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ABREVIATURAS

AdipoQ Adiponectina
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HMW Adiponectina de alto peso molecular
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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) comprende una serie de alteraciones
fisiologicas y bioquimicas que producen diversos problemas de salud de alta
incidencia en México, como la diabetes y las enfermedades cardiovasculares. La
obesidad es la manifestacion principal del SM y se relaciona con el aumento en la
liberacion de diversas citocinas proinflamatorias. Paraddjicamente, la adiponectina
gue es una citocina cardioprotectora y cuya produccion en tejido adiposo varia
dependiendo del género (es mayor en hembras), disminuye en los individuos
obesos, lo que se ha asociado con la aparicion de alteraciones cardiovasculares.
Como parte de su accion cardioprotectora, se ha observado, en experimentos in
vitro, que el tratamiento con adiponectina de cardiomiocitos de rata neonata
favorece la recuperacion de la actividad de la bomba SERCA cardiaca.

Por lo anterior, consideramos de gran interés determinar si las posibles
variaciones en la expresion y funcién de la bomba SERCA y del receptor de
rianodina cardiaco (RyR2) se relacionan con cambios en la expresion de
adiponectina, durante el desarrollo del SM. Para ello, a ratas Wistar (machos y
hembra) recién destetadas se les administré azdcar al 30% como agua de bebida,
durante 2, 4 y 6 meses. Nuestros resultados muestran que las caracteristicas del
SM se evidenciaron en etapas mas tempranas y con mayor contundencia en los
machos que en las hembras. En el caso del RyR, observamos un incremento
significativo en su actividad funcional unicamente en los machos después de 6
meses de tratamiento, sin que esto se reflejara en un aumento en los niveles de
MRNA o proteina del RyR. En las hembras no se encontraron alteraciones
funcionales o de expresion de este canal idnico. En el caso de la bomba SERCA,
su actividad de ATPasa disminuy6 en ambos géneros, desde los 2 y 4 meses de
tratamiento en hembras y machos, respectivamente. De forma interesante, en las
hembras se evidencia una recuperacién funcional de la actividad de ATPasa de la
SERCA a partir de los 4 meses de tratamiento, sin cambios significativos en los
niveles de mRNA o proteina de la misma. Paraddjicamente, Unicamente se
evidencio una disminucion en la concentracién de la adiponectina que se expresa
en el tejido cardiaco pero no en la circulante, reforzando la idea de la existencia de
un sistema local de adiponectina en corazén que es afectado en el SM y que por
un mecanismo aun no determinado puede participar en la disminucion de la
actividad de ATPasa de la bomba SERCA, particularmente en machos.
Mecanismo molecular que valdria la pena dilucidar en un futuro.
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ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) comprises a group of physiological and
biochemical alterations that underlie several health problems with high incidence in
México, such as diabetes and cardiovascular diseases. Obesity is the main
manifestation of MS and is related to the release of different pro-inflammatory
cytokines. Nonetheless, adiponectin, a cardioprotective adipokine whose
production in adipocyte tissue shows gender-related variations (it is more abundant
in females), decreases in obese individuals. The decline in plasma levels of
adiponectin has been associated with the appearance of cardiovascular diseases.
As a part of its cardioprotective action, it has been shown that the in vitro treatment
of neonate rat cardiomyocytes with adiponectin induces the recovery of functional
activity of SERCA pump.

Thus, we aim to study whether the alleged variations in mRNA, protein
expression levels and functional activity of SERCA pump and cardiac ryanodine
receptor (RyR2) are related to changes in adiponectin expression, during the
progression of MS. Then, wean Wistar rats (males and females) received a 30%
sucrose solution as drinking water for 2, 4, and 6 months. Our results showed that
the features of MS appear earlier and they are more pronounced in males than in
females. About RyR2s, we observed a significant increase in its functional activity
only in males after 6 month-treatment, without having this effect reflected in higher
RyR2 mRNA levels or protein expression. In females, we couldn’t detect any
modification in the functional activity or protein expression levels of this ionic
channel. In the case of the SERCA pump, the ATPase activity was found
diminished in both genders, since 2- and 4-month treatments, in females and
males, respectively. Very interesting, in the case of females we found a functional
recovery of ATPase activity after 4-month treatment, with no modifications of
SERCA mRNA or protein expression levels. Paradoxically, only protein expression
levels of that adiponectin expressed in heart were found decreased, but not those
of serum adiponectin, reinforcing the idea of the existence of a local adiponectin
system in the heart, which is impaired in the MS condition. The reduced expression
of adiponectin in heart might participate in the reduction of ATPase activity of
SERCA, patrticularly in males, through an unknown mechanism that deserves to be
studied in the future.
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1. INTRODUCCION
1.1 FUNCION BIOLOGICA Y ESTRUCTURA DE LA ADIPONECTINA

La adiponectina es una citocina de 244 aa (UniprotKB entry: Q15848 en
Homo sapiens y Q8K3R4 en Rattus norvergicus) secretada principalmente por el
tejido adiposo, que actia como hormona en la regulacién del metabolismo de
lipidos y en el aumento de la sensibilidad a insulina. Esta proteina ha sido
caracterizada por diferentes grupos de investigacion por lo cual ha recibido
diferentes nombres: apM1 (Adipose most abundant gene transcript 1), GPB28
(Gelatin Binding Protein 28), Acrp30 (adipocyte complement-related protein of 30
kDa) y AdipoQ (Palomer, et al 2005). El gen que codifica para la adiponectina,
APM1, consta de 3 exones y 2 intrones que codifican para la proteina. En el
extremo N-terminal tiene el péptido sefial para su secrecion, seguido por una
region variable sin homologias conocidas, una region similar en su estructura a los
colagenos VIl y X que consiste en 22 repetidos de Gly-X-Y con sitios susceptibles
a modificaciones postraduccionales importantes para su funcion bioloégica, como
hidroxilaciones y glicosilaciones; y un dominio globular que presenta alta
homologia estructural con el TNF-alfa, y puede separarse del resto de la proteina
por lisis con una elastasa leucocitaria (Figura 1) (Chandran, et al 2003; Scherer,
et al, 1995; Waki, et al 2005). La adiponectina es una proteina relativamente
abundante en el plasma, en donde presenta concentraciones desde los 5 hasta los
30 pg/ml; sin embargo, estos valores varian de acuerdo a diferentes factores como
el género y la edad (Figura 2) (Palomer, et al 2005). Curiosamente la adiponectina
a diferencia de otras citocinas, disminuye en la obesidad y en otras patologias
relacionadas, especialmente la forma oligomérica de esta proteina (Zhu et al,
2008). La adiponectina se ensambla en diversas formas oligoméricas (Figura 1) en
donde los trimeros de los dominios globulares son la unidad basica; no obstante,
esta proteina también se encuentra como trimero completo, hexadmero u oligbmero
(HMW:; high molecular weight). Los oligdbmeros se estabilizan por la formacion de

puentes disulfuro en la regién similar al colageno (Tsao, et al 2003).
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Figura 1. Estructura y modelo de ensamblaje de la adiponectina humana. La unidad
estructural basica de la adiponectina es un trimero, formado por la unién de los
mondémeros mediante el dominio globular. Los trimeros de adiponectina pueden
asociarse, a su vez, en grupos de 2 a 6 unidades mediante el dominio colageno, formando
oligbmeros (Palomer, et al 2005).
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Figura 2. Condiciones clinicas y bioquimicas asociadas al aumento o disminucion

de las concentraciones plasméticas de adiponectina (Dominguez, 2007).

Se han identificado 2 receptores a los cuales la adiponectina se une para
ejercer sus acciones biologicas, denominados AdipoR1 (375 aa) y AdipoR2 (386
aa), que son proteinas de 7 pases transmembranales con el extremo C-terminal
en el exterior y el N-terminal en el interior de la célula, que no presentan
homologia funcional o estructural con los receptores acoplados a proteinas G (o
GPCR’s). Asi, a través del estimulo de AdipoR1 o AdipoR2 se ha encontrado que
la adiponectina puede activar a la cinasa de proteinas activada por AMP (AMPK) y
al receptor activado por proliferacion peroxisomal gamma (PPARa), entre otras
proteinas (Kadowaki, et al 2005). La expresion del receptor tipo 1 predomina en el

musculo esquelético y presenta mayor afinidad por la forma globular de



adiponectina (Kad 0.06 pg/ml), mientras que el tipo 2 se encuentra mayoritariamente
en higado y tiene mayor afinidad por el trimero completo de la proteina (Kda 6.7
pg/ml) (Ramachandran, et al 2007; Yamauchi, et al 2003).

Adicionalmente, estos receptores han sido identificados en cardiomiocitos y
su activacion esta relacionada con la activacion de AMPK, Akt y de la ceramidasa
(Ding, et al 2007; Fujioka, et al 2006). En estudios con cerdos se observaron los
efectos protectores de esta citocina contra el dafio al miocardio provocado por
isquemia/reperfusion (Kondo, et al 2010). Asimismo, en ratones knock-out para la
adiponectina son mas susceptibles a infartos al miocardio por induccién de
isquemia/reperfusion y a hipertrofia cardiaca en comparacion a los wild-type
(Shibata, et al 2005; Tao, et al 2007). Se han encontrado diferentes vias de
sefalizacion a través de las cuales la adiponectina ejerce dichos efectos (Figura

3), actuando especificamente sobre procesos como:

e Disminucién del estrés oxidativo. En ratones que no expresan adiponectina,
aumenta la produccion de 6xido nitrico (NO), superéxidos y peroxinitritos
en tejido cardiaco pero el tratamiento con esta proteina revierte el dafio
(Tao, et al 2007). Por otro lado en corazones de rata se observd que la
adiponectina mejora la funcion del ventriculo izquierdo (VI) y aumenta el
flujo coronario durante la reperfusion, al contrario de la nitro-L-arginina, que
actia como inhibidor de la NO sintasa y revierte el efecto de la citocina
(Gonon, et al 2008). Se conoce que este efecto es independiente de
AMPK, pero que se relaciona con la regulacion diferencial de las sintasas
de NO endotelial e inducible (eNOS e iINOS, respectivamente), en donde la
adiponectina bloquea la formaciébn de peroxinitrito generada por la
expresion de iINOS y de gp91phox (una subunidad de la enzima NADPH
oxidasa) inducida por isquemia (Wang, et al 2009).

e Disminucién de la apoptosis. Aparentemente, la adiponectina ejerce este
efecto a través de la activacion de diferentes vias de sefializacion en
distintas condiciones patolégicas, asi se observd que al expresar el

dominante negativo de la cinasa de AMP (AMPK) fueron bloqueados los



efectos supresores de la adiponectina en la apoptosis por induccion de
isquemia/reperfusion en cardiomiocitos de raton (Wang, et al 2009).
Ademéas se encontré6 que adiponectina también evita la apoptosis de
cardiomiocitos inducida por palmitato, por la activacion de la enzima
ceramidasa lo que aumenta la producciéon de esfingosina-1-fosfato que es
un metabolito que inhibe a la caspasa-8 (Holland, et al 2011).

e Reduccion de la inflamacion. La adiponectina posee efectos supresores de
la inflamacion inducida por isquemia/reperfusion, esto por la accion de la
enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) que es limitante de la velocidad de
sintesis de los prostanoides, como se comprob6é al inhibir
farmacoldgicamente a COX-2 en ratones, lo que revirtio los efectos de la
adiponectina en la produccién de TNF-a y el dafio por isquemia/reperfusion
(Shibata, et al 2005).

e Aumento del metabolismo de lipidos y de glucosa. La adiponectina estimula
la actividad de la lipoproteina-lipasa via la proteina cinasa asociada a
RhoA/Rho (Ganguly, et al 2011) en cardiomiocitos de rata adulta.
Asimismo, en cardiomiocitos adultos, la adiponectina aumenta el consumo
de acidos grasos mediado por CD36 (proteina translocasa de acidos
grasos) y mejora el transporte de glucosa estimulado por insulina al
promover la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmética via Akt al
interferir con la activacion de la fosfatidilinositol cinasa 3 (Fang, et al 2010;
Shulman, 2000). También en estudios in vivo se encontrd que la
adiponectina aumenta la oxidacion de acidos grasos a través de la
activacion de receptores PPARa, disminuyendo el contenido de
triglicéridos, mejorando igualmente la sensibilidad a insulina (Yamauchi, et
al 2002).

Por otro lado se ha visto que la adiponectina puede interactuar con la
proteina T-caderina que estd anclada a la superficie celular por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) y que dicha interaccion es indispensable para la
funcion cardioprotectora de la adiponectina en corazon, como se observo en

ratones que carecian de T-caderina, desapareciendo los efectos protectores de la
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adiponectina contra la hipertrofia cardiaca inducida por aumento de la presion y los
infartos al miocardio inducidos por isquemia/reperfusion. Esto indicaria que T-
caderina puede actuar como co-receptor que presentaria a la adiponectina en el
tejido de interés a su receptor (Adipo-R1 o Adipo-R2) con capacidad de iniciar una
cascada de sefializacidon intracelular (Denzel, et al 2010), ademas se puede
predecir que T-caderina tiene la funcion de facilitar las interacciones entre la
adiponectina y multiples proteinas ya que se ha visto que adiponectina se ancla a
la superficie del tejido cardiovascular (Peake, et al 2008).
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Figura 3. Vias de sefializacién de la adiponectina en cardiomiocitos. (1) El efecto
antiapoptoético estd mediado por la activacion de la ceramidasa, Akt y AMPK. (2) La
actividad antioxidante esta relacionada con la disminucion de la expresion de la sintasa de
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1.1.2. Sistema local de adiponectina en corazén.

Anteriormente se consideraba que la adiponectina era una proteina
expresada exclusivamente por el tejido adiposo; sin embargo, existen reportes de
su produccién en otros tejidos como rifién, higado, masculo esquelético y hueso
en formacion (Pifieiro, et al 2005). Asi mismo, en al menos 3 publicaciones, la
adiponectina ha sido detectada en corazon, aunque existen discrepancias al
respecto, ya que en una publicaciéon no pudieron encontrar el mRNA de la misma
(Tabla 1).

Tejido/ Linea | Expresidn
MRNA METODO REFERENCIA
celular Proteina
HL-1y _ _
T Inmunohistoquimica .
cardiomiocitos + + Pifieiro, 2005
RT-PCR
humanos
Cardiomiocitos RT-PCR
adultos de + + WB Ding, 2007
rata Inmunofluorescencia
Cardiomiocitos .
i ND - RT-PCR Fujita, 2008
de raton
Cardiomiocitos .
+ ND ELISA Li, 2014
SD T2DM

Tabla 1. Deteccién de adiponectina en tejido cardiaco. Se muestra un resumen de
diferentes estudios en los que se ha detectado mediante diferentes técnicas la presencia
de adiponectina en corazén, a nivel de mRNA y/o de proteina.

Consecuentemente, algunos estudios han mostrado la existencia de un
sistema local de la adiponectina en corazén, que parece independiente de la
concentracion de la citocina a nivel sistémico. Mas especificamente, se ha
encontrado que en pacientes con cardiomiopatia dilatada, disminuye la expresion
de la adiponectina de corazén (Figura 4) sin que exista relaciébn con las
concentraciones de la adiponectina en el suero (Skurk, et al 2008). También
Giannessi y colaboradores reportaron que los niveles de la adiponectina circulante
estan relacionados inversamente con la funcion cardiaca y con la adiponectina del

miocardio, esto en un modelo de mini cerdos con marcapasos implantados que




estimulan al ventriculo izquierdo a una frecuencia cardiaca de 180 latidos/minuto
(Caselli, et al 2012).
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Figura 4. Abundancia de mRNA de adiponectina en cardiomiopatia dilatada. El RNA
fue aislado de biopsias endomiocardiales obtenidas del ventriculo derecho de pacientes
con cardiomiopatia dilatada moderada y con insuficiencia cardiaca severa. (Skurk. et al
2008)

De ahi la importancia de determinar si en el modelo de sindrome metabdlico
gue hemos desarrollado en el laboratorio, parte de las alteraciones en el manejo
de calcio intracelular y en la actividad de la bomba SERCA se relacionan con
cambios en los niveles séricos de la adiponectina y/o con alteraciones en el

sistema local de adiponectina cardiaco.

1.2 SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) esta definido como una asociacion de
trastornos fisiolégicos y bioquimicos que generan diversos problemas de salud,
constituyéndose como una epidemia global con alta incidencia en México y otros
paises de Latinoamérica donde su prevalencia es alta (ALAD, 2010). EI SM ha
tenido diversas definiciones a lo largo del tiempo desde su identificacién en 1920
por Kylin como la agrupacion de hipertension, hiperglucemia e hiperuricemia
(Kylin, et al 1923), posteriormente Vague identificdé que la acumulacion de tejido
adiposo estad relacionada con anormalidades metabdlicas presentes en las
enfermedades cardiovasculares y en la diabetes (Vague, et al 1947). Sin embargo,

no fue hasta 1988 que Reaven asocid estas condiciones en lo que denominé



como Sindrome X, al notar que algunos factores de riesgo para las enfermedades
cardiovasculares como la hiperglucemia, la dislipidemia y la hipertension se
presentaban juntos y subyacian en resistencia a la insulina (RI) (Isomaa, et al
2001), lo cual llevdo a que mas adelante otros autores lo denominaran como
sindrome de RI y finalmente como SM al evidenciarse que esta agrupacion de
sintomas representaba riesgo metabdlico en general, asociado al desarrollo de

diabetes mellitus tipo 2 y disfuncién cardiovascular (Alberti, et al 2006).

Una de las definiciones mas aceptadas por la comunidad cientifica fue la
desarrollada por el National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment
Panel Il (ATPIII) en la que se identifican 5 componentes del SM relacionados con
las enfermedades cardiovasculares (CVD por sus siglas en inglés) y su
diagnoéstico depende de la presencia de 3 0 mas de estos, de acuerdo a la
definicion de la American Heart Association (AHA) (Go, et al 2014):

e Obesidad central; circunferencia abdominal = a 102 cm en hombres y a 88
cm en mujeres.

e Hipertensién; presidon arterial sistélica y diastolica = 130/85 mm de Hg
respectivamente o tratamientos farmacoldgicos especificos.

e Hipertrigliceridemia; niveles de triglicéridos = 1.7 mmol/L (150 mg/dL) o
tratamientos para disminuir los niveles altos de triglicéridos.

¢ Niveles bajos de colesterol HDL < 1.03 mmol/L (40 mg/dL) en hombres y
1.3 mmol/L (50 mg/dL) en mujeres, o tratamientos especificos.

¢ Niveles de glucosa plasmatica en ayunas = a 5.6 mmol/L (100 mg/dL) o el

previo diagnostico de diabetes tipo 2.

Otras definiciones fueron las realizadas en 1999 por la World Health Organization
(WHO) que ademas incluye la microalbuminuria (concentraciones altas de
albumina en la orina) y el European Group for the Study of Insulin Resistance que
también considera la hiperinsulinemia (niveles elevados de insulina en la sangre)
(Eckel, et al 2005).



1.2.1 Patogénesis del Sindrome Metabdlico

Las caracteristicas del SM pueden clasificarse en 3 categorias etioldgicas:
la obesidad y desordenes del tejido adiposo, la RI y otros factores independientes
(Scott, et al 2004).

1.2.1.1 Obesidad

Es la acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo en el organismo y
esta definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un indice de
masa corporal (IMC), es decir el cociente entre el peso y la estatura de un
individuo elevada al cuadrado, igual o superior a 30 kg/m?. Se considera una
alteraciéon metabdlica nutricional muy frecuente y por tanto constituye un problema
de salud publica de gran relevancia en México. La mas reciente Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT 2012), mostré que 7 de cada 10 adultos

padece de sobrepeso u obesidad.

La obesidad se manifiesta comunmente como un aumento en la
circunferencia de la cintura y el ATPIIl lo considera la principal causa de la
prevalencia del SM, ya que el exceso de tejido adiposo esta involucrado con la
liberacién de diversos factores como: acidos grasos no esterificados; citocinas;
angiotensina IlI; interleucina 6; Proteina C reactiva (CRP) asociada con estados
pro-inflamatorios; inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1), cuyo
aumento en conjunto con el fibrindgeno propicia estados protrombdéticos al inhibir
la activador tisular del plasmindgeno; el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
que impide la captacion de glucosa y reduce la actividad de la lipoproteina-lipasa
ocasionando un aumento en la lipogénesis hepatica; leptina, cuyo aumento esta
relacionado con la Rl por alteraciones en la fosforilacion del receptor insulinico;
resistina, que disminuye el transporte de glucosa en los adipocitos alterando la
tolerancia a ésta; y adiponectina, cuyos niveles disminuyen generando un
aumento en la RI, entre otros (Scott, et al 2004). Este efecto esta relacionado con
el incremento en la ingesta calérica y produce el almacenamiento de grasa
visceral que cuenta con una alta tasa de lipdlisis y ademas induce la liberacion de

factores que generan resistencia tisular a la accion de la insulina, produciendo una
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hiperinsulinemia compensadora lo cual activa la lipogénesis en este tejido
(Castillo, 2009).

1.2.1.2 Resistencia a insulina

Algunos autores consideran a la Rl como una condicion mas determinante
que la obesidad en el desarrollo del SM, argumentando que la hiperinsulinemia
derivada de un defecto en la accion de la insulina (Eckel, et al 2005), es causa
directa de otros factores de riesgo metabdlicos como la intolerancia a glucosa
(Ferrannini, et al 1991). Ademas, la RI en los tejidos periféricos genera la excesiva
liberacion de acidos grasos libres desde los adipocitos por la reduccion en la
captacion de glucosa, lo que estimula la sintesis de triglicéridos y lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) en el higado, produciendo dislipidemia (Hernandez, et
al 2006). Asimismo, se ha encontrado que pacientes con Rl con obesidad y/o
diabetes tipo 2 presentan defectos en la fosforilacion oxidativa a nivel mitocondrial
gue se relacionan con la acumulacion de triglicéridos y moléculas lipidicas en el

musculo (Wang, et al 2010).

1.2.1.3 Dislipidemia aterogénica

La dislipidemia es una anormalidad en el metabolismo que resulta en la
variacion de las concentraciones de lipidos y lipoproteinas en plasma. Los tres
mayores componentes de la dislipidemia asociada al SM son el aumento de
lipoproteinas ricas en triglicéridos (TRLsS) y las consecuentes disminuciones en
lipoproteinas de alta densidad (HDLs) y aumento de lipoproteinas de baja
densidad (LDLs) en la sangre (Ruotolo, et al 2002), que en el SM estan
relacionadas con la Rl y la hiperinsulinemia compensatoria. De esta forma, se
favorece el incremento de la liberacion hepatica de colesterol VLDL, por
deficiencia de la enzima lipoproteina-lipasa que es sensible a insulina, lo que
genera la disminucién en los niveles de colesterol HDL, hipertrigliceridemia y el
incremento en los niveles séricos de colesterol VLDL y LDL que se oxidan

potenciando la formacién de ateroma y por ende el desarrollo de aterosclerosis y
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de otras enfermedades cardiovasculares (Blaton, 2008; Castillo, 2009; Holvoet, et
al 2000).

1.2.1.4 Hipertensién

La hipertensién es un padecimiento multifactorial y asintomatico que se
caracteriza por valores de presion arterial elevados (sistodlica, diastélica o ambos),
favoreciendo la aparicion de alteraciones cardiovasculares. Se sabe que la
hiperinsulinemia produce hipervolemia al aumentar el volumen total de sangre
circulante por incrementos en la reabsorcion de agua y Na* en los tubulos
contorneados proximal y distal del rifidn, lo que ocasiona un aumento de la
resistencia periférica que participa en la generacion del fenotipo hipertenso, asi
como el aumento en la expresion de endotelina-1 que bloquea la produccion de
oxido nitrico aumentando las respuestas a mitbgenos y vaso constrictores sobre el
endotelio (Castillo, 2009). Por otro lado se ha encontrado que la obesidad y la
acumulacion de grasa visceral caracteristicas del SM estan relacionados con el
aumento en la liberacion de aldosterona de las glandulas suprarrenales
(aldosteronismo primario) por estimulacion de la via renina-angiotensina, lo que

constituye la principal causa de hipertension endocrina (Krug, et al 2008).

Por ello la European Society of Hypertension y la European Society of
Cardiology, advirtieron sobre la importancia de identificar a los pacientes con SM
gue presentan hipertension como un grupo con alto riesgo de desarrollar

enfermedades cardiovasculares (Zanchetti, 2003).

1.2.1.5 Riesgo cardiovascular y adiponectina

Se ha demostrado que la principal causa de morbilidad y mortalidad en los
individuos que padecen SM son las enfermedades cardiovasculares (Gimeno, et al
2004). Los factores de riesgo cardiovascular en pacientes que presentan Rl no
solo se relacionan con las alteraciones en el metabolismo lipidico, también con
procesos inflamatorios, oxidativos y de hipercoagubilidad que originan disfuncién

endotelial contribuyendo en la formacion de ateromas (Rueda, et al 2012).
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Una causa importante es el aumento de los niveles de proteina c-reactiva
(CRP), que es un biomarcador de inflamacién y un fuerte predictor de diabetes y
enfermedades cardiovasculares. Se ha demostrado que altas concentraciones de
esta proteina se relacionan con diferentes manifestaciones del SM como la

microalbuminuria y la disminucién de la fibrindlisis (Ridker, et al 2003).
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Figura 5. Vias involucradas en el desarrollo de la disfuncién cardiaca en el
Sindrome Metabdlico. Factores de riesgo implicados en el diagnéstico del SM y que
participan en el desarrollo de la disfuncidon cardiaca. En paréntesis se encuentran los
procesos posiblemente involucrados (Rueda, et al 2012).

De igual forma, la acumulacion de adipocitos viscerales producto de la
obesidad caracteristica del SM, favorece la produccion de angiotensina Il que al
actuar sobre sus receptores disminuye la expresion de proteinas transportadoras
de glucosa (como GLUT-4) en las células adiposas y musculares, lo que resulta en
Rl y en la activacion de la enzima NADPH oxidasa en adipocitos, macrofagos y

células endoteliales, que en conjunto reducen la actividad de la enzima Oxido
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nitrico sintasa, induciendo estrés oxidativo y disfuncion del endotelio por aumento

en la produccion del vasoconstrictor endotelina. (Hernandez, et al 2006)

También se ha encontrado que la prevalencia del SM estéa influenciado por los
antecedentes genéticos, la dieta, los niveles de actividad fisica, los niveles de

sobre o desnutricion y en general el estilo de vida (Cameron, et al 2004).

Sin embargo, poco se sabe acerca de la posible relacion existente entre la
disminucién en los niveles de adiponectina (bien documentada en la obesidad y la
diabetes) y los cambios estructurales y moleculares que se presentan en el tejido

cardiaco durante el desarrollo del SM.
1.3 MUSCULO CARDIACO

El miocardio es el musculo estriado que forma las paredes de las auriculas y
los ventriculos del corazon. Esta formado por células musculares (cardiomiocitos)
que estan unidas en disposicién lineal por discos intercalares, ubicados a nivel de

las lineas Z.

Figura 6. Estructura del reticulo sarcoplasmico en células de musculo cardiaco de
rata. La microscopia electronica revela una elaborada red de reticulo sarcoplasmico (RS)
dentro de los cardiomiocitos de rata. En negro el RS, en gris claro las miofibrillas, y en gris
oscuro las mitocondrias, las flechas blancas sefialan los tubulos t en cada linea Z rodeado
de RS (Pinali, et al 2013).

Los cardiomiocitos estan rodeados por la lamina externa, miden alrededor de

15 um de diametro y 150 um de largo; pueden presentar 1 0 2 nucleos, una gran

13



cantidad de mitocondrias bien distribuidas y exhiben una distribucion regular del
reticulo sarcoplasmico (RS) entre las miofibrillas (Figura 6) que se asocia gracias a
una expansion de las cisternas del RS a los tubulos T, en una organizacion
estructural conocida como triada (Severs, 2000). Se ha identificado que en el SM,
los cardiomiocitos sufren alteraciones estructurales como fibrosis de la matriz
extracelular, mayor cantidad de mitocondrias y lineas Z més gruesas, que resultan

en alteraciones funcionales (Hayden, et al 2006).

Los cardiomiocitos son células contractiles por lo que participan activamente en
el acoplamiento excitacion-contraccion (AEC), el cual comienza con la
despolarizacién de la membrana plasmética de los tibulos T que activa la entrada
de Ca?" a través de los receptores a dihidropiridinas (DHPRs) o conocidos
también como canales de Ca?' dependientes de voltaje tipo L, generando un
aumento transitorio en la concentracion de Ca?* intracelular, que permite la
activacion de los receptores de rianodina (RyR) ubicados en la membrana del
reticulo sarcoplasmico (RS), liberando mayor cantidad de Ca?* desde el lumen al
citoplasma en un proceso conocido como liberacién de Ca?* inducida por Ca?*

(CICR) lo que a su vez activa la maquinaria contractil.
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Figura 7. Transporte de Ca?" en cardiomiocitos. (Bers, 2014)
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La relajacion ocurre cuando el Ca?* se disocia de la proteina troponina-c en los
miofilamentos y es removido principalmente a través de la bomba ATPasa de Ca?*
del RS (SERCA) que rellena el dep6sito intracelular, y el uniportador de Ca?* de la
mitocondria, o bien al medio extracelular a través del intercambiador Na*/Ca?* de
la membrana plasmatica, y la bomba ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)
(Figura 7), donde el porcentaje de participacion en la remocion en ratas es de
aproximadamente 93 %, 0.5%, 6% y 0.5%, respectivamente (Bers, 2014; Franzini-
Armstrong, et al 1997; Rueda, et al 2014).

4. RECEPTOR DE RIANODINA

Los canales de Ca?*/receptores de rianodina (RyR) son proteinas de membrana
homotetraméricas que poseen 2 dominios funcionales, el C-terminal que contiene
10 segmentos transmembranales que forman el poro conductor de Ca?* y el largo
N-terminal en la parte citoplasmética del RS; esta region de gran tamafio (aprox.
30 x 30 nm, de ancho y largo, respectivamente) se puede visualizar en
micrografias electronicas y contiene una gran cantidad de sitios de unién a
proteinas reguladoras como calsbindina 1 y 2, calmodulina (CaM), sorcina, la
proteina cinasa A (PKA), v la cinasa Il de CaM (CaMKIl) (Lanner, et al 2010). La
secuencia de aminoacidos completa se obtuvo a partir de RyR de musculo
esquelético de conejo, encontrando que se trata de una proteina con 4967
residuos y que aparece como una banda prominente, con un peso molecular
aparente (Mr) en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) de 340,000 y que en
ocasiones esta acompafiada de una banda de menor tamafio (Mr de 300,000),
aunqgue esto ultimo varia dependiendo de las condiciones en que se preparan las
vesiculas enriguecidas de RS que contienen mayoritariamente al RyR, o bien de
las condiciones del SDS-PAGE. Aunque es un solo gen el que codifica a la
isoforma cardiaca del RyR (RYR2, localizado en el cromosoma 1 del humano,
locus 1g43), este cuenta con 105 exones que por procesamiento alternativo del

MRNA pueden generar por lo menos 2 variantes del RyR2 (Rueda, et al 2014).
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Estos canales fueron identificados gracias al alcaloide rianodina que se
encuentra naturalmente en las raices y tallo de la planta Ryania speciosa, que fue
aislado como insecticida (Jenden, et al 1969). Sin embargo, pronto fue evidente su
accion como paralizante del musculo cardiaco y esquelético (Elison, et al 1967) y
se observé que inhibia la liberacion de Ca?* del RS al unirse con alta afinidad a
una proteina presente en la membrana del RS (Canell, et al 1985; Campbell, et al
1987). Posteriormente, se pudo establecer que esta proteina es modulada por la
rianodina al inducir el estado de subconductancia de lento cierre a
concentraciones en el rango nanomolar. La proteina RyR fue purificada y
estudiada por microscopia electronica (Lai, et al 1988) y su funcidbn como canal
i6nico fue observada al incorporar el complejo a bicapas lipidicas planas artificiales
(Fill, et al 2002).
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Figura 8. Receptor de Rianodina. A. Distribucion de RyR en miocitos ventriculares de
rata. La imagen dSTORM transversa en pseudocolor capturé las lineas Z de un miocito
donde se evidencia la densa organizacion en grupos de los receptores y su exclusion del
area nuclear. (Hou Y, et al 2015) B. Mapa 3D del arreglo del Receptor de rianodina. La
estructura gris muestra la vista lateral del homotetramero, los nimeros rojos muestran la
ubicacién de cada dominio, en violeta, verde y beige se muestran los sitios de interaccion
de RyR con diferentes proteinas moduladoras (Song, et al 2011).
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El RyR tiene baja selectividad por Ca?* (selectividad Ca?*/K*~6), con una
conductancia muy alta (~700 pS cuando K* es el portador de carga y ~100 pS
cuando Ca?* es el portador) y es regulado por Ca?*, Mg?*, ATP, y cafeina (Hymel,
et al 1988; Smith, et al 1988; Tu, et al 1994)

El RyR cuenta con 3 isoformas en el genoma de mamiferos (RyR1, RyR2 y
RyR3), las cuales estan codificadas por 3 genes diferentes en cromosomas
distintos, pero comparten un 70% de identidad (Takeshima, 1993). La isoforma
predominante en musculo esquelético es RyR1 (Coronado, et al 1994), en
musculo cardiaco es RyR2, mientras gue la isoforma RyR3 se encuentra de forma
ubicua (Froemming, et al 2000). Curiosamente las proteinas RyRs presentan una
gran homologia con los receptores IP3R, pero una muy baja respecto a los canales
de Ca?* dependientes de voltaje que se encuentran en la membrana plasmatica
(Mignery, et al 1989).

Los RyRs estan asociados a diferentes proteinas que la modulan (Figura 8),
entre ellas: la proteina calmodulina (CaM) que actla inhibiendo o activando estos
canales dependiendo de los niveles de Ca?* (Wagenknecht, et al 1997); la
calsecuestrina, que es la principal proteina de unién a Ca?* dentro del RS (asocia
entre 40 y 50 moléculas del catién debido a su alto contenido de aminoé&cidos
acidos (MacLennan, et al 1971)), modula al RyR bajo un mecanismo que esta
relacionado con cambios conformacionales en la calsecuestrina debidos a
variaciones de pH y a la uniéon de Ca?* (Culligan, et al 2002); y DHPR cuya
interaccion con RyR claramente esta relacionada con el acoplamiento excitacion-
contraccion (AEC), de forma particular dependiendo del tejido donde ocurre, asi en
musculo esquelético hay unién entre las dos proteinas, mientras que en musculo
cardiaco el canal DHPR genera un pequefio flujo de Ca?* que activa al canal RyR2
(Fill, et al 2002).

En ciertas patologias cardiacas, como en la cardiomiopatia diabética, la
insuficiencia cardiaca y la taquicardia ventricular polimoérfica inducida por
catecolaminas, se han encontrado cambios en la expresion y/o actividad funcional

del RyR. Por ejemplo se ha observado en un modelo murino, que en la
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cardiomiopatia asociada a la diabetes disminuye la expresion de RyR2 y por ende
la recaptura de Ca?* decae, observando que los machos son mas susceptibles a

presentar estas alteraciones (Pereira, et al 2006).

1.5 BOMBA ATPasa DE Ca?* DEL RETICULO SARCOPLASMICO

La bomba de Ca?* del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA, por sus siglas
en inglés) pertenece a la familia de ATPasas tipo P, que incluye a PMCA y a la
ATPasa Na'/K*, que se caracterizan por transferir el fosfato terminal de una
molécula de ATP a un residuo de aspartato ubicado en el dominio catalitico, lo que

provoca un cambio conformacional reversible.

La bomba SERCA hace uso de la energia liberada de la hidrolisis de una
molécula de ATP para transportar 2 iones Ca?* (con alta afinidad, Kd ~0.1uM)
desde el citoplasma al RS, generando un gradiente electrogénico y manteniendo
la concentracion citosdlica de Ca?* en reposo entre 80 y 100 nM (Periasamy, et al
2007). De esta forma la bomba SERCA es responsable del proceso de relajacion

muscular (MacLennan, et al 1970; Martosoni, et al 2003).

En vertebrados se han encontrado 3 diferentes genes que por splicing
alternativo codifican cerca de 10 isoformas de esta proteina (Brandl, et al 1986). El
gen SERCA 1 se expresa en musculo esquelético de contraccion rapida
codificando para SERCAla de 994 aa que se encuentra en adultos y SERCA1b de
1011 aa en etapa fetal (Brandl, et al 1987). El gen SERCA2 codifica para
SERCA2a de 997 aa que se expresa principalmente en musculo cardiaco y
esquelético de contraccion lenta (Heyen, et al 2001), SERCA2b de 1042 aa que se
expresa en niveles bajos en células musculares y no musculares y SERCA2c de
999 aa que se ha reportado en musculo cardiaco (Dally, et al 2006). El gen
SERCAS3 codifica 6 isoformas (entre 999 y 1052 aa) en humanos, apareciendo en
gran variedad de tejidos no musculares (células hematopoyéticas, plaguetas,
células epiteliales, fibroblastos y células endoteliales), aunque a nivel proteico solo
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se reconocen las formas a, b y ¢ (Burk, et al 1989; Wuytack, et al 1995). Una
caracteristica importante de las isoformas de SERCA es que su estructura
primaria presenta gran homologia, por lo que se cree que su topologia y estructura
terciaria se conservan (Periasamy, et al 2007).

La estructura de la bomba SERCA consta de 10 hélices transmembranales
(Figura 9), que forman un bolsillo en el cual se encuentra el sitio de union a 2
iones Ca?*, ademas de 3 dominios citoplasmaticos: el dominio A (sitio activo), el
dominio P (sitio de fosforilacion) y el dominio N (sitio de union del ATP)
(Toyoshima, et al 2004; Zhang, et al 1998). La bomba SERCA consta de un solo
polipéptido de 110 kDa.

La actividad de la bomba SERCA puede ser regulada por fosfolamban
(PLB) o sarcolipina (dependiendo del tejido), 2 proteinas de bajo peso molecular
(52 y 31 aa, respectivamente). PLB es un homopentamero que bajo condiciones
fisiolégicas normales es fosforilado por la activacién de receptores [3-adrenérgicos,
que al estar acoplados a proteinas G activan a la adenilato ciclasa, lo que eleva
los niveles de AMPc y activa a PKA que fosforila a PLB en Ser-16 lo cual reduce
su interaccion con SERCA, aumentando la velocidad maxima de la bomba para
transportar Ca?* (MacLennan, et al 2003; Periasamy, et al 2001). Otra
caracteristica importante de la bomba SERCA es que es inhibida por la estabiliza
a la bomba en el estado E2 libre de Ca?* (Xu, et al 2004).

Las alteraciones en la expresion y actividad funcional de la bomba SERCA
cardiaca, han sido mejor documentadas en patologias como diabetes mellitus tipo
2, insuficiencia cardiaca, cancer y en el SM, en el que se ha reportado que las
alteraciones metabdlicas asociadas, representan un alto factor de riesgo para el
desarrollo de insuficiencia cardiaca, que como se ha reportado ampliamente, se

relaciona con disfunciones de la proteina SERCA (Miklos, et al 2012).
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Lumen RS
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Figura 9. Estructura tridimensional de SERCAla. Empezando por el N-terminal, el
dominio A se encuentra entre 2 pequefias hélices a (rosa) y el primer segmento
citoplasmatico entre M1 y M2 (verde), conectandose con M1, M2 y M3 lo que le confiere
cierta flexibilidad que parece ser importante para los cambios conformacionales. El
dominio transmembranal (azul claro) contiene 10 hélices a. El largo segmento intracelular
entre M4 y M5 esta plegado en 2 dominios diferentes, uno emergiendo del otro, y la parte
en que mas unidos se encuentran forma el dominio P (azul). El dominio N (rojo) funciona
como una bisagra que se acerca al dominio P inclinandose 20°, juntando las dos partes
del sitio activo (Sweadner, et al 2001).
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2. ANTECEDENTES

En un estudio reciente (Bafios, et al 2006) se desarroll6 un modelo de
hipertension e hipertrigliceridemia (HTG), a partir de la administracion de sacarosa
al 30% en el agua de bebida a ratas Wistar, como una variante del modelo
descrito por Reaven (Reaven, et al 1991) y que puede considerarse que provoca
SM teniendo en cuenta que también desarrolla hiperinsulinemia y obesidad
central. En este estudio, los autores encontraron que se presentan variaciones en
la funcién cardiaca relacionada con 2 factores: el género y la duracion del
tratamiento con sacarosa, encontrando que después de 3 meses se presenta
hipertrigliceridemia, a los 5 meses se suma la hipertensién como signo y después
de 8 meses se evidencian con mayor claridad otras caracteristicas del sindrome,
concluyendo que la funcién cardiaca se ve afectada en ratas con sindrome
metabdlico inducido, pero el nivel de dafio varia segun el género, siendo los
machos los mas afectados ya que presentaron mas alteraciones en el
electrocardiograma (latidos prematuros) y fibrilaciébn ventricular letal (en los
animales del grupo HTG), mientras que las hembras solo presentaron latidos

prematuros y taquicardia ventricular (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de incidencia de diferentes arritmias post-reperfusiéon en las
ratas hembras y macho de los grupos control (C) y de sindrome metabdlico (HTG) a
los 8 meses. VT: Taquicardia ventricular, PB: Latidos prematuros, VF: Fibrilacion

ventricular. (Cardenas, et al 2006)
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En un trabajo previo desarrollado en el laboratorio (Barrera, 2011), se
encontré que en los cardiomiocitos aislados de ventriculo izquierdo de animales
con SM inducido con sacarosa al 30% en el agua de bebida, se presenta una
disminucién significativa en la amplitud del transitorio de Ca?' inducido por
estimulacion eléctrica, en la frecuencia de las chispas de Ca?* y en su capacidad
contractil (Figura 11), lo que sugiere una disminucién en la expresion y/o la
actividad de dos proteinas claves en la homeostasis del Ca?* intracelular: la
bomba SERCA2a y el RyR2. Por tal razén se realizaron ensayos de union a [3H]-
rianodina encontrando que en preparaciones enriquecidas en RS de corazones de
animales con SM hay una disminucién del 32.4% en el nimero de RyR2
funcionales (Figura 12). Asimismo para el caso de la bomba SERCA se encontro
gue la expresion y consecuentemente la actividad ATPasa, disminuye en animales
con SM inducido (Figura 13).
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Figura 11. Disminucién de la amplitud de los transitorios de Ca?" intracelular en los
cardiomiocitos de animales con sindrome metabdlico. Imagenes representativas de
los cardiomiocitos y de las aumentos transitorios de Ca?" producidos por estimulacién
eléctrica (0.5 Hz, lineas verticales verdes) en cardiomiocitos de animales control (CTL,
imagen izquierda) y con sindrome metabdlico (SM, imagen derecha). Las células
cargadas con Fluo-3 se escanearon en el microscopio confocal en el modo de line scan
(10 ms/linea, la linea negra punteada indica la posicion del escaneo) generando imagenes
bidimensionales donde el eje X representa el tiempo en ms y el eje Y representa la
distancia en pm. La amplitud del transitorio de Ca?* intracelular (F/FO) producido por el
estimulo eléctrico se muestra debajo de cada imagen (Barrera, 2011).
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Es importante destacar que los resultados anteriores fueron obtenidos en
ratas macho después de inducir el SM durante 6 meses, pero ya en otros estudios
se ha encontrado una relacion directa entre el desarrollo de ciertas alteraciones
cardiacas y cambios en la expresion y/o funcién de estas proteinas involucradas

en la regulaciéon de Ca?* intracelular de forma diferenciada seguin el género.
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Figura 12. Curva de saturacion de la unién especifica a [*H]-Rianodina. Alicuotas de
50 ug de proteina microsomal de corazones de animales con SM o controles se incubaron
con diferentes concentraciones de [*H]-Rianodina (rango de 0.625 a 20 mmol/L) en medio
de incubacion, por 90 min a 37°C. La unién especifica de [*H]-Rianodina para los
microsomas de corazones de animales con SM (circulos negros, n = 7) y controles
(circulos blancos, n = 7) se determiné restando a cada punto la unién no especifica de la
unién total. La union no especifica se determind en presencia de 20 umol/L de rianodina.
Los valores de unién especifica se ajustaron a la ecuacion y=Bmax([Ca?']"/([Ca?']"+Kd))
(Barrera, 2011).
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Figura 13. Actividad ATPasa (A) y expresion proteica de la bomba SERCA (B) en
homogenados de tejido cardiaco de animales con SM y sus controles. (Cruz, 2014
datos no publicados).

Un dato relevante para nuestro trabajo, es el que muestra que la
administracion de adiponectina recombinante protege de los efectos a nivel del
corazbn asociados a la presencia de obesidad (Shibata, et al 2005).
Particularmente, en un estudio de Boddu y colaboradores (Figura 14) se examino
el efecto del tratamiento con adiponectina en la modulacién de genes de respuesta
al estrés del RS (HSPa5, GRP94, ATF6, ademéas de los genes de inflamacion
TNF-a y MCP1) en cardiomioblastos H9C2, encontrando que la expresién génica
de los 3 indicadores del estrés disminuyeron en el medio con adiponectina
después de una hora y de forma paralela aumentaba la expresién génica de la
bomba SERCA2a (Boddu, etal 2014).
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Figura 14. Cambios en los niveles de mRNA de proteinas relacionadas con el estrés
del RSy la inflamacion tras el tratamiento con adiponectina. Cardiomioblastos de rata
de la linea H9C2 que fueron tratados con adiponectina (100 ng/ml) EI RNA se extrajo de
las células después de 0.5, 1y 3 h de tratamiento. Los transcritos HSPA5, GRP94, ATF6,
TNFa y MCP1 fueron cuantificados por qPCR y normalizados con el mRNA ribosomal
18s. *P < 0.05 vs. Control, (Boddu, et al 2014).

Respecto a la actividad ATPasa de SERCA (Figura 15) se encontrd que en
cardiomiocitos de ratas neonatas sometidos a hipoxia/reoxigenacion, el
tratamiento con adiponectina (2 pg/ml) estimula la recuperacion de la actividad de

la bomba. La accién protectora de esta adipocitocina parece estar relacionada con
la atenuacion del estrés del RS (Guo, et al 2013)
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Figura 15. Efecto de adiponectina globular (gAd) en la actividad in vitro de SERCA
en cardiomiocitos de ratas neonatas. (Guo, et al 2013)
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3. JUSTIFICACION

Los antecedentes muestran que en otros modelos experimentales existe
una relacion entre los niveles de adiponectina y la modulaciéon de la expresion y la
actividad de proteinas claves en la homeostasis de Ca?* en el corazén como la
bomba SERCA.

Teniendo en cuenta que las alteraciones cardiovasculares aumentan en
relacion al desarrollo del sindrome metabdlico, consideramos de gran interés
determinar si las variaciones en la expresion y funcion de la bomba SERCA vy el
RyR durante la progresion del SM estan relacionadas con los cambios en la
expresion de adiponectina en corazén y si existe una diferencia en estas

alteraciones con respecto al género.

4. HIPOTESIS

Las alteraciones en la expresion y funcion del receptor de rianodina y la bomba
SERCA en corazon, se encuentran relacionadas con los niveles de adiponectina
locales, los cuales se modifican negativamente, conforme se establece el
sindrome metabdlico en los machos, mientras que en las hembras dichas

alteraciones se encuentran atenuadas.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar las variaciones en la expresion y funcién de las proteinas RyR2 y
SERCAZ2a y su relacion con los niveles de adiponectina en corazones de animales
macho y hembra durante la progresion del sindrome metabdlico.

5.1 Objetivos Particulares

1. Determinar los cambios en los parametros corporales y séricos en ratas
Wistar macho y hembra que reciben sacarosa en el agua de bebida a los 2,
4y 6 meses de tratamiento.

2. Determinar los niveles de mRNA de RyR2, bomba SERCA y adiponectina
en ventriculo izquierdo de corazdn de animales en tratamiento con
sacarosa y controles.

3. Cuantificar la expresion proteica de RyR2, bomba SERCA y adiponectina
en homogenados de ventriculo izquierdo de corazén de animales en
tratamiento con sacarosa y controles.

4. Evaluar la actividad funcional in vitro del RyR2 y bomba SERCA vy

determinar su relacion con los niveles de adiponectina.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Animales y tratamiento

El protocolo de tratamiento (100-14) fue autorizado por el Comité Interno
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) que se

desempeiia siguiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.

El modelo experimental se basé en ratas de la cepa Wistar machos y
hembras recién destetadas (entre 18 y 23 dias de nacidos) de aproximadamente
80 g, que permanecian en jaulas One Cage 2100™ en condiciones de esterilidad,
con temperatura y ciclo luz-oscuridad (12h/12h) controlados. Siguiendo el método
reportado por Barrera-Lechuga (2011) con algunas modificaciones, las ratas
fueron distribuidas al azar en dos grupos, el primero (CTL) recibié agua comun y
alimento PicoLab Rodent Diet 20 de Lab Diet ad libitum, mientras que el segundo
(SM) recibié agua con sacarosa al 30% como agua de bebida y el mismo alimento.
De cada uno de estos grupos se tomaron animales para su sacrificio después de

2, 4y 6 meses de iniciar la induccion del SM.
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; Peso corporal
—_ T—PARAMETROS [ . peso grasa visceral
CONTROL . ] g
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m ‘ + Adiponectina
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Destetle Unidn a [3H]-rianodina
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B0g — SINDRQME — Sacarosa 4 Meses 1 —_ -—* CORAZON =™ . \Western Blot
Super Rat METABOLICO 30% * QPCR
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Figura 16. Estrategia experimental.
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A los animales se les retiré el alimento y el agua con sacarosa (en el caso
de los animales de SM) 8 h antes del sacrificio, manteniendo el suministro de agua
comun. Durante el momento del sacrificio, se registraron pardmetros seéricos
como glucosa, HDL vy triglicéridos, utilizando el panel de lipidos y la tira de
determinacién de glucosa de Cardiocheck; asi como parametros corporales como
peso corporal, peso del corazon, peso del ventriculo izquierdo y peso de la grasa
visceral. Adicionalmente, en corazon se determinaron parametros relacionados
con la expresion y la funcionalidad de proteinas reguladoras de Ca?*, como se

describe en los siguientes apartados (Figura 16).
6.2 Determinacion de adiponectina en suero

La determinacion de la concentracion sérica de adiponectina se realizo por
medio de un ensayo de ELISA por competencia, utilizando un kit que detecta esta
proteina en modelos murinos (Aviscera Bioscience #Cat. SK0O0010-06). Después
del sacrificio, se recolectaron muestras de sangre de los animales, las cuales
permanecieron en reposo a temperatura ambiente durante 90 min antes de ser
centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min en una centrifuga Eppendorf modelo
5415C para obtener el suero. Estas muestras fueron pre-tratadas con una solucién
qgue contenia TCEP 10 mM y SDS al 0.1% en una dilucion 1:4, e incubadas a
temperatura ambiente de 10 a 30 min para su uso inmediato. En los pozos
correspondientes se adiciond buffer de dilucién (blanco), diluciones estandar para
la curva de adiponectina (en el rango de 0.16 a 100 ng/50pl), control positivo
(adiponectina recombinante) o de muestras (cada una por duplicado).
Posteriormente se adiciond el anticuerpo anti-conejo IgG a todos los pozos
(exceptuando el blanco) y se incubd durante 2 h a temperatura ambiente en
movimiento constante. Después se adicion6 biotina en cada pozo (exceptuando el
blanco) y la placa fue sellada e incubada durante 2 h a temperatura ambiente en
movimiento constante, tras lo cual se descart6 todo el volumen en los pozos y se
realizaron 4 lavados cada uno con 300 pL de soluciéon de lavado. A continuacion
se adicion¢ estreptavidina conjugada a HRP a todos los pozos y se incubé durante

1 h a temperatura ambiente en movimiento constante, protegiendo la placa de la
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luz. Nuevamente se descartdé todo el volumen en los pozos y se realizaron 4
lavados como antes y se adicioné TMB (3,3, 5,5 tetrametilbencidina) en cada
pozo y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente en movimiento
constante, protegiendo la placa de la luz. Finalmente se adicion6 una solucion
acida en cada pozo para detener la reaccion y se determiné la densidad éptica a

450 nm de cada pozo usando un lector de Elisa (Synergy 2, Biotek).

6.3 Extraccion de RNA total

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital (100 mg/kg de peso),
el corazdn se extrajo de la cavidad toracica y se deposité en una solucion de NaCl
0.9 % en H20 con dietilpirocarbonato (DEPC) para eliminar la sangre y disecar el
ventriculo izquierdo. Este se pulveriz6 en un mortero con N2 liquido, y se
homogeniz6 con 1 mL de TriReagent (Sigma Aldrich) por cada 100 mg de tejido a
400 rpm en un homogenizador Potter-Elvehjem hasta obtener una suspension. El
homogenado se incub6 durante 5 min, a temperatura ambiente, se deposité en un
tubo de 1.5 mL y se centrifugdé a 12000 rpm por 10 min a 4°C (en una centrifuga
Eppendorff modelo Hermle Z300K). Posteriormente, se recuperé el sobrenadante,
al cual se le adicionaron 200 pL de cloroformo, se agitdé vigorosamente en voértex
durante 15 s y se incubd 10 min a temperatura ambiente antes de centrifugarlo a
12000 rpm por 15 min a 4°C. A continuacion se recupero la fase acuosa y se
adicioné isopropanol (aproximadamente la décima parte del volumen total), se
mezclo por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min, luego se
centrifugé a 12000 rpm a 4°C durante 10 min, se recupero la fase acuosa y se
adicionaron 500 pL de isopropanol. Esto se mezclé por inversion, se incubd 10 min
a temperatura ambiente y se repitié la centrifugacién a 12000 rpm a 4°C durante
10 min. El sobrenadante se descarté por decantacion y el pellet fue lavado con 1
mL de etanol al 70 % en H20 DEPC agitando en vértex y centrifugando a 7500
rpm a 4°C durante 10 min, de nuevo se eliminé el sobrenadante por decantacién y
se dejoé secar la pastilla por 5 min, finalmente la pastilla se resuspendié en H20

DEPC y se almacené a -20°C.
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Para comprobar la integridad del RNA extraido se realizé un gel de agarosa
al 1% (p/v) usando amortiguador TBE 1X a 100 V durante 1 h; posteriormente el
gel fue tefiido con bromuro de etidio 0.03% y observado en un transiluminador de
luz UV Benchtop.

6.4 Transcripcion inversa

A partir del RNA extraido de VI se llevo a cabo la reaccion de
retrotranscripcion para obtener cDNA. Se realizé una mezcla inicial que contenia 1
pl de Poli T 500 pg/ml (Promega), 1 pl de dNTPs 10 mM, el volumen necesario de
RNA para tener 5 pg de este y H20 DEPC hasta completar un volumen final de 12
pl. Esta mezcla se incub6 a 65°C durante 5 min, en seguida se puso en hielo y se
adicion6 la segunda mezcla que contenia 4 pl de amortiguador 5X first strand
(Invitrogen), 2 pl de DTT 0.1 My 1 ul de RNAsin (Promega). Después se incubd a
42°C por 2 min y se adicioné 0.5 ul de la enzima Superscript Il (100 U, Invitrogen)
y la incubaciéon continué a 42°C por 50 min y a 70°C por 15 min, tras lo cual se
agregd 1 pl de RNAsa 10 mg/pl (Wothington). Posteriormente la temperatura

disminuy6 a 37°C y se mantuvo por 20 min.

Para comprobar la integridad del cDNA obtenido se realiz6 una PCR punto
final a partir de una mezcla que contenia 0.5 pl de dNTPs 10 pmol/ul, 0.2 ul de
enzima Taq polimerasa 50U/ul (Roche), 2.5 ul de amortiguador 10X de MgCl2 1.5
mM (Roche), 2 ul de cDNA y 0.5 pl de cada oligbmero a amplificar y H2O DEPC
hasta completar un volumen de 25 ul, manejando las siguientes condiciones: 1
ciclo de 5 min a 94°C, 30 ciclos de 45 s a 94°C, 45sa58°Cy 1 mina72°C; 1
ciclo de 10 min a 72°C y finalmente 1 ciclo a 4°C por tiempo indefinido. El producto
de PCR se corrié en un gel de agarosa al 2.5% (p/v) usando amortiguador TAE 1X
a 100 V durante 1 h, el gel fue tefiido con bromuro de etidio 0.03% y se observo en

un transiluminador de luz UV Benchtop.
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6.5 PCR Cuantitativa en Tiempo Real

A partir de cDNA cuantificado en un equipo NanoDrop (Thermo Scientific)
se realizaron reacciones por triplicado cada una de un volumen final de 12.5 ul en
una mezcla que incluia el volumen necesario para tener 100 pg de cDNA,
SYBRGreen (Quiagen) como sonda fluorescente y los oligonucle6tidos especificos
para los genes de interés (RyR2, SERCA2a y AdipoQ) y de referencia (GAPDH)
(Tabla 2).

Tamafio
Referencia ) ) # . .
Proteina Secuencia Oligo amplicon | Ubicacion | Tm
GenBank bases
(pb)
RTRYR2F CAAACAGGGCAGAAGACACC 20 Exon 75-
NM_032078.1 103 62°C
RTRYR2R CTCTGAGGGTGCTCCACCT 19 76
ATPASA2AF | ACCTGGAAGATTCTGCGAAC 20 Exdn 20-
NM_001110139.2 115 59°C
ATPASA2AR AATCCTGGGAGGGTCCAG 18 21
AdipogF TGGTCACAATGGGATACCG 19
NM_144744 93 Ex6n 2-3 | 59°C
AdipogR CCCTTAGGACCAAGAACACCT 21
GAPDF CTGCACCACCAACTGCTTAG 20
NM_017008.3 92 Exén 1 59°C
GAPDR TGATGGCATGGACTGTGG 18

Tabla 2. Secuencias de los oligos utilizados en gPCR.

Las condiciones para la reaccion fueron: 1 ciclo de 5 min a 95°C, 35 ciclos
de 10 s a 95°C, 30 sa 60°C y 10 s a 72°C; y finalmente 1 ciclo de incremento de
temperatura desde 60°C hasta 95°C. La gPCR se realizé en un equipo Rotor Gene
6000 (Corbett) del laboratorio de la Dra. Beatriz Xoconostle (Departamento de
Biotecnologia, CINVESTAYV Zacatenco).

6.6 Homogenados de Ventriculo Izquierdo de Corazon

El ventriculo izquierdo aun congelado fue pulverizado en un mortero con N2
liquido y se homogenizé con amortiguador pH 7.2 que contenia HEPES 20 mM y
sacarosa 0.3 mM, el cual fue suplementado con inhibidores de proteasas
(leupeptina 12 uM, PMSF 100 uM, benzamidina 500 uM y aprotinina 12 pg/ml). El

tejido se homogenizé 2 veces por 45 s a 400 rpm con un intervalo de espera de 30
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s, afadiendo mas amortiguador de homogenizacion cada vez (en total 4 ml por
cada gramo de tejido). El homogenado obtenido fue centrifugado a 4500 rpm
durante 10 min a 4°C en una centrifuga Avanti J-26 XP de Beckman Coulter,
utilizando el rotor JA-20. El sobrenadante resultante se reservo, mientras que el
pellet fue homogenizado y centrifugado nuevamente a 4500 rpm durante 10 min a
4°C. El sobrenadante obtenido se uni6 al de la primera centrifugacion y se
centrifugé a 4500 rpm durante 30 min a 4°C, al recuperar el sobrenadante se

obtuvo el homogenado final que se reservo a - 80°C.

6.7 Cuantificacion de Proteina

La concentracién de proteina en cada homogenado fue medida por el
método de Lowry (Lowry O, et al, 1951) con una curva de calibracion de albumina
sérica bovina (BSA). Se hicieron diluciones de los homogenados con 5 pl hasta un
volumen final de 800 ul con H20 por duplicado y se adicionaron 100 pl de
desoxicolato de sodio 0.03%, 2 ml de solucién de Lowry que contenia Na2COs 2%,
NaOH 2M, CuSOs - 5H20 1% vy tartrato de sodio y potasio 2% y 100 ul de reactivo
de Folin (Sigma-Aldrich) 1:1 en H20. Esta mezcla se incubd durante 15 min a
temperatura ambiente y se registraron las absorbancias a 750 nm con ayuda de
un espectrofotdmetro Beckman Coulter DU 800.

6.8 Electroforesis

Con una modificacion del protocolo de Laemmli (1970) se realizo la
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Los geles de 1 mm de
espesor se prepararon en el formato mini protean (Biorad) en un gradiente del 4 al
16%, utilizando mezcla acrilamida-bisacrilamida 30%, Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 (para
el gel de corrida), Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 (para el gel concentrador), persulfato
10% y TEMED. Cada pozo se cargd con 8 ug de proteina en amortiguador de
carga con 2-mercaptoetanol, después de ser incubadas a 37°C 20 min y se

utilizaron los marcadores de peso molecular Dual Color Standards (Biorad). Las
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condiciones de corrida fueron, 1 h a 90 Vy 3 h a 100 V a 4 °C utilizando
amortiguador de corrida pH 8.3 que contenia Tris-base 25 mM, glicina 19.2 mM y
SDS 0.1%. Al finalizar, los geles podian ser tefiidos con tinciéon de Azul de

Coomassie durante 20 min o bien utilizados para Western Blot.

6.9 Western blot

Para la electrotransferencia de proteinas desde los geles de poliacrilamida
a membranas de PVDF se realizaron modificaciones al protocolo de Towbin
(1979), utilizando una camara de transferencia himeda con amortiguador pH 8.3
que contenia Tris-base 25 mM, glicina 19.2 mM y metanol 20 % v/v, bajo las
siguientes condiciones: 2 h a 100 V a 4°C. Terminada la transferencia, la
membrana era bloqueada con leche 5% en amortiguador de fosfatos salino (o
PBS, en mM: NaCl 137, KH2PO4 y NaH2PO4 - 2H20 10 y KCI 2.7, pH 7.4) con
Tween 0.1% durante 1 h a temperatura ambiente. Finalizado el bloqueo la
membrana era lavada 10 min con PBS Tween 0.1% en 3 ocasiones,
posteriormente la membrana fue incubada con el anticuerpo primario
correspondiente (anti-RyR2 1:5000 de Pierce, anti-SERCA2A 1:5000 de Badrilla,
anti-GAPDH 1:160.000 de Ambion, anti-Adipo 1:5000 de Abcam), por 2 h, en
seguida la membrana fue lavada 10 min con PBS Tween 0.1% en 3 ocasiones e
inmediatamente se incubd la membrana con el anticuerpo secundario anti-ratén
acoplado a peroxidasa durante 1 h (1:5000). Concluido esto, la membrana se
incubd con el reactivo quimioluminiscente (Thermo Scientific) y era expuesta (de
10 a 60 s) a una placa fotografica (KODAK BioMax XAR) hasta que se
evidenciaba una sefial clara, después la placa era revelada y fijada. La estimacion
de las concentraciones de proteina se realiz6 mediante densitometria en un

equipo KODAK Image Station.
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6.10 Ensayo de Actividad ATPasa de SERCA

Este ensayo se realiz6 de acuerdo al método reportado por Bartolommei
(Bartolommei G, 2013), con algunas modificaciones las cuales se detallan a
continuacion. Se incubaron 100 pg de proteina de homogenados a 37°C con
amortiguador para ATPasa que contenia en mM: KCI 80, MOPS 25, MgClz 3,
Azida de sodio 5y EGTA 0.2 (pH 7.0 con TRIS-HCI), mas CaClz 0.2 y el ionéforo
de Ca?* A23187 2uM. Para iniciar la reaccién enzimatica se adicion6 ATP 1 mM
después de 5 min de incubacion, esto para determinar la actividad total. Para
determinar la actividad ATPasa independiente de SERCA se realiz6 una mezcla
de reaccion similar a la descrita a la cual se le adicion6 1 puM del inhibidor de la
bomba SERCA, tapsigargina (TGN).

La solucion de coloracion utilizada estd compuesta (en mM) por &cido
sulfirico 125, acido ascorbico 10, tartrato antiménico de potasio (Ill) 0.04 y
heptamolibdato de amonio 0.5. Después de iniciar la reaccion, se tomaron
alicuotas de 100 pL de los mezclas de reaccion en tiempos subsecuentes (0, 5,
10, 15 y 30 min), las cuales se adicionaron inmediatamente a la solucion de
coloracién. Cada reaccion se realizdé por duplicado. Las lecturas se realizaron
después de 10 min de incubacion en un espectrofotometro Beckman Coulter DU
800 a una longitud de onda de 850 nm. Para determinar la actividad especifica se
restaron los valores de actividad insensible a TGN a la actividad total. Los valores
de absorbancia se interpolaron en la curva estandar de fosfatos (Figura 17) y se

reportan como nmol de Pi/mg de proteina.
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Figura 17. Curva estandar de fosfatos. Se presentan los datos de Abs. a 850 nm vs. los
nmoles de fosfato. Las mediciones se realizaron por duplicado, por lo tanto los valores de
Abs. son el resultado del promedio. Se inserta el resultado de la regresion lineal y el valor
del coeficiente de correlacion (R?).

6.11 Ensayo de unién a [3H] rianodina

Este ensayo se realiz6 de acuerdo al método reportado por Fernandez-
Velasco y colaboradores (Fernandez-Velasco M., et al., 2009), con algunas
modificaciones las cuales se detallan a continuacion. Se incubaron 100 ug de
proteina en un volumen final de 100 ul con amortiguador de unién pH 7.2 que
contenia KCI 2M, MOPS 60 mM y CaClz2 20 uM; y se adiciond [*H]-rianodina 20
nM, esto para determinar la unién total maxima, asi mismo para determinar la
actividad inespecifica se realiz6 una mezcla con rianodina 0.02 mM. Dichas
mezclas fueron incubadas a 37°C durante 90 min en agitacién constante,
posteriormente las muestras se filtraron con ayuda de un colector automatico
(Brandel, Gaitersburg) en filtros Whatman GF-B preincubados en polietilenimina
0.3% v/v, en el laboratorio del Dr. Antonio Arias (Departamento de Fisiologia,
CINVESTAYV Zacatenco). Los filtros se depositaron en viales con Aquasol (Perkin-
Elmer) y la union se midié en un contador de centelleo Beckman Coulter LS 6500.
Cada mezcla se realizé por duplicado. Para determinar la union especifica (en

desintegraciones por minuto) se restaron los valores de union inespecifica a la
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unién total y los valores se reportaron en pmol de [3H] rianodina unida/mg de

proteina.

6.12 Anédlisis Estadistico

Los resultados se expresan como el promedio * el error estandar de la media
(M + ESM) de los datos. Se especifica el nimero de animales (N) y el nimero
de experimentos (n) para cada condicion. EIl andlisis estadistico de los datos
obtenidos en los diferentes ensayos de este proyecto se realizé con ayuda del
software SigmaStat 3.0, aplicando una prueba de ANOVA seguido de un
analisis post-hoc de Student-Newman-Keuls, aquellos datos que no pasaron la
prueba de normalidad o de igual varianza se analizaron con la prueba de
Dunn’s para dos grupos para comparar entre pares de grupos y determinar la
diferencia significativa con P<0.05 *Grupo de SM respecto a su control, #
respecto al CTL del otro género en el mismo periodo, respecto al SM del otro

género en el mismo periodo.

*Nota: Es importante aclarar que los datos correspondientes a los machos de 6
meses que se presentan, fueron tomados de trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio (Barrera-Lechuga, 2011; Fernandez, 2013; Cruz 2013), con

el fin de comparar con los nuevos grupos.
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7. RESULTADOS

7.1 Presencia de caracteristicas del SM a partir de los 2 meses de
tratamiento.

Con el fin de establecer las diferencias en las caracteristicas corporales de las
ratas macho y hembra que recibieron tratamiento con sacarosa al 30% en el agua
de bebida, se registraron el peso corporal, el peso del corazon y el peso de la
grasa visceral de cada animal después del sacrificio en los tiempos estipulados,
encontrando que tanto machos como hembras presentaron un aumento
significativo de peso y mayor acumulaciébn de grasa visceral respecto a sus
controles, en los periodos evaluados; sin embargo, este aumento fue 2 veces

mayor en los machos de 6 meses de tratamiento (figs. 18A, y 18B, vs. 19A y 19B).
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Figura 18. Parametros corporales de ratas macho que recibieron sacarosa al
30% en el agua de bebida durante 2, 4 y 6 meses. A. Peso corporal. B. Peso grasa
visceral. C. Relacién peso corazon/peso corporal * 100. D. Relacion peso ventriculo
izquierdo (VI)/peso corazdn. Los datos se representan en graficas de barras que
corresponden al promedio + el error estdndar. Los valores de N para cada medicion (y
gue indican niumero de animales) estan representados por los nimeros dentro de
cada barra. *P<0.05 respecto a su control.
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Respecto a la relacién peso corazén/peso corporal *100, se encontraron
diferencias desde los 2 meses de tratamiento en ambos géneros; no obstante,
estos cambios fueron mas notorios en la relacion peso ventriculo
izquierdo/peso corazon (que sirve como indicador de hipertrofia cardiaca) en
los machos (figs. 18C y 18D vs, 19C y 19D). En periodos posteriores a los 2
meses estos pardmetros no mostraron variaciones significativas, descartando
un crecimiento acelerado del VI que compensara las alteraciones producto del

tratamiento.
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Figura 19. Parametros corporales de ratas hembra que recibieron sacarosa al
30% en el agua de bebida durante 2, 4 y 6 meses. A. Peso corporal. B. Peso grasa
visceral. C. Relacién peso corazon/peso corporal * 100. D. Relacion peso ventriculo
izquierdo (VI)/peso corazdn. Los datos se representan en graficas de barras que
corresponden al promedio + el error estandar. Los valores de N para cada medicién (y
gue indican nimero de animales) estan representados por los nimeros dentro de
cada barra. *P<0.05 respecto a su control.
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Figura 20. Relacion peso grasa visceral/ peso corporal * 100 de ratas macho y
hembra que recibieron sacarosa al 30% en el agua de bebida durante 2, 4y 6
meses. Los datos se representan en gréaficas de barras que corresponden al promedio
+ el error estdndar. Los valores de N para cada medicion (y que indican nimero de
animales) es igual a 6.

Consideramos relevante, evaluar las diferencias en la relaciébn peso
grasa visceral/ peso corporal *100 entre machos y hembras, teniendo en
cuenta que estos parametros estan relacionados con una de las principales
caracteristicas del SM como es la obesidad. Encontramos que la acumulacién
de tejido adiposo es mas evidente y se manifiesta en etapas mas tempranas en
las hembras que en los machos que presentan aumentos graduales conforme

continta el tratamiento (fig. 20).

Asi mismo se midieron pardmetros séricos para evaluar el estado
metabdlico de los animales tratados, encontrando que en ambos géneros se
presento la hipertrigliceridemia asociada al aumento de grasa visceral, desde
los 2 meses de tratamiento (figs. 21A y 22A), como ya se habia reportado (El
Hafidi, et al 1997); no obstante, este aumento en las concentraciones
circulantes de triglicéridos no conllevo a la disminucion de las lipoproteinas de
alta densidad HDL, que solo fue significativa en los machos después de 4
meses de tratamiento con un descenso del 25% (fig. 21B).
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Figura 21. Parametros séricos de ratas macho que recibieron sacarosa al 30% en
el agua de bebida durante 2, 4 y 6 meses. A. Triglicéridos. B. HDL. C. Glucosa. D.
Adiponectina. Los datos se representan en gréaficas de barras que corresponden al
promedio * el error estandar. Los valores de N para cada mediciéon (y que indican

namero de animales) estan representados por los nimeros dentro de cada barra.
*P<0.05 respecto a su control.
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Figura 22. Parametros séricos de ratas hembra que recibieron sacarosa al 30%
en el agua de bebida durante 2, 4 y 6 meses. A. Triglicéridos. B. HDL. C. Glucosa.
D. Adiponectina. Los datos se representan en graficas de barras que corresponden al
promedio + el error estandar. Los valores de N para cada medicién (y que indican
namero de animales) estan representados por los nimeros dentro de cada barra.
*P<0.05 respecto a su control.

Por otro lado las concentraciones de glucosa circulantes no presentaron
cambios significativos en ninguno de los grupos evaluados (figs. 21C y 22C), lo
cual puede relacionarse con la hiperinsulinemia que se genera como respuesta
al alto consumo de azlucar y que desencadena resistencia a insulina al
establecerse el SM (Céardenas, et al 2006). De igual forma las concentraciones
de adiponectina secretada de los adipocitos hacia al torrente sanguineo no
mostraron cambios significativos, mas que en el caso de las hembras después
de 2 meses de tratamiento donde hay un aumento del 40% (figs. 21D y 22D),

cabe destacar que esto concuerda con lo que se ha reportado, respecto a que
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las hembras tienden a presentar valores mas altos que los machos (Yasui, et al
2007).

7.2 Los machos y hembras que presentan caracteristicas asociadas al SM

muestran diferencias en los parametros corporales.

Al comparar los valores obtenidos para los pardmetros corporales y
séricos entre machos y hembras, en los diferentes periodos evaluados, se
evidenci6 que aunque en ambos géneros se presentaron aumentos
considerables en el peso corporal, estos fueron significativamente mayores en
el caso de los machos desde los 4 meses. De igual manera, los machos
presentaron mayor porcentaje de acumulacién de grasa visceral y ésta fue
significativamente superior a la de las hembras a los 6 meses. Otra diferencia
importante entre géneros se evidencidé a los 6 meses de tratamiento en la
relacion peso Vl/peso corazon donde las hembras conservaron la relacion,
mientras que en los machos esta relacién disminuyo, sugiriendo una pérdida
en la funcion ventricular, que se podria relacionar con la reduccién de la
capacidad contractil de los cardiomiocitos, reportada anteriormente (Tabla 3)
(Barrera, 2011).

En relacion a los parametros séricos, no se reflejaron cambios
significativos entre machos y hembras en los diferentes periodos evaluados, lo
cual concuerda con lo observado anteriormente por Cardenas y colaboradores
(2006) quienes no encontraron variaciones en estos parametros después de
utilizar el mismo tratamiento. Sin embargo, si es importante destacar que la
hipertrigliceridemia y la reduccibn en la concentracion de HDL fue

preponderante en machos mas que en hembras.
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Peso
Peso Grasa Peso Peso
Peso Grasa V. /Peso corazon / VI/beso Glucosa | Triglicéridos HDL Adiponectina
Corporal (g) Visceral : + | peso corporal hes (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (ug/dL)
) Corporal * 100 corazon
100
2 MESES
CTL 287.5+14.7 1.31+0.1 0.45 0.38 £ 0.02 0.58 + 0.03* 476 +6.8 93.6 +21.5 34.3+4.4 89+14
Machos SV
369 +45.9 2.66 +0.3 0.72 0.3 +0.01*% 0.68 + 0.01* 46.6 +7.6 242.8 + 21* 43 +2.9 10.6 £ 0.3
H b CTL 217.8+9.2 1.32+0.1 0.6 0.34 + 0.007 0.68 + 0.02* 65+ 6.7 93.5+16.9 458 +4.2 8.6+0.2
embras
SM 243.8+156 | 4.15+0.3* 1.7 0.37 £ 0.01% 0.65+0.01 | 68.1+6.8 | 177.8+33.1* | 495%35 12.1+0.7
4 MESES
CTL | 3703+14% | 234402 0.61 0314001 | 070%002 | 46+97 | 831+216 | 40.1+2.9 97405
Machos 10,08 =
SM | 459.8 + 38.8*% 11% 2.17 0.27 £0.01 0.69+0.01 | 70.8 £8.2 | 262.3+23.7* | 30.1+2.9 95+0.6
Hermb CTL 261.8 + 13.3% 25+0.4 0.95 0.32 + 0.007 0.7 £0.02 75+4.5 115.6 £26.7 | 41.8+24 10.2 0.7
embras
SM 358.2+19.3**% | 7.5%0.8 2.1 0.28 +0.01 0.68 = 0.02 75.6+10 | 219.6+30.9 | 37.4+23 10.6 £ 0.4
6 MESES
cTL 496 + 38 8.8 + 0.5" 1.77 038+001 | 066+005 | 694+72 | 562+3 | 306+24 | 117402
Machos SM
692.2 +52.5*% | 219 +1*% 3.16 0.33+0.02 0.56+0.04% | 78.4 +3 193.4+25% | 252+19 108+ 1.1
Hermb CTL 336 + 13 3 +0.04* 0.9 0.31 + 0.001 0.66 + 0.09 57 +15 79 +18 58 + 10 9.9+0.7
embras
SM 388.5+4.5% 10.2 + 1*% 2.62 0.26 + 0.01 0.68 + 0.03% 44 + 14 1145+45 | 56.5+12.5 11.7+0.5

Tabla 3. Tabla comparativa de parametros corporales y séricos de ratas macho y hembra que recibieron sacarosa al 30%
en el agua de bebida durante 2, 4 y 6 meses. Los datos se expresan como el promedio + error estandar. *P<0.05 respecto a su
control, # P<0.05 respecto al CTL del otro género en el mismo periodo, * P<0.05 respecto al SM del otro género en el mismo

periodo.
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7.3 La expresion y actividad del RyR2 no se altera con el desarrollo del SM.

Con el objetivo de evaluar como el desarrollo del SM altera la funcion
cardiaca, se estudié la expresion y la actividad de proteinas importantes en la
homeostasis del Ca?* intracelular como el receptor de rianodina tipo 2, ya que
como se ha reportado anteriormente (Dincer, et al 2006), cambios en su

funcionalidad resultan en diversas alteraciones cardiovasculares.
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Figura 23. Niveles de mRNA, expresion proteica y actividad del RyR2 en VI de
ratas machos y hembras que recibieron sacarosa al 30% en el agua de bebida
durante 2, 4y 6 meses. A. Expresién relativa del mRNA de RyR2 en VI evaluada por
gPCR, de muestras provenientes de machos (gris claro) y hembras (gris oscuro) que
recibieron tratamiento. La linea punteada indica el valor normalizado de sus
respectivos controles. B. Imagenes representativas (parte superior) y grafica de barras
que indican la expresién relativa de RyR2 en homogenados de VI evaluada por
Western Blot. C. Unién especifica de [*H]-rianodina normalizada con respecto a los
valores de sus respectivos controles. Los datos se representan en graficas de barras
que corresponden al promedio + el error estandar. Los valores de N para cada
medicion (y que indican nimero de animales) estan representados por los nimeros
dentro de cada barra. *P<0.05 respecto a su control, # P<0.05 respecto al otro género
en el mismo periodo.

Encontramos que los niveles de mRNA de RyR2 no presentaron
cambios significativos en ninguno de los grupos evaluados (fig. 23A) y
consecuentemente no se reflejaron variaciones en la cantidad de la proteina
evaluada por Western Blots (fig. 23B). Pese a esto, la unién a [3H]-rianodina
aumento un 22% en homogenados de VI de muestras provenientes de machos
tratados durante 6 meses (fig. 23C). En el caso de las hembras no se

presentaron variaciones.

46



7.4 La actividad de la bomba SERCA2 disminuye al progresar el SM.

Otra de las proteinas clave en la regulacion del Ca?* intracelular que
puede estar alterada como consecuencia del desarrollo de SM es la bomba
ATPasa del reticulo sarcoplasmico SERCAZ2, razén por la cual se estudié su
expresion y actividad. Se observd que en general no hubo cambios
significativos en los niveles del mMRNA (fig. 24A) mas que en las hembras tras 4
meses de tratamiento, comportamiento que se estabilizé al sexto mes. Asi
mismo la cantidad de esta proteina medida por la técnica de Western Blot no
presentdé cambios significativos, aunque se aprecia que las hembras tienden a

presentar mayores cantidades de SERCA2 respecto a los machos (fig. 24B).

No obstante a la estabilidad en la expresion, se encontraron variaciones
en la actividad de ATPasa al comparar los géneros, ya que inicialmente las
muestras provenientes de los machos presentaron mayor actividad respecto a
las hembras, pero a partir de los 4 meses los valores se estabilizan e incluso a

los 6 meses las hembras tienden a aumentar su actividad ATPasa (fig. 24C).
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Figura 24. Niveles de mRNA, expresion proteica y actividad de SERCA2 en VI de
ratas machos y hembras que recibieron sacarosa al 30% en el agua de bebida
durante 2, 4y 6 meses. A. Expresion relativa del mMRNA de SERCA2 en VI evaluada
por gPCR, de muestras provenientes de machos (gris claro) y hembras (gris oscuro)
gue recibieron tratamiento. La linea punteada indica el valor normalizado de sus
respectivos controles. B. Imagenes representativas (parte superior) y grafica de barras
que indican la expresion relativa de SERCA2 en homogenados de VI evaluada por
Western Blot. C. Actividad enzimatica de la bomba ATPasa SERCA2 después de 30
minutos. Los datos se representan en graficas de barras que corresponden al
promedio + el error estandar. Los valores de N para cada medicion (y que indican
namero de animales) estan representados por los nimeros dentro de cada barra.
*P<0.05 respecto a su control, # P<0.05 respecto al otro género en el mismo periodo.
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Particularmente en los machos la disminucion en la actividad funcional
es evidente desde los 4 meses y esta tendencia permanece a los 6 meses (fig.
25A). Por otro lado el comportamiento de las hembras no es el mismo, puesto
gue la actividad disminuy6 desde los 2 meses de tratamiento; sin embargo, a
partir de los 4 meses y hasta los 6 meses la actividad de ATPasa se recupero

alcanzando los niveles control (fig. 25B).
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Figura 25. Actividad de la proteina SERCA2 en VI de ratas. A. Graficas de cinética
enzimatica de ratas macho tratadas durante 2, 4 y 6 meses con sacarosa al 30% en el
agua de bebida. B. Graficas de cinética enzimatica de ratas hembra tratadas durante
2, 4 y 6 meses con sacarosa al 30% en el agua de bebida. Los datos se expresan
como el promedio + error estandar. *P<0.05 respecto al ajuste lineal de su control.
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7.5 La adiponectina que se expresa en corazOn puede presentar

variaciones respecto a la proveniente de adipocitos.

Para poder relacionar los cambios en la expresion y actividad de RyR2 y
SERCA2a con los cambios debidos a la progresion del SM en las
concentraciones de la adiponectina que se expresa en corazon, se extrajo el
RNA de VI y se comprobd su integridad en geles de agarosa al 1% (fig. 26A).
A continuacion se realizé una PCR de punto final (PCRpf) para comprobar que
los fragmentos de amplificacion generados con los oligos inter-exonicos
disefiados para detectar exclusivamente los mMRNAs de RyR2, SERCA2 y
AdipoQ fueran de los tamafios esperados (Tabla 2; fig. 26A). Corroborados los
tamafos adecuados de los fragmentos de amplificacidén, se procedié con la
gPCR. Sin embargo, después de varios intentos (n=4) se encontré que los
oligos para AdipoQ no generaban ningun fragmento de amplificacion (fig. 26A).
Con el fin de corroborar experimentalmente el buen disefio y funcionamiento de
estos oligos, se aisl6 RNA a partir de fibroblastos de la linea 3T3-L1
diferenciados a adipocitos (donados gentilmente por Citlali Gutierrez Rodelo,
del laboratorio del Dr. Alberto Olivares, Departamento de Bioquimica); y
efectivamente se verificO que los oligos amplificaban la regién esperada del
MRNA de adiponectina proveniente de adipocitos (fig. 26B). Al analizar la
secuencia de la region amplificada, se encontré que abarcaba una parte que
codifica para la region variable de la proteina. Por tal razén se disefié un nuevo
par de oligos que excluia esta region (fig. 26C), al realizar una nueva PCR
punto final utilizando el nuevo par de oligos si se logr6 detectar el fragmento de
amplificacion esperado para AdipoQ (fig. 26D); lo que nos lleva a sugerir que la
secuencia del mRNA que codifica para la proteina que se expresa en
adipocitos difiere de aquella expresada de forma local en corazon; y que la
diferencia se encuentra justamente en la region reportada como variable de la

proteina.

50



VI VI

CTL SM
PP . o
a o ¢
[a S x 8
pb < € w3
(O] x (9] <
3054
28 S
1636 18's
506
t-RNA
331 — T I o (04
-0 _o 9 — 8_
pb P 5% RS >3
3054 8 s 950 }
1636 200 [
18 S
100
506
t-RNA
E. S Re-giq:'m_ Dominio
UTR ] Collagen-like globular UTR
r M I l 1
71 228 1188
1l72 73 1300 301 I 1 5
15373 1864
| J
Y
226
Oligo e
T N
<
E O o~ g
A
O n ¥ 2
pb
200
100

51



Figura 26. Estandarizacion de oligos para gPCR A. Imagenes representativas de
geles de agarosa al 1% y al 2.5% respectivamente de la integridad del RNA total de VI
de corazon y de PCRpf de muestras provenientes de animales tratados con sacarosa
al 30% en el agua de bebida durante 4 meses. Se muestran los fragmentos de
amplificacién correspondientes a GAPDH= 92 pb, SERCA2= 115 pb, RyR2= 103 pb y
AdipoQ= 215 pb. B. Imagenes representativas de geles de agarosa al 1% y al 2.5%
respectivamente de la integridad del RNA total de fibroblastos 3T3-L1 diferenciados a
adipocitos y de PCRpf. Se muestran los fragmentos correspondientes a la
amplificacion de GAPDH= 92 pb y AdipoQ= 215 pb. C. Representacion del gen de
AdipoQ de rata. Se especifica el transcrito generado en los corchetes y se muestran
las diferentes regiones codificantes en barras negras y el disefio del oligo inter-exdnico
utilizado para PCRpf y RT-PCR en las barras grises D. Imagen representativa de
PCRpf utilizando el nuevo disefio de oligos para el mMRNA de AdipoQ proveniente de
VI de animales tratados con sacarosa al 30% en el agua de bebida durante 4 meses.
Se muestran los fragmentos correspondientes a la amplificacion de GAPDH= 92 pb,
SERCA2= 115 pb, RyR2= 103 pb y AdipoQ= 93 pb.
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7.6 Presencia de un sistema local de adiponectina en corazén que se altera
durante el SM

Una vez que se determind que efectivamente la adiponectina se expresa
localmente en VI, procedimos a cuantificar los niveles de mRNA de esta citocina
y la cantidad de dicha proteina en VI encontrando que en muestras provenientes
de hembras se observé una disminucion en los niveles de mRNA de 11 veces
respecto a sus controles, desde los 2 meses de tratamiento, tendencia que se
mantuvo hasta los 6 meses. En el caso de los machos, a los 2 meses se
encontraron valores 17 veces mas altos en los niveles de mRNA de AdipoQ en
muestras provenientes de animales que recibieron sacarosa. Sin embargo, a los 4
meses los niveles de MRNA de Adipo Q disminuyeron abruptamente un 58% (fig.
27A). A nivel de expresion de proteina, evaluada por la técnica de Western Blots,
en las muestras de las hembras se mantuvo la tendencia observada en los niveles
de mRNA; sin embargo, en el caso de los machos los niveles de expresion
proteica de AdipoQ fueron muy estables en los tiempos evaluados y no se reflejé
el aumento observado en los niveles de mRNA a los 2 meses de tratamiento (fig.
27B).

Resulté evidente que la relacion en cuanto a los niveles de mRNA y proteina de
adiponectina de corazon difiere considerablemente de los niveles que se expresan
en los adipocitos y que se reflejan en la AdipoQ que se encuentran circulando
(figs. 21D y 22D). Dicha discrepancia nos permitié evidenciar la existencia de un
sistema local de adiponectina en corazon que, al parecer es independiente de los
niveles circulantes de esta citocina, tal como se ha reportado en otros modelos
(Skurk, et al 2006). De acuerdo a los resultados obtenidos, tal sistema local de
adiponectina en corazén es afectado mayormente en las hembras al desarrollarse

el SM que en los machos.
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Figura 27. Niveles de mRNA y expresion de la proteina AdipoQ en VI de ratas
machos y hembras que recibieron sacarosa al 30% en el agua de bebida durante
2,4y 6 meses. A. Expresion relativa del mMRNA de AdipoQ en VI de corazén evaluada
por RT-PCR. B. Expresion relativa de la proteina AdipoQ en homogenados de VI de
corazon evaluada por Western Blot. Los datos se expresan como el promedio £ error
estandar. Los valores de n para cada medicion estan representados por los nimeros
en cada barra. *P<0.05 respecto a su control, # P<0.05 respecto al otro género en el
mismo periodo.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se observdé como emergen las diferentes caracteristicas
del SM en relacion al tiempo de tratamiento y como se diferencia dicha progresion
respecto al género. Inicialmente se observan cambios en el peso corporal, pero en
Su mayoria éstos no son significativos entre los grupos control y SM, a pesar de
los aumentos en la acumulacién de grasa visceral. Dicho comportamiento ya se
habia observado en este modelo (Cardenas, et al 2006). En relacion al género, el
aumento en la acumulacion de grasa visceral es evidente en ambos, pero se
presenta con mayor contundencia en los machos quienes tienen mayor tendencia
a acumular tejido adiposo en la zona intra-abdominal respecto a las hembras,
cuyos depositos de grasa se distribuyen principalmente en la parte baja de su
cuerpo mientras que en la zona abdominal la acumulacion se encuentra casi por
completo en la regién subcutdnea (Pedersen, et al 2004). Los cambios de peso
parecen no alterar el crecimiento normal del corazon, salvo en las etapas iniciales,
donde los machos de 2 meses muestran indicios de hipertrofia al evidenciarse que
el tamafio del corazén es menor y el del VI mayor respecto a los controles
Posteriormente el corazon y el VI van aumentando de tamafio paulatinamente,
estos resultados contrastan con la hipertrofia que se esperaba como respuesta al
incremento del gasto cardiaco y del volumen sanguineo para cubrir las demandas
metabdlicas (Wong, et al 2004). Por otro lado, en las hembras es mas dificil
inducir hipertrofia e insuficiencia cardiaca (Douglas, et al 1998) esto se comprob6
en nuestro modelo donde el tamafio del corazon y del VI no cambian de forma

significativa en los periodos evaluados.

Consecuentemente a la mayor acumulacion de grasa visceral, otra de las
primeras caracteristicas del SM en manifestarse tanto en machos como en
hembras es la hipertrigliceridemia, que esta relacionada al consumo caldrico de
cada grupo ya que al determinarse este parametro no se encontraron diferencias
significativas en las kilocalorias consumidas por dia entre los grupos (datos no

mostrados); no obstante, el aporte calérico de los grupos de SM se debia casi
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exclusivamente al consumo de agua con sacarosa al 30% y el consumo de
alimento sélido disminuy6 de forma importante (datos no mostrados). Entonces, el
exceso en la ingesta de carbohidratos lleva a la formacién de &cido fosfatidico a
partir de dihidroxiacetona fosfato proveniente de la glucolisis, lo que resulta en la
sintesis exacerbada de triglicéridos que se almacenan en los adipocitos,
contribuyendo en el incremento de la circunferencia abdominal y del peso. Se
esperaban disminuciones en los niveles de HDL de forma paulatina, por el
aumento de la sintesis hepatica de lipoproteinas de baja densidad LDL, en
respuesta a los aumentos de triglicéridos (Ros, et al 2006); sin embargo, en los

periodos estudiados no se encontraron diferencias importantes.

Aungue no se evidenciaron valores de glucosa mas altos en los grupos de
SM como se podria esperar; en diferentes estudios en ratas (Cardenas, et al 2006;
Dutta, et al 2001) se ha mostrado que los valores de insulina si aumentan de
forma importante, puesto que en las etapas tempranas del SM no se encuentran
altas concentraciones de glucosa en sangre ya que inicialmente el organismo
genera un aumento en la produccién de insulina para responder al alto consumo
de glucosa, entrando en un estado de hiperinsulinemia compensatoria que al

establecerse el SM resulta en resistencia a insulina (Toida, et al 1996).

La insuficiencia cardiaca se considera una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad dentro de los que padecen el SM (Gimeno, et al 2004). Asi
mismo se ha encontrado que las alteraciones en la regulacién de Ca?* en miocitos
estdn asociado al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y que dichos
cambios en la funcionalidad estan asociados con alteraciones en la expresion y/o
la actividad de las proteinas reguladoras de Ca?* (Bers, 2014). Por tal razén
evaluamos los cambios del RyR2 en el progreso del SM, sin encontrar cambios
significativos en los niveles de mRNA expresion proteica y cantidad funcional de
RyR2 a los 2 y 4 meses de tratamiento. Sin embargo, en muestras de VI de
corazbn de machos de 6 meses de tratamiento, encontramos un aumento

significativo en la unién especifica de [*HJrianodina, resultado que no es
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consistente con lo encontrado por Dincer (2006) en un modelo de perros
alimentados con una dieta alta en grasa, ni por lo reportado por Paulina Barrera
(Barrera, 2011). Esto se podria explicar debido a que en ambos trabajos, se
utilizaron preparaciones enriquecidas en RS para la determinacion de los RyRs
funcionales, mientras que en el presente estudio utilizamos homogenados totales
de VI, que no fueron sometidos a una serie de centrifugaciones diferenciales, que
podrian separar diferentes poblaciones de microsomas. No obstante, en diversos
estudios ya se ha reportado como el aumento en el estrés oxidativo, que es uno
de los efectos del SM, esta asociado a la activacion de RyR2 por un cambio
conformacional generado por la nitrosilacion de un residuo cisteina, seguido de la
trans-nitrosilacion de otros grupos tiol (Oda, et al 2015; Stoyanovsky, et al 1997),
lo cual puede explicar el aumento en la actividad funcional del RyR2 observado en

los machos después de 6 meses de tratamiento.

Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el SM genera la
activacion croénica del sistema nervioso simpéatico lo que favorece un aumento en
la fosforilacibn mediada por PKA en el residuo de Ser2809 del RyR, lo que
conlleva al desarrollo de arritmias ventriculares letales, contracciones alteradas e
insuficiencia cardiaca (Dincer, 2012); sin embargo, datos de nuestro laboratorio
han mostrado que no hay cambios significativos en la fosforilacién de la Ser2809
en microsomas de VI de ratas macho de 6 meses de tratamiento (Barrera, 2011).
Es muy importante aclarar que existen muy pocas publicaciones que hayan
estudiado el efecto del SM en la funcién y expresion del RyR2, de ahi que
nuestros datos sean relevantes, debido a que es la primera vez que en este
modelo experimental se estudia detalladamente la expresién y actividad funcional
del RyR2. Respecto al género, en estudios previos se ha demostrado que hay
expresion diferenciada de esta proteina dependiendo del género (Chu, et al 2005),
asi en un modelo de ratas Sprague-Dawley se encontr6 que las hembras
presentan 35% mas de proteina RyR que los machos en condiciones control, no
obstante, esta ventaja parece no representar mayor fuerza muscular o diferencias

a nivel funcional, puesto que no se han encontrado diferencias en la sensibilidad a
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la sefial de Ca?* del receptor ni en la carga del RS entre un género y el otro
(Schwertz, et al 2004: Chen, et al 2003). En nuestros resultados no vemos
diferencias en los RyR2 funcionales entre machos y hembras en condiciones de
SM, y aunque no observamos diferencias significativas en la expresion del mRNA
de RyR si se puede observar una tendencia en las hembras a presentar niveles de

MRNA mas altos que los de los machos.

Los estudios en relacion con la proteina SERCA2 y sus alteraciones en el
SM son mas extensos, diversos estudios en animales bajo una dieta alta en
sacarosa muestran que la disfuncién diastélica est4 asociada con alteraciones en
el acoplamiento excitacion-contraccion y especificamente con variaciones en
SERCAZ2a relacionadas con su actividad mas no con su expresion génica (Wold,
et al 2005) ni cantidad relativa, lo cual se conserva en machos y hembras (Chu, et
al 2005) como pudimos corroborar en nuestros resultados donde no evidenciamos
cambios significativos en los niveles del mRNA relacionadas con el tratamiento ni

con el género.

No obstante en otros modelos de disfuncion cardiaca se ha visto que si hay
variaciones en la regulacién de [Ca?*]i por SERCA relativas al género. En ciertas
patologias, los machos presentan disminucion en la fosforilacién en Serl6 de la
proteina reguladora fosfolamban (PLB), lo que aumenta la inhibicion de SERCA
que se refleja en aumentos en la ECso de la recaptura de Ca?* del RS (Dash, et al
2001). Esto puede explicar la caida en la actividad enzimatica de SERCA2 que
observamos en los machos del grupo de SM a partir de los 4 meses. De ahi la
importancia de analizar en un futuro, el nivel de fosforilacion de PLB en este

modelo experimental.

Respecto a las hembras, en un modelo de SM inducido con fructosa se
observd que en etapas tempranas, el SM altera la funcién de SERCA2 pero que
posteriormente esto se previene por una regulacién positiva de la bomba por

cambios en la fosforilacion de PLB (Miklés, et al 2012) incrementando la actividad
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de SERCA, lo cual puede estar relacionado con nuestros resultados en hembras
en los que se identificé que la actividad cae desde los 2 meses pero a partir de los
4 meses ésta se recupera. Ademas se ha encontrado que las hormonas sexuales
femeninas juegan un papel importante en la regulacién de la recaptura de Ca?* del
RS ya que el suplemento a ratas ovarectomizadas con estrégeno y progesterona
fue igual de efectivo en prevenir el dafio cardiaco. Es importante aclarar que la
regulacion de estas hormonas no es directa sobre la proteina, puesto que no hay
elementos de respuesta a estrégenos o progesterona encontrados en la region
regulatoria o en el gen completo de SERCA de humanos (Zarain, et al 2002), asi
que la regulacion podria estar relacionada con eventos de trans-activacién sobre
factores de transcripcion o efectos sobre otra proteina que después repercuten en
SERCA (Bupha-Intr, et al., 2006).

En nuestros resultados observamos que las hembras a los 4 y 6 meses,
tienden a mostrar niveles de expresion proteica de SERCA2a mayores respecto a
los machos, aun cuando los niveles del mRNA no muestran diferencias
significativas. Este contraste puede ser explicado por lo planteado por Moshal y
colaboradores (2014) en su estudio realizado en cardiomiocitos de conejo, donde
encontraron que la progesterona aumenta la cantidad de SERCAZ2a a traves de la
disminucién de la ubiquitinizacion de esta proteina evitando su degradacién, por
ende consideramos que las hormonas femeninas de las hembras representan una
ventaja sobre los machos, que les ayuda a acumular mayores cantidades de la
bomba SERCA que permiten responder al dafio generado por el consumo de

azucar para restablecer la actividad ATPasa.

Otro factor determinante que puede estar involucrado en los cambios en la
actividad de la proteina SERCA, es la produccion exacerbada de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que es un estado caracteristico en el SM que se
relaciona con practicamente todas sus caracteristicas como el aumento en los
triglicéridos, que favorece la lipo-peroxidacion y el estrés oxidativo (El-Hafidi, et al

1997). Por ejemplo, los cardiomiocitos de ratas con SM muestran mayor
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produccion de ROS ademas de remocién de Ca?* citoplasmatico reducido, que se
asocia con una disminuciéon en la recaptura de Ca?" por un aumento en la
oxidacion de SERCA2a (Balderas, et al 2013), que puede sufrir cambios
estructurales ocasionados por modificaciones post-traduccionales oxidativas
(OPTMSs) que inhiben su actividad (Lancel, et al 2010).

Teniendo en cuenta que la adiponectina se ha relacionado extensamente
con la proteccion de la funcion cardiaca y una de las vias por las que ejerce este
efecto involucra la disminucion del estrés oxidativo, consideramos estudiar la
relacion entre la disminucion en la actividad de la bomba SERCA y la adiponectina
ya que en el trabajo de Boddu y colaboradores (2014) el tratamiento con esta
proteina disminuye la expresién de genes asociados al estrés del RS al tiempo
que aumenta la expresién de SERCA2a en cardiomioblastos H9C2 (Boddu, et al
2014). Se ha encontrado que el aumento en triglicéridos altera el manejo de Ca%*y
la contraccion en cardiomiocitos de rata a través de un mecanismo dependiente de
ROS que disminuye la actividad de SERCA2a y que al atenuar el estrés oxidativo
por el tratamiento con adiponectina se normaliza su actividad (Guo, et al 2013). De
hecho en el SM, el estrés oxidativo asociado inhibe la expresién de adiponectina
(Furukawa, et al 2004), lo cual se comprobdé indirectamente en nuestro trabajo, ya
gue tanto en machos como en hembras de los grupos de SM, se evidenciaron
niveles de expresion de adiponectina en corazon por debajo de los controles. En
los ensayos de Western Blot de adiponectina detectamos solo una banda
alrededor de los 60 kDa; teniendo en cuenta que cada mondmero de esta proteina
pesa alrededor de 30 kDa, lo que detectamos corresponde al dimero que aunque
no es una de las isoformas caracteristicas de adiponectina, si es un producto de la
desnaturalizacion por calor de la forma oligomérica HMW (Tsao, et al 2003), la
cual es la mas activa en el plasma y que se encuentra asociada por la relacion
HMW/ adiponectina total con el SM y otras patologias (Hara, et al 2006).
Justamente se ha encontrado que dicha relacion es un factor importante en las

diferencias observadas entre machos y hembras, ya que se asocia a los niveles de

60



testosterona y de nivel de globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) (Yasui,
et al 2007).

Por otro lado, considerando que los niveles de adiponectina en sangre
presentan una relacion inversa con las concentraciones de triglicéridos, al facilitar
la oxidacion de &acidos grasos en higado y musculo y ademés estimular la
utilizacion de glucosa en musculo (Kozlowska, et al 2006), esperabamos bajas
concentraciones de adiponectina en los grupos de SM como ya se han reportado
en modelos de diabetes mellitus tipo 2 (Li, et al 2014); sin embargo, en nuestro
modelo no encontramos disminuciones significativas entre los grupos control y SM
en ninguno de los géneros en las concentraciones de adiponectina circulantes,
pero en favor de nuestro trabajo, debemos mencionar que en otros reportes
también se han encontrado altos niveles circulantes de esta proteina, como en un
modelo de insuficiencia cardiaca, lo que se cree que esta relacionado con un
efecto compensatorio para reestablecer la homeostasis metabdlica, el cual es
generado por los péptidos natriuréticos que favorecen la produccion de

adiponectina en los adipocitos via cGMP (Tsukamoto, et al 2009).

Lo anterior sugiere que los niveles de adiponectina circulante se recuperan
para favorecer la actividad cardiaca, entonces ¢,por qué se ve afectada la funcién
cardiaca en el SM? La respuesta parece estar relacionada con la produccién local
de adiponectina y sus receptores en corazén, que ha sido recientemente
estudiada (Pifieiro, et al 2005) y nuestros resultados lo confirman. En nuestro
modelo experimental, los niveles de mMRNA de adiponectina local disminuyen
dramaticamente desde los 2 meses de tratamiento en el caso de las hembras y
desde los 4 meses en los machos. La expresion local de esta citocina tiene
relacion con lo reportado en diferentes trabajos (Caselli, et al 2012; Skurk, et al
2008) que aseguran que existe un sistema de adiponectina cardiaco, regulado
independientemente de los niveles séricos de adiponectina y de TNFa, el cual
responde a un mecanismo auto/paracrino y que esta desregulado cuando se

presenta insuficiencia cardiaca. Un hallazgo importante en nuestro trabajo al
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probar dos oligos diferentes para amplificar a AdipoQ, fue encontrar diferencias
precisamente entre la adiponectina secretada por adipocitos y la que se expresa
de forma local en el corazén, lo cual nos permite plantear que hay diferencias
estructurales que son importantes para el sistema local de adiponectina y su
actividad cardioprotectora; no obstante resultaria de gran importancia
complementar estos resultados en un futuro con otros ensayos para comprobar

dicha hipotesis.
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9. CONCLUSIONES

* Las caracteristicas corporales y bioquimicas del SM se manifiestan primero

y con mas contundencia en los machos que en las hembras.

* Durante el desarrollo del SM se presentan cambios en actividad funcional
de los RyR2 du(nicamente en los machos después de 6 meses de
tratamiento; no obstante dicho comportamiento no se relaciona con la
expresion ni con la cantidad de RyR2 activos tanto en machos como en

hembras.

* La actividad ATPasa de la bomba SERCA2 disminuye en los machos a
partir de los 4 meses de tratamiento, en un comportamiento que no esta

asociado a cambios en la expresion de la proteina.

* La actividad ATPasa de la bomba SERCA2 disminuye en las hembras
desde los 2 meses de tratamiento y en un comportamiento no esperado, se
recupera a partir de los 4 meses lo que se relaciona con mayores

cantidades de esta proteina.

» Las disminuciones en la actividad de ATPasa de SERCAZ2 parecen estar
relacionadas con alteraciones en el sistema local de adiponectina, lo que es

de relevancia y podria deberse a un aumento en la oxidacion de SERCAZ2.

* Nuestros datos sugieren que las hembras recuperan y conservan su funcién
cardiaca por un mecanismo relacionado con las hormonas sexuales como
la progesterona, que ofrece proteccién al disminuir la degradacién de la
bomba SERCAZ.
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10. PERSPECTIVAS

+ Determinar la secuencia del mMRNA de la adiponectina que se expresa en
corazén, para alinearla con el mensajero de adiponectina de adipocitos e
identificar las posibles diferencias.

* Evaluar los niveles de estrés oxidativo en cardiomiocitos de animales
tratados con sacarosa al 30%.

» Evaluar la expresion y la localizacion de AdipoR1 y AdipoR2 en el musculo
cardiaco.

* Evaluar la participacion de fosfolamban como parte de la regulacion
ejercida por adiponectina a la bomba SERCAZ.

* Trabajar con un modelo de ratas hembra ovarectomizadas para establecer
la posible participacion de las hormonas femeninas como progesterona en

la proteccién de la actividad de SERCA cardiaca.
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