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Articulo Original

RELACION ENTRE LA INGESTA DE DIFERENTES ACEITES
COMESTIBLES Y LA POTENCIACION POST-REPOSO DE LOS
CARDIOMIOCITOS

RELATIONSHIP BETWEEN THE INTAKE OF DIFFERENT EDIBLE
OILS AND THE POST-REST POTENTIALIZATION OF
CARDIOMYOCYTES

Candelaria Alfonso Pérez! ~, Holger Ortiz 2

RESUMEN: La primera causa de muerte y discapacidad en Venezuela es por enfermedades
cardiovasculares; evaluar el efecto de los lipidos de las dietas sobre la funcién del cardiomiocito
contribuye a tomar decisiones dietéticas acertadas para la poblacion. En este trabajo se evalué
el efecto de la ingesta de diferentes aceites comestibles en la potenciacion post-reposo y del
Ca*" en cardiomiocitos de ratas Sprague Dawley. Se formaron tres grupos con las dietas
suplementadas con 5 % de cada uno de los siguientes aceites: Aceite de maiz (M), aceite de
oliva (O) o aceite de pescado (P) ingeridas durante tres semanas por los animales de
experimentacion. Se aislaron los miocitos del corazén utilizando enzimas proteoliticas. La [Ca®+]
intracelular se determind mediante la técnica de fluorescencia con Indo-1, utilizando como
indicador de [Ca*] la relacion de la emision 400:500 nm. El analisis de la contraccion se efectud
estimulando al cardiomocito a la frecuencia de 0,5 Hz con intervalo de reposo de 32 s. Los
acidos grasos (AG) de los lipidos de la dieta y de los fosfolipidos de los miocitos (F-M) aislados
se cuantificaron por cromatografia de gas previa formacién de ésteres metilicos. La dieta P
incrementd: los AG n-3 en F-M, la potenciacion post-reposo y el % de [Ca?'] intracelular respecto
a las dietas My O (p <0,05). Lo cual indica que con la dieta P hubo mayor recaptacion de Ca**

por el reticulo sarcoplasmico durante el reposo y liberado con la estimulacion.

PALABRAS CLAVE: Cardiomiocito, Aceites Comestibles, Potenciacion Post-reposo.

ABSTRACT: Cardiovascular disease is the leading cause of death and disability in Venezuela;
evaluating the effect of dietary lipids on cardiomyocyte function contributes to making informed
dietary decisions for the population. This study evaluated the effect of ingesting different edible
oils on post-rest and Ca?* potentiation in cardiomyocytes from Sprague-Dawley rats. Three
groups were formed, with diets supplemented with 5% of each of the following oils: corn oil (C),

olive ail (O), or fish oil (F), ingested by the experimental animals for three weeks. Cardiac
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myocytes were isolated using proteolytic enzymes. Intracellular Ca** was measured using the

Indo-1 fluorescence technique, where the emission ratio of 400:500 nm is used as a [Ca®']

indicator. Contraction analysis was performed by stimulating the cardiomyocyte at a frequency

of 0.5 Hz with a 32-s rest interval. Fatty acids (FAs) from dietary lipids and phospholipids from

isolated myocytes (F-M) were quantified by gas chromatography after methyl ester formation.

The P diet increased n-3 FAs in F-M, post-rest potentiation, and the % intracellular [Ca?']

compared to the M and O diets (p < 0.05). This indicates that the P diet increased Ca*" reuptake

by the sarcoplasmic reticulum during rest and its release upon stimulation.

KEYWORDS: Cardiomyocyte, Edible Oils, Post-rest Enhancement.
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INTRODUCCION

El interés en realizar investigaciones
relacionadas con aceites vegetales de la
dieta y sus efectos en el organismo se
iniciaron en 1929 ) donde demostraron
gue la ausencia de grasa en la dieta
producia dafio histologico en el tracto
urinario y otras alteraciones. Los
triacilglicéridos (TG) de los aceites
comestibles aportan los &cidos grasos
(AG) de las familias n-6 y n-3 que
poseen amplias funciones fisioldgicas,
los enlaces dobles C=C en la posicién 6
0 3 contado del extremo metilo terminal
del acido graso no pueden ser
sintetizados por el organismo humano?.
En condiciones fisiologicas el corazén
utiliza como sustrato energético un 70 %
de AG y 30 % de glucosa. En el masculo

cardiaco debe existir un equilibrio entre
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la absorcion, el almacenamiento y el
uso de estos combustibles, un
desequilibrio puede provocar
acumulacion de lipidos y citotoxicidad.
3

Una de las recomendaciones de la
Sociedad Venezolana de Cardiologia
(SVC) para prevenir las enfermedades
cardiovasculares incluye el control en la
ingesta de grasas4 disponibles para el
consumo humano. Se estima que, en
Venezuela, 3 de cada 10 muertes
ocurren por enfermedades
cardiovasculares, lo que la convierte en
la primera causa de muerte vy
discapacidad. ¥

La despolarizacion del sarcolema del
musculo cardiaco conduce a la entrada
del Ca?* a través de los canales tipo L
del cardiomiocito, estimulando la
liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmico (RS), a través de los
receptores de Rianodina (RYRs). Cada
latido requiere una  activacion
coordinada de las células del musculo
cardiaco para mantener la funcién de
acoplamiento  excitacion-contraccion
convirtiendo la activacion eléctrica en
mecanica. ® El incremento de la fuerza
de los latidos que sigue inmediatamente
el periodo de reposo se denomina
potenciacion post-reposo. Cuando el

musculo cardiaco es excitado después

del reposo, en los latidos sucesivos
puede incrementar la fuerza de
contraccion denominado efecto
inotropico  positivo o disminuir la
contractilidad denominada  efecto
inotropico negativo. Después del efecto
inotropico  positivo  se  requieren
aproximadamente 12 latidos para lograr
alcanzar el estado estable in vitro. La
potenciacion post-reposo es un modelo
de mecanismo subcelular seguro y
sensible a fendmenos o agentes que
producen la liberacion de calcio del RS,
donde se pueden estudiar los cambios
cuantitativos de la fuerza de
contraccion, que resultan al cambiar los

intervalos de reposo entre latidos. ©)

Objetivos.

Evaluar el efecto de la ingesta de
diferentes aceites comestibles en la
potenciacion post-reposo y [Ca?*] en
cardiomiocitos de ratas Sprague

Dawley.

METODOS
Se utilizaron ratas de la raza Sprague
Dawley sexo masculino, con un peso
inicial entre 90 £ 10 g, del Bioterio del
Instituto de Medicina Experimental

distribuidas al azar en tres grupos y
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fueron colocadas en jaulas individuales.
La dieta basal fue ratarina Protinal ® de
formula cerrada con ingredientes
secretos de la empresa () que contiene:
lipidos totales 2 9%, proteina 26 %,
carbohidratos 40 % vy fibra cruda 6 %.
Los animales de cada grupo recibieron
ratarina suplementada con 5 % de uno
de los siguientes aceites: Aceite de
maiz Mazeite® (M), aceite de oliva extra
virgen Lucca® (O) 6 aceite de pescado
Maxepa® (P), la mezcla de 95 g de
ratarina con 5 g de aceite se realizo
manualmente cada dia. Las dietas
enriquecidas con los aceites contienen
7 % de lipidos totales y aportan
aproximadamente 12,6 Kcal en forma
de lipidos/dia, considerando que las
ratas ingirieron entre 20 y 25 g/dia, tanto
la dieta como el agua fueron
suministradas ad libitum por un periodo
de 3 semanas.

Aislamiento de los cardiomiocitos
ventriculares. Después del periodo
experimental con las dietas, las ratas en
ayuno fueron anestesiadas por via
intraperitoneal con Pentobarbital sodico
(Nesdonal® 50 mg/Kg de peso), se
efectué una esternotomia mediana, se
extrajo el corazén y por canulacién
aortica se perfundié en un aparato de

Langendorff a 37 °C a 8 mL/min con una

solucion de NaCl 134,0 mM, Hepes 10,0
mM, NaH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2
mM, KCI 4,0 mM, glucosa 11,0 mM,
reactivos Merck y Riedel Haen® a pH
7,4 libre de Ca?*, a continuacién a la
solucion se le adicioné 1,85 mg/mL de
colagenasay proteasa 0,15 mg/mL a pH
7,4, la perfusion se continué por 7 min.
Luego se perfundié con otra solucion
gue se diferencia en el contenido de
NaCl (108,0 mM) y la presencia de 50
mM de taurina por 10 min, del ventriculo
derecho se obtienen los miocitos por
dispersion enzimatica. ®

Medida del calcio intracelular. El
indo-1 es un compuesto fluorescente
gue excitado a 340 nm altera el espectro
de emision cuando esta saturado con
Ca?*. Unido al Ca?* el pico de emisién
es a 400 nm y en ausencia de Ca?*
ocurre a 500 nm. La relacion de la
emision (400:500) es un indicador de la
concentracion de calcio ©. El indo-1
como un éster de acetoximetil cruza la
membrana plasmatica, el grupo éster es
hidrolizado por una esterasa en el
citosol y el indo-1 queda atrapado e
incorporado a la célula. La solucion
madre de acetoximetil 1mM se disuelve
en 25 % del detergente no iénico acido

Pluronic F-100 con dimetilsulfoxido,

se agrega a la suspension celular a una
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concentracion final de 5 uM y se incuba
a 25°C por 5 min. La incorporacion de
indo-1 al interior de la célula es inhibida
con 1mL de la soluciébn que contiene
taurina.

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-1-acetotoximetil, se coloca
en una camara de suspension de 100
puL.  El
continuamente con la solucion de: NaCl
134,0 mM, Hepes 10,0 mM, MgCI2 1,2
mM, KCI 4,0 mM CaClz 2,0 mM,
Glucosa 11,0 mM a pH 7,4. Se excitd

miocito se  perfundio

con una luz a 360 nm de longitud de
onda y la fluorescencia emitida por el
indo-1 se registré a 400 nm y a 500 nm
utiizando la 6ptica para epi-
fluorescencia; el diafragma del sistema
se ajusta para asegurar que el registro
provenga solamente de la célula en
estudio. (10

Medida de la contraccion de
cardiomiocitos aislados. La contraccion
del cardiomiocito ventricular aislado
colocado en el microscopio invertido, se
indujo mediante una estimulaciéon
eléctrica con pulsos cuadrados con un

par de electrodos de platino en la

camara de suspension a 0,5 Hz con
intervalos de reposo de 32 s. La longitud
celular fue medida con un sistema
detector de movimiento basado en la
videoimagen de la célula. @V El sistema
se resume a continuacion: La imagen
del cardiomiocito se registra mediante
una cdmara de video que la detecta una
serie de lineas horizontales paralelas y
el voltaje en el detector 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 cardiomiocito se realice
dentro del campo de los detectores. El
punto detector debe estar en el centro
del campo y coincidir con el borde del
extremo celular y sigue su movimiento.
La sefial se envi6 al grabador de video y
la computadora convierte la sefal
analdgica en digital.

Andlisis de lipidos. Los AG de las
dietas y de los fosfolipidos de los
miocitos aislados se analizaron previa
extraccion de los lipidos totales 2 de
0,25 g del alimento morterizado o 0,5 mL
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del homogenizado de los miocitos
ventriculares aislados. Los fosfolipidos
se separaron por cromatografia en capa
fina, mediante el uso de una lamina 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/viv), la regidon de la silica con
los fosfolipidos identificados mediante
un estandar se transfieren a la unidad
de calentamiento y reflujo. Los acidos
grasos de los fosfolipidos se
transesterificaron a ésteres metilicos
utilizando 3 mL de la mezcla anhidrida,
metanol: tolueno: &acido sulfarico en
proporcion 90:10:1 mas BHT (200pg) en
reflujp a 80 °C por una hora. Los
ésteres metilicos de los acidos grasos
se analizan en un cromatografo de gas
marca Hewlett- Packard® modelo 6890,
con detector de llama, columna capilar
de 110 m x 0,25 mm con INOWAX® de
0,25 ym a 200 °C. La fase movil fue Hz,
Para identificar los ésteres metilicos de
los &cidos grasos (EMAG) y el factor de
correccion en la determinacion del
porcentaje de &cidos grasos se
utilizaran patrones Supelco®. Los
porcentajes de los &cidos grasos se
calculan respecto al total de los acidos
grasos % de la cada una de las
muestras.

Los resultados se presentan 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).

RESULTADOS

Los tres grupos de ratas recibieron
igual porcentaje de calorias proveniente
de los diferentes aceites comestibles, no
se encontraron diferencias significativas
(p <0,05) en el peso corporal al final del
periodo experimental. La diferencia de
las dietas en los tres grupos
experimentales: M, O y P es en el tipo
de AG de los triacilglicéridos como se
muestra en la tabla 1, la dieta M aporta
el mayor porcentaje de &cido linoleico
(C18:2,n-6) (p < 0,05), la dieta O
suministra el mayor porcentaje de acido
oleico (C18:1,n-9) (p < 0,05), mientras
que la dieta P suministra el mayor
porcentaje  de
(C20:5,n-3) y
(C22:6,n-3) (p < 0,05), ademas la dieta
P aporté el mayor porcentaje de acido
miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y
palmitoleico (C16:1,n-7) p < 0,05,
(Tabla 1).

El cromatograma de la figura 1

eicosapentaenoico

docosahexaenoico

muestra los EMAG separados segun el

numero de carbonos, de insaturaciones
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C=C y de la ubicacion de estas que es utilizado en el analisis de las

insaturaciones en la cadena carbonada dietas y de los miocitos aislados. Con

Tabla 1. Porcentajes de acidos grasos en los lipidos totales en las dietas

enriquecida con 5% de aceite de maiz, aceite de oliva 0 aceite de pescado.

[?ietas / 5% ACE}TE DE 5% ACEITE DE 5 % ACEITE DE
Acidos MAIZ OLIVA PESCADO
Grasos

Cl14:0 08 = 03 1.0 £ 0.1 al02 £+ 03
Cl16:0 158 = 0,2 136 = 13 a230 £ 05
Cl6:1,n-7 1,2 = 0,2 1,0 £ 05 al20 £ 05
C18:0 32 £ 03 23 £ 1,0 52 = 0,1
Cl18:1,n-9 274 = 05 as547 = 30 84 = 03
Cl18:2,n-6 a49.1 £ 06 244 = 0,7 94 = 02
C20:5.n-3 1,3 £ 0,1 00 £ 0.2 al98 £ 02
C22:6.n-3 1,1 £ 0,1 20 £ 03 al2l £ 03

Media + EE, N=3. Letra a indica mayor porcentaje del mismo acido graso entre los tres grupos p<0,05
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FIGURA 1. Cromatograma de los ésteres metilicos de los &cidos
grasos.
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diferentes dietas suministradas y agua
ad libitum durante 3 semanas, se indujo
un cambio en la composicion de 4cidos
grasos de los fosfolipidos de los
miocitos aislados (Tabla 2) que es
proporcional a la dieta recibida. El
mayor porcentaje de C18:2, n-6 se
obtuvo en los miocitos de las ratas con
dieta M, los fosfolipidos de los miocitos
con la dieta O presentaron el mayor
porcentaje de acido oleico (p < 0,05)
entre los tres grupos, mientras que los
fosfolipidos de los miocitos con la dieta
P tuvieron el mayor porcentaje de los
acidos grasos n-3: C20:5, n-3 C22:6, n-
3 (p < 0,05). Se ha encontrado que la

composicion de los fosfolipidos afecta la
fluidez de la membrana y la actividad de
las proteinas que integran la bomba de
Ca2+_ (14)

Durante el reposo del miocito, el Ca?*
entra al RS por la ATPasa Ca?*, iniciada
la estimulacion post-reposo se observa
mayor potenciacion en los miocitos del
grupo P (p <0,05), lo cual indica que hay
mayor actividad de la ATPasa Ca?* del
RS. Los cambios de la dieta pueden
modular la funcion de los canales
iGnicos, intercambiadores y receptores
(15) (figura 2A). El registro experimental
simultaneo de [Ca?*]i y de la contraccién
respecto al tiempo (figura 2B) permitié

calcular la potenciacién y el Tau.

Tabla 2. Porcentajes de acidos grasos de los fosfolipidos de miocitos ventricular de

ratas con dietas enrigquecidas con 5% de aceite de maiz, aceite de oliva o aceite de

pescado.
]g,gg;g\sv 5% ACE’I"['E DE 5 % ACEITE DE 5 % ACEITE DE
Acidos MATZ OLIVA PESCADOD
Sf3508
C14:0 22 £ 18 03 = 01 04 = 03
C16:0 144 = 13 115 = 0,1 152 = 05
Cl6:1.n-7 trazas trazas trazas
C18:0 251 £ 06 243 = 03 268 £ 06
C18:1,0-9 81 = 04 alog = 0,3 77 = 03
C182n6 | a232 = 1,0 204 + 08 11,7 £ 03
C20:4,0-6 156 =16 184 = 04 141 £ 04
C205n3 | trazas trazas al8 = 02
C22:6,0-3 11,3 £ 0,1 142 = 04 a222 £ 0,5

Media + EE, N=5 ratas por grupo. Trazas < 0,1. Letra a indica mayor porcentaje del mismo

acido graso entre los tres grupos p=0,05.
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Tabla 2. Porcentajes de acidos grasos de los fosfolipidos de miocitos ventricular de

ratas con dietas enriquecidas con 5% de aceite de maiz, aceite de oliva o aceite de

pescado
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FIGURA 2. A) Representacion de un cardiomiocito, se muestra el movimiento del Ca?*,
los receptores y canales i6nicos. B) Registro unitario y simultaneo de Ca?* sistélico
([Ca?']i) y contraccion (potenciacion) respecto al estado estable (color verde) de
cardiomiocito a 0,5 Hz después de reposo de 32 s. El Tau indica el tiempo para medir
la velocidad de disminucién del Ca?"* sistdlico.

La mayor contraccion del

cardiomiocito (potenciacion) y el mayor del miocito.
Tau de la relajacion se observo en el
esta CONCLUSIONES

grupo P (p < 0,05), lo cual

relacionado con el mayor porcentaje de

de rianodina y la ATPasa Ca?* del RS

[Ca?*]i respecto al estado estable del
mismo grupo P (p < 0,05) y con el Tau
del Ca?* sistdlico posiblemente debido a

la accion de los AG n-3 sobre el receptor

Los acidos grasos de los lipidos de
las dietas modifican la composicién de
los acidos grasos de los fosfolipidos de
los cardiomiocitos.

Los miocitos de ratas alimentadas

con aceite de pescado ricos en acidos

12
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grasos n-3 incrementan la potenciacion
post-reposo en relacion a las dietas
suplementadas con aceites de maiz que
aportan acidos grasos n-6 y de oliva
abundante en acidos grasos n-9, lo que
indica que con la dieta P se libera mayor

cantidad de Ca?* del RS en el miocito.
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