos t y de
manera inversamente proporcional encontramos un aumento en el numero de
componentes axiales. Hasta el momento se desconoce la causa de este
fendmeno en la remodelacion, sin embargo, podemos asumir que el corazén
puede soportar la pérdida de estructuras transversales y no sufrir una
insuficiencia cardiaca inmediata debido al aporte funcional de los tubulos t
longitudinales en el acople excitacion-contraccion (Jayasinghe et al., 2009;
Manfra et al., 2017).

Por ultimo, la morfologia de los cardiomiocitos rige su funciéon por lo que
analizamos el tamafio de los cardiomiocitos, pues alteraciones en este podrian
causar un desarreglo estructural y funcional que podria afectar a los tubulos
t,alterar la formacion de diadas, afectando la distribucion y el aprovechamiento
del calcio y consecuentemente alterando el acople excitacién contraccion. Al
analizar el area y el perimetro de los cardiomiocitos, encontramos un aumento
en el perimetro celular en corazén completo en cardiomiocitos del grupo ZDF
GN con respecto a LZDF y ZDF; en corazén izquierdo la tendencia al aumento
se repitio, sin embargo, en corazon derecho observamos una disminucion en el
perimetro de ZDF con respecto a LZDF y un aumento de ZDF GN con
respecto a LZDF y ZDF. Con respecto al analisis del area celular, se encontré
un aumento significativo en el area de los cardiomiocitos de los modelos ZDF y
ZDF GN con respecto al control, en el corazén izquierdo. Se encontré una
tendencia similar a la encontrada en corazén completo, este desarrollo puede
deberse a multiples mecanismos que alteran el tamafo ventricular como:
hipertension, sobrecarga del volumen, un aumento en el IMC, asi como
anormalidades en el llenado ventricular. (Abel et al., 2008) En el corazon
derecho encontramos una tendencia al aumento sin embargo, esta no fue
significativa, entre el grupo LZDF y el grupo obeso normoglicemico ZDF GN, lo
cual concuerda con reportes previos en los cuales se reporto un aumento
moderado en el tamano del ventriculo derecho en humanos, aunado a esto
encontramos un a disminucion en el area de los cardiomiocitos ZDF con
respecto a LZDF (Abel et al., 2008; Wong et al., 2006)
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Estos resultados sugieren un aumento en el tamafo de las células que
corresponde con los resultados reportados por trabajos previos donde se
reportd un aumento en el tamano celular causado por hipertrofia asociada a
diabetes en ventriculo izquierdo. (Boudina & Abel, 2007, 2010). En trabajos
previos del laboratorio, se ha reportado también un aumento en la capacitancia
celular, una medida indirecta pero precisa del area celular, lo que sugiere, una
hipertrofia del cardiomiocito y un aumento en el area de la membrana celular,
que podria estar siento subvalorada, debido a la formacion de nuevos tubulos

t. (Gonzalez-Sandoval S. 2016; tesis de maestria)

Estos resultados solo nos confirman la existencia de alteraciones y la
naturaleza de estas en la red de tubulos t sin embargo, es imperativo el
proponer un seguimiento a estos para tratar de explicar con certeza los
mecanismos que provocan estos cambios; desde la medicion de la expresion
de proteinas reguladoras como lo son Bin 1, Juntophilina y Tcap, asi como el
complementar los resultados aqui presentados con analisis de capacitancia de
membrana, transitorios de calcio y expresion de estructuras reguladoras de
calcio, con el fin de pintar un panorama mas amplio de la regulacién de la red
de tubulos t, la respuesta compensatoria y remodelacion del corazén y el rol de

estos en el mantenimiento de la homeostasis de calcio.
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8. Conclusiones

Tanto la diabetes como la obesidad son factores de riesgo que promueven
estados patolégicos en el corazén como la fibrosis, hipertension e hipertrofia,
los cuales derivan en un proceso de remodelacién estructural que afecta de

manera funcional al tejido.

Uno de los cambios funcionales que se presentan son alteraciones en la
homeostasis de calcio intracelular, la cual se puede deber entre otras cosas a
la remodelacién de los tubulos t, los cuales son estructuras clave en el acople

excitacion contraccion.

Con base en nuestros resultados suponemos que los cambios encontrados
tratan de suplir carencias funcionales, aumentando el alcance de la red de
tubulos t en el cardiomiocito a través de la creacién de nuevas estructuras.
Los cambios mas frecuentemente encontrados fueron en el lado izquierdo del
corazén y pueden deberse a multiples factores mecanicos involucrados en el
proceso de contraccion, lo que nos ayuda a pintar un panorama integral y
confirmar lo que estudios previos han encontrado, que no solo factores
quimicos estan involucrados en el proceso de remodelacion sino factores
mecanicos como lo son presién y estiramiento, fuerzas a las cuales el

ventriculo izquierdo se ve sometido mas que el ventriculo derecho.

Finalmente, una vez encontrados cambios en la estructura de los tubulos ty
conociendo algunas de las consecuencias que estos pueden tener
funcionalmente en el corazén, es imperativo el estudiar las bases moleculares
de dichos cambios, como lo serian los niveles de expresion de proteinas

reguladoras de los tubulos t en condiciones de diabetes y obesidad.
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