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Abreviaturas

DVI = Diametro del ventriculo izquierdo

PPVI = Pared posterior del ventriculo izquierdo

MVI = Masa ventricular izquierda

VS = Volumen sistolico

VDF = Volumen diastdlico final del ventriculo izquierdo
VI = Ventriculo izquierdo

E = Llenado temprano del ventriculo izquierdo

PI3K = Fosfatidilinositol 3 Quinasa

AKT = Proteina Quinasa B

mTOR = Diana de rapamicina en mamiferos

CICR = Liberacion de calcio inducida por calcio
RYR = Receptor de rianodina

LTCC = Canal de calcio tipo L

SERCA = Calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico
RS = Reticulo sarcoplasmico

NCX = Intercambiador Sodio/Calcio

DTs = Diametro telesistolico

DTd = Diametro telediastolico

FC = Frecuencia cardiaca

FAS = Fraccién de acortamiento sistolico



Resumen

El entrenamiento fisico es definido como un adiestramiento que conlleva a
una mejora del rendimiento fisico y, de esta forma, genera adaptaciones en gran
parte de los tejidos del organismo, siendo la hipertrofia cardiaca fisiolégica uno de
las mas notables. Este tipo de proceso ocurre en deportistas sometidos a grandes
volumenes de entrenamiento y genera modificaciones tanto estructurales como
funcionales. Entre ellas, la mejora en la contractilidad cardiaca es uno de los
parametros mas estudiados y que mayor relevancia tiene en sujetos deportistas. En
sujetos normales, la contractilidad del corazén esta intimamente regulada por el
manejo del calcio intracelular y por su unién al complejo de las troponinas, por lo que
es esperable que un gran volumen de entrenamiento genere una alteracion en los
sistemas regulatorios del calcio para mejorar la eficiencia de este 6rgano. Segun los
resultados obtenidos en este estudio, mediante ecocardiografia e histologia, se pudo
comprobar que el corazdn de ratas entrenadas presentaba adaptaciones funcionales
y estructurales que mejoran la funcion de la bomba. Ademas, existe un aumento en
la expresion proteica del Ca,1.2, NCX, SERCA y PLB fosforilado en treonina,
ademas de un aumento en la extrusion Ca?* mediante NCX, junto con una
disminucion de liberacion de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico al compararlo con
la liberacién estimulada por cafeina. Es por esto que los cambios observados a nivel
molecular podrian reflejar un estado de maxima eficiencia, que es totalmente
opuesta a un proceso patoldgico, el cual lleva a la células cardiacas a disfuncion y
apoptosis. El analisis de todos estos parametros nos proporcioné algunas claves
para entender el efecto del ejercicio en la homeostasis del Ca?* en cardiomiocitos de

ratas.



Abstract

The chronic physical exercise is defined as a training that leads to an
improvement of the physical performance and, in this way, it generates adaptations
in a large part of the tissues of the organism, being the physiological cardiac
hypertrophy one of the most remarkable. This process occurs in athletes subjected to
large volumes of training and generates both structural and functional modifications.
Among them, the improvement in cardiac contractility is one of the most studied
parameters and that has greater relevance in sports subjects. In normal subjects, the
contractility of the heart is closely regulated by intracellular calcium handling and by
its binding to the troponin complex, so it is expected that a large volume of training
will generate an alteration in the calcium regulatory systems to improve the efficiency
of the body. According to the results obtained in this study, using echocardiography
and histology, it was found that the heart of trained rats presented functional and
structural adaptations that improve the pump function. Also, there is an increase in
protein expression of Ca,1.2, NCX, SERCA and phosphorylated PLB in threonine, in
addition to an increase in Ca*" extrusion by NCX, together with a decrease in Ca*
release from the reticulum sarcoplasmic when compared to the release stimulated by
caffeine. This is why the changes observed at the molecular level could reflect a
state of maximum efficiency, which is totally opposite to a pathological process,
which leads the heart cells to dysfunction and apoptosis. The analysis of all these
parameters gave us some clues to understand the effect of exercise on Ca?®'

homeostasis in rat cardiomyocytes.



. Introducciodn

1.1 Hipertrofia cardiaca patolégica y fisiolégica

El proceso de hipertrofia comienza como producto de una respuesta
compensatoria que intenta optimizar el estrés biomecanico necesario para
normalizar la funcién de la bomba cardiaca. Este evento puede tener lugar tanto
gracias a factores extrinsecos, como hipertension arterial, valvulopatias, infarto al
miocardio y ejercicio fisico, como a factores intrinsecos, por ejemplo, la
cardiomiopatia hipertrofica familiar (1). Esta idea del cambio morfologico fue
posteriormente reforzada con estudios de funcionalidad cardiaca, y se determino
que el corazon puede presentar, ante distintos estimulos, tanto una hipertrofia
patolégica como fisioldgica, y puede afectar desde una camara hasta el corazén
completo y, a su vez, puede eventualmente inducir a una cardiomiopatia dilatada, a

arritmia, fibrosis, insuficiencia cardiaca, y/o a una enfermedad coronaria (2).

El proceso patoldgico de crecimiento cardiaco puede ocurrir de al menos dos
formas: la primera es llamada hipertrofia concéntrica, la cual es producida por una
sobrecarga de presidon la que conlleva a un aumento en el ancho de los
cardiomiocitos por sobre el aumento en su largo. La segunda es denominada
hipertrofia excéntrica y es producto de una sobrecarga de volumen, en la cual el
incremento en el largo de los cardiomiocitos es mayor que en su ancho (3). Este
proceso de crecimiento, ya sea por hipertrofia concéntrica o excéntrica, en ultima
instancia, lleva a una activacion de genes de expresion rapida (c-jun, c-fos, c-myc) y
de genes fetales como ANP y la cadena pesada de f3 -miosina (3 -MHC), los cuales
son considerados marcadores de hipertrofia patologica (4).

Existen una gran cantidad de factores extracelulares y vias de sefalizacion
que intervienen en el desarrollo de la hipertrofia patoldgica y fisiologica. El primero
de estos es iniciado por estimulos neuro-hormonales tales como angiotensina-2,
endotelina 1 y adrenalina, los cuales inducen un aumento del gasto cardiaco y

mejoran la funcion de la bomba (5). La via central en el desarrollo de hipertrofia



patologica es la iniciada con agonistas adrenérgicos, los cuales mediante receptores
acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés), producen la activacién de
la proteina Gqg activando a la fosfolipasa C (PLC) que a su vez hidroliza a
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2, por sus siglas en inglés). Esto va a generar 2
productos: inositol 1,4,5 trifosfato (IP3, por sus siglas en inglés), el cual va a
aumentar el Ca?* intracelular debido a la movilizacion desde organelos intracelulares,
y diacilglicerol (DAG) el cual activa a la proteina quinasa C (PKC, por sus siglas en
inglés) y que es un importante factor para la generacion de hipertrofia cardiaca
concéntrica (6). La via calcineurina-NFAT es una de las vias mas estudiadas de
desarrollo de hipertrofia maladaptativa (patoldgica); calcineurina, es una fosfatasa
dependiente de calmodulina, que desfosforila a NFAT permitiendo la translocacién
de este ultimo al nucleo (7), siendo este proceso comandado Unicamente por
elevaciones sustanciales del calcio intracelular (8), producidos por ejemplo por el
aumento de IP3 ante una estimulacion adrenérgica sostenida.

Por otro lado, al hablar de hipertrofia cardiaca fisioldgica, Giovanni Lancisi
(1654 - 1720), el cual es llamado el padre de la cardiologia, y a Jean Nicolas
Corvirsart (1755 - 1821), fueron los primeros quienes atribuyeron el crecimiento
cardiaco al entrenamiento fisico (9, 10). Luego, con la evidencia obtenida en los
siglos posteriores mediante fonocardiografia, electrocardiografia y ecocardiografia,
comenzd a asociarse, ya a partir de los primeros estudios de Morganroth (11), el
término “corazén de atleta” a aquellos corazones que presentaban una hipertrofia
exceéntrica del ventriculo izquierdo (VI), la cual estaba reflejada en un aumento en la
dimensidn y en la masa de esta cavidad, con cambios menores en el grosor de la

pared.

Los mecanismos que explican el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
fisiologica difieren, en gran medida, de aquellos involucrados en procesos
patolégicos, como ha sido demostrado en los estudios de McMullen y cols., en
donde es sugerido que la proteina fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) juega un rol

importante en la induccién de la hipertrofia cardiaca fisiolégica pero no de la



patolégica (12). En este sentido, ha sido demostrado que la practica de ejercicio
fisico regular produce un aumento agudo del factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), siendo estas respuestas influenciadas por la intensidad del ejercicio
(13); de esta forma, se postula la existencia de una via de sefalizacion implicada en
la hipertrofia cardiaca fisiolégica, la cual incluiria la via de la proteina quinasa B
(AKT) y la diana de rapamicina en mamiferos (MTOR por sus siglas en inglés)
siendo esta via activada por el ejercicio, tanto de intensidad moderada como de alta
intensidad. Asi, la via sugerida que promueve la adaptacidon cardiaca comienza con
la activacién del receptor de IGF, el cual una vez activo induce la activacion de
PI3K/AKT y posteriormente mTOR, aumentando la actividad ribosomal y la tasa de

sintesis proteica, mediante la fosforilacion de la proteina ribosomal S6 (14).
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Figura 1. Via de senalizacion involucrada en la hipertrofia cardiaca fisiolégica.
El aumento agudo del factor de crecimiento similar a la insulina produce una activacion, via
receptor de tirosina quinasa, de la proteina fosfatidilinositol 3 quinasa (P13k), la cual a su vez

fosforila a la proteina quinasa B (AKT), liberando a mTOR de su complejo inhibitorio,



permitiendo la fosforilacion S6K1 y de p70S6K, los cuales a su vez fosforilan a la proteina

ribosomal S6 produciendo un aumento en la sintesis proteica.

Ademas, ha sido determinado que el ejercicio fisico promueve la produccion
de oxido nitrico (NO, por sus siglas en inglés), tanto en el endotelio vascular del
musculo esquelético (15), como en el musculo cardiaco (16); NO estimula la
formacion de cGMP, (17) y éste actua, fundamentalmente, sobre la proteina quinasa
1 (PKG-1), la que a su vez reduce la translocacion de NFAT hacia el nucleo,
inhibiendo asi la hipertrofia patologica. Cabe destacar que las adaptaciones
producidas por el ejercicio estan basadas en la intermitencia de éste, es decir, en el
lapso de tiempo que transcurre entre la fatiga inducida por el entrenamiento, y su
posterior recuperacion, lo que permite que existan incrementos temporales de
proteinas involucradas en la sefializacién de la hipertrofia fisioldgica, como Akt e IGF
(patron de expresion “pulsatil’). La importancia de estos cambios temporales de
expresion fue evidenciada en un estudio, en donde la sobreexpresion constitutiva de
AKT produjo, a lo largo del tiempo, una disfuncion cardiaca, demostrando que el
factor causal de la hipertrofia fisiologica no es el aumento en la expresion de esta

proteina, sino su cambio en el tiempo (18).

Desde la década de 1960, diferentes modelos de entrenamiento han sido
desarrollados en mamiferos cuadrupedos, en los que, dependiendo del modelo de
entrenamiento utilizado, el tipo de adaptacion cardiaca difiere. Es asi como Van
Liere y Cols., en el afo 1957, determinaron que, en ratas sometidas a un
entrenamiento periddico por 2 horas diarias, era producida una hipertrofia cardiaca
al comparar estos animales con ratas no entrenadas (19). Estas adaptaciones fueron
reafirmadas por posteriores estudios (20, 21, 22), en los que fue evaluado
principalmente el peso de corazéon. Al hablar de resultados ecocardiograficos,
mediante un entrenamiento de nado de gran volumen, el estudio de Radovits y cols.
demostré un aumento en el grosor de la pared, asi como también, en el indice de
masa total del VI en ratas entrenadas al compararlas con las controles (23). Estas

adaptaciones en humanos estan descritas ampliamente en la literatura cientifica



actual, pero tienen su origen en los trabajos de DeMaria y Cols. en el ano 1978, en
donde, mediante ecocardiografia fue determinado que los sujetos sometidos a
entrenamiento fisico peridodico desarrollaban un aumento en el diametro
telediastolico (DTd), el que corresponde al diametro ventricular maximo en diastole.
Ademas encontraron un engrosamiento en la pared posterior del ventriculo izquierdo
(PPVI) asi como un aumento de la masa ventricular izquierda estimada (MVI) (24).
Estos hallazgos fueron corroborados posteriormente y revisados por Peronnet y
Cols. quienes concluyeron ademas que (a) atletas de élite presentan un tamarno
aumentado en el DVI, (b) el grosor de la pared ventricular es mayor en los atletas
involucrados en deportes de ejercicio estatico y (c) los atletas involucrados en

ejercicios de resistencia cardiorrespiratoria presentan un aumento en el DVI (25).

Estos cambios adaptativos documentados, tanto en animales como en
humanos, incluyen una bradicardia de reposo y submaximal (26, 27), un aumento
del volumen atrial izquierdo, un aumento del grosor del VI y ventriculo derecho (VD),
un aumento en los diametros diastolicos izquierdo y derecho, y una mejora en el
volumen sistolico de los VD y VI (28). Generalmente es dado por entendido,
mediante la Ley de Frank-Starling (29), que el aumento del volumen sistolico (VS) en
sujetos entrenados esta asociado, casi siempre, con un aumento en el volumen
diastdlico final del ventriculo izquierdo (VDFVI). En este estado de entrenamiento, el
aumento del VDFVI puede ser adquirido mediante diversos mecanismos, los que
incluyen el aumento de la distensibilidad del miocardio, el aumento en la presion final
de la diastole, y un aumento en la dimension del VI, secundaria a un crecimiento de
las células cardiacas (30, 31). A estas adaptaciones referentes a la funcion diastdlica
de los deportista debe afiadirse que éstos presentan un llenado temprano mejorado
del VI, representado con un aumento en la velocidad de la onda E, la cual
corresponde al llenado dependiente tanto del retorno venoso como de la distension
pasiva del ventriculo izquierdo, y con una casi ausencia de la onda A (32), la cual
esta relacionada con la contraccion auricular. Esta funcion diastdlica eficientemente

mejorada en atletas de élite permite que el VI pueda relajarse, brevemente, durante



frecuencias cardiacas elevadas, preservando asi el VS. Esta caracteristica,
evaluada mediante ecocardiografia, es crucial para diferenciar un remodelamiento

cardiaco adaptativo de uno patoldgico (33).

1.2 Tension y sensibilidad a Ca*

Numerosos estudios han determinado que el ejercicio fisico, realizado de
forma periddica, permite un incremento en la funcion contractil del miocardio
ventricular tanto en humanos como en modelos animales. Es asi como Russel y
cols., determinaron que, en las dinamicas de acortamiento en células aisladas de
corazones de ratas entrenadas sometidas a un estimulo eléctrico, no soélo
presentaban un tamafo celular mayor sino también una fuerza de acortamiento
mejorada (34). Asociado a lo anterior, también ha sido observado que las curvas de
tension, en estiramiento activo de musculos papilares de ratas entrenadas, eran
mayores presentando una maxima tension a la distancia de acortamiento 6ptimo de

mas del 37%, al compararlas a las de los controles (35).

Ademas, es sabido que la tension sensible a Ca?* en musculo cardiaco es
altamente dependiente de cambios en la longitud del sarcomero; mientras mayor sea
ésta, la sensibilidad del aparato contractii a la activacion por Ca?* estara
incrementada (36). Esto podria denominarse como un mecanismo celular de la ley
de Frank-Starling, la cual describe el aumento del volumen sistélico ante un aumento

en el volumen diastdlico final.

Otro hallazgo que es importante destacar al hablar de funcion sistdlica, de
contractilidad del miocardio y de sensibilidad a Ca?*, es el estudio de Diffee del afo
2004, en donde, ademas de corroborar los resultados obtenidos por Russel y Molé
con respecto al aumento en la tensidn celular y de musculos papilares,
respectivamente, determind que en cardiomiocitos de ratas entrenadas el cambio en
la longitud del sarcomero tenia un efecto mucho mayor en la tensibn maxima y en la

tension sensible a Ca?* (37).



1.3 Acoplamiento excitacién-contraccion

Por otro lado, también ha sido descrito que el manejo del Ca?" intracelular
esta involucrado en la mejora de la funcion cardiaca explicada anteriormente (38). A
modo general, la contraccion del corazon, correspondiente al movimiento de
acortamiento de las células cardiacas durante la sistole, es inducida por un potencial
de accidon generado en las células del nédulo sino-atrial, el cual es propagado,
gracias al sistema electro-conductor, a todas las células cardiacas (39). Este
potencial de accién induce la apertura de los canales de calcio tipo L (LTCC, por sus
siglas en inglés) en respuesta a la despolarizacion de la membrana plasmatica: la
entrada de Ca?*, producto de la activacion de estos canales, da lugar a un primer
aumento del Ca?* intracelular, el cual es el punto de inicio del proceso de liberacion
de calcio inducida por calcio (CICR), en donde los receptores de rianodina (RYR)
son activados por la unién al Ca?" liberando este ion desde el reticulo sarcoplasmico
hacia el citoplasma; para que esto ocurra, es necesario que los RYR estén
localizados en areas estratégicas de la membrana del reticulo sarcoplasmico (RS)
(contiguos a los LTCC en el tubulo T del sarcolema), facilitando asi este proceso (40,
41, 42).

Esta combinacién entre el ingreso de Ca*" por los LTCC activos y el proceso
de CICR produce un aumento en la concentracion de Ca?' intracelular, lo cual
permite que éste se una a la troponina C de los miofilamentos produciendo un
cambio conformacional en su estructura, y facilitando de esta forma la interaccion
actina-miosina asi como, la creacion de puentes cruzados (43, 44). Luego, para
completar el ciclo, el relajamiento del cardiomiocito es mediado por la disminucién de
la concentracién de Ca?* en el citoplasma lo cual es producto, principalmente, de la
actividad de la bomba Calcio-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCAZ2a); esta
bomba esta encargada de capturar la mayoria del Ca*" intracelular hacia el RS,
usando la energia proveniente de la hidrdlisis del ATP para transportar 2 iones Ca?*
por cada molécula de ATP hidrolizada (45). La actividad de la SERCA2a esta



regulada por la proteina fosfolamban, la cual, en su forma desfosforilada, inhibe a la
bomba, mientras que en su estado fosforilado permite un aumento en el ingreso de
Ca?* hacia el RS, produciendo una relajacion mas rapida del cardiomiocito (46). Otra
proteina que contribuye a la disminucion de la concentracion de Ca?* intracelular es
el intercambiador sodio calcio (Na*-Ca*, NCX1), el cual remueve Ca?*, a través del
sarcolema, usando el gradiente de Na*, translocando 1 ion Ca?* por 3 iones Na* (47).
Particularmente, al hablar de corazones de ratas, el 92% del Ca?* presente en el
citoplasma durante el transitorio es removido por la bomba SERCAZ2a, el 7% por el
NCX1, mientras que el 1% restante es incorporado a la mitocondria, o removido por
la ATPasa de Ca?* de la membrana (PMCA) (48). A modo de resumen, la liberacion
de Ca* inducida por Ca?" y su transitorio son esquematizados en la figura 2.

net i
wmww%mwﬁ*-m

e
o L A
P oS

ez

Figura 2. Liberacion de Ca*" inducida por Ca*. Ante una despolarizacion de la
membrana es inducida la apertura del LTCC generando una corriente de entrada de Ca*";
este ion difundira y se unird al RYR, produciendo la liberacion masiva del Ca?* almacenado
desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma. El aumento en la concentracion de Ca?*
intracelular facilita su union al complejo de las troponinas, produciendo asi la contraccion
muscular. Los mecanismos de recaptura estan comandados por la bomba SERCA y su
proteina regulatoria PLB, ademas de las proteinas de membrana sarcoplasmaticas PMCA y
NCX.



1.4 Mecanismos que modulan la contraccién muscular

cardiaca

Como fue descrito en la seccion anterior, el Ca** es vital para que ocurra el
acoplamiento actina-miosina, el cual tiene lugar en el filamento delgado, en donde
troponina y tropomiosina actuan como una unidad reguladora manteniendo la
relajacién de la musculatura. En una contraccion muscular, la relajacion (o dicho de
otra forma, la inhibicién de la contraccion) es eliminada transitoriamente mediante la
union del Ca* a la troponina C, gracias al aumento en la concentracion
citoplasmatica de este ion generada por el CICR (49). Sin embargo, existen otros
mecanismos que regulan y mejoran la contraccion muscular cardiaca. Dos vias
principales han sido descritas como las encargadas de regular la fuerza de la
contraccién cardiaca, ya sea mejorando el manejo del Ca®", o alterando los

mecanismos contractiles del cardiomiocito (50).

En referencia a la primera de estas vias, como fue mencionado
anteriormente, el fosfolamban es un inhibidor de la SERCA2a en su forma no
fosforilada, pero en su estado fosforilado aumenta significativamente la recaptacién
de Ca* mediada por esta bomba. Esta fosforilacion es mediada principalmente por
la proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico (PKA) y por CaMKIl (51). Otro
mecanismo de regulacién del Ca* intracelular es la propia cantidad de Ca* al
interior del RS; esto significa que mientras mayor sea la concentracion del i6n al
interior de este organelo, mayor sera la liberacion de Ca®" ante un estimulo Unico,
mientras que, en caso contrario, si la concentracidn dentro del RS es baja, la CICR
sera insuficiente (52, 53). Del mismo modo, ha sido reportado que la sensibilidad a
Ca?* del RYR es directamente proporcional a la cantidad de Ca®* del RS (54, 55), por
tanto, a una mayor concentracién del ion en el lumen del RS, mas sensibles seran
los RYRs al ingreso de Ca*" a través de los LTCC. Estos receptores, ademas de ser
modulados por el Ca** del RS, pueden ver incrementada su actividad gracias a la
accion de las quinasas PKA (56) y CaMKII (57).



1.5 Ejercicio fisico y mecanismos de regulacién del calcio

Desde fines del siglo XX multiples estudios han investigado los efectos del
ejercicio sobre el manejo de Ca®*" ya que éstos podrian explicar las mejoras en la
funcion miocardica y en la eficiencia hemodinamica experimentada en el ejercicio.
Es por esto que los estudios han estado enfocados en los efectos del entrenamiento,
en la funcion y composicién del sarcolema y del RS, particularmente en sus roles en

la regulacion dinamica del Ca?* (58).

Varios modelos en los que ha sido estudiada la funcién de la SERCA2a y la
relajacién ventricular han sido incapaces de demostrar una mejora en la recaptacion
de Ca* (59, 60, 61, 62). La excepcién ha sido el modelo de entrenamiento de ratas
nadadoras, donde la recaptacion aumentada de Ca®* ha sido bien documentada (63,
64, 65). Asi mismo ha sido demostrado que el ejercicio fisico aumenta la expresion
de la SERCA2a y que la mayor tasa de recaptacion de Ca?, por esta via, es de
aproximadamente un 30% mayor posterior al entrenamiento (66). En relacién a los
RYRs, Hass y cols., demostraron que el entrenamiento de nado en ratas disminuye
la cantidad de estos receptores (67). Por otra parte, en relacion al LTCC, Saborido y
Cols., no observaron diferencias significativas en la cantidad de canales al comparar
ratas ejercitadas vs ratas controles; ellos explican este resultado como una
consecuencia de que, en su protocolo de entrenamiento, el estrés cardiaco inducido
no fue suficiente para producir cambios (68). Por su parte, Tibbits y cols., detectaron
una mayor actividad del intercambiador NCX, sin un correlativo aumento en la
cantidad de esta proteina (69). EI cambio en estas proteinas, relacionadas
intrinsecamente con el manejo del Ca?* intracelular, podria explicar, la mejora en la
capacidad contractil del corazén, pero debido a la variabilidad de los protocolos de
entrenamiento (volumen, intensidad y frecuencia), no existe evidencia sélida que
demuestre cambios en la expresion del conjunto de ellas, en un corazén entrenado.
A su vez, Laughlin y cols., tampoco observaron diferencias entre los transitorios de

Ca?* (en reposo y en actividad) entre las ratas controles y las entrenadas (70), pero



los indices de efectividad del entrenamiento utilizado no fueron especificos para
obtener una adaptaciéon cardiaca (cambio en peso corporal, frecuencia cardiaca de

reposo y actividad de la enzima citrato sintasa).

Actualmente, los cambios y el cdmo es producida esta hipertrofia cardiaca
fisioldgica estan bien documentados en la literatura (71, 72), pero el rol del Ca?*, su
manejo, y su influencia en la mejora de la funcion contractil no han sido actualizados
a lo largo de los afios. Si bien la evidencia en torno a la funcion del Ca?* en la mejora
de la contraccion cardiaca es poca y contradictoria, existen 2 hipétesis que apoyan
su contribucion. La primera es que el ejercicio prolonga el plateau (fase meseta) del
potencial de accion ventricular, lo cual implica un aumento en la corriente de Ca?
durante el potencial de accién (73). La segunda hipétesis es, como fue mencionado
anteriormente, es que el ejercicio aumentaria la sensibilidad de los miofilamentos al

Ca*

Considerando los distintos mecanismos aqui expuestos, el objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de este tipo de entrenamiento en el manejo de Ca*
intracelular. Para ello fueron evaluadas, a nivel funcional y de expresion, las distintas
proteinas involucradas en el manejo y modulacion de este i6bn en la contraccion
muscular. El analisis de todos estos parametros nos proporcioné algunas claves
para entender el efecto del ejercicio en la homeostasis del Ca?* en cardiomiocitos de

ratas.



lI. Hipotesis
El entrenamiento fisico de intensidad submaxima genera una alteracion en el

manejo del calcio intracelular debido a variaciones de expresion y/o actividad de una

o varias de sus proteinas reguladoras, en cardiomiocitos de ratas adultas.

lll. Objetivo General

Determinar las diferencias en el manejo de calcio intracelular y los
mecanismos que lo regulan, entre cardiomiocitos de ratas entrenadas y de ratas

controles.

IV. Objetivos especificos

4.1 Cuantificar los marcadores de hipertrofia y funcionalidad cardiaca (mediante
ecocardiografia, razén peso-corazon/largo-tibia e histologia de corazon) de ratas

sometidas a un entrenamiento de nado periddico y de controles.

4.2 Comparar el manejo de calcio intracelular en cardiomiocitos aislados desde
corazones de ratas sometidas a un entrenamiento de nado periddico y de ratas

controles.

4.3 Comparar los cambios, a nivel de ARNm, de las proteinas encargadas del
manejo de calcio intracelular en corazones de ratas sometidas a un entrenamiento

de nado periodico y de ratas controles.

4.4 Comparar la cantidad de las distintas proteinas encargadas del manejo de calcio
intracelular en corazones de ratas sometidas a un entrenamiento de nado periddico

y de ratas controles.



V. Materiales y métodos

5.1 Aprobacién ética y modelo animal

Esta tesis fue realizada contando con la aprobacién del comité de Bioética de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y usando como modelo animal,
ratas de la cepa Sprague Dawley, las cuales una vez proporcionadas por el bioterio
de la Facultad, tuvieron un periodo de aclimatacién de 10 dias. En total fueron 12
ratas pertenecientes al grupo intervencion, es decir, las que fueron entrenadas
mediante nado submaximo progresivamente, durante 12 semanas, y otras 7 ratas

que pertenecieron al grupo control.

5.2 Protocolo de entrenamiento de nado

El protocolo de entrenamiento de nado estuvo basado en el estudio de
Radovits et al., del afno 2013, el cual establece un modelo en ratas para producir
hipertrofia cardiaca robusta. Brevemente, las ratas fueron entrenadas 5 dias a la
semana, por un periodo de 12 semanas, en donde el tiempo de la primera sesién fue
de 15 minutos, y cada 2 sesiones fueron agregados 15 minutos mas hasta un total
de 200 minutos. Este protocolo, previamente probado en nuestro laboratorio, nos
asegurdé que la intensidad de nado fuera submaxima puesto que cada sesion fue
terminada cuando las ratas aun no estaban fatigadas. El peso de cada una de ellas
fue medido cada 4 semanas. Para el entrenamiento fue construido un aparato de
nado el cual fue dividido en 4 compartimentos de 25x30 cm, con una profundidad de
50 cm cada uno, los que fueron llenados con agua de grifo a una temperatura
controlada de 30-32°C. Una vez que las ratas finalizaban su entrenamiento, eran

secadas y colocadas en sus jaulas, con agua y comida ad libitum.

Previo a la eutanasia de los animales, los parametros hemodinamicos de las
ratas (tanto control como entrenadas) fueron determinados por ecocardiografia

gracias a una colaboracion con el Dr. Juan Pedro Pefia.



5.3 Aislacion de cardiomiocitos

Los cultivos primarios de cardiomiocitos fueron generados a partir de
corazones de rata adulta (controles y entrenadas), en base al uso de una
metodologia similar al método Langendorff. Esta metodologia permite la digestion
del corazoén, previamente aislado, con una solucidn de perfusion enzimatica
conteniendo colagenasa tipo Il y proteasa tipo XIV. Una vez retirado el corazén,

previo a la extraccion de los cardiomiocitos, éste fue pesado.

Para la extraccion del corazon, la rata fue previamente anestesiada con una
solucion de ketamina + xilazina, por via intraperitoneal. Por cada 100g de peso de
rata fue utilizado un volumen de solucién de anestesia de 120cc, con una razén
entre ketamina y xilazina de 3:1. Posterior a la apertura de la cavidad abdominal, fue
inyectada una dosis de heparina por la vena cava inferior, para luego proceder a
extraer el corazon desde la cavidad toracica, depositandolo en una placa
conteniendo solucién B (buffer de fosfato salino, PBS) sobre una cama de hielo.
Inmediatamente después, el corazéon fue canulado a través de la arteria aorta y
conectado a una bomba peristaltica para proceder a una perfusion retréograda, a
37°C. El protocolo consiste en perfundir el corazén con 3 soluciones diferentes de

forma consecutiva:

1. Solucion B1: contiene una concentracion 1,2 mM Ca?*; la cual fue

perfundida por 3 min o hasta que el corazon estuviera libre de sangre.

2. Solucién B2: contiene una concentracién 50 mM Butanodiona y
carece de Ca®* (+ 5mM EGTA); la cual fue perfundida hasta que el corazén

dejara de contraerse.

3. Solucion de Digestion: solucién B1 con 2,385 U de colagenasa
tipo Il (Worthington), 0.13 mg/ml de proteasa XIV (Sigma-Aldrich), 50 mM
Butanodiona y 25 uM Ca?*; fue perfundida por 20 min, en recirculacién, para

digerir el corazén.



4. Digestion externa: finalmente el corazon fue retirado de la bomba
y cortado en pequenos trozos para luego proseguir su digestién en un vaso
precipitado con 50 uM Ca?*.La [Ca*] fue aumentada gradualmente hasta 2
mM Ca?.

El tejido sobrante fue disgregado pasandolo a través de una pipeta Pasteur
de plastico con la boquilla cortada. Finalmente, el remanente del corazon fue filtrado
usando un filtro de 500 um aproximadamente y dejado reposar por 10 min; dado el
tamano de los cardiomiocitos adultos, aquellos en condiciones viables tendian a
precipitar por gravedad, dejando las células muertas y otros tipos celulares en el

sobrenadante.

Los cardiomiocitos en buenas condiciones, es decir que al observarlos
mediante el microscopio estaban birrefringentes, fueron sembrados en las placas de
trabajo pre-tratadas durante 16 horas con laminina (10 ug/mL preparada en PBS

estéril), por 2 horas, hasta ser usados para experimentacion (74).

5.4 Medicion de calcio intracelular

Con el fin de determinar el cambio del Ca?* intracelular durante el ciclo de
contraccion y relajacion, los cardiomiocitos, previamente sembrados sobre
cubre-objetos cubiertos con laminina, fueron incubados con la sonda afin a Ca?* Fluo
4 AM (1 uM, Molecular Probes) por 90 min, y a 37° C, para luego mantenerlos en
una solucion Hank’s con 2 mM Ca?". Posteriormente, los cubre-objetos conteniendo
las células cargadas con la sonda fueron montados en un microscopio invertido
(Olympus 1X-81, UPLFLN 40 XO 40x x/1.3 objetivo de inmersion en aceite). Los
experimentos fueron realizados en una camara de perfusion (RC-27NE Warner
Instruments) con un dador de pulso externo fijjado entre 6 y 8 V, de 2 ms de
duracion, y con una frecuencia de 0,2 Hz durante un total de 120 segundos. La
sonda Fluo 4 fue excitada, a 494 nm y la fluorescencia emitida, filtrada a 510 nm, la
cual fue recolectada con una frecuencia de 12 Hz, usando una camara sCMOS

(pco-EDGE). Para cada experimento la sefal fue grabada, y la intensidad de fondo



sustraida, usando una region de interés (ROI) ubicada fuera de las células. Pasado
los 120 segundos, la solucién externa fue reemplazada por una solucion sin Ca?*
externo (5 mM EGTA) y el estimulo eléctrico fue suspendido. Finalmente, se
agregaron 10 mM de cafeina a la solucién externa para promover la apertura de los

RYR y por ende, la liberacion de Ca®* desde el RS.

Este ensayo nos permitio estudiar la intensidad del cambio de la sefal de
Fluo 4 de cada transitorio (aumento de Ca?* maximo), el tiempo que demora en
llegar al maximo (medida indirecta del proceso de CICR) y la velocidad de
disminucion de la concentracion de Ca?* (medida necesaria para establecer la

actividad de la SERCAZ2), ajustando este proceso a una exponencial simple.

La liberacion maxima de Ca?* del RS fue determinada por la intensidad del
cambio en la sefal de Fluo 4 luego de la aplicacion de 10 mM cafeina, mientras que
la actividad de NCX fue establecida ajustando una exponencial simple al

decaimiento de esta sefial (74).

5.5 RT-PCR

El ARN total de los cardiomiocitos fue extraido con el compuesto TRIzol
desde un homogeneizado de tejido, segun indicaciones del productor. Las muestras
fueron tratadas con DNasa | (Invitrogen, Inc), previo a la sintesis de ADN
complementario, para eliminar el ADN genomico, mientras que el ADNc
monocatenario fue transcrito de forma reversa con 100ng de ARN total por RT-PCR,
utilizando QPCR cDNA Synthesis Kit AffinityScript™ Il (Stratagene Inc.)(74).



5.6 PCR semi-cuantitativa

La técnica de RT-PCR semi-cuantitativa fue realizada utilizando un
termociclador Stratagene MX300P (Stratagene). Como control interno fue utilizada
una amplificacion en PCR del ARN 18S. Las reacciones de PCR fueron realizadas
con Brilliant SYBR verde (Agilent technologies). La cantidad de ARNm especifico fue
calculado como la relacion entre éste y el 18S, en cada muestra determinada, y en
duplicado (74). Para cada gen fueron utilizados dos oligonucleoétidos, un sentido (S)

y uno antisentido (AS). A continuacion son detallados los cebadores para cada gen

en estudio.

Oligonucleétido | Secuencia sentido Secuencia antisentido
SERCAZ2a ATTGTTCGAAGTCTGCCTTCTGTGG | CATAGGTTGATCCAGTTATGGTAAA
PLB TACCTTACTCGCTCGGCTATC CATAGGTTGATCCAGTTATGGTAAA
NCX1 CTTCGTCCCACCTACAGAAT TGGTAGATGGCAGCAATGGA

BNP AGAACAATCCACGATGCAG CCTTGGTCCTTTGAGAGCT

18s GGGCCCGAACGCTTTACTTT TTGCGCCGGTCCAAGAATTT

Tabla 1. Secuencias sentido y antisentido para cada oligonucleétido utilizado.

Bomba de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (SERCA), fosfolamban (PLB),
intercambiador sodio/calcio (NCX), péptido natriurético tipo B (BNP) y ARN

ribosomal 18s.




5.7 Mediciones bioquimicas: Ensayo Inmunoblot (Western
Blot)

En esta tesis, las proteinas fueron obtenidas a partir de homogeneizados de
tejido utilizando un buffer de lisis, que incluia EDTA como quelante de calcio, y
ademas un cocktail de inhibidores de proteasas (Calbiochem) con el fin de evitar la
degradacion de las muestras. Los corazones fueron homogeneizados manualmente
con homogeneizadores de vidrio, los cuales fueron sumergidos en una cama de
hielo profunda, para prevenir de mejor manera la degradacion proteica. Luego los
homogeneizados fueron incubados una hora en agitacién, y a 4°C. Una vez
finalizado este tiempo, fueron centrifugados a 13000 rpm, por 10 min a 4°C.
Finalmente, los sobrenadantes, conteniendo los extractos de proteinas, fueron

colectados y almacenados a -80°C, hasta ser usados.

Para la electroforesis de estos extractos proteicos, fueron usados geles al 6,
10 y 15% de Bis-acrilamida lo que nos permitié separar proteinas en un rango entre
75 y 250 kDa, de 50 a 100 kDa y de 0 a 50 respectivamente. Una vez finalizada la
corrida de las muestras, éstas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Bio-Rad) afin a proteinas, usando un buffer de transferencia preparado en base a
Glicina, TRIS y metanol: la transferencia fue realizada a 110 volts por 1 horay 15

minutos, en frio.

Una vez finalizado el tiempo, la membrana fue incubada con buffer de
bloqueo (5% leche en PBS1X 0.1% Tween) en agitacién por 1 hora a temperatura
ambiente, para bloquear todos los sitios donde no fueron transferidas proteinas.
Transcurrida la hora, la membrana fue cortada en fragmentos, tomando como
referencia los pesos moleculares del estandar de proteinas y de las proteinas en
estudio: en este caso, la subunidad Ca,1.2 (220-240 kDa), la subunidad f
(aproximadamente 80 kDa), el NCX1 (aproximadamente 120 kDa), la SERCA2a
(aproximadamente 100 kDa), la PMCA2 (aproximadamente 140 kDa), forma

monomera del fosfolamban fosforilado (aproximadamente 10 kDa) y el control de



carga, GAPDH (35 kDa). En el caso particular de la proteina fosfolamban, fue
utilizado un gel 15% bis-acrilamida, debido a que la forma mondémera fosforilada de
éste pesa aproximadamente 10 kDa. La forma pentamera del fosfolamban no pudo
ser evaluada debido al tratamiento previo realizado, ya que fueron utilizados
detergentes que impiden la oligomerizacion de esta proteina. Cada membrana fue
dejada en incubacion con el anticuerpo respectivo, preparado en buffer de bloqueo:
LTCC (ACC-003, Alomone 1:200), NCX1 (AB3516P, Alomone 1:200), SERCA2a
(A010-20, Thermo Fisher 1:1000) y fosfolamban (A1, Badrilla 1:5000), en agitacion, y
a 4°C durante toda la noche. En la mafana siguiente fueron realizados 5 lavados

con PBS1X 0.1% Tween, de 5 minutos cada uno y en un agitador orbital.

Una vez finalizados los lavados, los anticuerpos secundarios (anti conejo
conjugado a la enzima peroxidasa de rabanito, HRP) fueron agregados, los cuales
fueron preparados nuevamente en buffer de bloqueo, en dilucién 1:3000. La
incubacion de estos anticuerpos fue realizada por 1 hora a temperatura ambiente, y
en un agitador orbital. Finalizada la incubacioén, las membranas fueron lavadas 5
veces con PBS1X 0.1% Tween, siendo cada lavado de 5 minutos de duracién.
Finalmente cada membrana fue incubada con el reactivo ECL (Thermo) el cual
contiene el sustrato para la enzima HRP: el resultado de la acciéon enzimatica fue
una sefal quimioluminiscente que fue detectada por el equipo fotodocumentador
(74).



V1. Analisis estadistico

Los datos estan expresados como medias + error estandar. El analisis
estadistico de los datos fue realizado con el programa Graphpad Prism 6 mediante
la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney y fue considerado significativo con p < 0,1 para
los valores obtenidos en las mediciones ecocardiograficas (debido a la variabilidad
dependiente del evaluador), y un valor p < 0,05 para el resto de los valores. Para
determinar una diferencia significativa mayor al 35%, con un valor p menor a 0,05y
un poder estadistico del 80%, fue estimado que el tamafo muestral total necesario

debia ser de, al menos, 16 individuos (12 grupo intervencién y 7 grupo control).



VIl. Resultados

7.1 Peso corporal y peso cardiaco

La medicién del peso cardiaco y corporal mostré que los animales controles

en comparacién con los animales entrenados presentaron una ganancia de peso

corporal mayor durante el periodo de estudio (el peso corporal medio al final del

periodo de entrenamiento fue de 438,2 + 182,8 en controles y 408,6 + 133,5 en

entrenados (Fig. 3a)). El peso cardiaco fue normalizado por el grupo experimental y

por la longitud de la tibia, debido a que es un buen control de tamafno corporal,

obteniendo un valor de 1 + 0,03 en las ratas controles y 1,11 + 0,14 en entrenadas,

sugiriendo que en el grupo experimental fue desarrollada una hipertrofia cardiaca

(Fig. 3b).
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Figura 3. Dimensiones corporales y cardiacas en el periodo de entrenamiento. Peso

corporal registrado al finalizar cada mes de entrenamiento, (A), y peso cardiaco normalizado

por longitud de la tibia (B) en grupos control y entrenado. Datos mostrados como media

aritmética * error estandar. *P < 0,05.



7.2 Parametros Ecocardiograficos

Una vez completados los meses de entrenamiento, previo a la eutanasia de
los animales, fue realizado un analisis de ecocardiografia con la colaboracion del Dr.
Juan Pedro Pena. Este procedimiento fue llevado a cabo con los animales
anestesiados usando 13 de la solucion de ketamina-xilacina necesaria para
eutanasia (segun peso corporal). Con respecto a los parametros morfologicos, el
DTd no mostré diferencias entre ambos grupos (Fig. 4a), pero el DTs fue menor en
ratas entrenadas (0,32 + 0,04 cm) comparadas con ratas controles (0,48 + 0,04 cm)
(Fig. 4b). Por otro lado, el TIV también mostro diferencias entre ambos grupos,
siendo mayor en ratas entrenadas versus las controles (0,47 + 0,03 y 0,39 £ 0,04
cm, respectivamente) (Fig. 4c), mientras que la PPVI no mostré diferencias

significativas (Fig. 4d).
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Figura 4. Parametros morfolégicos evaluados mediante ecocardiografia en ratas
controles y en ratas entrenadas. En A es mostrado el didmetro telediastdlico (diametro
ventricular en diastole, DTd); en B, el diametro telesistélico (diametro ventricular en sistole,
DTs); en C, el grosor del tabique interventricular en sistole (TIVs) y en D, el grosor de la
pared posterior del ventriculo izquierdo en sistole (PPVIs). En E y F se muestra una imagen
representativa del modo M en controles y entrenadas respectivamente. Datos mostrados

como media aritmética + error estandar.# P < 0,1.

En cuanto a los parametros funcionales evaluados, en ratas entrenadas hubo
una disminucion en la FC, presentando 258 + 3,9 versus 285,3 £+ 6,2 latidos por
minuto en las ratas controles (Fig. 5a). Ademas fue detectado un aumento en la
fraccidn de acortamiento sistolico (FAS) de aproximadamente un 20% mas en ratas
entrenadas (Fig. 5b); se observé un aumento en la fraccion de eyeccion en ratas
entrenadas (84,5 £ 6,1 %) al compararlas con controles (79 + 4,9 %) (Fig. 5c), y
también en la razon E/A (Fig. 5d), donde las ratas entrenadas obtuvieron un valor de
22 + 0,3 y las controles un valor de 1,8 £+ 0,2. En resumen, los resultados
ecocardiograficos, tanto morfolégicos como funcionales, indican una mayor eficiencia
en el volumen expulsivo, debido a un menor diametro al final de la sistole, y a una
mejorada fraccion de eyeccion. Por otro lado, la razén E/A indicaria una mejora en la

relajacidon ventricular izquierda, y por ende, un llenado acelerado.
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Figura 5. Parametros funcionales evaluados mediante ecocardiografia en ratas
controles y en ratas entrenadas. En A es mostrada la comparacion de las frecuencias
cardiacas en reposo; en B, la fraccion de acortamiento sistélico (FAS); en C, la fraccién de
eyeccion (FE) y en D, es presentada la razén entre la onda E y la onda A, para los grupos
control y entrenado. En E y F se muestra una imagen representativa de la razén E/A para

controles y entrenadas respectivamente. Datos mostrados como media aritmética + error



estandar. # P < 0,1.

7.3 Histologia

El analisis histologico fue realizado examinando las muestras de corazén de 6
ratas controles y 12 ratas del grupo experimental, evaluando, para cada animal, 2
cortes diferentes que presentaban una disposicion longitudinal de las fibras musculares.
De cada corte, fueron realizadas 30 medidas de las distancias transversales de los
cardiomiocitos a nivel transnuclear. Este analisis fue realizado por multiples tomas de
datos aleatorias de distintos cortes, para evitar sesgos. El anadlisis de las muestras
histologicas obtenidas de ratas controles y de las entrenadas mediante nado, resulté en
un aumento en el ancho de los cardiomiocitos de ratas nadadoras cuando se compara
con los de ratas controles, lo cual sugiere el desarrollo de hipertrofia a nivel celular (Fig.
6¢). Por su parte, la evaluacion de la tincion de Masson no mostré diferencias en el
contenido de colageno, entre ambos grupos (Fig. 6d y 6e), indicando que la hipertrofia

desarrollada no era patoldgica.
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Figura 6. Caracteristicas morfologicas de cardiomiocitos de ratas entrenadas y
controles. Tincion hematoxilina-eosina y tincion de Masson, en cortes de apice de corazén de
ratas entrenadas y controles. Cortes representativos de la diferencia en el ancho de los
cardiomiocitos de rata control (A) y entrenada (B), su cuantificacion (C) y las imagenes de la
tincion de Masson para ambos grupos, control y entrenadas, respectivamente (D y E). Datos

mostrados como media aritmética + error estandar. * P < 0,05.



7.4 Imagenes de calcio

Con el fin de determinar si el entrenamiento fisico produce cambios en la
cinética del Ca?* intracelular fueron extraidos cardiomiocitos del ventriculo izquierdo
de ratas entrenadas y de ratas controles, los que fueron posteriormente sembrados
en cubreobjetos pretratados con laminina y luego, cargados con la sonda afin a Ca*,
Fluo 4-AM. De cada grupo fueron utilizados los cardiomiocitos de 3 ratas. Una vez
que las células estuvieron cargadas, fueron entonces estimuladas con un dador de
pulso, a una frecuencia de 0,2 Hz, y visualizadas en el microscopio de fluorescencia.
En la figura 7A es mostrada una imagen representativa del cambio de fluorescencia
obtenida de un cardiomiocito proveniente de ratas controles y en la figura 7B, una
obtenida de un cardiomiocito proveniente de ratas entrenadas. En 7C y 7D se
muestran los registros representativos para el grupo entrenado y control
respectivamente. La cuantificacion de la caida del transitorio (relajacion del
cardiomiocito) fue realizada mediante un ajuste exponencial simple, y promediado
entre cada muestra; este resultado mostré la ausencia de diferencias entre los
transitorios de ratas controles y entrenadas (Fig. 7E). Por otro lado, en presencia de
un estimulo con 10 mM cafeina, con previa eliminacion de Ca?" extracelular
mediante EGTA, fue observado para cada una las mediciones, un aumento en la
diferencia entre la maxima amplitud del transitorio y de la estimulacién con cafeina,
al comparar ratas entrenadas con ratas controles (Fig. 7F). La cuantificacion de la
caida en la concentracion de Ca®*, posterior a la estimulacion con cafeina 10 mM, y
al ajuste exponencial simple, mostré6 una velocidad de caida mas rapida en ratas
entrenadas al compararlas con controles. Esto se muestra cuantificado en la figura
7G.
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Figura 7. Evaluacion de las cinéticas del Ca®* intracelular en cardiomiocitos de ratas

entrenadas y controles estimulados eléctricamente, usando la sonda Fluo4. En la



figura son mostrados transitorios de Ca* representativos, tanto de ratas controles (A) y como
de ratas entrenadas (B). A continuacion es mostrado el efecto de un protocolo de
estimulacion con cafeina, en ratas controles (C) y en entrenadas (D). La comparacion y
cuantificaciéon del tau de los transitorios entre ambos grupos es mostrado en E. La
comparacion entre grupos de la diferencia entre la amplitud del estimulo con cafeina y los
transitorios es mostrada en la figura F. La cuantificacion y comparacion entre grupos del tau
de cafeina es mostrado en G. Datos mostrados como media aritmética + error estandar. * P
<0,05.

7.5 Expresion génica

El analisis de la expresién génica fue realizado, inicialmente, mediante la
técnica de transcriptasa reversa con la cual fue obtenido el ADN complementario a
partir del ARNm extraido de las muestras de corazon. Posteriormente, usando los
ADN complementarios obtenidos fue realizado un protocolo de qPCR para
determinar las veces de cambio, en la expresion génica, mediante el fluoréforo
SYBR Green, el cual se asocia a la molécula de ADN y emite fluorescencia en
presencia de doble hebra. Como control de expresion fueron utilizados los
oligonucledtidos del 18s, el cual corresponde a ARN estructural ribosomal en células
eucarioticas, y por ende, un componente basico en estas células. Para el ensayo
fueron utilizadas aquellas muestras cuyo ciclo umbral del 18s fuese menor a 10; esto
fue realizado debido a que reacciones mas tardias a ésta, reflejan una disminucion
significativa del ARN de la muestra en cuestion. En la figura 8 son mostrados los

resultados del analisis semi-cuantitativo para cada uno de los genes evaluados.
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Figura 8. Evaluacion del cambio en la expresidon génica en muestras de ADN
complementario de ratas controles y entrenadas. En la figura, es mostrada la expresién
de los genes de las proteinas de membrana del reticulo sarcoplasmico; fosfolamban (A) y
SERCA (B), el intercambiador sodio/calcio (NCX) presente en la membrana sarcoplasmico
(C), y el péptido natriurético tipo B (BNP), el cual es un marcador de hipertrofia patologica

(D). Datos mostrados como media aritmética + error estandar.

Estos resultados muestran que no existen diferencias en los transcritos de ARN
mensajero, tanto para los genes que codifican para proteinas involucradas en el manejo del
calcio intracelular (PLB, SERCA y NCX), como tampoco para el BNP el cual, al estar

elevado, es un marcador importante de desarrollo de hipertrofia patoldgica.



7.6 Expresion proteica

Con el fin de evaluar si las diferencias morfologicas y funcionales cardiacas

observadas en las ratas entrenadas estaban, de alguna forma, relacionadas con

aspectos moleculares, el siguiente paso fue evaluar cambios en el patron de

expresion de las proteinas fundamentales en el funcionamiento cardiaco, y

puntualmente, en la CICR. Para ello, utilizamos la técnica de Inmunoblot, la cual

habia sido previamente estandarizada en nuestro laboratorio para la subunidad poro

del canal Ca,1.2 y su subunidad auxiliar Ca,8,; por tanto, como punto de partida, fue

evaluada la expresion de ambas proteinas. Los resultados obtenidos indican que en

las ratas entrenadas existe un aumento en la expresiéon proteica de esta subunidad

poro con respecto a las controles (Fig. 9a y 9b), mientras que la sub-unidad Ca, 3, no

presenta diferencias entre ambos grupos (Fig. 9a y 9c).
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Figura 9. Evaluacion de la expresion proteica de Ca,1.2 y su sub-unidad auxiliar Ca,8,,
en extractos de corazén de ratas controles y entrenadas mediante ensayo de
Inmunoblot. En la figura es mostrada la expresién para el poro del canal de calcio tipo L
(Ca,1.2) (A) y su cuantificacion (B), la expresion de la sub-unidad auxiliar Ca,, (A) y su
cuantificacién (C); la cuantificacion (B y C) fue realizada dividiendo la sefal, para cada
proteina, por la sefal del control de carga utilizado; la proteina gliceraldehido-3 fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Datos mostrados como media aritmética + error estandar. * P <
0,05.

Posteriormente fueron evaluadas las proteinas ubicadas en la membrana del
reticulo sarcoplasmico encargadas de la recaptacion de Ca?" hacia el lumen
reticular, las cuales son las principales responsables de producir la relajacién del
cardiomiocito mediante la disminucion del Ca?* intracelular; los resultados obtenidos
indican que en las ratas entrenadas hubo un aumento en la cantidad total de SERCA
(Fig. 10a y 10b), pero no en la expresion de PLB fosforilado en treonina (Fig. 10c y
10d).
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Figura 10. Evaluacion de la expresion proteica de las proteinas encargadas de la
recaptacion de Ca?" en extractos de corazén de ratas controles y entrenadas,
mediante ensayo de Inmunoblot. En A es presentada la expresion de SERCA con su
control de carga GAPDH. La cuantificacion de la sefial de la SERCA es presentada en B; en

C es mostrada la cuantificacion para fosfolamban fosforilado en treonina 17 (pPLB thr 17)



con su respectivo inmunoblot de fosfolamban total como control de carga (PLB Total). Datos
mostrados como media aritmética + error estandar. * P < 0,05.

Por ultimo, fueron evaluadas las proteinas ubicadas en la membrana
plasmatica encargadas de la extrusion de Ca*" hacia el espacio extracelular, las
cuales contribuyen en menor medida con la disminucién de la concentracion de Ca?*
intracelular, pero cumplen un papel fundamental en la excitabilidad cardiaca; el
ensayo de Inmunoblot dejoé en evidencia que la cantidad de NCX estaba aumentada
(Fig. 11a y 11c) en las ratas entrenadas, mientras que la PMCA no mostré

diferencias entre ambos grupos (Fig. 11by 11d).
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Figura 11. Evaluacion de la expresion de las proteinas encargadas de la extrusion de
Ca?" en extractos de corazén de ratas controles y entrenadas, mediante ensayo de
Inmunoblot. En la figura son mostrados los resultados de la expresion del Intercambiador
sodio/calcio (NCX) (A) y de la bomba de calcio de la membrana plasmatica (PMCA) (C), y la
cuantificaciéon (B y C, respectivamente). Como control de carga fue usada la proteina
gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Datos mostrados como media aritmética

+ error estandar. * P < 0,05.



VIIl. Discusion

Adaptaciones ecocardiograficas

Este estudio muestra como un periodo de entrenamiento de nado de volumen
elevado produjo adaptaciones funcionales en el corazén, las que incluyen
modificaciones estructurales, hemodinamicas, proteicas y ademas, en el manejo del
calcio intracelular. Este modelo de entrenamiento mostré que la hipertrofia cardiaca
fisioldgica inducida estaba caracterizada por una mejora, tanto en la funcion sistdlica
como diastdlica, un aumento en el peso del corazén y un incremento en el ancho de

las células cardiacas.

En la década del 80, Morganroth (11) propuso que las adaptaciones
cardiacas dependian del tipo de sobrecarga hemodinamica producida durante el
ejercicio. De acuerdo a su hipétesis, el entrenamiento de resistencia
cardiorrespiratoria (endurance, por su traduccién al inglés) conlleva, como
consecuencia de la sobrecarga de volumen, a una hipertrofia excéntrica del
ventriculo izquierdo, incrementando tanto la masa ventricular como el tamano de la
cavidad. Por otro lado, el ejercicio estatico de fuerza (resistance, por su traduccion al
inglés), como consecuencia de la sobrecarga de presion, produciria un aumento de
la masa ventricular, pero sin un cambio aparente en el tamafo de la cavidad.
Actualmente se entiende que los factores que influyen en el tipo y el grado de
hipertrofia no se manifiestan de igual manera en todos los atletas. Al respecto,
sabemos que el tipo de deporte, sexo, etnicidad y factores genéticos van a influir en
el tipo adaptacion (75). Sin duda, el componente mas importante que determina el
tipo de hipertrofia cardiaca es el tipo de entrenamiento, donde se ha documentado
en algunos articulos, que en levantadores olimpicos existe un aumento en la masa
ventricular izquierda (76, 77), como también hay otros estudios en los cuales no se
ven cambios (78, 79). Ademas, estos deportistas no muestran mejoras en su funcion

cardiaca al evaluarlos mediante ecocardiografia, lo cual no sucede en sujetos



sometidos a entrenamientos dinamicos (80). Es asi como Pavlik determina que en
sujetos de entre 19 a 30 anos, la hipertrofia del ventriculo izquierdo va a ser
producida en un orden jerarquico segun disciplina: sujetos no atletas - levantadores
de pesas - sprinters - atletas de deportes con baldn - atletas de endurance, en orden
de menor a mayor adaptacion (81). Ademas, se ha determinado que los atletas de
endurance presentan una funcion diastélica mejorada, mediante razén E/A, al
compararlos con atletas de fuerza, los cuales no muestran diferencias en este
parametro (82). Finalmente, Arbab-Zadeh y cols. en el afio 2014 lograron identificar
el patrén de remodelacidn de corazones de deportistas sometidos a entrenamiento
de endurance a lo largo del primer ano, en donde concluyen que el VI aumenta su
masa total sin un cambio en su volumen en los primeros 6 meses, pero posterior a
esto existe un aumento progresivo en el VDF hasta completar el ano de
entrenamiento, sin un aumento progresivo de la masa cardiaca (hipertrofia

excéntrica) (83).

Las adaptaciones producidas por el ejercicio, en modelos animales, dependen
de diversos factores (de ahi su variabilidad), tales como tipo, volumen, intensidad,
frecuencia y densidad de la actividad fisica (84). En la literatura actual son muchos
los estudios que presentan modelos de entrenamiento que evaluan modificaciones
cardiacas los cuales, como se ha revisado anteriormente, deben presentar
caracteristicas de un entrenamiento de tipo endurance. Entre ellos podemos
destacar el entrenamiento de ratas en cinta rodante (85, 86, 87), cinta rodante
voluntaria en ratas (88), nado en ratas (23, 89, 90), entrenamiento de ratones en
cinta rodante (91), nado en ratones (92), cinta rodante en cerdos (93) y cinta rodante

en conejos (94).

Las caracteristicas mas recurrentes en estos diferentes tipos de
entrenamiento son la frecuencia de entrenamiento de 5 dias por semana y un tiempo
de entrenamiento que va desde los 60 hasta los 120 minutos. Por otra parte, uno de
los controles que determinan si el tipo de entrenamiento ha sido exitoso para inducir

una adaptacion cardiaca es la relacidn peso corazéon (o peso del ventriculo



izquierdo) dividido por el peso corporal del animal (85, 86, 87, 95). Sin embargo, en
una serie de estudios ha sido observado que existe una disminucion en la ganancia
de peso corporal en animales sometidos a periodos de entrenamiento, lo cual
indicaria que la relacion peso corazén/peso corporal no seria del todo precisa para
cuantificar una hipertrofia cardiaca (23, 96). Es por esto que al elegir qué tipo de
entrenamiento seria usado en este trabajo nos basamos en el trabajo de Radovits y
cols., quienes, en base a parametros ecocardiograficos, obtuvieron resultados
asociados a mayores adaptaciones cardiacas (23). Ademas, un estudio previo
observo que la relacion peso corazoén/longitud de la tibia parecia ser un parametro
mas exacto (96) para determinar si el aumento en el peso cardiaco de las ratas
entrenadas es mayor al compararlas con las ratas controles, como puede ser
observado en la Fig. 3B. Ademas, en esta tesis observamos un aumento en el
grosor de las células miocardicas (Fig. 6C), lo cual es el reflejo de un aumento en el
numero de miofibrillas y no en el tamafo de estas (97), siendo este aumento en el

ancho consistente con otros estudios (23, 88).

Algunos estudios han sugerido que en sujetos entrenados, tanto en humanos
como en modelos animales, existe un aumento en el diametro telediastolico (31, 98),
mientras que en otros (23, 99, 100), al igual que en este estudio, no fueron
encontradas diferencias entre ratas entrenadas y controles (Fig. 4A). Por otro lado,
al igual que en el estudio realizado por Radovits y cols., en el cual basamos el
disefio de nuestro entrenamiento (23), hubo una disminucion del diametro
telesistdlico (Fig. 4B) y un aumento en la fraccion de eyeccion (Fig. 5C),
demostrando una mejor eficiencia de este 6rgano en animales entrenados. Segun
D'andrea y cols. (32) los sujetos considerados de élite en sus modalidades
deportivas, presentan un llenado rapido (E) predominante por sobre el llenado lento
(A). Este parametro no habia sido tomado en consideracion por estudios anteriores,
pero indicaria una funcion diastolica mejorada en ratas entrenadas, debido a que la

onda E corresponde a la distension pasiva del ventriculo izquierdo al momento de



abrirse la valvula mitral (Fig. 5D), y la onda A al ingreso de sangre al VI dado por la

contraccioén auricular.

Todos los datos obtenidos previamente indican que el corazon de estas ratas
entrenadas esta realmente adaptado y es, funcionalmente, mas eficiente. De esta
forma, este modelo se presenta como adecuado para estudiar los mecanismos
moleculares que modulan la mejora tanto en la contractilidad como en relajacion
cardiaca, especificamente explorando los cambios en la expresidn de proteinas
involucradas en el manejo del Ca? intracelular. Sin embargo, se debe tener siempre
presente que el proceso de remodelacion producido en estos animales a lo largo de
tres meses de entrenamiento es sélo una aproximacion del inicio de la adaptacion
cardiaca, esto es debido a que en sujetos humanos entrenados sélo se observan
cambios en el crecimiento de este 6rgano posterior a los primeros seis meses de

entrenamiento (83).

Modificaciones del acoplamiento excitacion-contraccion-relajacion

El proceso de CICR es iniciado por una corriente de Ca?* que ingresa via el
canal Ca,1.2 (LTCC), permitiendo la union de este i6n al RYR y la consecuente
liberacién masiva de Ca?', almacenado en el reticulo sarcoplasmico, hacia el
citoplasma. Esto genera la union de este ion al complejo de las troponinas,
permitiendo el golpe de fuerza de la cabeza de la miosina contra la actina,
produciendo asi la contraccién. El proceso de relajacién del cardiomiocito es
comandado por la SERCA, cuya actividad es regulada por PLB, que en su estado
fosforilado conlleva a una mayor actividad de SERCA y por tanto a una re-captacion
aumentada hacia el reticulo sarcoplasmico. Otras proteinas involucradas en este
proceso de relajacion son el NCX y la PMCA, las cuales estan ubicadas en la
membrana plasmatica del cardiomiocito, permitiendo la extrusiéon de Ca?* hacia el

espacio extracelular (39).

Mediante la aislacion de cardiomiocitos y el uso de la sonda fluorescente afin

a Ca?, Fluo-4 AM, en este estudio fueron evaluadas las cinéticas de Ca?*, tanto ante



un estimulo eléctrico constante como uno quimico con 10 mM de cafeina. Al evaluar
la forma y duracion de los aumentos de fluorescencia a lo largo del tiempo, fue
observado que no hay diferencias aparentes en los transitorios de Ca?* de ambos
grupos, lo cual refleja que no existe un aumento en la recaptacion de este ion (Fig.
7E) por parte, principalmente, de la SERCA. A pesar de esto, fue observado un
aumento en la cantidad total de ésta proteina (Fig. 10A y 10B), lo cual es consistente
con otros estudios (66), pero no de su proteina reguladora, PLB, especificamente
fosforilado en treonina 17 (Fig. 10A 'y 10C).

En este sentido, es ampliamente aceptado que la fosforilacion de PLB en
serina 16 es dependiente de PKA (101), y que la de treonina 17 es mediada por
CaMKII (102), estando esta ultima implicada en la aceleracién de la relajacién
ventricular dependiente de la frecuencia, es decir, ante una mayor frecuencia
cardiaca, una mayor fosforilacion de PLB sera inducida, permitiendo asi una
re-captacion aumentada de Ca** via SERCA2a, y una relajacion ventricular
apropiada para producir un llenado suficiente (103). Si bien, no existen cambios en
los transitorios de Ca*" entre ambos grupos, se podria especular que la mejora en la
funcidn de la SERCA podria determinarse tanto ante un estimulo eléctrico de mayor
frecuencia (en este estudio solo se estimulé con una frecuencia de 1 Hz) o ante un
agonista beta adrenérgico, lo cual podria simular el aumento de frecuencia cardiaca

producida por el ejercicio.

Por otro lado, ante un estimulo con 10 mM de cafeina, fue determinado un
aumento en la extrusion de Ca?* hacia el espacio extracelular en el grupo entrenado
(Fig. 7G); esto es debido a que esta molécula administrada a estas concentraciones
se une al RYR permitiendo la apertura e impidiendo el cierre de este canal, por lo
que la disminucién del Ca®" intracelular va a estar mediada principalmente por el
NCX y la PMCA. Esta extrusion mejorada podria ser explicada por el aumento
observado en la cantidad total del NCX (Fig. 11A y 11B) y no asi de la PMCA (Fig.
11C y 11D) en el grupo entrenado, lo que podria significar 3 cosas, a) que existe un

aumento en la funcién de NCX, b) hay una mayor expresidon proteica de ésta



proteina en la membrana del sarcolema o c) existe una combinacion entre ambos

procesos.

Finalmente, al comparar las amplitudes maximas entre los transitorios de Ca?*
y la estimulacion con cafeina, se observé que en el grupo entrenado existe una
razon cafeina/transitorio mayor que en el grupo control (Fig. 7F), lo cual indicaria
que en cada transitorio existe una liberacion menor de Ca* al compararlo con la
fluorescencia maxima ante un estimulo con cafeina de la misma célula. Esta
observacion se podria explicar por una mayor cantidad de calcio intrarreticular, como

por una respuesta de liberacidén de calcio inducida por calcio mejorada.

Dado que la sonda sensible a Ca?* utilizada en este estudio no es de caracter
razonométrico, no podemos concluir cambios en la cantidad total de calcio al interior
del reticulo. Sin embargo, trabajos previos han demostrado que en procesos
fisioldgicos no existen cambios aparentes (104). También podemos descartar que el
grupo entrenado presente una concentracién intrarreticular menor como
consecuencia de un aumento en la funcién de NCX, ya que este aumento debiese
estar acompanado de una disminucion tanto en la funcion como en el numero de la

SERCA, lo que no se observa en los animales entrenados (105).

De esta forma, si se asume que ambos grupos presentan iguales
concentraciones intrarreticulares de Ca?*, esto conlleva a un transitorio de Ca®* de
menor amplitud en ratas entrenadas. Como se ha visto anteriormente (37), existe un
aumento en la sensibilidad a Ca®" por parte de los miofilamentos, por lo que
aumentos menores en la concentracion intracelular bastaran para producir una igual
contraccion cardiaca. Finalmente, podemos especular que la reserva intrarreticular
de este idn en cada transitorio en los cardiomiocitos de ratas entrenadas, puede
contribuir a manera de mejorar la contraccion ante aumentos en la frecuencia

cardiaca y por ende en el ejercicio.

Por otro lado, en este estudio fue observado un aumento en la cantidad de

Ca, 1.2 total en ratas entrenadas en comparacion a las controles (Fig. 9A y 9B), lo



cual difiere de lo encontrado por Saborido y cols., quienes no observaron diferencias
en su estudio, lo cual explicaron como una consecuencia de que el estrés cardiaco
inducido por su protocolo de entrenamiento no fue suficiente para producir cambios
(68). Ademas, fue observada una expresion proteica del Ca,f, sin cambios entre
ambos grupos (Fig. 9A y 9C), lo cual no descarta que pudiese haber algun cambio
en los distintos subtipos de esta proteina. Por ejemplo, se ha visto que Ca,f,,
presenta una expresion génica elevada en corazones sanos, mientras que Ca,f3,, se
ve sobreexpresada en hipertrofia patolégica (106). El predominio de esta variante
otorga al canal de calcio tipo L una mayor probabilidad de estado abierto (Po),
mientras que otras variantes como la Ca,,, (107), conllevan a una menor Po. Por lo
tanto, cambios en la expresion de las distintas variantes de Ca, 3, podrian explicar
cémo un aumento de la cantidad de canales no se refleja en un aumento aparente

de la amplitud de los transitorios de calcio.

Por otro lado, el analisis de los distintos genes que codifican para las
proteinas involucradas en el manejo del Ca*" intracelular mediante qPCR, mostro
que no existen diferencias entre ambos grupos (Fig. 8), tanto para el PLB, SERCA 'y
NCX, mientras que el BNP, un marcador de hipertrofia cardiaca patologica, no se
observo elevado, lo cual refuerza que el modelo de ejercicio utilizado no tiene un
proceso patoldgico asociado. Finalmente, al comparar los resultados del inmunoblot
con los de las gPCR realizadas, se puede evidenciar que si existe un aumento en la
cantidad total de proteina SERCA y NCX, lo cual indicaria que otros procesos como
modificaciones post traduccionales podrian estar sucediendo en un proceso de

entrenamiento fisico, pero que aun no existe claridad en ello.

De modo general, la contracciéon cardiaca es dependiente de Ca?,
especificamente, tanto en la amplitud y duracidén de sus transitorios, como en la
sensibilidad de los miofilamentos a este i6n. Para permitir la generacion de
transitorios adecuados, es necesario que los cardiomiocitos presenten una alta y
flexible tasa de tamponamiento de Ca*". Normalmente la cantidad de este id6n unido

es de 100:1, comparado con el Ca*" libre en el citosol, y durante el proceso de



contracciéon, esta relacion aumenta a favor del Ca?* libre (108). El buen
funcionamiento de este proceso, asegurara una remocién éptima del Ca?* libre, para
asi lograr una cantidad apropiada de este i6n en la proxima contraccion cardiaca.
Por otro lado, la sensibilidad de los miofilamentos es alta cuando estos estan
elongados (109), por lo tanto, justo después de la relajacion, los miofilamentos son
mas receptivos a la union del Ca?*, siendo esta autorregulacién un mecanismo clave
en la coordinacién del proceso excitacion-contraccion. El perfecto funcionamiento de
este proceso se ve alterado en la hipertrofia cardiaca patoloégica, donde, en la
primera parte de este acoplamiento, existe una alteracion en la estructura de los
tubulos transversales (110), conllevando asi a una desorganizacion entre el Ca, 1.2y
los RYR. Esto se refleja en la disminucion en la densidad de LTCCs en los tubulos
transversales y un aumento de esta proteina en la superficie de la membrana
sarcoplasmica (111). Por otro lado, se ha observado que el proceso patoldgico
influye en los transitorios de Ca?*, debido a que existe una disminucion en la
amplitud de estos, reflejando una alterada liberacién de este i6n hacia el citosol
(112).

Al realizar la comparacion entre el proceso patoldgico y fisioldgico de
remodelacion cardiaca, se puede observar que el modelo de entrenamiento en ratas
produce una “inversién” del proceso patolégico a nivel molecular. Donde existe un
aumento en la cantidad de LTCCs, lo cual podria influir en una mayor activacién del
RYR a altas frecuencias, un aumento de la SERCA y de la cantidad de PLB
fosforilado dependiente de CaMKIIl, mejorando asi la relajacién ventricular. Por otro
lado, en corazones patolégicos se ve una concentracion basal de Ca?* aumentada,
lo cual genera una activacion crénica de proteinas dependiente de este i6n, como la
via calcineurina-NFAT. En cambio, en corazones de ratas entrenadas, se puede
especular, que el patrén pulsatil de elevaciones de Ca*" y de la via IGF/AKT/mTOR
van a ser los principales estimulos para producir las adaptaciones vistas en

hipertrofia fisiologica, principalmente a través de la activacion de CaMKIl.



Los cambios en la expresion proteica encontrados en este estudio podrian
estar relacionados con factores de transcripcidn que pudieran ser modificados
producto del ejercicio fisico, lo cual podria explicar, parcialmente, los resultados
obtenidos aqui. Es asi como diversos estudios han determinado que la proteina de
unién al elemento regulatorio de AMP ciclico (CREB, por sus siglas en inglés) podria
jugar un rol importante en el desarrollo de la hipertrofia fisiolégica (113). Los
transitorios de Ca?" inducidos por la activacion del LTCC son particularmente
relevantes en la activaciéon de CREB, via CaMKI|, fosforilando a esta proteina en su
serina 133 (114), lo cual, interesantemente, también es producido via AKT (115). Ha
sido sugerido que la funcién de este factor de transcripcidén parece verse disminuida
durante el remodelamiento temprano del corazon, tanto ante un estimulo fisiolégico
como patoldgico (116), pero que en el proceso adaptativo que conlleva un proceso
de entrenamiento fisico ocurre un restablecimiento de la funcién de esta proteina
(posterior al periodo de entrenamiento), sugiriendo que la pérdida de funcion inicial

podria ser permisiva para el eventual proceso de remodelamiento (117).

Finalmente, estos hallazgos abren la discusién del mecanismo involucrado en
el aumento de la expresion de ciertas proteinas, de los factores de transcripcion que
no fueron evaluados en este estudio, y de los patrones de aumento del Ca?
intracelular que podrian explicar los mecanismos subyacentes a las adaptaciones
producidas por el ejercicio a nivel de musculo cardiaco. Cabe destacar a CREB
como un posible candidato, debido a que éste esta involucrado en el proceso de
inicio de remodelamiento cardiaco y de mantencidn de proporcionalidad entre
paredes y camaras cardiacas y ,por otro lado, las cinéticas del Ca?" se ven como un
importante determinante en el proceso de remodelacién, donde los aumentos
cronicos de este ion van a estar relacionados con la via calcineurina-NFAT vy, por
ende, del remodelamiento patolégico, mientras que los incrementos pulsatiles de
este ion (producidos por el ejercicio), junto con la activacién de IGF/AKT/mTOR y
periodos adecuados de descanso, van a determinar el desarrollo de una hipertrofia

adaptativa del corazén.



IX. Conclusiones

Este estudio es el primero en integrar el estudio de los cambios morfolégicos
inducidos por el ejercicio a nivel cardiaco, con cambios moleculares relacionados
con el manejo del Ca®" intracelular y, por ende, el estudio de estos componentes en
un modelo real de adaptacién cardiaca inducido por ejercicio. Nuestros resultados
sugieren que el corazén de ratas sometidas a un entrenamiento fisico de gran
volumen presenta una mejora en su eficiencia, lo cual deberia verse reflejado en sus
dinamicas intracelulares. Debido a esto, creemos que entender los cambios, tanto en
expresion génica, proteica y de la cinética del Ca®" intracelular, puede abrir una
nueva ventana de estudios referidos a crear y mejorar los tratamientos actuales de
rehabilitacion cardiaca, tanto en el area del ejercicio adaptado como en
farmacologia, para asi complementar de manera global el tratamiento de estos

sujetos.
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