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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares hoy dia son la principales causas morbilidad y
mortalidad en los pacientes diabéticos. El origen de la diabetes es multifactorial y
aparentemente esta asociado con cambios metabdlicos relacionados con el metabolismo de
los carbohidratos y de los lipidos. El propdsito de este trabajo es estudiar el efecto del
consumo de dietas enriquecidas con distintos aceites sobre los cambios de la funcion
cardiaca en ratas diabéticas con miras a futuras aplicaciones terapéuticas en pacientes
diabéticos con disfuncion cardiaca, con la finalidad de mejorar su calidad de vida.

En este estudio a ratas diabéticas y no diabéticas se les suministré una dieta enriquecida con
5% de aceites de maiz (n-6) u oliva (n-9). Se encontré que los fosfolipidos de los
cardiomiocitos de las ratas diabéticas que ingirieron el aceite de maiz presentaron el mayor
porcentaje de acido linoleico (C18:2,n-6), mientras que las que ingirieron el aceite de oliva
presentaron, el mayor porcentaje de C18:1,n-9 (oleico). Ademas, tanto en tiras de
ventriculo como en los cardiomiocitos aislados de ratas diabéticas, se observo que a menor
contenido de lipidos en la dieta, menor es la fuerza de contraccion de la potenciacion post-
reposo independientemente de la frecuencia de estimulacion utilizada (0,5Hz o 1 Hz).

En el registro de contraccion, la relajacion (Tau), fue igual entre las ratas no diabéticas que
ingirieron maiz y oliva, y menor en las que ingirieron dieta con ratarina. Los miocitos de las
ratas diabéticas alimentadas con una dieta enriquecida con aceite de oliva mostraron un
mayor valor de Tau respecto a las ratas que ingirieron en su dieta ratarina 0 maiz.

Los registros de calcio sistélico realizados en miocitos de las ratas diabéticas y no
diabéticas, cuyas dietas estaban enriquecidas con aceite de oliva, mostraron la mayor
potenciacion, hecho que se correlaciona con los resultados de los registro de contraccion.
En el registro de calcio sistolico realizado en cardiomiocitos de ratas no diabéticas
sometidas a las distintas dietas no se encontré diferencias significativa en la Tau, mientras
que en los de ratas diabéticas la Tau fue mayor en los sometidos a dieta enriquecida con
aceite de maiz.

Las respuestas de la potenciacién post-reposo en los estudios de los cardiomiocitos
ventriculares, fue similar al comportamiento de las tiras de ventriculo derecho aislados de
ratas diabéticas y no diabéticas con las distintas dietas.

Estos resultados obtenidos en las ratas diabéticas, tanto en tiras de ventriculares, como en
miocitos aislados parecen sugerir que para mejorar la disfuncion diastolica la dieta rica en
aceite de maiz es mas conveniente, ya que aumenta la velocidad de relajacion
disminuyendo la constante de tiempo Tau.

Palabras claves: Diabetes, acidos grasos, cardiomiocitos, potenciacion, calcio, ratas
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En los pacientes con diabetes mellitus se pueden desarrollan miocardiopatias no asociadas a
complicaciones en las arterias coronarias, que estarian relacionadas con cambios en el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas (1), en estos pacientes es importante
conocer los efectos de los acidos grasos de los triacilglicéridos que son ingeridos con los
aceites comestibles.

En Venezuela, los aceites vegetales comestibles son principalmente de maiz, soya, girasol,
mani y sus mezclas, estos triacilglicéridos contienen &cidos grasos poliinsaturados de la
familia n-6 y cuyo mayor porcentaje es el &cido linoleico un acido grasos esencial, cuyos
efectos antiarritmicos son menores que los encontrados con los acidos grasos de la familia
n-3, estudiados més ampliamente. En la dieta mediterranea el aceite mas consumido es
extraido del olivo, cuyos triacilglicéridos son ricos en &cidos grasos monoinsaturados de la
familia n-9, y con un alto porcentaje de acido oleico, pero existen controversias con
relacion a sus efectos sobre los cardiomiocitos (2, 3).

En estudios efectuados en ratas no diabéticas y alimentadas con ratarina hemos observado
que la maxima contraccion post-reposo ocurre a los 32 s, tanto en auriculas como
ventriculos aislados, adicionalmente distintas maniobras inotropicas realizadas en auriculas
izquierdas de ratas mostraron que la potenciacion post-reposo no altera su cinética cuando
se bloguean los canales lentos de calcio, pero si cambia cuando se bloguean los canales de
rianodina del reticulo sarcoplasmico(4).

En vista de la experiencia anterior y de los nuevos procedimientos metodologicos que
permiten medir el movimiento de calcio intracelular y la fuerza de contraccion post-
reposo, en cardiomiocitos aislados de ratas Sprague Dawley, en este trabajo se evaluara
cdmo los acidos grasos o/y lipidos de la dieta incorporados a los fosfolipidos de las
membranas de los tejidos cardiacos, actlan sobre la fuerza de contraccion post-reposo y el
manejo del calcio en ratas diabéticas tipo 1. Esta informacidén podria ser utilizada para
realizar modificaciones en la ingesta de acidos grasos en pacientes diabéticos con el fin de

mejorar su funcién cardiovascular y calidad de vida.



1.1.- Planteamiento del problema.

En Venezuela, mas de un millén de habitantes sufren de diabetes mellitus y es la sexta
causa mas frecuente de muerte, constituyendo un problema de salud publica. En América el
namero de personas con diabetes mellitus se estima en 35 millones para el afio 2000, se
espera un incremento a 64 millones para 2025 y se cree que el porcentaje de diabéticos sera
un 62% que representaria 40 millones de personas (5). En estos pacientes, la muerte no es
solamente por infarto al miocardio sino también se ha asociado con una fallas cardiacas.

En los diabéticos ocurren cambios metabolicos del manejo de los lipidos y de los
carbohidratos, y posiblemente de la composicién en los &cidos grasos de los fosfolipidos
en las membranas, los cuales pueden influir en la homeostasis del calcio en el masculo
cardiaco y alterar el proceso de contraccion-relajacion. Se ha reportado que los acidos
grasos poiinsaturados de la familia n-3 y n-6 son agentes antiarritmicos al compararlos con
los &cidos grasos saturados (6). En relacion a los &cidos grasos monoinsaturados de la
familia n-9, los trabajos han estado enfocados principalmente al estudio de las
hiperlipémias. En la dieta mediterranea el aceite empleado es el aceite de oliva, el cual es
rico en acidos grasos monoinsaturados de la familia n-9 y su uso se ha relacionado con la
reduccion del estrés oxidativo y los niveles de colesterol en el plasma, pero existen
controversias con relacion a sus efectos sobre las corrientes de calcio en los cardiomiocitos.
Debido a que los lipidos de la dieta juega un papel importante en la modulacién de
funciones cardiovasculares, es importante estudiar el efecto de los acidos monoinsaturados
de la familia n-9, presentes en el aceite de oliva, con relacion a la funcion cardiaca. En
Venezuela los aceites vegetales comestibles son principalmente maiz, soya, girasol, entre
otros y mezcla de ellos, los cuales contienen acidos grasos esenciales como el acido
linoleico que es un acido graso poliinsaturados de la familia n-6 abundante en estos aceites.
El aceite de maiz contiene un 47% de este acido graso esencial.
1.2.- Justificacion.

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado por la hiperglucemia
sostenida y su patogenia se puede resumir en dos mecanismos causales; el déficit total o
parcial de la insulina o un estado de resistencia de los tejidos periféricos para la accion de

esta hormona. En el siglo XXI, la diabetes sera considerada una enfermedad epidémica, ya



que, la Federacion Internacional de Diabetes ha calculado que para el afio 2025 existiran
300 millones de diabéticos a nivel Mundial. La causa de esta epidemia esta asociada a la
presencia de obesidad, sedentarismo y una dieta basada en comidas ricas en grasas y
carbohidratos, que caracterizan al estilo de vida occidental de paises desarrollados, sumado
al aumento de una mayor expectativa de vida en la poblacion mundial. En Venezuela, la
diabetes es un problema de salud publica, mas de un millébn de habitantes sufren la
enfermedad y esta colocada entre la sexta causa mas frecuente de muerte. Un factor que
contribuye a la insuficiencia cardiaca en estos pacientes es la cardiomiopatia independiente
de las complicaciones en las arterias coronarias, que se manifiesta en principio como una
disfuncién diastolica y conlleva a una disfuncion sistolica, por lo cual, estos pacientes
tienen mayor probabilidad de sufrir enfermedad cardiovascular en relacion a la poblacion
no diabética (7).

Es necesario realizar estudios que relacionen pardmetros nutricionales, bioquimicos y
fisiologicos de la funcion del musculo ventricular, en tejidos multicelulares y en miocitos
aislados de animales, donde se induzca experimentalmente la diabetes, con la finalidad de
mejorar su funcionamiento cardiaco, mediante recomendaciones dietéticas asociadas a los
acidos grasos, para elaborar estrategias nutricionales adecuadas para los pacientes
diabéticos, que conduzcan a mejorar su calidad de vida. En este trabajo se utilizara el aceite
comestible de oliva como fuente de acido graso monoinsaturado n-9, empleado en la dieta
mediterranea que esta asociado a una disminucion de los lipidos en sangre y el aceite de
maiz, rico en acidos grasos poliinsaturados n-6 utilizado en la alimentacién de la poblacion

venezolana.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

I1.1- Acoplamiento excitacion-contraccion del musculo cardiaco.
11.1.1.- La entrada de Ca** durante el potencial de accién cardiaco y el proceso de

contraccion.

El término acoplamiento excitacion—contraccion (EC) cardiaca fue introducido por
Sandow (8) y asocia dos procesos: la despolarizacion y la contraccion, donde el eslabon de
conexion entre ellos es el Calcio. Durante el potencial de accion cardiaco, la
despolarizacion del sarcolema del musculo cardiaco conduce a una entrada de calcio desde
el exterior, durante la meseta de (fase 2) del potencial de accidn, esta entrada de Calcio
(Ca®") es a través de los canales tipo L del cardiomiocito en la zona yuxtapuesta al reticulo
sarcoplasmico (RS) la cual estimula la liberacion de calcio del RS, a través de los
receptores de Rianodina (RYRs), lo que se denomina mecanismo de liberacion de calcio
inducida por calcio (CICR) (9). Durante la contraccion se utiliza calcio proveniente de dos
fuentes, una del medio extracelular, que pasa por los canales dependientes de voltaje,
localizados en el sarcolema (canales de Ca*? tipo L) y otra del medio intracelular, el calcio
liberado el reticulo sarcoplasmico (RS) por los canales dependientes de ligando (RYRs). Se
ha observado que en el miocito ventricular de conejo, el calcio sistélico depende mas del
Ca”* extracelular y menos calcio es liberado del RS, mientras que, en la rata ocurre todo lo
contrario, debido a las diferencias que existe en el manejo del calcio entre las diferentes
especies (10); ademas, se ha demostrado que hay una proteina denominada calmodulina,
que fija calcio y al parecer media la inactivacion y activacion de los canales de calcio tipo
L y T en la membrana del cardiomiocito (11). Existen pequefias liberaciones de Ca®,
denominadas “chispas” de calcio, que son liberaciones de calcio de los RYRs, unidades
fundamentales esenciales del RS. Espacial y temporalmente ocurre una suma discreta de las
liberaciones de calcio (Ca** Transient), que activa a las proteinas que generan la
contraccion del musculo cardiaco. Se cree que las “chispas” de calcio estan bajo un
estricto control local de los canales tipo L. Asi, las propiedades microscopicas de los RYRS
en respuesta a las corrientes de calcio en los canales tipo L son determinantes importantes

de la eficiencia del acoplamiento EC (12).



Las proteinas asociadas al ciclo del calcio en el acoplamiento EC son las proteinas: de los
canales de calcio tipo L, de los receptores de Rianodina, y del Fosfolambano (PLB) que
regula la ATPasa Ca®* (SERCA) del RS. Todas estas proteinas son puntos de accién de la
proteina cinasa A (PKA). Los efectos del Fosfolambano fosforilado sobre el corazén son
atribuidos generalmente a un incremento de la afinidad de la SERCA del RS al Ca®* (13).
La relacion PLB /SERCA, es tres veces mayor en el ventriculo que las auriculas en
humanos; no obstante, la velocidad del transporte del calcio no difiere significativamente
entre ventriculos y auriculas, aunque la expresién de SERCA es mayor en las auriculas y
ademas, no existe diferencias en el contenido de calsecuestrina entre esos tejidos (14).

La entrada de calcio a la célula cardiaca esta sujeta a regulacion. La estimulacion de los
receptores B-Adrenergicos (B-AR) por la norepinefrina (NE) o por la epinefrina, juega un
papel principal en la modulacion del canal de calcio tipo L y estan involucradas en la
regulacion de la funcion cardiaca en respuesta al estrés y al ejercicio.

Existen interacciones entre la cascada B-Adrenérgica y otras vias que modulan las
corrientes de Ca*™ (Ica ), por ejemplo, la acetilcolina (ACh), que no tiene efecto sobre la
corriente basal Ic, en el miocito ventricular, estimula a un receptor muscarinico que media
la activacion de una proteina G;. ésta inhibe la adenilato ciclasa y la produccion neta de
AMPc. Un aumento del GMPc incrementa la proteina cinasa G (PKG), que al parecer no
altera la Ic, basal, pero disminuye la produccion del AMPc por inhibicion de la
fosfodiesterasa (PDE) (15). También existen evidencias que sugieren que el 6xido nitrico
(NO-) es requerido para que la ACh medie el antagonismo de la activacion de la Corriente
Ica en miocitos cardiacos, ademas, la ACh estimula a una proteina fosfatasa que puede
revertir la fosforilacion mediada por PKA (16).

El calcio que entra a través del canal tipo L es el principal mecanismo que induce la
liberacién del ion del RS (Gréafico 1), sin embargo en miocitos ventriculares de ciertos
mamiferos como el Cobayo, la corriente de calcio de los canales T pueden liberar calcio del
RS, aunque menos eficientemente que los canales tipo L (17). En el musculo cardiaco

existen dos subtipos de receptores § adrenérgicos (B AR): 1 AR y 2 AR. En condiciones



Gréfico 1

Representacion de un cardiomiocito, donde se muestran los movimientos del calcio, los
receptores y canales idnicos involucrados en el acoplamiento excitacion contraccion.
Tomado de Candelaria Alfonso y col.(4)
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normales en las células cardiacas la estimulacion del B; AR por intermedio de la proteina

Gs estimula la adenililciclasa, encargada de generar AMPc que activa a la proteina cinasa
PKA, que esta asociada con la fosforilacion de proteinas que conllevan a un efecto
inotropico positivo, mientras que, la estimulacion B, AR esta asociada a proteinas Gs ¢ Gi.
Sato y col (18) mostraron que el intercambiador Na*/Ca*" constituye la union entre B
AR/Gi. Cuando hay disfuncién B; AR y B2 AR que median la respuesta contractil en los
miocitos existe una mayor expresion del intercambiador Na*/Ca?*. La accién del B, AR/Gs
esta restringida a microdominios en la membrana (lipidos raft) (Grafico 2) en la vecindad

del canal de calcio tipo L.



Gréfico 2

Distribucion de los receptores beta adrenérgicos en la membrana plasmatica de los
cardiomicitos de ratas adultas y en las caveolas.
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Color rojo B1-AR, color azul oscuro en la caveola 32-AR. La adenilciclasa (AC) esta
representada en verde y el receptor muscarinico para la Acetilcolina (m,AChR) en azul
claro. Tomado de Steinberg (18)

La entrada de calcio a la célula es requerida no s6lo para la contraccion sino y para
mantener los pardmetros metabdlicos tales como, produccion de NADH y ATP a nivel
mitocondrial Helen y col. (19). Un incremento del potencial de membrana mitocondrial esta
asociado con una activacion del canal de calcio y esto puede ayudar a nivel mitocondrial
producir mas ATP segun las demandas del ciclo cardiaco, actuando coordinadamente el
Canal tipo L y la funcién mitocondrial.

En el modelo de simulacion de Luo y Rudy (20) el RS de una célula ventricular de
mamifero esta dividido en dos compartimentos (Grafico 3) que los denominan: el reticulo
sarcoplasmico de union, JRS (Junctional RS), que es el lugar del RS yuxtapuesto a la
membrana plasmatica donde se libera el Ca?* y el otro, el reticulo sarcoplasmico en maya,
NRS (Networt RS), lugar de recaptacion de Ca* cercano a la miofibrillas. El Ca®*

recaptado en NRS es transferido a JRS através de un proceso de transporte con una cons-



Grafico 3

Modelo de simulacién de una célula ventricular de mamifero, muestra las distintas
corrientes y el flujo de Ca?* en el RS. Tomado de Luo y Rudy. (20)
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tante de tiempo de 180 ms. Cuando el JRS esta cargado de Ca** a un nivel umbral, ocurren
liberaciones espontaneas de Ca®* desde esa zona del RS. De otra manera, el Ca®*" es
transferido de regreso desde JRS a NRS, donde se fuga al citosol a través de canales de
fuga (I leaks) y los iones que quedan en el mioplasma son eliminados de la célula por el
intercambiador Na'/Ca?* después de que se completa el potencial de accién. Segln este
modelo, entre ambos compartimientos existe un transporte gradual de iones Ca?*, ademas
en el compartimiento JSR estd la calsecuestrina y predominan los canales de RyRs,
mientras que, en el otro compartimiento predomina la SERCA. Existen dos proteinas
integrales de membrana la Triadina y la Junctina que se une directamente al receptor
Ryanodina, estas proteinas sirven de anclaje y estabilizan la calsecuestrina a la cara interna
de la membrana en la region JRS (21).

La microscopia electrénica muestra que la calsecuestrina parece estar fisicamente unida a
los receptores de RyRs, formando un complejo cuaternario, este complejo es importante

durante el acoplamiento EC, pues se ha propuesto que el Ca** se une directamente a la



calsecuestrina (Grafico 4) regulando la cantidad de iones de Ca®* liberado por el RyRs, y la
junctina podrian mediar los mecanismos de regulacion (22).
Grafico 4

Receptor de rianodina: a) Proteinas de anclaje (Junctina y triadina) y la calsecuestrina
(CSQ). b) Esquema tridimencional del receptor de rianodina y la disposicién de las
proteinas relacionadas con el ensamblaje del canal de RyR (FKBP12,6) y proteinas cinasas.
Tomado de Hove-Madsen y Bers DM, (22), Bers DM y Pérez (23),
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La troponina localizadas en las miofibrillas, actia como un sensor del calcio, es un
complejo de tres proteinas troponina C, I, T. La troponina “C” es el componente que une el
calcio mediante cuatro sitios de union: dos de alta afinidad y dos de baja afinidad. La
troponina “I “es la unidad que inhibe la actividad de ATPasa de la actomiosina y las
interacciones contractiles de miosina- actina-tropomiosina. Por tltimo la troponina “T” es
el componente del complejo que se une a la tropomiosina. En el masculo cardiaco existen
receptores intracelulares para el fosfatidiltrifosfato (IP3), que permiten la liberacion de
calcio por canales intracelulares dependientes de IP3 y existen varios subtipos IP3R1,
IP3R2, y IP3R3. En el musculo cardiaco predomina el IP3R2 y estos son cincuenta veces
menos abundantes que los receptores de RyRs. Los receptores para IP3 estan ubicados en
compartimientos de membranas intracelulares del RS diferentes al lugar donde se encuentra
los receptores de RYR, estos receptores IP3 pueden jugar un papel importante en la
regulacién global de la concentracién de calcio intracelular [Ca®*]i pero requieren, de altas
concentraciones de IP3 (22,23). El IP3R2 interviene en funciones especializadas de los
cardiomiocitos como: 1) En la regulacion de la permeabilidad en las membranas de las
organelas, 2) Amplificacién o propagacion de las sefiales eléctricas en el corazén, 3) En
las fibras de Purkinje se han encontrado altos niveles de IP3R2 encargadas de controlar las
sefiales locales de calcio que puede jugar un papel importante en la regulacion del
crecimiento celular. El 1P4 puede sostener la respuestas inotrépicas positiva inicialmente
inducida por IP3; el mecanismo no es conocido, pero se sabe que actta sobre las vesiculas
de baja densidad, cuyos canales de calcio son dependientes de ATP y distintas de las

vesiculas pesadas del RS ricas en receptores RyR (24).
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11.1.2.-Disminucion del calcio intracelular durante la relajacion.

Para que ocurra la relajacion y el llenado ventricular, el calcio que activd los
miofilamentos, debe ser removido del citosol por los cuatros sistemas: La SERCA del RS,
el intercambiador Na‘/Ca?*, la Calcio ATPasa del sarcolema y el transportador
unidireccional mitocondrial. Desde el punto de vista cuantitativo la SERCA del RS vy el

intercambiador Na*/Ca?* son los mecanismos més importantes.

La SERCA es la bomba de calcio que moviliza el calcio del citosol al interior del RS y por
tanto, interviene en el fendmeno de relajacion del masculo cardiaco. Existen diferentes
isoformas de SERCA (SERCA1, SERCA2 y SERCA3) pero en el musculo cardiaco
predomina la isoforma SERCA2. Ademas, existen dos subtipos de SERCA2, la SERCA2a
y la SERCA2b. La SERCA2b muestra un patron de distribucion alrededor de los tabulos T
y poseen mayor afinidad por el calcio que la SERCA2a que se encuentra distribuida a lo
largo de la membrana longitudinal y transversal del RS. La SERCAZ2a juega un papel
central en el manejo del calcio en el RS involucrado en el acoplamiento excitacion -
contraccion en el musculo cardiaco, encontrandose mayor expresion en las auriculas con
relacion a los ventriculos (14). En el miocito ventricular de conejo la SERCA del RS,
moviliza un 70% del calcio del citosol, mientras que, en la rata la SERCA del RS, presenta

mayor actividad y remueve el 92% del Ca** del citosol (22).

El intercambiador Na*/Ca”* juega un papel importante durante la relajacion y la cantidad
de calcio que expulsa del medio intracelular varia con la especie. EIl intercambiador
Na‘/Ca?* del conejo elimina 28% del calcio del citosol, y el de la rata elimina 7%. El
balance del flujo de calcio en el cobayo, hurdn, conejo y humanos son similares (25). En la
insuficiencia cardiaca en el corazon humano, hay tipicamente una reduccién de la expresion
de la SERCA del RS (26) y un incremento en la expresion del Na*/Ca®*; esto podria
cambiar el balance del flujo de calcio durante la relajacién a favor de una salida de calcio
via el intercambiador y una reduccion de la captacion de calcio del RS. Asi, en una
insuficiencia cardiaca en el corazon humano como en el conejo, la SERCA del RS y el
Na‘/Ca?* pueden contribuir similarmente a disminuir la [Ca?*]; durante la relajacion (27).
La Calcio ATPasa del RS transporta dos iones de calcio por ATP consumido, y la salida

por el intercambiador Na*/Ca?* bombea solamente un ion de Ca** por dos ATP utilizado
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(indirectamente la bomba elimina tres iones de Na*, via ATPasa Na'/K" el cual entro via el
intercambiador Na*/ Ca?*). Asi, el ciclo del calcio trans-sarcolema gasta més energia que el
transporte al RS. Cuando se incrementa el calcio intracelular, las mitocondrias de los
miocitos cardiacos aislados captan calcio, pero este fendmeno no juega un papel importante
en comparacién con la captacién por el RS. (27). Ademas, las mitocondrias liberan el Ca®*
recaptado durante la sistole tardia o en el reposo y al parecer estd méas relacionado con las
demandas metabolicas como es la sintesis de ATP (28,29).

Cuando la celula cardiaca no pierde ni gana calcio esta en situacion de balance, ya que el
calcio que entra durante el potencial de accion es igual al que es eliminado a través de la
membrana por el intercambiador Na*/Ca?*, mientras que, el calcio liberado del RS es
recaptado por esa estructura .Cuando la situacion de balance de calcio se pierde la célula
aumenta o disminuye su fuerza de contraccién. EI Ca®* es eliminado a través de la
membrana de la célula por la baja afinidad y alta capacidad del intercambiador durante la
sistole, mientras que, durante el intervalo diastolico, existe baja capacidad y alta afinidad de
la bomba de calcio para eliminar calcio. La fuerza de contraccion de un latido normal es
probablemente sélo una fraccion de la fuerza maxima que puede ser generada por los
filamentos contractiles (30). Esta fraccion es probablemente cerca del 40%, esto significa
que el 40% de los sitios de baja afinidad de la Troponina C estan saturados con iones de
calcio (31).

11.2.- Potenciacién post-reposo.

McWilliam (32) fue el primero en observar que en el corazén de un mamifero, la
amplitud de la primera contraccion después de una pausa depende del intervalo entre
latidos. El incremento en la fuerza de los latidos que sigue inmediatamente al periodo de
reposo, se denomina potenciacion post-reposo. Cada vez que el musculo cardiaco es
excitado después del reposo, en los latidos sucesivos pueden ocurrir dos cambios
temporales que tienen efectos opuestos sobre el grado de activacion (contractilidad) de los
elementos contractiles. Un cambio que tiende a incrementar la fuerza de contraccion y es
denominado como efecto inotrépico positivo (EIP) y el otro que tiende a disminuir la
contractilidad, y se le ha llamado efecto inotropico negativo (EIN). Después del EIP se

requiere de aproximadamente de 12 latidos para lograr alcanzar de nuevo el nivel de estado
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estable. Diferentes patrones de contraccion post-reposo se observan en los tejidos cardiacos
de diversas especies (Grafico 5).

Grafico 5

Registro de fuerza de contraccion que muestran la fuerza de contraccion post-reposo con

intervalo de 30 segundos, en musculo cardiaco en diferentes especies. Tomado de Koch-
Weser Jy Blinks JR. ( 33)
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El potencial de accion desarrollado durante los primeros latidos después de una pausa
prolongada incrementa en tiras de ventriculo derecho de ratas, trabéculas de la auricula
derecha de humanos y auricula izquierda de cobayos (33), el patrén de disminucion de la
potenciacion post-reposo es tipica para el masculo cardiaco de ciertas especies como el
Ventriculo derecho de cobayo y esté relacionado, como vimos anteriormente, con el manejo
de calcio por el musculo cardiaco en las diferentes especie. Al incrementar la frecuencias,
el calcio liberado por el RYRs aumenta Yy a la frecuencia de 3 Hz no hay diferencias en el

porcentaje de calcio liberado por el RS de conejos o en rata (Grafico 6 ).
Gréfico 6

Porcentaje de calcio liberado por el receptor de Rianodina (RYR) en el ventriculo de rata
y conejos a diferentes frecuencias. Tomado de Lars M y Bers D. (34)
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La potenciacion post-reposo es un modelo de mecanismo subcelular, donde se puede
estudiar los cambios cuantitativos de la fuerza de contraccion, que resultan, al cambiar los
intervalos entre latidos, es un ensayo seguro y altamente sensible a fendbmenos o agentes
que perturban la liberacién del calcio del RS.

Al someter a ratas Sprague Dawley a dietas de ratarina o ratarina enriquecida con 5% de
aceite de soya o0 una mezcla de aceites (soya + oleina de palma africana), se observo que el
maximo valor absoluto de potenciacion post-reposo en las tiras de ventriculo derecho se
alcanz6 a los 32 segundos de reposo en todos los grupos, resultado que se obtuvo al
comparar los valores obtenidos con intervalos de reposo de 4, 8, 16, 32 6 64 segundos, pero
no se encontro diferencia significativa en la potenciacion con los intervalos de reposo de
16, 32 y 64 segundos (Grafico 7) es decir, que en estos experimentos de potenciacion post-
reposo la mayor liberacion y recaptacion absoluta de calcio (mayor cantidad de calcio
recirculante), aparentemente fue a los 32 segundos, lo que indica que este fendmeno es
independiente del contenido de lipidos totales en la dieta y del perfil de acidos grasos en los
ventriculos, estos resultados son compatibles con los encontrados en otros trabajos en
nuestro laboratorio, donde se observé que el méaximo valor absoluto de potencia post-
reposo en los ventriculos fue 32 segundos y la inhibicion del receptor RYR (relacionado
con la liberacién del calcio en el RS) con 1,5 x 10® M de Rianodina cambié la cinética de
potenciacion post-reposo del ventriculo (4). Las tiras de ventriculos que presentaron mayor
potenciacion post-reposo expresada en gramos y mayor fuerza de contraccion de estado
estable, fueron las de los grupo oleinat+soya o soya: 4,7 g Yy 1,9 g respectivamente,
respecto al grupo ratarina. Los ventriculos del grupo ratarina presentaron menor
potenciacion post-reposo en todos los distintos intervalos de reposo y menor fuerza de
contraccion en el estado estable. Al compara las respuesta de la fuerza de contraccion post-
reposo de los ventriculos del grupo ratarina, con los otros dos grupos, se encontré un
aumento significativo (p< 0,05) de potenciacidn post-reposo en los ventriculos del grupos
oleina + soya 6 soya. No se encontraron diferencias significativas de la potenciacién post-
reposo de los ventriculos, al comparar el grupo oleina + soya con el grupo soya. Esta
respuesta se podria explicar, porque estos grupos ingirieron mayor cantidad de lipidos
totales por dia, en relacion al grupo ratarina y por tanto, tendrian mayor disponibilidad de

acidos grasos de cadena larga para producir mayor cantidad de ATP, posiblemente a través
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de la activacion de los receptores de activacion de lo peroxisomas (PPAR) que promueven

la beta oxidacion en peroxisomas y mitocondrias en el musculo cardiaco (35).

Gréfico 7

Estudio cinético de la potenciacion post-reposo, en tiras de ventriculo derecho de ratas.
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El grupo ratarina presento diferencias significativas (p <0,05) de potenciacién post-reposo,
en todos los intervalos de reposo, respecto a los grupos con dieta suplementada con 5% de
aceites vegetales comestibles. Tomado de Candelaria Alfonso Pérez (35).

11.3.- Los acidos grasos.

Los acidos grasos insaturados se agrupan en familias o series: n-3, n-6 y n-9 (Gréfico
8). Se utiliza la letra n (por la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada, IUPAC) o
la letra omega (®) para indicar que el primer enlace doble esta situado a seis (n-6), tres (n-

3) 0 nueve (n=9) atomos de carbono contados a partir del grupo metilo terminal (HsC-), por
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ejemplo la denominacion del &cido linoleico como: C18:2,n-6, indica que contienen 18
atomos de carbono y dos enlaces dobles C=C, el n-6 es el nimero para indicar la posicion
del primer enlace doble C=C contado a partir del grupo carboxilo terminal; el nombre
sistematico del C18:2,n-6 es 9,12 octadecadienoico. Los &cidos grasos linoleico (18:2,n-6)
y alfa linolénico (18:3,n-3) son indispensables para las funciones metabdlicas normales.

El valor del superindice del simbolo delta (A) indica la posicion del enlace doble a partir
del carbono del grupo carboxilo.Los animales disponen de desaturasas capaces de
introducir enlaces dobles en las posiciones 5, 6 y 9 (A%, A® y A%) en los 4cidos grasos con
mas de 16 carbonos, estas instauraciones son de configuracion “cis”. Sin embargo, no
podemos introducir enlaces dobles en posiciones posteriores al carbono 9, que si realizan
las plantas, ya que poseen desaturasas A°, A y A™® que les permite sintetizar el linoleico
(C18:2, A% a partir del oleico (C18:1,A°) . Las elongasas alargan las cadenas de &cidos
grasos hacia el extremo carboxilo. Esto hace que los acidos linoleico (C18:2, n-6) y el
linolénico (C18:3,n-3) sean esenciales en la dieta.

La eficacia de la desaturacion varia en las diversas especies; la rata tiene un mecanismo
de desaturasas muy eficiente, pero el gato requiere de acidos grasos de cadena larga de la
familia n-3 (36) como el acido eicosapentaenoico (C20:5,n-3) que es abundante en la
sardina. Los acidos grasos insaturados de 20 a 22 atomos de carbono, derivados de los
acidos grasos linoleico y alfa linolénico se denominan &cidos grasos esenciales de cadena
larga, los mas importantes son el araquiddnico (C20:4,n-6) de donde se originan las
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y el docosahexaenoico (C22:6,n-3), presente
en altos niveles en las células del sistema nervioso, espermatozoides, retina, (37). Cuando
la ingesta de acidos grasos esenciales disminuye, el organismo utiliza cido estearico
(18:0) para formar el acido oleico (18:1,n-9) a partir del cual se origina el &cido
eicosatrienoico (20:3,n-9), estos constituyen la tercera familia de acidos grasos polienoico
gue se encuentra en mayor proporcion en el plasma en los animales y humanos con dietas

deficientes de acidos grasos esenciales (38).
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Grafico 8

Series o familias de &cidos grasos, insaturacion, elongacion de la cadena y oxidacion
a)

A9 0]
/\/\/=\/=\/\/\/\/&‘OH
HsC
C18:2,n-6
Serie Serie Serie
b) n-3 n-6 n-9
Enzimas C18:3 C18:2 Ci18:1
A 6-desaturasa ! ! !
C18:4 C18:3 C18:2
elongasa ! ! !
C20:4 C20:3 C20:2
A 5-desaturasa ! ! !
C20:5 C20:4 C20:3
elongasa ! ! !
C22:5 C22:4 C22:3
elongasa ! ! A4-desaturasa
C24:5 C24:4 C22:4
A6-desaturas  A4-desaturasa
C24:6 C24:5
Oxidasa ! !
C22:6 C22:5

a.-Estructura del acido linoleico indicando la posicion de las instauraciones. b.-Series o
familias n-3, n-6 y n-9 de los cidos grasos y las enzimas desaturasas, elongasas y oxidasas

que intervienen en la transformacion de los acidos grasos. Tomado de Kingsbury y col.
(38).
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11.4.- Musculo cardiaco y acidos grasos

El musculo cardiaco puede utilizar como metabolitos a los acidos grasos, la glucosa, el
lactato y los cuerpos ceténicos como fuente de energia, de acuerdo a la condicién
metabolica del organismo. En condiciones fisioldgicas el corazon utiliza como sustrato
principal de energia en un 70% a los &cidos grasos y en un 30% a la glucosa. Por muchos
afios se pensd que el transporte de acidos grasos a través de las membranas en las células
del masculo era un proceso pasivo, pero las investigaciones en el area han localizado la
existencia de proteinas que unen especificamente los acidos grasos (FAB) y de las
proteinas tansferidoras (Grafico 9) de &cidos grasos (FAT) (39,40).
En el masculo cardiaco FAT se encuentra distribuida tanto a nivel celular (membrana
plasmatica) como a nivel subcelular (reticulo endoplasmico), mientras que, el transportador
de glucosa, el Glut-4, se encuentra predominantemente en la membrana plasmatica y su
redistribucion esta asociada a la respuesta de insulina (41).La captacion de los acidos grasos
por el corazon depende en gran parte de la actividad metabdlica del mdsculo cardiaco. Los
acidos grasos libres son utilizados principalmente para la obtencion de energia mediante la
B-oxidacion para proveerse de ATP. El corazon utiliza los acidos grasos liberados de la
albimina, de las lipoproteinas y los liberados de los fosfolipidos de las membranas
mediante la accion de las fosfolipasas.
Los diacilglicéridos y acidos grasos poliinsaturados in vitro pueden aumentar la actividad
de la PKC (42). Una variedad de estimulos extracelulares causan liberacion de acido
araquidonico (C20:4,n-6) y diacilglicéridos, Piy Jeffery (43) encontraron que en miocitos
ventriculares aislados, los é&cidos grasos y los diacilglicéridos (DG) interactian
directamente con la PKC y ademas, la liberacion transitoria de calcio incrementd
paralelamente con el efecto inotropico, sugiriendo que los 4cidos grasos y DG
participan en la regulacion de la homeostasis del calcio.
Miocitos de neonatos tratados con Angiostensina Il producen una elevacion de
diacilglicéridos via accién de fosfolipasa A2 (FLA2) posiblemente activando subtipos de
receptores, como los receptores adrenérgicos al que estan acoplados a la FLC y los
receptores B2 que estan acoplados a la FLA2. La estimulacién de FLC Y FLA2 pueden

liberar DG y C20:4,n-6 en el corazon provocando respuestas inotropicas positivas (45).
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Gréfico 9

Transporte de los &cidos grasos y beta—oxidacion peroxisomal y mitocondrial en miocitos
cardiacos. Tomado de Brian N. Finck y Daniel P. Kelly (44).
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Experimentos realizados en ratas machos adultas de la raza Wistar alimentadas con dieta

estdndar y agua ad libitum (46), en donde al

grupo control se le inyecté por via

intraperitoneal solucién fisioldgica y a los otros grupos diferentes dosis de Epinefrina por

7 dias (1, 2 6 3 mg/Kg de peso corporal). Mostré que el primer dia de inyeccion de

epinefrina se incremento significativamente el acido oleico (18:1,n-9) en la fosfatidilcolina

(FC) y en la fosfatidiletanolamina (FE) aislados del sarcolema del ventriculo de ratas. Este

acido graso en el tercer dia de inyeccion, disminuy6 significativamente en ambos
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fosfolipidos y aumento significativamente el acido linoleico (C18:2,n-6) y araquidonico
(C20:4,n-6) en la FC, al compararlos con el grupo control. En el séptimo dia de la
inyeccion de epinefrina, el 4&cido docosahexaenoico (C22:6,n-3) aumento
significativamente en ambos fosfolipidos, tanto si se compara con el primer dia de
inyeccion o con el control. El séptimo dia de inyeccion de epinefrina se relaciona con una
disminucion del nimero total de receptores B, ( “Down-regulation”) con relacion al control,
éstos resultados soportaron la idea que alteraciones en la composicién de los acidos grasos
de las membranas pueden influir en la respuesta de los segundos mensajeros en el masculo
cardiaco. Estudios clinicos (47) han mostrado que el riesgo de muerte subita se redujo en
50% en pacientes que han sobrevivido a infartos al miocardio al incluir en su dieta la
familia de &cidos grasos C20:5,n-3 y C22:6,n-3 ( especies de origen marino) y reduciendo
simultaneamente los &cidos grasos de la familia n-6, alcanzando una relacion n-3 / n-6 igual
a uno. Los &cidos grasos de la familia n-3 inhiben las corrientes de calcio tipo L (48).
Hagve y Sprecher (49) en corazones de ratas Sprague-Dawley pefundidos o en estudios de
miocitos aislados donde se coloca acido grasos marcado con *C tales como: C18:3n-3 6
C18:2n-6, encontraron que estas células no son capaces de desaturar o alargar la cadena
carbonada de esos acidos grasos, para producir &cidos grasos C20:5,n-3, C22:6,n-3 y
C20:4n-6 por lo tanto, el corazon toma estos acidos grasos de la circulacién. En este punto
existen controversias, ya que, Herelia y col. (50) en cultivos de miocitos de rata
encontraron que los acidos grasos esenciales C18:3,n-3 6 C18:2,n-6, sufren desaturacion y
alargamiento de la cadena de carbono, pero en presencia de docosahexaenoico (C22:6,n-3)
se inhiben estos fendmenos.

En ratas que ingirieron dieta con aceite de pescado se observé que estaban protegidas
contra la fibrilacion ventricular inducida, al administrar en forma aguda altas dosis de
catecolamina, mientras que, las ratas que ingirieron aceite de maiz presentaron fibrilacion
(51). McLennam y col. (52) han demostrado que animales que consumieron acidos grasos
poliinsaturados de la familia n-3 requieren significativamente mayor corriente de
estimulacion para inducir una fibrilacién ventricular, en comparacion con los que
consumieron dietas con acidos grasos de la familia n-6. En miocitos de ratas recién nacidas,
se ha encontrado que el acido oleico (C18:1,n-9) o los acidos grasos saturados como:

estedrico (C18:0), miristico (C14:0) y laurico (C12:0), no afectaron la frecuencia de
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contraccion, mientras que, los &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga como el
C20:5,n-3 y C22:6,n-3 disminuyeron la frecuencia cardiaca, sin cambios significativo en la
amplitud de las contracciones. Los &cidos grasos C18:2,n-6 6 C18:3,n-3 produjeron un
efecto menor que los anteriores. El &acido araquidonico (C20:4,n-6) en algunos
experimentos ocasiond aumentos de frecuencia y en otros disminucion, pero en presencia
de inhibidores de oxigenasa produce disminucion de la frecuencia cardiaca (53). Huang y
col. (54) han postulado que durante la isquemia en el tejido cardiaco, se concentra &cidos
grasos no esterificados como el acido oleico, araquidonico u otros &cidos grasos liberados
de los fosfolipidos de las membranas que podrian estar asociados a un incremento del
calcio intracelular. Estos acidos grasos insaturados de cadena larga (oleico, linoleico,
linolénico y acido araquiddnico) o saturados (palmitico, estearico, araquidico) a
concentraciones de 3 a 30 uM, incrementaron la ICa®* indicando que activan los canales de
Ca®*. No obstante, acidos grasos con 12 6 menos 4tomos de carbono o é4cidos grasos
esterificados no modifican las 1Ca**, sefialando que la activacion de los canales de calcio
requieren acidos grasos de cadenas largas y grupos carboxilos libres. Inhibicion de las
proteinas cinasas A, C 0 G y la produccion de eicosaenoides u oxidaciones no enzimaticas,
no bloquearon el incremento de la 1Ca** producida por los 4cidos grasos libres y parece que
los &cidos grasos de cadena larga activan directamente las 1Ca** actuando en sitios cerca del
canal o en las proteinas del canal, esto explicaria las arritmias, disturbios en la conduccién
y efectos citotdxicos del calcio.

El perfil de acidos grasos en las membranas de las células esta directamente influenciado
por la composicion de los acidos grasos de la dieta, pero ademas, esta sujeta a regulacion
enddgenas. EI consumo de aceite de pescado por 6 semanas altera la composicion de los
acidos grasos de varios tejidos y los é&cidos grasos en los fosfolipidos difieren
marcadamente de los reportados en el plasma y en la dieta. Al suministrar a monos aceite
de pescado que contenga 12 % de C20:5,n-3 y 28% de C22:6,n-3 se encontré que, en el
miocardio de estos mamiferos los niveles del acido graso C20:5,n-3 fue menor de 1% vy el
30% fue de C22:6,n-3 ademas, se observd que el musculo cardiaco al igual que el cerebro
acumula mas acido graso de la serie C22:6,n-3 (55).

El &cidos graso C22:6,n-3 es una sustancia antiarritmica potente, en relacion al acido

C20:5,n-3, cuando se suministran en la dieta de ratas adultas. Mediante técnicas
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electrofisiolégicas de patch-clamp se determiné inhibicién en un 50 % de la 1Ca**, cuando
se adicioné 0,8 UM de C20:5,n-3 a la solucion que contenia un miocito aislado de rata
recién nacida, resultados similares se encontraron con 2,1 uM de C20:5,n-3 en miocito
ventricular de rata adulta. Estos acidos grasos poliinsaturados actuaron directamente
disminuyendo la corriente de sodio (INa*). Otros &cidos grasos que tuvieron el mismo
efecto fueron: C22:6,n-3; C20:4,n-6; C18:3,n-3; 18:2,n-6 y ademas, produjeron inhibicion
de la corriente en los canales lentos de calcio (ICaL), fueron voltaje y tiempo dependiente,
por lo cual estos &cidos grasos son antiarritmicos (56). El acido esteéarico (C18:0) y el
acido monoinsaturado oleico (18:1,n-9) no produjeron efecto sobre las corrientes 1(Cal)
(48). Leifert y col. (57) usando tecnicas de patch-clamp encontraron que miocitos
ventricular de ratas adultas, en presencia de &cidos grasos n-3 bloqueaban las INa* y se
correlacion6 con el aumento de la fluidez de la membrana, mientras que, los &cidos grasos:
linoleico, oleico y estearico, fueron menos efectivos en bloquear las INa* y no variaron
significativamente la fluidez del sarcolema.

Es conocido que los acidos grasos n-3 son antiarritmicos debido a dos efectos en el reticulo
sarcoplasmico: ellos reducen la disponibilidad de calcio al RS e inhiben el mecanismo de
liberacion de calcio inducido por calcio (58). Honen y col. (59) han observado que los
acidos grasos no esterificados C22:6,n-3 y el acido oleico, inhiben los receptores RyRs a
concentraciones micromolares en miocitos ventriculares de ratas. Se ha encontrado que
existe una relacién inversa entre la composicion de acidos grasos de la serie n-3 en los
fosfolipidos del musculo cardiaco, y una disminucion de la frecuencia cardiaca (60). No
obstante, Geelen y col. (61) no encontraron cambios en la frecuencia cardiaca en 84
humanos entre hombres y mujeres al suministrar 3,5 g / dia de aceite de pescado por 12
semanas respecto al placebo.

Se han realizado estudios con ratones transgénico MHC-FATP, (Grafico 10) cadena pesada
de a-miosina-proteina transportadora de acidos grasos), en estos modelos transgénicos, hay
un incremento del transporte de acidos grasos y su acumulacion resulta en una disfuncién
diastolica similar a lo que ocurre en estados tempranos de cardiomiopatia diabética.
Durante condiciones normales, aproximadamente el 60% del ATP es producido por la

oxidacion de los acidos grasos y el remanente por el metabolismo de la glucosa, pero
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cambios dramaticos pueden ocurrir en el miocardio diabético donde el 90 -100% del ATP
producido es generado por la oxidacién de los acidos grasos (62).

En los miocitos ventriculares de los ratones transgénicos se encontré un aumento de la
sensibilidad al calcio debido a una mayor expresion de isoformas HMC(R-MHC)
sustituyendo a las formas a-MHC y la funcion de los miofilamentos en los MHC-FATP,
encontrandose una lenta cinética en la relajacion, mas que un cambio en el ciclo del calcio.
Ademas, Flagg y col. (62) sefialan que los cambios metabdlicos son suficientes para
generar una disfuncion diastolica que también se observa en etapas tempranas de
cardiomiopatia diabética, pero no descartan que en etapas posteriores de la diabetes exista
alteracion del manejo del calcio.

En el organismo, a partir de los acidos grasos monocarboxilicos no esterificados se pueden
sintetizar acidos grasos dicarboxilicos por m-oxidacion, estas oxidaciones no son
significante en las células normales, pero pueden incrementar en situaciones patoldgicas,
como en la diabetes, que inducen peroxidacion lipidica (63).

Barrer y col. (64) revelaron la existencia de una subfamilia de receptores nucleares
denominados receptores activadores de la proliferacion de peroxisomas (PPARS) cuyos
factores de transcripcion son activados por ligando y existen tres isoformas (PPARa,
PPARB y PPAR vy). Estos receptores se encuentran en la membrana nuclear de varios
tejidos incluyendo el musculo cardiaco y juegan un papel importante en el metabolismo de
los lipidos, diferenciacidn, proliferacion celular, procesos inflamatorios y adipogénesis.
En el corazén predomina el isomero PPARa, que regula los genes asociados a la oxidacion
de los acidos grasos en el corazon. Los ligandos de las PPARs pueden ser &cidos grasos,
leucotrienos o prostaglandinas, palmitoiletanolamida y algunos farmacos .

La palmitoiletanolamida es una amida de acido palmitico y etanolamina que presenta
propiedades antiinflamatorias al activar selectivamente PPARa in vitro, cuando dosis DEsg
de 3,1£0,4 uM es aplicada topicamente en la piel de ratones se induce la expresion de
mRNA PPARa (65). En cultivos primarios de cardiomiocitos se ha encontrado que la
oleiletanolamida, una amida de acido oleico, también actuan sobre los PPAR«

aumentando la oxidacién de los acidos grasos (66). Este descubrimiento fue de gran
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Gréfico 10

Alteracion de la cinética de la relajacion de miocitos ventricular de ratones transgénicos
( MHC-FATP) y ratones normales (WT), frecuencia 1Hz. tomado de Flagg y col.(62)
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Ay B, muestra registros del [Ca®*_]i de células WT y MHC-FATP. C, pico diastélico y
pico sistolico de [Ca?* ]i. D, no fueron diferentes en la diastoles o pico de [Ca2+ ]i, la
tasa de [Ca®*-]i eliminada (T50 tiempo en declinar 50% en el pico [Ca®*" ]i) fue
significativo (P<0,05) rapida en MHC-FATP comparada con ratones normales. E y F,
Representan Western blots. (E) datos de expresion de proteinas acumulada. (F) para
SERCA-2a y PLB. Es evidente la expresion de SERCA disminuida, la expresion PLB
no fue afectada in MHC-FATP, comparada con ventriculos de ratones normales.(62)

importancia pues existen evidencias que la cardiomiopatia diabética puede estar relacionada
con alteraciones en el metabolismo energético o intermediarios toxicos que se pueden

acumular en el miocito cardiaco (67).

Los &cidos grasos o sus metabolitos regulan factores de transcripcion especificos que

median en procesos asociados a metabolitos, eicosaenoides /produccién de factores de
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crecimiento, crecimiento y diferenciacion celular etc. ( Grafico 11) y estos mecanismos
estan asociados en el control del metabolismo de carbohidratos y lipidos y de esa manera

las grasas de las dietas pueden jugar un papel importante en la salud y en la enfermedad.

Gréfico 11

Acidos grasos o sus metabolitos pueden potencialmente activar multiples vias que afecta la
expresion de genes.Tomado de Jump y Clarke (68)
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Las grasas de la dieta influyen sobre los receptores activadores de la proliferacion de los
peroxisomas (PPAR, alfa, beta , gamma, y épsilon), factores de transcripcion (TF),
receptores hormona tiroidea (TR), &cidos grasos saturados (SFA), acidos grasos
poliinsaturados (UFA), acidos grasos de cadena media (MCFA) Hydroxyeicosaenoides
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11.5.- Efectos de la diabetes mellitus en el musculo cardiaco.

Durante la segunda mitad del siglo pasado se observo un incremento pandémico de la
Diabetes Mellitus, asociada entre otros factores a los malos habitos alimenticios con dietas
basadas en comidas ricas en grasas y carbohidratos y al sedentarismo caracteristico de la
sociedad urbana contemporanea con estilo de vida occidental (69). La diabetes mellitus
constituye un problema de salud pablica en el mundo, en Venezuela existe un millon de
personas afectadas por esta enfermedad que se caracteriza por ser un sindrome metabélico
con hiperglicemias sostenidas. Su patogenia se puede resumir como un déficit total o
parcial de insulina (diabetes tipo 1) 0 a un estado de resistencia a la insulina (diabetes
tipo2) (70). La epidemiologia de la enfermedad cardiovascular en la poblacion
norteamericana en general se investigé mediante los estudios de Framingham en 1949 (71),
donde se evidencid, durante 18 afios de seguimiento, que los diabéticos incluidos en el
estudio tuvieron una morbilidad y una mortalidad aumentada para todas las causas
cardiovasculares.

En Venezuela se han descrito las principales caracteristicas epidemioldgicas de la diabetes
en el pais en base a los datos de morbilidad disponibles y las estadisticas de mortalidad
publicadas en los Anuarios de Epidemiologia y estadistica Vital hasta 1996 y en los
anuarios de Mortalidad del Ministerio de de salud y Desarrollo Social afio 2000. En
relacion con la mortalidad por Tipo en el afio 2000, el 3,8 % correspondio a la mortalidad
por diabetes tipo 1, el 58,5 % al tipo 2 y 37,7 % a diabetes no especificada segun tipo. Se
estima que la mortalidad real por esta causa sea mucho mayor, pues una proporcion
importante se atribuye a enfermedades del corazon, accidentes cerebro-vascular o
neuropatias. Se estima un posible subregistro en nuestro pais, cuyo promedio seria del
42,2 % (72).

En los pacientes diabéticos se ha encontrado que la principal causa de muerte es la falla
cardiaca congestiva. Un factor que contribuye a la insuficiencia cardiaca en estos pacientes
es la cardiomiopatia independiente de complicaciones en las arterias coronarias e
hipertension, que se manifiesta en principio como una disfuncion diastélica que conlleva a
una disfuncidn sistolica (73).

Se ha demostrado la existencia de cambios en el corazén de pacientes diabéticos jovenes

asintomaticos que tienen anomalias funcionales cardiacas sin enfermedad coronaria ni
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hipertension arterial (74). La enfermedad muscular cardiaca diabética ocurre tanto en la
diabetes tipo 1 (insulinopénicos y propensos a cetoacidosis con destruccion de las células
beta) como en los diabético tipo 2 (no insulina dependientes que presentan un mayor
porcentaje de grasa abdominal), y esto sugiere que la hiperglicemia y los cambios
metabdlicos asociados probablemente son los que influyen en la enfermedad muscular
cardiaca diabética (75), también denominada cardiomiopatia diabética (76).

La mayoria de los estudios experimentales de la funcién del miocito cardiaco en ratas
diabeticas, se ha realizado induciendo la diabetes Mellitus tipo 1 con alloxan o
estreptozotocina; esta Gltima droga tiene la ventaja que a menor dosis intravenosa (50 mg /
kg de peso corporal) un 90% de las ratas son diabéticas, mientras que, el alloxan produce
diabetes s6lo a un 60% de las ratas (80).

La estreptozotocina (STZ) es un agente beta-citotoxico (Grafico 12) de los islotes de
Langerhans; su toxicidad es altamente selectiva para las células beta del pancreas y es
utilizado para producir diabetes experimental tipol en animales (77), los animales
diabéticos con el tiempo desarrollan cardiomiopatias y la causa de la disfuncién miocardica
que se produce, se cree es multifactorial y aparentemente esta relacionada con los cambios
metabolicos asociados a los lipidos y a los carbohidratos. La insuficiencia cardiaca que se
puede desarrollar en estos modelos es comparable a la observada en pacientes diabéticos no
dependientes de insulina (78).

El alloxan es otra sustancia utilizada para producir diabetes mellitus, estudios histologicos
muestran que esta sustancia disminuye el nimero, tamafio de las células beta e infiltracion
de linfocitos en los islotes pancreaticos produciendo dafio y muerte de las células beta del
pancreas. Tanto el alloxan como la estreptozotocina inducen la fragmentacién del ADN en
las células beta del pancreas con la sucesiva muerte celular (80).

En estudios de la captacién de “*Ca en el reticulo sarcoplasmico (RS) en las ratas después
de 7 - 120 dias de inducir la diabetes con alloxan o estreptozotocina, se encontrd que ni a

los 7 0 120 dias hubo diferencias significativas entre la captacion de calcio por el RS, no
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Gréfico 12

Estructura representativa de la sustancia diabetogénica, N-[Metilnitrosocarbamil]-D-
glucosamina (Estreptozotocina), Tomado catalogo Aldrich (79).
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obstante, se presento una disminucion significativas de la velocidad de captacion del calcio
por el RS de las ratas diabéticas. Lo que se atribuy0 a una disminucion de la actividad de la
ATPasa Ca’* del RS y no a efectos toxicos del alloxan o estreptozotocina, debido a la
accion detergente de la L-palmitoilcarnitina, ya que, la porcion hidrofobica a
concentraciones submicelar puede ser incorporada en la membrana del RS vy alterar la
actividad de la ATPasa Ca”" que es altamente dependiente del microambiente lipidico (81).
Fein y col. (82) indujeron la diabetes por inyeccion de estreptozotocina a ratas hembras de
la raza Wistar y encontraron que después de un periodo de 5,10 o 30 semanas en los
estudios isométricos de los musculos papilares aislados del ventriculo izquierdo de las
ratas, la tension pico y la velocidad al pico de tension son ligeramente menores en el
ventriculo de las ratas diabéticas y se nota la mayor diferencia durante la relajacion
(Gréfico 13). También se observd en las ratas diabéticas el tiempo para desarrollar el pico
de tension fue menor y el tiempo de relajacidn se prolongd en un 50% vy la velocidad del
pico fue menor y persiste hasta las 30 semanas de estudio. La extension del acortamiento en
reposo del musculo a una precarga dada, no difiere entre el grupo diabético y el control
este trabajo muestra que la actividad muscular cardiaca esta alterada en la diabetes.

Con frecuencia la cardiomiopatia diabética se asocia con las alteraciones metabdlicas, pero
la interpretacion de los estudios realizados en tejidos intactos in vivo ha sido compleja,

pues es dificil interpretar ciertos resultados por la interferencia de los otros tejidos, de ahi
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surge la idea de Horackova y Murphy (83) de realizar estudios en miocitos ventriculares
aislados de ratas diabéticas con el fin de estudiar la respuesta contractil a varios agentes
inotrépico y el transporte de “°Ca?*, ademas de estudiar el perfil de acidos grasos de sus
fosfolipidos.

Gréfico 13

Contraccién isométrica del masculo papilar con 10 semanas de diabetes, [ Ca®*]. =2,4mM,
de ratas diabéticas (- - -) y no diabéticas (—). Tomado de Fein y col. (82).
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En los graficos se observa: A) desarrollo de tensién en gramos (DT) y tiempo del pico de
tension (tPT), B) Cambios de velocidad de tension, positiva (+T) y negativa (-T) y
tiempo desde la tension pico a la caida de la velocidad de tensién pico (tPN).

Cuando los miocitos aislados de ratas hembras Sprague Dawley diabéticas y no diabética,
se someten a varios agentes inotrépicos tales como 10”'M isoproterenol, 10*M ouabaina,

10°M acetilcolina, 10°M fenilefrina, 10° M Epinefrina y 8x10M veratridina, se encontrd
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una disminucion de la respuesta contréctil en los miocitos diabéticos a los agonistas alfa y
beta adrenérgicos (isoproterenol, epinefrina y fenilefrina) y una disminucién de la respuesta
a acetilcolina y a la ouabaina, mientras que, la veratridina produjo una prolongacién en la
fase final de la repolarizacién en los miocitos diabéticos, posiblemente por incremento de la
actividad del intercambiador Na*/Ca®" y las contracciones sostenidas pudieron ser debidas
a la entrada de Na* (83). El transporte del “>Ca** a través del sarcolema y la captacion por
el RS fue deficiente en miocitos ventriculares aislados de ratas diabéticas y se correlacionan
con una respuesta contractil prolongada con los diferentes agentes inotrépicos en los grupos
con diabetes. El perfil de acidos grasos en los fosfolipidos de los miocitos ventriculares
encontrados por estos investigadores, fue similar tanto en las ratas diabéticas como en las
no diabéticas y ademas, en los estudios de ultraestructura de miocitos aislados no mostraron
cambios significativos aunque se observé mayor cantidad de granulos de glucégeno en los
miocitos de ratas diabética. (83) En estudios de ultraestructura en tejidos ventricular de
ratas diabéticas se ha observado un aumento de los espacios entre los discos intercalados
(84).

Bouchard y Rose (85) estudiaron las alteraciones contractiles en trabéculas de ventriculo
derecho de ratas con 4 y 8 semanas de diabetes y observaron que el tiempo pico disminuye
y el curso temporal de la contraccion isométrica aumenta con la duracion de la enfermedad
(Gréfico 14). Los mismos autores reportaron que el grado de la potenciacion post-reposo
decrece con la duracion de la enfermedad, la potenciacion post-reposo disminuyo al
disminuir la frecuencia de 0,2 a 0,5 Hz y con 1,25 mM de calcio extracelular [Ca*']e, con
un intervalo de reposo de 30 s. Al incrementar la frecuencia a 1 Hz ¢ la [Ca®*]e a 2,5 mM,
se elimind aparentemente la carga de Ca®* del RS. A las 8 semanas de diabetes, la
potenciacion post-reposo Yy la fuerza de contraccion del estado estable estaban disminuidas
(Gréfico 15). La disminucion de la potenciacidon puede ser debida a disminucion del calcio
enel RS.
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Gréfico 14

Curso temporal de la contracciones isométricas en trabéculas aisladas de ratas con
[Ca?*]e= 1,25 mM. . Tomado de Bouchard y Rose (85)
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A.- Superposicién de registro de contraccion a nivel de estado estable a las 8 semanas con
diabetes ( *) y sin diabetes (o). B.- Registro de la contraccion de estado estable a 0,2 Hz
en el control, a las 4 y 8 semanas con diabetes. La flecha indica el tiempo requerido para
completar la relajacion para cada contraccién. (mN/mm?) unidades de fuerza normalizadas
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32



Gréfico 15

lustracion de registros de contraccién post-reposo con intervalo de reposo de 30 segundos
de trabéculas de ventriculo derecho de rata: A.- no diabéticas, B.- 4 semanas diabéticas, C.-
8 semanas diabéticas. En presencia de [Ca**]e = 1,25 mM a frecuencias de 0,2; 0,5 6 1 Hz.
Tomado de Bouchard y Rose (85)
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La alteracion del contenido de calcio en el RS en ratas diabéticas fue estudiado por Zhen y
col. (86) quienes encontraron en miocitos aislados del corazon de ratas diabéticas una
disminucidn tanto de la contraccion celular como en la contractura producida por 20mM de
cafeina (que es una medida indirecta del contenido de calcio del RS). Ademas, mediante
enfriamiento rapido (RCC) los miocitos aislados de ratas diabéticas presentaron menor
contractura (Gréafico16) que las ratas no diabéticas y las diabéticas con insulina.

Zhong y col. (87) mostraron que en ratas diabéticas tanto la captacion de Ca®* por el RS
como la afinidad de la ATPasaCa®* (SERCAZ2) estaban disminuidas y a las 6 semanas con
diabetes se encontrd una disminucion de la velocidad maxima (Vmax) de recaptacion de
calcio por el RS. Al determinar las concentraciones de las proteinas SERCA2 y del receptor
de rianodina (RYR) en las ratas con 4 semanas de diabetes, (Grafico 17) se encontrd
que las densidades fueron menores que las encontradas en las ratas no diabéticas y al

inyectar a las ratas diabéticas con insulina por dos semanas, se observo reversion del efecto.
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Gréficol6

Produccién de contracturas por enfriamiento rapido (RCC) en miocitos ventriculares de
ratas no diabéticas (N=57), diabéticas (N=47) y diabéticas tratadas con insulina (N=41).
*p< 0,05 Zhen y col. (86)
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Grafico 17

El Grafico muestra la disminucion de la densidad SERCA2 y del RYR, en ventriculos de
ratas (n=4), no diabéticas, diabetes (4 semanas), diabéticas + insulina. (*) Diferencia
respecto a la no diabética con p< 0,05. Zhong y col. (87)
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Jourdon y Feuvray (88) mediante técnicas de voltaje controlado en miocitos aislados de
ratas y en presencia de 0,00lmM de rianodina, encontraron un ligero incremento no
significativos en las 1Ca?* del tipo L y una disminucion significativa en las corrientes
rectificadora retardada de potasio (IK) ( corriente asociada a la fase lenta de la
repolarizacién en el potencial de accion ) en las ratas diabéticas (Graficol8). Estos
investigadores piensan que es razonable concluir que la IK en miocitos diabéticos puede
contribuir a alargar el tiempo del potencial de accion en ratas diabéticas.

Guo y col. (89) en cultivos de miocitos ventriculares de ratas neonatas no diabéticas,
observaron que la expresion de canales de potasio puede ser regulada por accion de un
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1). Ademaés, existe una interesante
correlacion entre la regulacion del transportador de glucosa, GLUT4 y la fraccion a2 y Bl
de la ATPasa Na'/K" pues ambos transportadores son sintetizados en el citoplasma de la
células y transportados a la superficie en lugares distintos de la membrana plasmatica por
accion de la insulina, ademas, la insulina esta involucrada en la regulacién de una series de
sefiales intracelulares. La ATPasa Na'/K" mantiene el gradiente electroquimico que genera
el potencial de membrana por la diferencia de permeabilidad de los iones de Na* y K™ a
través de la membrana (90).

La alteracion de la permeabilidad de estos iones, puede producir cambios del pH
intracelular (pHi) del miocardio que normalmente es 7,2; pero debido a la existencia de un
intercambiador Na'/H* que utiliza la energia del gradiente de Na* entre los dos
compartimientos, para regular el pHi, intercambiando un i6n Na* por uno de H*, se impide
cambios del pHi que podria indirectamente alterar la [Ca®*]i por acci6n del intercambiador
Na‘/Ca?* (91). No obstante, en miocitos de ratas diabéticas disminuye la [Ca®]i sin
diferencias significativas del pHi (92).

Lagadic-Gossmann y col. (93) en miocitos cardiacos aislados de ratas después de 3 a 4
semanas con diabetes, encontraron que la [Ca?*]i tanto en la diastoles como en la sistoles
es menor que en las ratas no diabéticas (Grafico19). La disminucién de la [Ca?*]i pudo ser
debido a una estimulacion de la salida de Ca*, al aumento de la actividad de la ATPasa
Ca®*, al intercambiador Na‘/Ca?* 0 a la ATPasa Ca’" RS. En este trabajo ademas, se
observé una disminucién de la [Ca®']i en el pico en sistoles en miocitos ventriculares

aislado de la ratas diabéticas, la mayor cantidad del calcio encontrado en el citosol fue en
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sistoles y provino del RS. La aplicacion de 10 mM de cafeina a miocitos diabéticos

mostré que el calcio liberado del RS fue menor que en el grupo control, asi como,

Gréfico 18

Las figuras A y B representan corrientes de salida de potasio en miocitos ventriculares de
ratas no diabéticas (A) y diabéticas (B). En las figuras C y D se muestra la relacion
corriente - voltaje, donde se midi6é la amplitud del pico de IK (*)y la corriente de

estado estable ( 0 ) en un miocito no diabético (C) y diabético (D). Tomado de Jourdon y
Feuvray (88)
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el incremento sistélico de calcio debido a la disminucién en la recaptacion de Ca?* por el
RS, por accién de la ATPasa Ca®* y no a una mayor eliminacién de Ca®* del miocito

diabético por el intercambiador Na*/Ca®*, ya que, la salida neta de Ca* no fue afectada.

36



Gréfico 19

.Efectos de la diabetes sobre la concentracién intracelular [Ca%]i en la diastoles y en el pico
sistélico de miocitos aislados de ratas. Tomado de Lagadic-Gossmanny col. (93)
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Ay B representan promedio de registros [Ca?*]i en miocitos diabéticos y no diabéticos en
el pico sistélico. C) Promedio de la [Ca*']i en la diastole y pico sistélico para ratas no
diabéticas y diabéticas a la frecuencia de 1 Hz, (***) p< 0,001.

Kuwahara y col. (94) reportaron que ratas Wistar machos después de 8 semanas con
diabetes presentaron disminucion de la actividad de la ATPasa Na*/K* en la membrana
plasmatica y un aumento de la cantidad de la fosfatidilcolina y fosfatidilserina, ademas, se
encontraron que a las 4 semanas, en la membrana del RS de las ratas diabéticas, los acidos
grasos de los fosfolipidos presentaron un aumento significativo de éacido graso
docosahexaenoico (C22:6,n-3) y una disminucion del acido araquidénico (C20:4,n-6), estas

alteraciones fueron revertidas en presencia de insulina ( Tabla 1). No obstante, Han vy col.
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(95) reportaron que el aumento de los triacilglicéridos en forma de triacilpalmitina en el
corazOn de las ratas diabéticas fue 5 veces mayor que en las ratas no diabéticas y no es
corregido por la presencia de insulina . Se ha encontrado que cuando se aislan las enzimas
ATPasa Ca** 0 a la ATPasa Na'/K*de las membranas, estas interacttian estrechamente con
los lipidos de membrana ya que, la regidn hidrofébica de las proteinas de membrana son
estabilizadas en la membrana a través de sus interacciones con los lipidos (96).
Tabla 1
Acidos grasos en los fosfolipidos del RS en el corazon de ratas Wistar diabéticas por varias

semanas Yy tratadas con insulina.(% respecto al total de los acidos grasos). Tomado de
Kauwahara y col. (94)

DIABETICAS
NO i
Acid DIABETICAS _ _ _ ~ Mas
€100s Semanas después de la inyeccion de estreptozotocina insulina

grasos 4 6 8 12

C16:0 174+24 182%+11 17,4 +0,9 17,4 + 3,6 17,0+ 3,8 172+1,1
C18:.0 258+56 265+1,0 27,4 +28 26,5+3,9 279+55 262+1,1
Ci18:1 80+17 6,8+1,8 7,1+£1,2 6,0+£19 6,5+21 7,9+0,7
C18:2 18,4+28 16,0+34 16,7 + 2,6 22,4 £6,2 20,2 £6,7 159+15
C20:4 226+55 21,7+26 19,1 + 3,7 16,9+44* 176+3,6* 22,6+0,7
C22:6 8,1+22 10,7+24* 123%+32* 10,8+4,0 10,4 + 3,5 10,2+1,3

El grupo con diabéticas (8 semanas) mas insulina ( insulina tratamiento por 4 semanas). (*)
= p<0,05.

Huang y col. (54) estudiaron la composicion porcentual de los acidos grasos de los
fosfolipidos de varios tejidos de ratas machos Sprague-Dawley de 3 semanas diabéticas y
alimentadas con ratarina, encontrando disminuido el acido palmitico (C16:0) y acido
araquidonico (C20:4,n-6) en los fosfolipidos del corazdn de las ratas diabéticas, mientras
que, se encontré un aumento en el acido estearico (C18:0), el &cido linoleico (C18:2,n-6) y
el eicosatrienoico (C20:3,n-6) con respecto a los fosfolipidos de corazones del grupo de

ratas no diabéticas. Se cree que los cambios fueron debido al patrén de incorporacion de
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estos &cidos grasos a los tejidos y a una disminucion de la actividad de las enzimas
desaturasas delta 5 y delta 6 (A° y A®).

Dang y col. (97) han estudiado el efecto de varias dietas preparadas con 20% de diferente
aceites (aceite de coco hidrogenado, aceite de girasol o aceite de pescado) mas 0,1% de
colesterol, por un periodo de 4 semanas, sobre la composicion de los &cidos grasos y la
actividad de la enzima A°® desaturasa en ratas diabéticas y no diabéticas. En los microsomas
hepaticos de las ratas diabéticas encontraron una disminucién significativa de la actividad
de la A” desaturasa en las distintas dietas con respecto a las no diabéticas. Estos resultados
se correlacionan con los reportados por Eck y col. (98) en los microsomas hepaticos de
ratas diabéticas encontraron una disminucion de 64% la actividad de las enzimas A°
desaturasa y un 22% de la actividad A° desaturasa, con respecto a la actividad de los
microsomas de las ratas no diabéticas. La captacion a través de la membrana plasmatica de
acidos grasos de cadena larga es un proceso mediado por las proteinas transportadoras de
acidos grasos, las FAT/CD36 (homologa a la proteina humana CD36 en la membrana) y
las FAB, las cuales se encuentran en la membrana plasmatica y en el citoplasma de las
células musculares. En ratas obesas Zucker el transporte de acidos grasos estd aumentado
tanto en el masculo esquelético como en el musculo cardiaco. La mayor expresion del
transportador (FAT) no fue debido a una mayor sintesis, sino al aumento del transporte de
estas proteinas del lugar de almacenamiento hacia la membrana plasmatica. El
transportador de glucosa (GLUT4) es movilizado por insulina desde su lugar de
almacenamiento interno a la membrana plasmatica en animales sanos, mientras que, en los
musculos cardiaco y esquelético de ratas obesas el transporte de GLUT4 es inhibido en
presencia de insulina. Estos experimentos mostraron que el patrén de distribucion de los
transportadores en la membrana plasmatica es distinto, también en los compartimentos
intracelulares parecen ser diametralmente opuestos en las ratas obesas (99). Cuando se
induce diabetes en ratas, se ha encontrado que el transporte de acidos grasos esta
aumentado en el musculo cardiaco y esquelético debido a un incremento del transportado
(FAT) en la membrana plasmatica (100). Luiken J y col. (101) observaron en ratas donde
se indujo diabetes tipo 1 moderada o severa, un aumento del transporte de acidos grasos

que se correlaciona con un aumento del transportador FAT/CD36 en ambos estados y un
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aumento del RNAm del FABP de la membrana plasmética en el masculo cardiaco en la
diabetes severa.

Wright y col. (102) sometieron a ratones machos de la cepas DC-1 a una dieta deficiente de
acidos grasos esenciales por 1 mes, encontraron que estos eran resistentes a sufrir de
diabetes inducida por estreptozotocina inyectada por via intraperitoneal en multiples dosis a
bajas concentraciones (40 mg/Kg de peso/5 dias) con respecto a los ratones controles.
Estos investigadores sugirieron una relacion de los lipidos como mediadores de la respuesta
inmune.

En otros trabajos,Wright y col. (103) muestran que en ratones machos no obesos de
Balb/cByJ, DBA/2J y C57BL/6J sometidos a dietas deficientes de &cidos grasos esenciales
por 2 meses, al inyectar bajas dosis de estreptozotocina (40mg/Kg de peso/5 dias) se
encontré una disminucion significativa de la concentracion de glucosa en plasma en
relacion a los grupos control en cada cepa. Houseknecht y col. (104) han reportado que
acidos grasos conjugados previenen el desarrollo de diabetes mellitus en ratas Zucker
obesas.

Se cree que el efecto de este acido graso poliinsaturados y la droga Tiazolidinedionas
(empleada en tratamiento de la diabetes tipo 2) es por la activacion de los receptores
(ubicados a nivel nuclear) de proliferacion de los peroxisomas (PPARs) que inducen la
expresion de genes ( Grafico 11) que codifican proteinas, las cuales responden a la accion
de la insulina, tales como los transportadores de glucosa (105). En estudios realizados in
vitro (106) con cultivo de células aisladas de un insulinoma, donde 1x10° células fueron
incubadas por 5 horas con los &cidos grasos poliinsaturados: linoleico, linoleico conjugado,
araquidonico, eicosapentenoico o docosahexenoico, a diferentes concentraciones (5, 10, 15
png/mL ) y luego se le agrego alloxan a diferentes concentraciones (1 a 12 mM) por 1 hora,
se encontroé que 15 pg/mL acido araquidénico fue mas efectivo en proteger las células del
efecto citotoxico producido por el alloxan. Simultaneos tratamientos con acido
araquidonico y alloxan, también previenen la citotoxicidad.

En un disefio experimental similar, in vivo (106) ratas machos de la raza Wistar se trataron
durante 5 dias con é&cido linoleico por via oral (100 pg) antes de inyectar por via
intraperitoneal, 75 mg de alloxan /Kg de peso, la diabetes se manifestd en 40 % de las

ratas, mientras que con tratamientos simultaneos de acido linoleico y alloxan, sélo el 30 %
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de animales se hicieron diabéticas. Cuando se suministrd simultaneamente el &cido
araquiddnico y alloxan, el 10 % de las ratas presentaron diabetes tipo 1. El pretratamiento
con los acidos grasos eicosapentaenoico, docosahexaenoico, araquidonico y acido linoleico
conjugado previno completamente la diabetes tipo 1. El efecto protector del &cido
araquidénico y de los otros &cidos grasos poliinsaturados se cree que fue mediado por las
PPARs, ya que estos &cidos grasos son ligando de dichos receptores y pueden disminuir la
expresion de citoquinas por inhibicion de factor nuclear kappa B(NF-kB) por accion del
inhibidor Kappa B-alfa (IxBa) atenuando los procesos de inflamacion.

En la dieta de los paises americanos se consumen aceites vegetales que poseen un alto
contenido de &cidos grasos poliinsaturados de la serie o familia n-6, tales como: aceite de
maiz, aceite de girasol, aceite de soya que poseen un alto contenido de acido linoleico
(C18:2,n-6). Este acido graso, liberado por hidrolisis de las lipoproteinas ricas en
triacilglicéridos, puede ser causante del dafio endotelial y diabetogénico en el cual se ha
encontrado un incremento de la activacion del factor transcripcional NF-kB. Cuando se
cultivan celulas endoteliales arteriales del pulmén de cochino en presencia de 90 uM de
acido C18:2,n-6 6 o C18:1,n-9 por 3 horas, se encontré un aumento significativo de la
cantidad de nitrotirosina en el grupo de células endoteliales que fueron suplementadas con
el acido C18:2,n-6 ,ademas en éstas se incrementa el calcio intracelular que es necesario
para mediar los efectos proinflamatorio de éste &cido graso. ElI mecanismo exacto que
asocie el Ca*" intracelular con la respuesta inflamatoria en el tejido endotelial es
desconocido, sin embargo Saraswathi y col. (107) propuso un modelo, donde el aumento
del calcio intracelular (Grafico 20), estimula la formaciéon de Oxido nitrico (NO-) y en

presencia del radical super6xido (O,") forma el compuesto del peroxinitrilo (ONOO-).
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Gréfico 20

Mecanismo propuesto para explicar la mediacion del &cido linoleico en la activacion de las
células endoteliales en los procesos inflamatorios. Tomado de Saraswathi y col. (107)

ACIDO GRASO C18:2,N-6
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No obstante, en el plasma de ratas Sprague Dawley machos no diabéticas, sometidas a
dietas enriquecidas con 5 % aceite de soya 0 una mezcla de aceite de soya mas oleina de
palma africana, se observo que en el plasma de las ratas que ingirieron aceite de soya rico
en un 52 % de acido C18:2,n-6, se produjo menos cantidad de nitrotirosina con respecto a
los ingirieron la mezcla de aceites que contenia 29 % de acido C 18:2,n-6 y 36 % de
C18:1,n-9 (Grafico 21) (35).

Con respecto al oxido nitrico (NO¢ ), liberado por practicamente todas las células y del cual
vimos que se forma el peroxitrilo, en el corazon éste ejercen multiples efectos sobre la
funcion cardiaca. Modula las respuestas inotropicas y cronotopicas, el flujo de entrada del
calcio y el ciclo del Ca®* en el reticulo sarcoplasmico, la transmision auténémica, la
frecuencia cardiaca, la respiracion mitocondrial, el consumo miocardico de oxigeno y la
eficiencia mecéanica. EI NO- regula la contractilidad cardiaca en respuesta a la distencion e
inhibe la relacion fuerza frecuencia y las respuestas a la estimulacién 3 Adrenérgica.

También mejora la distencibilidad ventricular y aumenta el trabajo latido en pacientes con
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Gréfico 21

Cuantificacién de Nitrotirosina en plasma de ratas Spague Dawley ,sometidas por 6
semanas a distintas dietas: con ratarina y dos grupos con ratarina mas 5% de aceite vegetal
comestible (oleina +soya) o soya,

10 ~

Nitrotirosina (ng/mL)

Ratarina Oleina+Soya Soya
GRUPOS

*p< 0,05. Media £ EE, N =5. Tomado de Candelaria Alfonso Pérez (35)

miocardiopatia dilatada, y desempefia un papel importante en la fase tardia del
precondicionamiento isquémico. Modula la actividad de los canales cardiacos, la
arritmogénesis, la apoptosis y la funcion cardiaca en el miocardio insuficiente ( Inhibiendo
la entrada de corrientes In,, aumenta las corrientes de potasio (1Kt IKach Yy regular
corriente lc,) (Grafico 22) (108).

Moder y col. (89) han empleado un método de espectrometria de masas para determinar la
acilcarnitina (sustancia relacionada con el transporte de los acidos grasos de cadena larga
para ser oxidados en la mitocondria), que es excretada por la orina en personas normales y
pacientes con diabetes mellitus. Los pacientes con diabetes mellitus excretan mayor
cantidad de ésteres de acilcarnitina de cadena larga, por lo cual estos investigadores

proponen
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Gréfico 22

Mecanismo de accion del 6xido nitrico en los cardiomiocitos.
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AC: adenil ciclasa; Ach: acetilcolina; Akt: proteincinasa B;C3: caveolinas-3; [Ca ™ ]
concentracion intracelular de calcio; Ca ** -Ca ™" M: complejo Ca ** -calmodulina; CCa ** -
L: canales de calcio tipo L; GCs: guanilil ciclasa soluble; Gi: proteina G inhibitoria; Hsp:
proteinas del choque térmico; If: corriente marcapaso de la célula cardiaca; mtNOS: 6xido
nitrico sintasa mitocondrial; NA: noradrenalina; NOS1: 6xido nitrico sintasa neuronal;
NOS2: 6xido nitrico sintasa inducible; NOS3: 6xido nitrico sintasa; ONOO: peroxinitrito;
PDE: fosfodiesterasas; PKA/G: proteincinasas A y G; PLB: fosfolambano; Rp : receptores
B -adrenérgicos; RM2: receptores muscarinicos-M2; RS: reticulo sarcopldsmico; RyR2:
receptores/canales de calcio del reticulo sarcoplasmico; SERCA2a: ATP-asa calcio-
dependiente del reticulo sarcoplasmico; SNP/SNS: terminales nerviosos parasimpaticos
(vagales) y simpaticos cardiacos; TnC/l: troponina C e I; XO: xantinooxidasa. Tomado de
Tamargo y col. (108).
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proponen este meétodo como una herramienta Gtil en el diagndstico de la diabetes mellitus.
Recientemente se ha estudiado la actividad de la fosfoslipasa A2 independiente de calcio
(FA2i) que cataliza la liberacion de &cidos grasos y lisofosfolipidos de la membrana en
respuesta a la estimulacién de agonistas y proveen el sustrato para la sintesis de la
acilcarnitina. La cardiomiopatia diabéticas es el resultado de cambios no adaptativos en la
homeostasis energética, todavia no se conocen completamente los mecanismos bioquimicos
fundamentales de la disfuncion en el metabolismo lipidico en el miocardio diabético. Su y
col. (110) utilizaron ratas sprague Dawley a las cuales se les inyectd por via intravenosa
estreptozotocina, a las 6 semanas a las ratas diabéticas se le extrajo el corazén y a éste los
lipidos y por espectrometria de masa del extracto organico, se encontr6 acumulacion de
acilcarnitina y 3 hidroxiacilcarnitina (Grafico 23) como consecuencia de la activacion de la
FA.i. El aumento de estas sustancias se podria utilizar como un marcador de disfuncion del

metabolismo de lipidos y &cidos grasos mitocondrial en el miocardio de ratas diabéticas.

Grafico 23

Esquema de la accion de la fosfolipasa A2 independiente de calcio (FLAZi) y la formacion
de acilcarnitina y R-OH Acilcarnitina en mitocondrias de un corazon diabético. (AG) Acido
graso. Su y col. (110)
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Con respecto al control de la glicemia, un grupo de investigadores han manifestado que hoy
dia se desconocen las causas que originan la mayor mortalidad en los pacientes diabéticos
que recibieron un control metabolico estricto, pero las sospechas recaen en las
hipoglicemias y determinados farmacos o sus combinaciones. El control glucémico de los
pacientes con insuficiencia cardiaca estable o con cardiopatia isquémica tiene unas
caracteristicas especiales que merecen consideracién especifica. De este modo, la eleccién
de un antidiabético oral o de un tipo o pauta de insulina debe fundamentarse en su menor
riesgo de producir hipoglucemias y en su mejor perfil de riesgo cardiovascular. Por otro
lado, para los objetivos de control de la glicemias es necesario valorar la situacion clinica
del paciente, sus comorbilidades y su expectativa de vida. En pacientes ancianos, con una
reducida expectativa de vida, el control ha de ser menos estricto, son aceptables HbA;.
(hemoglobina glucosilada) mas moderados y debe procurarse mantener un grado de control
que comporte el menor riesgo posible de hipoglucemias, (descompensaciones
hiperglucémicas ). El futuro del tratamiento del diabético con cardiopatia pasa por aclarar

definitivamente, cuél es la estrategia farmacologica mas segura para estos enfermos (111).
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CAPITULO Il

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

I11-1.- Animales y dietas.

Se utilizé ratas de la raza Sprague Dawley del sexo masculino, con un peso inicial
entre 90 £ 10 g, del Bioterio del Instituto de Medicina Experimental. Las ratas se
distribuyeron al azar en seis grupos, y fueron colocadas en jaulas individuales. La dieta
basal fue de formula cerrada (ratarina marca Protinal ®), asi denominada por la AIN
(America Institute of Nutrition), porque en su preparacion algunos ingredientes son secretos
de la empresa, la ratarina contiene 2 % de lipidos totales, proteina 26 %, carbohidratos 40
% y fibra cruda 6 %, por tanto, todas las dietas fueron preparadas con el mismo lote de

ratarina.

Los animales recibieron tres dietas y de cada dieta se formaran dos grupos: con diabetes
tipo 1 inducida y el grupo no diabético (control). Las dieta utilizadas fueron: (a) ratarina,
con 2 % de lipidos totales y aportaron entre 3,6 Kcal en forma de lipidos/dia, tomando
como base 9 Kcal/g de lipidos, (b) ratarina enriquecida con 5 % de aceite de oliva extra
virgen, marca Lucca® de toscana (Italia), aceite rico en &cidos grasos monoinsaturados, y
(c) ratarina enriquecida con 5 % de aceite puro de maiz, marca Mazeite® rico en acidos
grasos poliinsaturados. Las dietas enriquecidas con aceites contenian 7 % de lipidos totales
y aportar entre 12,6 Kcal en forma de lipidos/dia, considerando que las ratas ingirieron 20 -
25g/dia. Tanto la dieta como el agua seran administradas ad libitum por un periodo de 3

Semanas.

Después del periodo experimental con la dieta, las ratas en ayuno fueron anestesiadas por
via intraperitoneal con Pentobarbital sédico (Nesdonal® 50 mg/Kg de peso, una vez
suspendida la estreptozotocina con la solucidn estéril de citrato, se inyectd por via
intraperitoneal en un periodo no mayor de 5 min). De cada dieta, se formaron dos grupos:
uno al que se indujo la diabetes tipo 1, mediante inyeccién de estreptozotocina (50 mg/kg
de peso), y el otro grupo no diabético (Control), al que se le inyectd el vehiculo (solucion
citrato 0,1 M, pH 4,5 utilizado para disolver el agente diabetogénico). Cada grupo continué

con su dieta ad libitum, durante cuatro semanas.
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Los seis grupos se denominaron: (DR) ratarina diabética, (CR) ratarina no diabética, (DO)
oliva diabética, (CO) oliva no diabética, (DM) maiz diabética y (CM) maiz no diabética
(Gréfico 24).

Al finalizar del periodo experimental, las ratas se anestesiaron con Pentobarbital sodico a la
dosis mencionada anteriormente y se le extrajo una muestra de sangre de la cola, para
cuantificar los niveles de glucosa en plasma (112).

Grafico 24

Resumen del esquema experimental

Ratas (Sprague Dawley)

(90410 g) Bioterio IME
\
Dietas y agua Ad Libitum
Ratarina Ratarina + 5% aceites
v v
3,6Kcal lipidos / dia Maf Oliva
v " 12,6 Kcal lipidos / dia

Peso corporal <—— 3 Semanas dieta

Inyeccién del agente diabetogénico o el vehiculo

i Se extrae sangre
dela cola

o v
Continuar la dieta por 4 semanas Colocar en un tubo con heparina

anestesia via intraperitoneal _— \1/
Pentobarbital sddico (50mg/Kg de peso) Centrifugala sangre
Toracotomia mediana 2.500 rpm por 5min
Aislar miocitos < Seextrae el corazon Plasvma
v %

Tiras de ventriculo derecho Glicemia

111.2.- Preparacién de la muestra para ensayos multicelulares.
A la ratas anestesiada, se le realiz6 una esternotomia mediana y se extrajo el

corazoln; éste se coloco en una solucion Tyrode burbujeada con una mezcla de 95% de
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O, més 5% CO, ( pH 7,4) se aislé una tira de la pared libre del ventriculo derecho (peso
hamedo entre 70 a 80 mg) y se coloco en un bafio de superfusion de 6rgano con 15 mL de
solucion Tyrode a 37°C , (Tabla 2). Los productos quimicos para la preparacion de las
soluciones son de las casas comerciales Merck y Riedel Haen.

Tabla 2
Composicion de la solucion Tyrode utilizadas en la perfusién de tiras de ventriculo derecho
(mM). pH 7,4

Componentes Concentracion (mM)

NaCl 130,0

MgC|26H20 1,0

NaHCO; 19,0

NaH,PO, 0,40

Glucosa 10,0

La muestra de la pared libre del ventriculo derecho, se fijo por un lado al fondo del bafio de
superfusion de drgano y por el otro lado, al transductor de fuerza desplazamiento (modelo
FTO03 Grass Instruments Co), mediante finas ligaduras con hilo mercerizado (Grafico 25a -
25c); se aplico la tension de reposo de un gramo. Las preparaciones fueron estimuladas
bipolarmente con pulsos de 3ms de duracion (Estimulador Grass, modelo S44) y con una
intensidad de 1,5 veces el umbral, a una frecuencia basal de 1 Hz o 0,5 Hz. EL transductor
fue conectado a un amplificador modelo 7PD vy los registros de tension se efectuaron en un
poligrafo de la marca Grass. Las preparaciones multicelulares caracterizadas por poseer
poblaciones heterogéneas de células y a su vez influenciadas por otros factores como las
uniones intercelulares, se dejaron estabilizar en un bafio de superfusion por 30 minutos,
como se sefiala en el Grafico 25a, luego se realizo el registro control. Las maniobras
inotropicas utilizadas (cambios de frecuencia) se dejaron actuar por 10 minutos antes de

iniciar los registros experimentales. La cinética de la contraccion post-reposo se obtuvo,
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luego de detener la estimulacion por periodos de 4, 8, 16, 32 y 64 segundos, (Grafico 25b).
La Grafico 25¢c muestra un ejemplo de los registros del estado estable, el intervalo de
reposo y la potenciacion post-reposo a la frecuencia de 1Hz. Se utilizé un bloqueante de
calcio como el verapamil a la concentracion de 3x10°M, el cual se dejé actuar 10 minutos
y luego se realizaron los registros de potenciacién post-reposo con los intervalos de reposo

anteriormente sefialados a las frecuencias 1Hz

111.3.- Aislamiento de los cardiomiocitos ventriculares

Los miocitos del ventriculo del corazon de las ratas (diabéticas y no diabéticas) con
diferente contenido de &cidos grasos fueron preparados por dispersion enzimatica (113).
Las ratas fueron anestesiadas por via intraperitoneal con Pentobarbital sodico (Nesdonal®
50 mg/Kg). Mediante una esternotomia mediana se extrajo el corazon y fue colocado en un
recipiente que contenia una solucion A libre de calcio donde se elimino el exceso de
sangre; luego el corazon fue conectado en un aparato de Langendorff con canulacion
adrtica a 37 °C. El corazon fue perfundido a una velocidad de 8ml / min. Después de
perfundido con la solucién A, a la misma solucion se afiadié colagenasa y proteasa a una
concentracion final de 1,85 mg/mL y 0,15 mg/mL respectivamente. La perfusion se
continué por 7 minutos, luego de los cuales se perfundié el corazon con una
solucion B de taurina-Hepes por 10 minutos. El ventriculo derecho se aislo de las
auriculas y se cortd en pequenas piezas, agitado y lavado varias veces a 37°C. Las células
aisladas y suspendidas se colocaron en la solucion B. La composicion de la solucion Ay B
son expresada en la Tabla 3.

Tabla 3
Composicidn de la solucién Ay B (mM), para el aislamiento de miocitos. El pH de las
soluciones Ay B es de 7,4.

Componentes  Solucién A Solucion B
NaCl 134,0 108,0
Hepes 10,0 10,0
NaH,PO, 1,2 1,2
MgSO, 1,2 1,2
KCI 4,0 4,0
Glucosa 11,0 11,0
Taurina 0,0 50,0
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Gréfico 25

Representacion esquematica de superfusion de tiras de ventriculos derecho, registro de
potenciacion post-reposo.

a) Tiras de ventriculo superfundidas

95% O, , 5% CO,

b) Cinética Potenciacion

Estabilizacion 30 min ﬂ

4 8 16 32 64 s
Cambiﬁ frecuencia

Verapamil 3x10°M

c) Registro en el poligrafo
Contraccidn post-reposo

ot Jremirs wean
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{ "/ Patenciadion post-—
= reposg |~
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Estado ;
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a) Bafio de superfusion que contiene el tejido, b) Disefio experimental y ¢) Registro donde
se indica el estado estable, el intervalo de reposo y la contraccion post-reposo o
potenciacion.
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I11.4.- Procedimiento para la cuantificacion de los acidos grasos.

El estudio de los &cidos grasos de las muestras tales como: aceites, dietas y
fosfolipidos de los miocitos aislados, se realizd mediante la extraccion de los lipidos por el
método de Folch y col. (114). Se utiliz6 10 uL de cada uno de los aceites, 0,25 gramos de
cada dieta morterizada 6 0,5 mL del homogenizado de los miocitos ventriculares aislados,
se extrajeron los lipidos totales utilizando 6 mL de una mezcla cloroformo-metanol en
proporcién 2:1 (v/v) como antioxidante 10 mg de butil-hidroxi-tolueno/100 mL de
solvente. Se agitd por una hora y se colocé 6 mL de agua, la mezcla se dejo en reposo por
24 horas a 4 °C. Al dia siguiente se separé la fase organica y se filtrd sobre papel de filtro
libre de grasas. El cloroformo que contiene los lipidos se evapord con una corriente de
nitrégeno, para evitar la oxidacion de los lipidos y se obtuvo un extracto de lipidos, que se
resuspendié con Hexano. Los fosfolipidos se separaron por cromatografia en capa fina,
mediante el uso de una ldmina de silica gel G-60 y 0,1 mm de espesor activadas por calor y
utilizando la fase movil: Hexano, dietil éter, acido férmico (80:20:2 v/v/v) y por raspado de
la lamina de silica gel se extrajeron los fosfolipidos (identificados mediante un estandar de
fosfolipidos).

Los acidos grasos de los fosfolipidos se transesterificaron a ésteres metilicos de acidos
grasos utilizando 3 mL de la mezcla anhidrida, metanol: tolueno: &cido sulfurico en
proporcion 90:10:1 mas BHT (200ug) en reflujo a 80 °C por una hora. Luego se agrego 3
mL de cloroformo en frio se agitd en un vortex y se obtuvo el extracto cloroférmico con
los ésteres metilicos, se colocé 3mL de agua fria y se agito en el vortex para eliminar las
impurezas hidrofilicas y el extracto cloroférmico obtenido se filtrd sobre papel Whatman®
namero 1. Mediante corriente de nitrogeno se evaporé el cloroformo y se utilizd hexano
para el analisis cromatogréfico.

El porcentaje de los ésteres metilicos de los acidos grasos se analizé por cromatografia en
fase gas-liquida en un cromatografo Hewlett Packard, modelo 6890®, con detector de
llama, columna capilar de 30 m, 0,25 mm de diametro y 0,25 um de espesor de la fase
estacionaria INOWAX®, a 200 °C en condiciones isotérmicas con una fase movil de
nitrégeno a 1 mL/min. Se inyecto a la columna 1 uL de las muestras y para identificar los
ésteres metilicos, se utilizd el tiempo de retencién de patrones de la marca comercial

Sigma®.
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111.5.- Medida del calcio intracelular mediante el uso de Indo-1.

La fluorescencia es una propiedad de ciertas moléculas donde un par de electrones
que han sido excitados entra a un estado de alta energia por un foton de luz, luego cae de
regreso al estado fundamental y emite un foton. Las moléculas fluorescentes presentan un
caracteristico patrén de excitacion y de emision. El indo-1 es un compuesto fluorescente
con estas caracteristicas, donde la union del calcio altera el espectro de emision de la
molécula, cuando es excitado a 340nm, el pico de emisién ocurre aproximadamente a 500
nm en ausencia de calcio y cambia a un valor cercano a 400 nm cuando esta saturado de
calcio. La relacion de la emision (400:500) se usa como un indicador de la concentracion de
calcio (115). El indo-1 es incorporado a la célula como un éster de acetoximetil (AM), en
esta forma cruza la membrana plasmatica, el grupo éster es hidrolizado por una esterasa en
el citosol donde el indo-1 queda atrapado. La solucion madre de AM 1mM se disuelve en
25 % del detergente no idnico &cido Pluronic F-100 con dimetilsulfosido. Esta solucion se
agrego a la suspension celular a una concentracion final de 5uM y se incuba a temperatura
ambiente ( aprox. 25°C ) por 5 min. La incorporacion de indo-1 al interior de la célula es
inhibida con 1ml de la solucion B (Tabla 3)

111.6.- Medida de la fluorescencia.

Se utiliza un microscopio fluorescente invertido (Nikon Diaphot), encerrado en una
caja de Faraday en cuarto oscuro. La célula ventricular derecha aislada y cargada con el
indo-1AM, se coloco en una camara de suspension cuyo volumen es de 100uL. La célula se
prefundié continuamente con solucion tyrode (Tabla 4) a una velocidad de flujo que se
ajusta a la condicién experimental. Se excita con una luz a una longitud de onda de 360 nm
y la fluorescencia emitida por el indo-1 se registrd a 400nm y a 500 nm utilizando la 6ptica
para epi-fluorescencia; el diafragma del sistema se ajusta para asegurar que el registro

provenga solamente de la célula en estudio (Gréafico 26) (116).
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Tabla 4

Composicion (mM) de la solucion Tyrode empleada en la superfusion de miocitos aislados
pH=7,4.

Componentes Concentracion (mM)
NaCl 134,0
Hepes 10,0
MgCl, 1,2
KCI 4,0
CaCl, 2,0
Glucosa 11,0
Gréfico 26

Diagrama del sistema utilizado para medir la fluorescencia. ED: espejo dicroico, DN: filtros
de densidad neutra, FM: fotomultiplicador.
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I11.7.- Medida de la contraccion de cardiomiocitos aislados:

La contraccion del cardiomiocito ventricular aislado (colocados en el microscopio
invertido) se indujo mediante una estimulacion eléctrica con pulsos cuadrados con un par
de electrodos de platino colocados en la camara de suspension, de intensidad umbral, 3ms
de duracion y a la frecuencia de 0,5 Hz , con intervalo de reposo de 32 segundos.

La longitud celular fue medida mediante un sistema detector de movimiento, basado en el
videoimagen de la célula (117). EIl sistema se resume a continuacion: La imagen del
cardiomiocitos se registra mediante una camara de video que la detecta como una serie de
lineas horizontales paralelas, y el voltaje varia a lo largo de cada linea en respuesta a los
cambios de la intensidad de la luz. Un sistema detector de borde usa estos voltajes para
identificar cada extremo de la célula. Una vez que el eje longitudinal de la imagen se
orienta paralelo a las lineas de deteccion, la longitud y posicion de los detectores de borde
se ajustan para asegurar que el movimiento del cardiomiocitos se realice dentro del campo
de los detectores (Grafico 27).
El punto detector debe estar en el centro del campo y coincidir con el borde del extremo
celular y sigue los movimientos del mismo.
La sefial se envio al grabador de video y la computadora pasando por la unidad
convertidora que de analogica cambio a digital (A-D).

Gréfico 27

Diagrama del sistema utilizado para medir la longitud y acortamiento de cardiomiocitos
aislados.
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111.8.- Analisis estadistico

Los datos estan presentados como media + error estandar, y fueron comparados
usando t-student o ANOVA de una via (programa GraphPad Instat®) con un nivel de
confianza de 95 % (p<0,05).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1.- Peso corporal y concentracion de glicemia en plasma.

Con respecto al peso corporal de las ratas machos Sprague Dawley sometidos a diferentes
dietas por un periodo de tres semanas, antes de producir la diabetes tipo 1 con la inyeccién
intraperitoneal de streptozotocina, no se encontrd diferencias significativas entre ellos, a
pesar de que las dietas aportan diferentes contenidos de calorias en forma de lipidos. Una
vez inyectado el vehiculo (ratas control) o la streptozotocina (ratas diabéticas), después de
cuatro semanas el peso corporal de las ratas se muestra en el Grafico 28.

El hecho que a este nivel experimental no existan diferencias en el peso corporal entre ratas
controles sometidas a las distintas dietas, es debido a que 7 % de lipidos en la dieta no es
suficiente para producir un aumento del tejido de reserva que provogque un aumento
significativo del peso corporal, no obstante, no implica que pueda presentarse aumentos de
triglicéridos como pequefias gotas de lipidos en el tejido cardiaco en condiciones
fisiologicas por el aumento de los lipidos de la dieta. Se ha encontrado un aumento de
triacilglicéridos en forma patologica en cardiopatias cuando ocurre un desequilibrio entre
los &cidos grasos que se incorporan al musculo cardiaco y el catabolismo de ellos por beta
oxidacion (118). Con respecto al peso corporal de las ratas diabéticas que estuvieron cuatro
semanas ingiriendo la dieta, ratarina (DR) o ratarina enriquecida con 5% de maiz (DM) u
oliva (DO), se encontré una disminucion significativa (p<0,05) en el peso corporal de las
ratas que fueron alimentadas con ratarina (DR) cuyo contenido de lipidos totales fue 2% en
relacion a las ratas que sus dietas fueron enriquecidas con 5% de aceite, sin embargo, entre
estas Ultimas (DM, DO) no se encontr6 diferencias significativas en el peso corporal. Las
ratas no diabéticas presentaron un peso corporal significativamente mayor (p<0,05) con
respecto a las ratas diabéticas. Los animales diabéticos presentaron polifagia (2 veces
mayor ingesta de alimento), polidipsia (8 veces mas ingesta de agua) y poliuria, sintomas
caracteristicos en la diabetes. Ademas, en las ratas diabéticas se observo la secrecion de un
pigmento de color rosado, asociado a varias porfirinas 1X, lipidos y melatoninas segregada

por las glandulas lagrimales (glandulas de Harder) y orificios nasales que por acicalamiento
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Gréfico 28

Anélisis del peso corporal de las ratas no diabéticas (control) y diabéticas sometidas a
dietas de ratarina (CR, DR) o ratarina enriquecida con 5 % de aceite de maiz (CM, DM) u
oliva (CO, DO) al final del periodo experimental de 4 semanas. Media + EE, N =5.
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*CRvs DR, ** CM vs DM, *** CO vs DO, p<0,05

C =control, D= diabética, R = ratarina, M= maiz, O= oliva

la distribuyeron en el pelaje. El incremento de esta secrecion en los roedores esta asociado
al estrés (119).

Ademas, en las ratas diabéticas de nuestros experimentos se observo una desaparicion de la
grasa subcutanea o tejido adiposo abdominal en relacién a las ratas no diabéticas.

Las ratas inyectadas con la Estreptozotocina produjeron en ella una diabetes tipol,
caracterizada por un aumento significativo (p<0,05) de la glicemia en el plasma (mg/dL),
en relacion a las ratas que fueron inyectadas con el vehiculo de la droga (Buffer citrato 0,1
M, pH 4,5) Gréfico 29.
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Gréfico 29

Concentracion de la glicemia plasmética (mg/dL) las ratas no diabéticas (controles, N= 8)
o0 diabéticas, N=7 sometidas a dietas de ratarina o ratarina enriquecida con 5% de aceite de
maiz u oliva. Media + EE.
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A las ratas a las que se le inyecto el agente diabetogénico, ademas de presentar polifagia,
polidipsia , poliuria, disminucion de peso como se indicO anteriormente, se encontrd un
aumento de los niveles de glicemia en la sangre, que indican que las ratas son diabéticas.

IV.2.- Analisis de los &cidos grasos en los aceites, en las dietas y en los cardiomiocitos.
Los estudios con manipulacion dietética de los lipidos y sus efectos en las respuestas
fisiologicas en los tejidos multicelulares cardiacos aislados, nos permite conocer la
respuesta de los cardiomiocitos como tejido integrado y aislados de otros tejidos, resultados
que son de gran utilidad para entender las respuestas inotropicas sin la influencias de otros
tejidos como el tejido adiposo, ademas el estudio de la cinética de la potenciacién
ventricular es una forma indirecta de estudiar la recaptacién del calcio por el reticulo

sarcoplasmico a diferentes intervalos de reposo.
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IV.2.1.- Acidos grasos contenidos en los aceites vegetales.

Comenzaremos por analizar el porcentaje de los distintos acidos grasos de los aceites
utilizados en la elaboracion de las dietas. La Tabla 5, muestra los &cidos grasos presentes en
el aceite de Maiz (obtenido del embrién o germen del maiz), es rico en acidos grasos
poliinsaturados con un 47,2% de acido linoleico (C18:2,n-6) que es un &cido graso esencial
en la dieta y precursor del &cido araquidonico (C20:4,n-6), &cido graso que se incorpora en
la posicion dos de los fosfoglicéridos de las membranas, de donde puede ser liberado por la
accion de las fosfolipasas A, y utilizado para la formacion de eicosanoides. En la misma
Tabla 5, podemos observar la composicion del aceite de Oliva (se extrae del Olivo) muy
utilizado en la dieta del Mediterraneo, es un aceite rico en acidos grasos monoinsaturados
con un 71,3% de &cido oleico (C18:1,n-9). Como se puede observar existen diferencias
significativas al comparar los aceites de maiz y oliva. El &cidos linoleico es
significativamente mayor (p<0,05) en el aceite de maiz y el &cido oleico es

significativamente mayor (p< 0,05) en el aceite de oliva.

Tabla s

Porcentaje de &cidos grasos en las diferentes muestras de aceites
de Maiz y de Oliva

Acidos Grasos Aceite de Maiz Aceite de Oliva
C16:0 15,5 + 0,1 13,9 + 0,0
C16:1,n-9 0,1 + 0,0 1,9 + 0,3
C18:0 3,0 + 0,1 2,4 + 0,0
C18:1,n-9 33,9 + 0,2 71,3 + 0,4a
C18:2,n-6 47,2 + 0,3a 10,1 + 0,2
C18:3,n-3 0,1 + 0,0 0,4 + 0,2

Media + EE. N=4. Letra (a) indica diferencia significativa entre los porcentajes del
mismo &cido graso de los dos grupos, p <0,05.
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IV.2.2.- Acidos grasos presentes en las dietas.
En la Tabla 6, encontramos los resultados del analisis de los acidos grasos en las dietas
utilizadas. La ratarina es la dieta control, es de férmula cerrada, denominada asi, por la
American Institute Nutrition (AIN), es la ratarina comercial, marca Protinal ® que contiene
2% de lipidos totales. Los experimentos fueron realizado con los mismos lotes de ratarina,
ésta aporta 3,60 Kcal en forma de lipidos/dia tomando como base 9 Kcal/g de lipidos y una
ingesta de 20,2 gramos/dia. Las dietas enriquecidas con 5% de los distintos aceites (aceite
de Maiz o aceite de Oliva) contienen 7% de lipidos totales y aportan 12,6 Kcal en forma de
lipidos/dia, considerando que ingieren la misma cantidad. La ingesta de las dietas y el agua
fueron ad libitum por un periodo de tres semanas, antes de inyectar la estreptozotocina
como agente diabetogénico y por un periodo de cuatro semanas despues de inyectada la
estreptozotocina o el vehiculo de la droga a las ratas no diabéticas o controles. Las dietas
enriquecidas con 5% de los distintos aceites (aceite de Maiz o aceite de Oliva) contienen
7% de lipidos totales y aportaron 27,88 Kcal en forma de lipidos/dia considerando que las
ratas diabéticas ingieren 44,25 + 3,78 gramos/dia.

Tabla 6

Porcentajes de &cidos grasos en los lipidos totales en las dietas de ratarina y de la ratarina
enriquecida con 5% de aceite de maiz u oliva.

Acidos Ratarina Ratarina Ratarina
Grasos 5 % Aceite Maiz 5 % Aceite Oliva
C14:0 23 + 03 08 = 0,0 10 + 01
C16:0 18,8 + 0,2 158 = 0,0 134 + 13
C16:1,n-9 28 + 06 1,2 + 0,2 10 + 05
C18:0 49 = 04 32 = 0,0 23 + 10
C18:1,n-9 226 = 0,5 27,4 + 05 540 + 30a
C18:2,n-6 416 + 04 49,1 + 06 24,1 = 0,7a
C20:5,n-3 36 = 01 1,3 + 0,0 20 £ 0.2
C22:6,n-3 23 + 0,2 1,1 + 0,0 09 + 03
Lipidos (%) 2 7 7

Media + EE, N= 3, p<0,05. Letra (a) indica diferencia significativa entre los porcentajes
del mismo &cido graso de la ratarina con 5% aceite de oliva y los otros grupos, p <0,05
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La dieta enriquecida con aceite de maiz tiene significativamente mayor porcentaje (49,1
%) de &cido linoleico (C18:2,n-6) (p<0,05), que la dieta enriquecida con el aceite de oliva,
cuyo valor es 24,1% y donde el acido oleico (C18:1,n-9, p<0,05) es significativamente
mayor (54%). Es decir, que en la dieta enriquecida con el aceite de maiz se le suministro al
animal mayor contenido de acidos grasos poliinsaturados (51,5%) mientras que a los
animales que se le suministré la dieta enriquecida con el aceite de oliva el porcentaje de
acidos grasos poliinsaturados fue menor 27%, no obstante, el contenido de &cidos grasos
monoinsaturados fue mayor en los animales experimentales alimentados con aceite de oliva
el cual fue de 55%.

IV.2.3.- Acidos grasos en los fosfolipidos de cardiomiocitos.

En el Grafico 30, se muestra una cromatografia en capa fina de silica G-60 donde
observamos, los fosfolipidos aislados del resto de los otros lipidos, como se explico en la
metodologia, esto se realiza con la finalidad de extraer por raspados los fosfolipidos
adheridos a la silica gel (Grafico 31). Luego son transmetilados y por cromatografia gas-
liquido, se realiza el andlisis de los &cidos grasos contenidos en los fosfolipidos de los

cardiomiocitos de las ratas diabéticas y no diabéticas con las distintas dietas (Grafico 32).
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Grafico 30

Lamina de un cromatograma de la cromatografia en capa fina de silica gel G-60 que
muestra la separacion de los fosfolipidos. (1) Muestra de fosfolipidos (FL) de
cardiomiocito, (2) estandar de acidos grasos (AG) , (3) estandar de Triacilglicéridos (TG)
y &cidos grasos, (4) Triacilglicéridos, (5) Solventes (80 Hexano: 20 dietil éter: 2 acido
formico). DG diglicéridos
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Gréfico 31

Cromatografia en capa fina de silica gel G-60 mostrando zonas de extraccion de los
fosfolipidos (FL) de los miocitos ventriculares y una muestra de fosfolipido de color
marron sin extraer.
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Gréfico 32

Resultado de una cromatografia en fase gas-liquida de é&cidos grasos metilados de
fosfolipidos de miocitos ventricular aislados de una rata sometida a dieta de ratarina.
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Los numeros en los diferentes picos indican los tiempos de retencién de los acidos grasos

metilados separados en la columna cromatogréafica, que identifican a los distintos acidos
grasos.
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En el Gréfico 32, el cromatograma muestra los acidos grasos contenidos en los fosfolipidos
de los miocitos ventriculares de una rata no diabética, que ingiri6 en su dieta ratarina y
donde los distintos &cidos grasos metilados estan representados mediantes picos. El
porcentaje de los &cidos grasos se calcula en base a la suma total de las areas en el
cromatograma, de los &cidos grasos identificados. El tiempo de retencion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos en la columna cromatografica se determiné utilizando
estandares comerciales de los ésteres metilico. En las Tablas 7 y 8, se muestra
detalladamente el tipo y la familia de cada uno de los &cidos grasos encontrados en los
fosfolipidos de los cardiomiocitos ventriculares y su porcentaje, en las ratas no diabéticas y
diabeéticas en los distintos grupos de dietas.
Tabla 7

Porcentaje de los acidos grasos de los fosfolipidos de miocitos ventricular aislados de
corazon de ratas no diabéticas, con las diferentes dietas. Media + EE.

Acidos Ratarina Ratarina+ 5% Aceite Ratarina+ 5% Aceite
grasos (CR) Maiz (CM) Oliva (CO)
(N=5) ( N=6) (N=4)

C14:0 03 = 01 22 * 18 03 = 01
C16:0 12,7 =+ 0,6 143 = 13 115 = 0,1
C18:0 236 = 0,3 249 + 0,6 243 + 0,3
C18:1,n-9 94 + 06 80 = 04 108 = 0,3
C18:2,n-6 249 + 09° 23,0 = 1,0° 204 + 08°*°
C20:4,n-6 169 + 1,0 155 + 16 184 + 04°
C22:6,n-3 119 £+ 23 112 =15 142 + 04

() indica diferencias significativas (p<0,05) entre los % de acido graso entre los grupos,
(b) indica diferencias significativa (p<0,05) entre los acidos grasos en grupos diabéticas y
no diabéticas al comparar la Tabla 7 y 8. (N = nimero de corazones)

En la Tabla 7, se muestras los porcentajes acidos grasos encontrados en los fosfolipidos de
los miocitos ventriculares aislados del corazdn de ratas no diabéticas o control, sometidas a

las diferentes dietas, se observa una disminucidn significativas el porcentaje del acido graso
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C18:2,n-6 en los fosfolipidos de los cardiomiocitos ventriculares de las ratas que ingirieron
una dieta enriquecida con aceite de oliva, con respecto a la que fueron sometidas a una
dieta de ratarina. No hubo cambios en el porcentaje del &cido graso C22:6,n-3, en los
fosfolipidos de los miocitos en las ratas no diabéticas. Se observa que los acidos grasos
C18:1,n-9 y C22:6,n-3 se incorporan de manera similar en los fosfolipidos de los miocitos

en estas ratas, independientemente de la dieta.

Tabla 8

Porcentaje de los acidos grasos de los fosfolipidos de miocitos ventricular aislados de ratas
diabéticas, con diferentes dietas. Media + EE.

Acidos Ratarina Ratarina + 5% Ratarina + 5% Aceite
grasos (DR) Aceite Maiz (DM) Oliva (DO)
(N=7) ( N=5) (N=4)

C14:0 03 = 01 01 = 01 05 = 01
C16:0 11,1 + 0,2 1001 = 05 97 = 13
C18:0 244 + 0,3 243 + 0,2 234 + 04
C18:1,n-9 70 = 06° 87 = 06° 12,1 £ 1.2°
C18:2,n-6 29,4 + 31 36,4 + 38° 305 + 29°
C20:4,n-6 123 + 16 102 + 24 122 + 12°
C22:6,n-3 155 + 20 1001 = 18 114 + 16

(a) indica diferencia significativa (p<0,05) entre los acidos grasos de los diferentes grupos.
(b) indica diferencia significativa (p<0,05) entre acidos grasos en grupos diabéticas y no
diabéticas al comparar las Tablas 7 y 8, (N= niimero de corazones de ratas)

En la Tabla 8, se muestra un aumento significativo del porcentaje del acido graso C18:1,n-
9, en los fosfolipidos de los cardiomiocitos ventriculares de los animales diabéticos que
ingirieron aceite de oliva en su dieta (DO), respecto a los animales que ingirieron ratarina
(DR) o ratarina enriquecida con aceite de maiz (DM). Con respecto al porcentaje de acido

graso C18:2,n-6, no se encontrd diferencia significativa entre ellos.
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Si comparamos el porcentaje de la composicion de los acidos grasos de los fosfolipidos de
miocitos ventriculares de las Tablas 7 y 8, sefialadas con la letra b encontramos, que el
porcentaje de acidos grasos C18:2,n-6 en las ratas diabéticas es significativamente mayor
en las ratas que ingirieron en su dieta aceite de maiz y oliva, que en las no diabéticas con la
misma dieta y el porcentaje del &cido graso C20:4,n-6 en las ratas no diabéticas con dieta
enriquecida con aceite de oliva, es significativamente mayor que en los fosfolipidos de los
miocitos ventriculares de ratas diabética sin cambios significativos en los miocitos de las
ratas que ingirieron ratarina. Respecto al C22:6,n-3 proveniente de la ratarina, no se
encontrd diferencias en los cardiomiocitos de las ratas no diabéticas y diabéticas estos
resultados no coinciden con los obtenidos por Kuwahara y col. (120)

La manipulacion dietética nos permite incorporar selectivamente &cidos grasos en los
fosfolipidos de los cardiomiocitos de ratas controles o diabéticas. Al comparar las tablas 7 y
8 vemos que las ratas diabéticas que su dieta fue enriquecida con aceite de oliva, aumentd
significativamente el &cido oleico ( C18:1,n-9) mientras que en las ratas controles no.

Por otro lado las ratas cuya dietas fueron enriquecidas con aceite de maiz, se encontré que
el acido linoleico (C18:2, n-6) aumento significativamente en las ratas diabéticas respecto a
las controles. Es de sefialar que los cardiomiocitos de las ratas diabéticas incorporaron mas
acido linoleico que las ratas controles, y se encontrd6 mayor porcentaje de acido linoleico
cuando la dieta es enriquecida con aceite de maiz. El &cido araquiddénico producto de la
elongacion y desaturacion del acido linoleico en el metabolismo se incorporé en mayor
porcentaje en las ratas no diabéticas en relacion a las diabéticas y significativamente en las
ratas no diabéticas cuya dieta fue enriquecida con aceite de maiz u oliva, sefialadas en las
tablas con la letra b. Esto estd posiblemente relacionado con las proteinas especificas

relacionadas con la unién y transporte de acidos grasos.

IV.3.- Fuerza de contraccion del estado estable y potenciacion post-reposo en tiras de
ventriculo derecho aislados de ratas no diabéticas y diabéticas con las diferentes
dietas.

En estos resultados observaremos el comportamiento del estado estable y del primer latido
después de distintos intervalos de reposo y su disminucion consecutiva hasta alcanzar el
estado estable en aproximadamente 10-12 latidos, en ratas diabéticas y no diabéticas con

distintas dietas.
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Gréfico 33

Fuerza de contraccion del estado estable antes de 32 s de reposo de tiras de ventriculo
derecho de ratas diabéticas y no diabéticas (Controles), sometidas a dietas de ratarina
(N=6) o enriquecidas con 5 % de aceite de maiz (N=5) u oliva (diabética N=5 y no
diabética N=7) a las frecuencias de 0.5 Hz, 1 Hz o 1 Hz en presencia de Verapamil (3x10°
M).
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El estado estable se determind antes del intervalos de reposo. Una vez que la potenciacion
ha disminuido constantemente (después de 10 a 12 latidos), se al alcanza el estado estable
tanto en ratas diabéticas como no diabéticas.

En el Grafico 33, podemos observar la fuerza de contraccion en el estado estable en tiras de
ventriculo derecho de ratas no diabéticas (controles) y diabéticas, antes de un reposo de
32 segundos a diferentes frecuencias, con las diferentes dietas y con presencia y ausencia
de Verapamil. Cuando se compard entre si la fuerza de contraccion a nivel de estado estable
en tiras de musculo ventricular derecho de rata no diabéticas con distintas dietas (CR, CM,
CO) en cada grupo (0,5 Hz, 1Hz o 1Hz + Verapamil), no se encontré diferencias
significativas entre ellas. Cuando se realiza la misma comparacion entre las ratas diabéticas
(DR, DM, DO), se encontr6 mayor fuerza (*p<0,05) de contraccién a 0,5Hz yalHz en

las tiras ventriculares a nivel de estado estable en los animales que ingirieron en su dieta
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aceite de maiz (DM) en comparacion con las ratas que ingirieron aceite de oliva (DO) y con
respecto al CR y CO. A la frecuencia de 1Hz el estado estable de los ventriculos de los
animales diabéticos que ingirieron dieta de maiz (DM), la fuerza de contraccion fue
significativa mayor (** p<0,05) respecto CR, CO y CM. Sin embargo, a la frecuencia de 1
Hz + verapamil no se encontraron cambios significativos en las ratas no diabéticas y en las
diabéticas. Lo que nos indica que cuando el aceite de maiz esta presente en la dieta, en el
estado estable posiblemente se favorece la entrada de Calcio del espacio extracelular al

intracelular, que bloqueamos con la presencia de Verapamil.

Grafico 34

Cinética de la potenciacion Post-reposo en relacion al estado estable en tiras de ventriculos
derecho de ratas diabéticas (DR) y no diabéticas (CR) alimentadas con dietas de ratarina, y
estimuladas a las frecuencias de 0,5 0 1 Hz.
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El grafico 34 muestra la potenciacién obtenida a diferentes intervalos de reposo en tiras de
ventriculo derecho de ratas diabéticas y no diabéticas alimentadas con ratarina a diferentes
frecuencias. La fuerza desarrollada en el latido post-reposo fue mayor a medida que se
aumento el tiempo sin estimulacion, hasta alcanzar un maximo a los 32 segundos. El valor

de 32 segundos es el mismo obtenido en el laboratorio para otros experimentos publicados
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(121). El calcio recaptado en el reposo es transportado al RS hasta la zona de alta densidad
en receptores de rianodina, de donde es liberado en la proxima contraccion. El transporte
del i6n a este compartimiento y la probabilidad de que se abra el mayor nimero de canales
de calcio del RS, ocurre en un tiempo de aproximadamente 32s. Ademas, se observa una
tendencia a un aumento de la potenciacion post-reposo que fue significativamente mayor
*p<0,05, en las tiras de ventriculo derecho de ratas no diabéticas (CR) con respecto a las
diabéticas (DR) y mayor a 1 Hz que a 0,5 Hz, lo que indica que la cinética de la
potenciacion post-reposo es alterada por los efectos de la diabetes y también por la
frecuencia. La tendencia a una menor potenciacién en ratas diabéticas, puede ser explicada
por una menor recaptacion de calcio (Ca*?) por el reticulo sarcoplasmico (RS) en los
distintos intervalos de reposo o por una mayor salida de Ca™ por el intercambiador
Na*/Ca*? en los miocitos ventriculares o quizas ambas situaciones. Sin embargo, se puede
observar en el Gréfico 34 que no se encontré diferencia significativa al comparar el
porcentaje del aumento de la potenciacion ventricular de la rata no diabéticas a 0,5 Hz con
las de ratas diabética a la frecuencia de 1Hz. En las tiras de ventriculo derecho de las ratas
diabéticas al aumentar la frecuencia cardiaca, lo cual es una maniobra inotropica positiva,
mejora la recaptacion de calcio a los distintos intervalos de reposo. Se ha sugerido que la
potenciacion post-reposo, resulta del incremento en la liberacion de calcio del RS, como
resultado del aumento del Ca?* en este organelo (122). En experimentos realizados en
nuestro laboratorio a diferentes concentraciones extracelular de calcio, hemos encontrado
que una disminucién de la concentracién de Ca®* de 2,7 mM a 1,35 mM en el medio
externo produce una menor potenciacion post-reposo en animales no diabéticos, pero
aumentos de Ca?* de 2,7mM a 5,4 mM no produce cambios en la potenciacién post-reposo
(121). Hay que tener presente que en estos experimentos a mayor frecuencia hay menor
fuerza de contraccion en el estado estable, debido a una menor entrada de calcio a traves
de la membrana.

En el Gréafico 35, se muestra la cinética de la fuerza de contraccion o potenciacion post
reposo, con respecto al estado estable (%), de tiras de ventriculo derecho aislado de ratas no
diabéticas y diabéticas, que ingirieron en su dieta ratarina enriquecidas con 5 % de aceite de
Maiz a diferentes intervalos de reposo y con diferentes frecuencias. Se observa, que las

ratas diabéticas a la frecuencia de 0,5 Hz (DM) presentaron una menor potenciacion post-
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reposo (p<0,05) con respecto a las ratas no diabéticas (CM) asi como con respecto a las
diabéticas con la frecuencia de 1 HZ. La potenciacion obtenida en tiras de ventriculo
derecho de las ratas no diabéticas a 0,5 Hz y las diabéticas de 1Hz no presentaron
diferencias significativas. Este resultado fue similar al encontrado en el Grafico 34, en ratas
alimentadas con ratarina.

Grafico 35

Cinética de la potenciacion post-reposo en relacion al estado estable en tiras de ventriculos
derecho de ratas diabéticas (DM) y no diabéticas (CM), alimentadas con dietas de ratarina
enriquecidas con 5 % de aceite de Maiz, y estimuladas a las frecuencias de 0,50 1 Hz.
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En el Grafico 36 se muestran los resultados comparativos de la potenciacion obtenida en
tiras de ventriculos de ratas diabéticas y no diabéticas sometidas a una dieta enriquecida
con aceite de oliva, estimulados a 0,5 0 a 1 Hz, donde observamos que no hay diferencia
significativa entre la potenciacion obtenidas en tiras ventriculares de ratas diabéticas (DO)

y no diabéticas (CO) cuando son estimuladas a las mismas frecuencias.
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Gréfico 36

Cinética de la potenciacion post-reposo en relacion al estado estable en tiras de ventriculos
derecho de ratas diabéticas (DO) y no diabéticas (CO), alimentadas con dietas de ratarina
enriquecidas con 5 % de aceite de Oliva, y estimuladas a las frecuencias de 0,50 1 Hz.
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En cada una de las frecuencias la potenciacidn post-reposo tendié a ser mayor en las tiras
ventriculares de ratas no diabéticas (CO) que en las diabéticas (DO), pero no hubo
diferencias significativas entre ellas. Aparentemente en esta dieta las diferencias
significativas no vienen dadas por el hecho de ser diabéticas o no, sino por la frecuencia de

estimulacion, a mayor frecuencia, mayor potenciacion post-reposo.
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Gréfico 37

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas no
diabéticas, sometidas a dietas de ratarina (CR, N = 5) o enriquecidas con 5 % de aceite de
maiz (CM, N=5) u oliva (CO, N=7) a la frecuencia de 1Hz.
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El Grafico 37, se presenta de manera conjunta la cinética de la potenciacidn post-reposo de
las tiras de ventriculos aislados de ratas no diabéticas, sometidas a diferentes dietas a la
frecuencia de 1 Hz y donde no se encontrd diferencias significativas entre los diferentes
grupos, aungue en el grupo CR, que ingirid6 menor contenido de lipidos totales en su dieta

(2%), la potenciacion tendi6 a ser menor.
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Gréfico 38

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas no
diabéticas, sometidas a dietas de ratarina (CR, N =5) o enriquecidas con 5 % de aceite de
maiz (CM, N =5) uoliva (CO, N =7) a la frecuencia de 0,5 Hz.

180,0 ~
160,0 -
140,0 -
120,0 -
100,0 -
80,0 -
60,0 -
40,0 -
20,0 -

0,0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Intervalos de reposo (s)

Potenciaciénrespecto al estado estable (%)

—e—CRO,5Hz —#— CMO0,5Hz —&—COO0,5Hz

Media + EE , C =control/no diabéticas, O= oliva, M= maiz, R= ratarina

En el Grafico 38, al igual que en el Grafico 37, no se observd cambios significativos entre
los diferentes grupos en la cinética de la potenciacion post-reposo de las tiras de ventriculos
aislados de ratas no diabéticas, sometidas a diferentes dietas, a la frecuencia de 0,5 Hz, pero
también se encontrd una tendencia a una menor potenciacion en las tiras ventriculares de

las ratas que ingirieron menor cantidad de lipidos totales (CR).
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Gréfico 39

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas diabéticas,
sometidas a dietas de ratarina (DR, N = 4) o ratarina enriquecidas con 5 % de aceite de
maiz (DM, N =5) uoliva (DO, N =5) a la frecuencia de 1Hz.
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Cuando comparamos en el Grafico 39 las cinéticas de la potenciacion post-reposo de las
tiras de ventriculos aislados de ratas diabéticas sometidas a diferentes dietas a la frecuencia
de 1 Hz, observamos que la menor potenciacién post-reposo se encontrd en las tiras de
ventriculo de las ratas alimentadas con ratarina (DR), que contenia menor porcentaje de
lipidos totales en su dieta, mientras que las ratas cuya dietas fueron enriquecidas con aceite
de maiz u oliva, presentaron una mayor potenciacién post-reposo, quizas porque el
contenido de lipidos totales es mayor (7%) como fue referido anteriormente. Sin embargo,
no encontramos diferencias significativas entre los grupos que contienen igual cantidad de
lipidos totales (DM y DO). EI grupo que ingirié aceite de oliva en su dieta (DO) presentd
una mayor potenciacién post-reposo, posiblemente debido al mayor porcentaje de &acido
oleico (12,1+1,2) respecto al grupo que ingiri6 el aceite de maiz (8,7+0,6). Se encontraron
diferencias significativas p<0,05 entre la potenciacién post-reposo de la tiras de ventriculo

derecho de las rata diabéticas que ingirieron la dieta de ratarina (DR) y la que ingirieron
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dieta de oliva (DO). No se encontro diferencias significativas en los grupos DR y DM. Lo
que nos lleva a pensar, que en este caso lo que determina la mayor potenciacion post-reposo
no sea el contenido de lipidos porque es 7% en ambos grupos, sino el porcentaje y tipo de
acido graso incorporado a los fosfolipidos de los miocitos, es decir, mayor porcentaje de
acido oleico.

Gréfico 40

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas diabéticas,
sometidas a dietas de ratarina (DR, N =4) o enriquecidas con 5 % de aceite de maiz (DM, N
=5) uoliva (DO, N =5) a la frecuencia de 0,5 Hz.
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En el Grafico 40 se muestra que a la frecuencia de 0,5 Hz las ratas que ingirieron dietas
enriquecidas con aceite de oliva (DO) presentaron mayor potenciacion (p<0,05) post-
reposo con respecto a las ratas que ingirieron ratarina (DR), semejante resultado al
encontrado a la frecuencia de 1 Hz (Grafico 39). El grupo de ratas que ingirieron dietas
enriquecidas con aceite de maiz (DM) no present6 diferencias significativas con ninguno de
los dos grupos antes sefialados (DR, DO). Los resultados a la frecuencia de 0,5 Hz son

similares a los obtenidos a la frecuencia de 1 Hz.
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A continuacién evaluaremos el efecto de un agente blogueante de los canales lentos de
calcio, como el Verapamil, sobre tiras de ventriculo derecho de ratas no diabéticas y
diabéticas sometidas a las diferentes dietas (1Hz). Cuando colocamos Verapamil (3x10° M)
a la solucion Tyrode en el bafio de 6rganos que contiene las tiras de ventriculo derecho
aislado de la rata no diabéticas, sometidas a las diferentes dietas, no encontramos
diferencias significativas entre los diferentes grupos, como se observa en el Gréfico 41. El
comportamiento es similar al mostrado en el Grafico 37, en ratas no diabéticas sometidas a
diferentes dietas y estimuladas a 1Hz. Al comparar los Gréficos 37 y 41, en ausencia y
presencia de Verapamil, observamos que el nivel de potenciacion alcanzado respecto al

estado estable es mayor en presencia del inhibidor de Calcio que en su ausencia.

Grafico 41

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas no diabéticas
(Controles), sometidas a dietas de ratarina (CR) o enriquecidas con 5 % de aceite de maiz
(CM) u oliva (CO) en presencia de 3x10° M de Verapamil a la frecuencia de 1Hz.
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Si realizamos el mismo experimento pero con ratas diabéticas sometidas a las diferentes

dietas (Gréafico 42), encontramos que el comportamiento es similar al del grupo diabético
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sin verapamil (Grafico 39), pero con una marcada y significativa tendencia a la
diferenciacion entre las curvas y de nuevo observamos que el nivel potenciacién alcanzado
respecto al estado estable es mayor en presencia del inhibidor de Calcio que en su ausencia,
a pesar de que el nivel de estado estable tiende a ser ain mayor en ausencia del inhibidor
(Gréfico 33).

Gréfico 42

Cinética de la potenciacion post-reposo de tiras de ventriculo derecho de ratas diabéticas,
sometidas a dietas de ratarina (DR, N =4) o enriquecidas con 5 % de aceite de maiz (DM)
u oliva (DO) (N=5), en presencia de 3x10° M de Verapamil a la frecuencia de 1Hz.
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El Gréafico 42, muestra diferencia significativa (*p<0,05) entre las potenciaciones obtenidas

de las tiras ventriculares de ratas diabéticas que ingirieron ratarina (DR) respecto las que

ingirieron aceite de oliva (DO) y las que ingirieron dietas enriquecidas con aceite de maiz
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(DM), en todos los intervalos de reposo. No se encontr6 diferencia significativa entre las
tiras de ventriculo de las ratas que ingirieron dietas de oliva (DO) y maiz (DM). El efecto
del Verapamil es bloquear parcialmente los canales de Ca®* tipo L, dependientes de voltaje
disminuyendo la velocidad de conduccién y en estos experimentos permitié demostrar las
diferencias de la potenciacion entre las tiras de ventriculo derecho de las ratas que
ingirieron DR 0 DM.
Las tiras de los ventriculos derecho de las ratas diabéticas produjeron cambios en la cinética
de la potenciacion post-reposo, cuando las comparamos con sus respectivos grupos
controles, pero ademas, éstas se ven influidas por el contenido de lipidos totales, asi como
el tipo de &cido graso y cuyas diferencias se evidencias al colocar un blogueante de los
canales lentos de calcio, como el Verapamil, que permitié diferenciar la potenciacion del
grupo DM del DR.
IV.4.- Potenciacion post reposo en cardiomiocitos aislados ratas no diabéticas y
diabéticas con las diferentes dietas.
Tomando en cuenta los resultados de la curva potenciacion versus intervalo de reposo
obtenida en tiras de ventriculo aislados de ratas diabéticas y no diabéticas con las diferentes
dietas, donde encontramos que se alcanza la méxima fuerza de contraccion o potenciacion
post-reposo después del intervalo de reposo de 32 segundos (periodo donde ocurre la mayor
recaptacion de calcio), decidimos escoger la potenciacion a ese intervalo de reposo para
posteriores estudios en miocitos aislados.
El analisis de los resultados obtenidos en miocitos aislados se realizé con el programa de
AXxOn Instruments Inc.® que utiliza un calculo de exponencial de probabilidad, método de
algoritmos de Levenberg-Marquardt cuya ecuacion es:

f(t)=X"=; Pi (1-e ")+ C
P = Proporcion, T = constante de tiempo, i = componentes, C = constante de offset para
cada i, t = tiempo. Esta ecuacion minimiza la suma de cuadrados de las diferencias entre
variables dependientes de la ecuacion. Utilizando esta ecuacion se calculd la magnitud de la
el valor de Tau (constante de tiempo expresada en milisegundos) de la relajacion en los
registros de contraccion y de calcio sistélico. También se calculé potenciacion post-reposo
en los registros de contraccion y de calcio sistélico, estos datos se llevaron a la hoja de

Excel donde se realiz6 los calculos correspondientes y se establecid la diferencia entre la
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potenciacion y el estado estable previo al reposo, esta diferencia se expres6 como
porcentaje de variacion del pardmetro (contraccion o calcio sistolico) respecto al estado
estable. Los resultados obtenidos los visualizamos en la Tabla 9, que muestran la Media +
EE en la magnitud de la potenciacion post-reposo (en los registros de contraccion de los
miocitos y del calcio sistdlico ) respecto al estado estable expresado en porcentaje (%), y
los valores de Tau en milisegundos en ratas no diabéticas y diabéticas, a la frecuencias 0,5
Hz con diferentes dietas.

De los resultados experimentales en tiras de ventriculos derecho aisladas de ratas se
desprende que tanto la dieta, la frecuencia de estimulacion (0,5 o 1 Hz) asi como la
diabetes, inciden sobre la potenciacion post reposo, hemos decidido analizar los resultados
obtenidos en miocitos aislados a la frecuencia de 0,5 Hz, de manera que podamos inferir el
efecto de la dieta sobre la potenciacion post reposo obtenida a 32 segundos en ratas no
diabéticas y diabéticas. Los resultados obtenidos del estudio de la potenciacion post-reposo
en los miocitos ventriculares aislados se muestran en la Tabla 9. Ejemplos de los registros
unitarios realizados en los miocitos aislados se observan en los Graficos 43 y 44.

En el Grafico 43, podemos observar, registros unitarios y simultaneos de Calcio sistolico
([Ca®*]5) y Contraccién obtenidos en el estado estable (verde) y después de un intervalo de
reposo de 32s (potenciacion, rojo), en tres miocitos aislados de ratas no diabéticas
(controles) estimuladas a 0,5 Hz. Estan representados los registros obtenidos en un
cardiomiocito aislado de una rata alimentada con ratarina (CR), de una rata alimentada con
ratarina enriquecidas con 5% de aceite de oliva (CO) y de otra rata alimentada con maiz
(CM).Tanto el calcio sistolico como la contraccion se expresan en porcentaje, considerando
el 100% la magnitud del parametro en el estado estable. Este grafico evidencia que los
miocitos de ratas alimentadas con dieta rica en aceite de oliva (CO) presentaron la mayor

potenciacion post-reposo cuyo valor puede ser observado en la Tabla 9.
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Gréfico 43

Registros unitarios y simultaneos de Calcio sistélico ([Ca®']}) y Contraccién respecto al
tiempo, obtenidos en miocitos aislados de ratas no diabéticas (controles), estimuladas a 0,5
Hz, alimentadas con ratarina (CR) o ratarina enriquecidas con 5% de aceite de oliva (CO)
0 maiz (CM). Se muestran los registros en estado estable (color verde) y potenciacién
después del reposo de 32 s (color rojo), en azul se indica el lugar donde se calcul6 el Tau de
la relajacion y disminucidn del calcio sistélico.
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Gréfico 44

Registros unitarios y simultaneos de Calcio sistélico ([Ca®];) y Contraccion respecto al
tiempo, obtenidos en miocitos aislados de ratas diabéticas estimuladas a 0,5 Hz,
alimentadas con dieta enriquecidas con aceite de oliva (DO), con maiz (DM) o ratarina
(DR). Se muestran los registros en estado estable (color verde) y la potenciacion después
del reposo de 32 s (color rojo), en azul se indica el lugar donde se calcul6 el Tau de la
relajacion y disminucion del calcio sistélico
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En el Grafico 44 se oberva una mayor potenciacion en las ratas diabéticas que ingirieron en
su dieta aceite de oliva, que se correlaciona con mayor calcio sistolico en relacion con las
otras dos dietas y resultado similar al encontrado en las controles (CO, Grafico 43), estos
porcentajes estan reportado en la Tabla 9.

En la Tabla 9, tenemos representados los porcentajes de variacion de los diversos
parametros estudiados (Contraccion, tau del registro de contraccién, Calcio sistélico y tau
del calcio sistélico) en los cardiomiocitos respecto al estado estable, aislados de ratas no
diabéticas (controles) y diabéticas, sometidas a las distintas dietas y a la frecuencia de 0,5
Hz. En Tabla referida se puede observar, una menor contraccion post-reposo (*P<0,05) en
los cardiomiocitos aislados de las ratas no diabéticas que ingirieron una dieta enriquecida
con aceite de maiz (CM) respecto al encontrado en ratas diabéticas que ingirieron la misma
dieta (DM), asi como al resto de los grupos estudiados. Se encontrd6 menor calcio sistolico
(***p<0,05) en los cardiomiocitos de las ratas diabéticas (DM) que la CM, y con tau de
calcio sistolico mayor. No se encontro diferencias significativas en los animales que
ingirieron la dieta CO (Gréfico 43) y los diabéticos con la dieta de oliva (DO) o con la dieta
de aceite de maiz (DM).

Entre los cardiomiocitos diabéticos, el grupo de las ratas que ingirieron ratarina (DR,
Grafico 44) present6 una contraccion significativamente menor (*p<0,05) respecto a las
ratas que ingirieron las demas dietas. Resultado semejante al mostrado en tiras ventriculares
(Gréfico 40).

Al comparar la contraccion registrada en la potenciacion post-reposo de ratas no diabéticas
y diabéticas, los cardiomiocitos de ratas sometidas a la dieta de oliva (CO y DO) no
presentaron diferencia significativa en su contraccion, resultado semejante al encontrado en
las tiras ventriculares (Grafico 36). Al comparar cardiomiocitos de dietas con ratarina, CR
presenta una contraccion significativamente mayor que DR, como en las tiras ventriculares
(Gréfico 34). Es de hacer notar que en los miocitos de ratas alimentadas con ratarina la
diabetes produce disminucion de la contraccion, hecho reportado por otros autores (89, 93),
en ratas alimentadas con dieta rica en aceite de oliva la diabetes no produjo disminucion de
la contraccion (CO Vs DO), sin embargo en las ratas con dietas ricas en maiz la fuerza de
contraccién aumenta (CM Vs DM), lo que implica una mejora en la funcion contréactil de

las ratas diabéticas al incorporar en su dieta el acido linoleico (C18: 2,n-6). Los cambios
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producidos en la funcién contractil producido por las diferentes dietas probablemente estén
relacionados con cambios en el microambiente lipidico de las membranas de los diferentes
organelos involucrados en el manejo intracelular del calcio (80).

En la Tabla 9, se muestra que el mayor cambio en la relajacién del registro de contraccion
(Tau) se observo en las ratas diabéticas cuyas dietas fueron enriquecidas con aceite de oliva
(DO), siendo significativamente mayor (**p<0,05), respecto a todos los grupos, excepto el
grupo CM. Esto nos indica que en ratas diabéticas que ingieren dieta rica en aceite de oliva
ocurre un retardo en la disminucion de la concentracion del calcio citosélico, quizas por
disminucién en la recaptacion de calcio por el RS (efecto sobre la ATPasa Ca del RS) o
por retardo en la salida de Ca®* del citosol (efecto sobre el intercambiador Na*/Ca** y/o la
ATPasa Ca del sarcolema),o ambas. Zhong y col. (89, 93) reportaron en ratas con diabetes
de 4 y 8 semanas (dieta de ratarina), una disminucion de la potenciacion post reposo
asociada con una menor recaptacion de calcio por el RS por una baja afinidad de la ATPasa
Ca del RS, efecto semejantes al reportado en este estudio en ratas DO. Al analizar la Tau
del registro de contraccion en las ratas no diabéticas con diferentes dietas concluimos que la
de maiz hace que disminuya la relajacion, pero al hacerse las ratas diabéticas esa dieta
acelera la velocidad de relajacion, hecho que constituye una ventaja ya que mejora la
disfuncion diastolica.

El porcentaje de la amplitud de la potenciacién del cardiomiocito en relacion al estado
estable en el registro de calcio sistdlico, con intervalos de reposo de 32s y 0,5 Hz, mostro
que el pico de calcio sistélico, fue significativamente mayor (***p<0,05) en las ratas no
diabéticas y diabéticas que ingirieron una dieta enriquecida con aceite de oliva (CO y DO)
respecto a los otros grupos (CR, CM, DR, DM). Los cardiomiocitos aislados de las ratas
diabéticas, que en su dieta ingirieron aceite de oliva, presentaron el mayor porcentaje de
calcio sistdlico, que se correlaciona con lo observado en las tiras de ventriculo derecho, es
decir, una mayor potenciacion en ventriculos de las ratas diabéticas que ingirieron dietas
enriquecidas con aceite de oliva.

Llama la atencidén que con dieta rica en aceite de maiz el porcentaje de calcio sistolico es
menor respecto a el obtenido cuando esta presente el aceite de oliva (DM Vs DO), sin
embargo con esta dieta (DM) se obtuvo en las ratas diabéticas un valor de contraccion

comparable al obtenido en las ratas DO, esto nos induce a pensar que en las ratas diabéticas
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la dieta rica en aceite de maiz aparentemente induce a un aumento de la sensibilidad de la
magquinaria contractil al calcio, pero harian falta realizar experimentos para ahondar en este
punto. Habria que estudiar la afinidad de la Troponina C por el calcio ya que este i6n al
quedar unido por mas tiempo a ella y las proteinas contractiles induciria un aumento en la
contraccion y un enlentecimiento en la relajacion.

En vista de que la diabetes es una patologia multifactorial desde el punto de vista
metabdlico donde las especies oxigeno reactivas y los PPARs estan involucrados en la
disfuncion cardiaca (68,108), seria conveniente estudiar los efectos de los acidos grasos
oleico y linoleico sobre estos dos elementos.

Con respecto al tau del registro de calcio sistélico, se encontrdé valores mayores
(****p<0,05) en el grupo de miocitos ventriculares aislados de ratas diabéticas que
ingirieron una dieta enriquecida con aceite de maiz (DM) en relacion a los demas grupos,
excepto al grupo control (CR). Este hecho contrasta con la mayor velocidad de relajacion
obtenida en el registro de contraccion del mismo grupo (DM), lo que se podria explicaria
como se dijo con antelacion por el aumento de la sensibilidad de la maquinaria contractil al
calcio.

Los resultados obtenidos en este estudio en animales experimentales, parecen indicar que
en pacientes con diabetes Tipo 1, que presenten una disfuncion diastolica, la dieta en
aceite de maiz, seria conveniente para mejorar esta patologia.

Hoy dia con las técnicas de diagndstico no invasivas, se podria evaluar las cardiopatias
diabética y observar el funcionamiento del corazon de estos pacientes. Tomando en
consideracion estos resultados se podria recomendar un cambio en la dieta con énfasis en
determinado consumo de aceite con miras a mejorar la funcién cardiaca y su calidad de

vida.
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Tabla 9

Diferentes parametros de la potenciacion post-reposo en miocitos ventriculares aislados de ratas con diferentes dietas, en relacion
al estado estable. Intervalos de reposo 32 segundos, frecuencia 0,5 Hz, (N) = nUmero de células. Media + EE.

No diabéticas (Control) Diabéticas

Parametros / Dietas Ratarina (CR)  Maiz (CM) Oliva (CO) Ratarina (DR) Maiz (DM) Oliva (DO)

., . 64,77+9,34 26,38+2,16* 81,36+3,58 47,84+5,77 75,0045,27 70,82+7,38
Contraccién miocitos (%) (6) (5) (4) (8) (5) 4)

L 72,1945,08 100,79+5,43 80,52+8,82 66,11+7,44 76,62+14,00 112,17+12,32**
Tau Relajacion (ms) 8) (10) (5) @) (10) (6)

o 35,02+7,77 28,30+5,04 120,00 + 11,55 25,00+11,18 17,37+2,17 80,53+14,85***

Calcio Sistolico (%) (6) (6) (4) (6) (10) (5)

o 306,7242505 27442083  244,44+1932 | 20949+22024 ~ 20702£27,70 242,44+16,80
Tau Calcio Sistolico (ms) ®) ) ©) %) *(El (6)

*p<0,05 CM es menor vs,CR, CO,DR,DM y DO ademas DR es menor vs DMy CO
**p<0,05 DO es mayor vs CR,CO,DR y DM
***P<0,05 DO es mayor vs CR,CM,DR y DM

****p<0,05 DM es mayor vs CM,CO,DR y DO
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1.-La inyeccidn de estreptozotocina por via intraperitoneal, produjo una diabetes tipo 1, con
aumento de la glicemia plasmaética, polifagia, polidipsia y poliurea.

2.-Las ratas diabéticas que estuvieron cuatro semanas ingiriendo las distintas dietas
presentaron un peso corporal menor que el de las ratas no diabéticas. En las ratas diabéticas
a menor ingesta de lipidos en la dieta menor peso corporal.

3.-Se encontr6 que los &cidos grasos contenidos en los Lipidos de las dietas, se incorporan
a los fosfolipidos de los cardiomiocitos ventriculares aislados de ratas diabéticas y no
diabéticas en forma diferente.

4.-Se observo mayor porcentaje de C18:2,n-6 (linoleico) en los miocitos de los fosfolipidos
de las ratas diabéticas cuya dieta fue enriquecida con aceite de maiz, y una disminucion en
los miocitos de los fosfolipidos de las ratas no diabéticas, mientras que el porcentaje
C18:1,n-9 fue mayor en los cardiomiocitos de las ratas diabéticas que ingirieron en su dieta
aceite de oliva.

5.-La maxima Potenciacion post-reposo en relacion al estado estable en las tiras de
ventriculo derecho aisladas de ratas diabéticas y no diabéticas, fue a los 32 segundos, e
independiente de la cantidad y calidad de lipidos en la dieta.

6.-Las tiras ventriculares de los animales diabéticos que ingirieron menor contenido de
lipidos en la dieta (DR), tanto a la frecuencia de 0,5 o 1 Hz, presentaron la menor cinética
de potenciacidon post-reposo, que podria estar relacionada con una depresion metabdlica
que conduce a menor produccion de ATP y a una menor entrada de calcio a los
cardiomiocitos.

7.-Independientemente de la dieta y de la presencia a no diabetes tipo 1 en las ratas, al
aumentar la frecuencia de estimulacién (0,5 Hz o 1 Hz) en las tiras de de los ventriculos
derechos, aumentd la potenciacion post-reposo respecto al estado estable, indicando que
hay una mayor ganancia de calcio durante el reposo y mayor liberacién de Ca*? del RS.
8.-Las tiras ventriculares de las ratas diabéticas alimentadas con una dieta enriquecida con
aceite de oliva (DO) presentaron mayor potenciacién post-reposo respecto a las ratas que

ingirieron ratarina (DR).
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9.-Al bloquear parcialmente la entrada de calcio por los canales de calcio tipo L de los
cardiomiocitos con Verapamil, se encontrd que la fuerza de contraccion en el estado estable
es menor, es decir que entra menor cantidad de calcio del medio extracelular.

10.-En la cinética de potenciacién post-reposo en las tiras de los ventriculos derechos de
las ratas diabéticas con las diferentes dietas (DR, DM, DO) a la frecuencia de 1Hz en
presencia de Verapamil, se observd, que al bloquear la entra de calcio, la fuerza de
contraccion del estado estable es menor y el porcentaje de potenciacion respecto a él,
permitié observar las diferencias entre DM y DR.

10.-Los cardiomiocitos aislados de las ratas diabéticas, que ingirieron dietas de ratarina
(DR) a 32 s de reposo presentaron la menor potenciacion post-reposo lo que ratifica lo
encontrado en las tiras de ventriculo derecho.

11.-Los cardiomiocitos aislados de las ratas diabéticas y no diabéticas, que en su dieta
ingirieron aceite de oliva, presentaron el mayor porcentaje de calcio sistolico, que se
correlaciona con lo observado en las tiras de ventriculo derecho, es decir, una mayor
potenciacion en ventriculos de las ratas diabéticas que ingirieron dietas enriquecidas con
aceite de oliva.

12.-En los miocitos de ratas no diabéticas la mayor potenciacion se observo en ratas donde
la dieta fue enriquecida con aceite de oliva (CO) y la menor en los miocitos de las ratas
cuya dieta fue enriquecida con aceite de maiz (CM).

13.-Los cardiomiocitos de ratas diabéticas, que ingirieron aceite de oliva (DO) y de maiz
(DM) presentan un mayor porcentaje potenciacion que se correlaciona con lo observado en
las tiras de ventriculo derecho; no obstante el calcio sistélico fue mayor en los
cardiomiocitos de las presentaron la ratas que ingirieron en su dieta aceite de oliva (DO), lo
que sugiere que en la diabetes se produjo cambios en la sensibilidad de los miocitos
dependiendo de la dieta, siendo mayor en DM que en DO.

14.-La constante de tiempo de la relajacion (Tau) en el registro de contraccion fue igual
entre las ratas no diabéticas. En las ratas diabéticas que en su dieta fue enriquecida con
aceite de oliva (DO y DM) mostraron una mayor Tau respecto a las ratas que ingirieron
ratarina (DR).
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15.-Entre los grupos de ratas no diabéticas el porcentaje de Calcio sistolico fue mayor en
las ratas que ingirieron en su dieta aceite de Oliva y en el tau (ms) de calcio sistélico no se
encontro diferencia significativas. En las ratas diabéticas las dieta que fue enriquecida con
aceite de maiz (DM) presentaron el mayor Tau en el registro de calcio sistolico, esta fue
incluso mayor que la Tau de las ratas no diabéticas, a excepcion de las CR.

16.-Las respuesta de la potenciacion post-reposo en el estudio en cardiomiocitos
ventriculares aislados, fue similar al comportamiento de las tiras de ventriculo derecho
aislados de ratas diabéticas y no diabéticas con las distintas dietas.

17.-Los resultados obtenidos en las ratas diabéticas, tanto en tiras ventriculares como en
miocitos aislados parecen sugerir que para mejorar la disfuncion diastdlica, la dieta rica en
aceite de maiz es mas conveniente, ya que aumento la fuerza de contraccion y la velocidad

de relajacion.
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