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Conocer los mecanismos de consumo y produccién
de energia en el corazén es esencial para entender
los procesos fisiopatoldgicos en el sistema cardiovas-
cular. El presente estudio aporta informacion a la co-
rrelacién que existe entre el trabajo cardiaco con el
metabolismo mitocondrial, y cémo el transporte del
Calcio (Ca?*) en la mitocondria participa en estos me-
canismos.

Se estudié la respuesta adrenérgica en presencia y au-
sencia Ru360 (inhibidor especifico de la entrada de
Ca** mitocondrial). Se observé que dosis crecientes
de Ru360 inhiben el consumo de oxigeno vy el tra-
bajo cardiaco, la relacion entre estos parametros fue
lineal. En presencia de norepinefrina, se observé un
incremento superior al doble del trabajo cardiaco en
corazones controles; sin embargo, en los corazones
tratados con el inhibidor, dicha respuesta solamente
fue del 18%. La medicién de la actividad de la piruva-
to deshidrogenasa (para estimar la concentracion de
calcio mitocondrial) mostr6 un aumento de 3 veces
después del estimulo adrenérgico en corazones con-
troles, no asi en los corazones tratados con Ru360.
Este trabajo demuestra que la inhibicién del transpor-
te del calcio en la mitocondria produce efectos sobre
el acoplamiento entre el metabolismo oxidativo y el
trabajo cardiaco. Los hallazgos soportan la hipdtesis
de que el calcio intramitocondrial es un orquestador
del suministro y la demanda energética durante la es-
timulaciéon hormonal.

Introduccion

En condiciones de reposo, el gasto cardiaco normal
en un varén sano es en promedio de 5.6 litros por
minuto; sin embargo, durante el ejercicio o el estrés,
en el que el sistema simpatico es activado, el bombeo
del corazén puede ser del doble o el triple al aumen-
tar la frecuencia cardiaca y la fuerza de contraccion.
Ademas, es bien conocido que el gasto cardiaco en
todo momento es dependiente de la produccién de
energia.'

En el corazén se ha postulado que el Ca?* intracelular
es un orquestador que regula la demanda vy la pro-
duccién de energia.? Durante la activacién simpatica,
las proteinas encargadas de la relajacion y contrac-
cién miocardica son las principales consumidoras de
ATP (i.e. la Ca2+ATPasa de miosina, la Ca2+ATPasa
de reticulo sarcoplasmico, la Ca2+ATPasa del sar-
colema, la Na+/K+-ATPasa).> En este sentido, se ha
demostrado que el total del ATP celular se consume
en segundos en el corazén bajo estimulacion adre-
nérgica.*

El principal sitio de produccién de energia son las
mitocondrias, que en los cardiomiocitos ocupan
aproximadamente el 30% del volumen celular y es-
tan localizadas en cercania a los sitios de consumo
energético (i.e. los miofilamentos contrdctiles, reticu-
lo sarcoplasmico y los tdbulos-T).

Por otro lado, la produccion de energia en la mito-
condria también es regulada por Ca** intracelular. El
metabolismo oxidativo depende de la disponibilidad
de electrones en la cadena respiratoria (el estado re-
dox del NADH/NAD); dado que el NADH es produ-
cido por el ciclo de Krebs y las enzimas moduladoras
de esta via son activadas por Ca2+, se ha determi-
nado que este cation estimula la sintesis de ATP (ver
Figura 1).>¢
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Figura 1. Relacion entre el gasto cardiaco
y el metabolismo mitocondrial
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El modelo plantea que el calcio citosélico puede modular de forma
paralela el gasto cardiaco a través del consumo de ATP por medio
de ATPasas como la SERCA o la ATPasa de la miosina y a su vez
activar diferentes procesos metabdlicos en la mitocondria que in-
cluyen a las deshidrogenasas del ciclo de Krebs, la ATP sintetasa y
el translocador de adenin nucleétidos. Como se observa en la figu-
ra, la relacién entre el gasto cardiaco y el metabolismo es sostenida
por la concentracién de metabolitos energéticos, es proporcionada
por la mitocondria.

Un prerrequisito para la activaciéon de metabolismo
oxidativo producida por Ca2+ es la cantidad que de
este elemento ingresa a la mitocondria, y si este au-
mento es suficiente para activar a las deshidrogenasas
de ciclo de Krebs. El sistema de transporte de Ca2+
mitocondrial esta mediado por 2 mecanismos separa-
dos: el de entrada, a través de un uniportador (UCam)
que facilita el movimiento de Ca2+ a favor de su gra-
diente electroquimico y el de salida, que se lleva a
cabo mediante el intercambio con Na+ o H+.”

Estudios previos de este grupo han mostrado que la
perfusion intravenosa del complejo dinuclear de ru-
tenio (Ru360, un inhibidor del UCam) es capaz de
inhibir en el miocardio, el transporte de Ca2+ en la
mitocondria y modificar el metabolismo oxidativo.?

El objetivo de este trabajo es determinar el impac-
to que tiene la modulacién de UCam en la repuesta
adrenérgica, con el fin de contribuir a la descripcién
de los mecanismos que controlan el consumo vy la
produccion de energia en el corazén durante diversas
demandas de gasto cardiaco (ver Figura 1).

Material y métodos

Perfusion del corazén aislado

Todos los experimentos se realizaron en corazones
de rata Wistar machos con peso entre 250-300 gr,
de acuerdo con las guias para el cuidado y uso de
animales de laboratorio publicada por la US National
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Institutes of Health. Diez minutos antes de anestesiar
a las ratas se les administraron 200 U de heparina
para evitar la coagulacion. Pasado este tiempo las
ratas se anestesiaron con pentobarbital (50 mg.Kg-1
i.p.). Se les practicé una toracotomia central, se re-
movi6 el esternén y las costillas para dejar el corazén
expuesto. Se localizé la aorta descendente y se se-
pard el corazén del animal; de inmediato se coloco
el corazén en una solucién helada para inmovilizar-
lo. Enseguida se canulé en el sistema de Langendorff
y se perfundié con solucién Krebs-Henseleit(K-H) a
37°C filtrada a través de un poro de 0.45 pm, con la
siguiente composicién (mM): sodio 147, potasio 6,
magnesio 1.2, calcio 2.5 y glucosa 4.3 y octanoato
0.1 como sustratos metabdlicos. El medio de perfu-
sién se burbuje6 constantemente con gas carbégeno
(95% oxigeno - 5% diéxido de carbono). La presion
intraventricular se determiné introduciendo un balén
de latex en el ventriculo izquierdo, que se conectd a
un transductor de presion hidrostatica. La resistencia
vascular se determind con un transductor similar, co-
nectado al paso de la solucién unos centimetros antes
de llegar al corazén. Para la medicién de los elec-
trocardiogramas (ECQ) se utilizaron 2 electrodos de
plata, uno colocado en el apice y otro en la auricula
derecha del corazén. La arteria pulmonar se canulé
y conecté a una cdmara cerrada para medir la con-
centracion de oxigeno en el eluyente coronario, por
medio de un electrodo tipo Clark. La velocidad de
consumo de oxigeno se calculé como la diferencia
de concentracién entre la solucion de perfusion antes
de pasar por el tejido cardiaco, y la concentracién
en el eluyente coronario.’ El trabajo cardiaco (gasto
cardiaco en esta preparacion) se determiné como el
producto de la frecuencia cardiaca por la presion in-
traventricular.

Sintesis de Ru360

El (p-O)[(HCO:)(NH3)Rul:Cls (Ru360) se sintetiz6 de
acuerdo con el método descrito por Ying y cols.’ Se
formaron diferentes compuestos aminados de rutenio
como resultado de la reaccion de RuCl3 (Aldrich Chem
Co.) con NH4OH. Los compuestos formados se sepa-
raron por cromatografia de intercambio catiénico, uti-
lizando un gradiente de 0.2 a 0.6 mM de formiato de
amonio. Las fracciones eluidas en aproximadamente
0.4 mM se colectaron vy liofilizaron. En estas fracciones
de color ligeramente amarillo se detecté un pico tnico
de absorbencia a una longitud de onda de 360 nm. La
concentracion de Ru360 se determiné por medio de
su coeficiente de extincién molar E360 = 2.6°—10-4
mol.l-1.cm-1).
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Actividad de la piruvato deshidrogenada (PDH)

La estimacién de la concentracién de Ca2+ intrami-
tocondrial ([Ca2+]m) se realizé midiendo la actividad
de la PDH. Para medir esta actividad enzimatica se
tomé tejido homogenizado en N liquido y se trans-
firi6 a una solucion fria de arresto, de la siguiente
composicién (en mM): 50 HEPES, 3 EGTA, 25 NaF,
1 dicloroacetato, T DTT y Triton X-100 al 0.1% (v/v),
pH 7.1. Con esta mezcla se solubilizaron las enzi-
mas, evitando la interconversién de PDH activa en
inactiva.” La cuantificacion de la forma activa de la
enzima (especie desfosforilada) se realiz6 midiendo
el aumento de la absorbancia (340nm) que acompa-
fia la aparicion de NADH acoplado a la descarboxi-
lacién de piruvato por la PDH. La concentracién de
proteina se determiné por el método de Lowry.

Resultados

Las preparaciones de corazén aislado fueron similares
en todos los experimentos. En la Figura 2A se mues-
tra el efecto que producen sobre el consumo de oxi-
geno, dosis crecientes de Ru360. En estas preparacio-
nes se determin6 una velocidad de respiracion basal
de 3.2520.1umolO,.min-1.g de peso himedo-1, dicho
pardmetro disminuy6 significativamente (P>0.05) por
la perfusién 0.5uM de Ru360. En concentraciones al-
tas del inhibidor la respiracién del corazén aislado se
inhibié 40% (25 pM) mostrando un comportamiento
dosis dependiente. En el panel B se observa el traba-
jo cardiaco de los mismos corazones, con un valor de
22.7+1.42 x 1000 mmHg.latido.min-1 en condiciones
basales. En presencia de concentraciones crecientes de
Ru360 este parametro disminuy6 significativamente
desde la dosis de 0.5puM. En concentraciones altas del
inhibidor, el trabajo cardiaco disminuyé 20% (15 pM).
El panel C muestra la relacién porcentual normalizada
del trabajo cardiaco y el consumo de oxigeno. En esta
correlacién se determiné que a bajas concentraciones
del inhibidor (80 a 100% de la actividad) la correlacién
entre el metabolismo y el gasto cardiaco es lineal.

La Figura 3A muestra que los corazones controles au-
mentan hasta 2.3 veces el trabajo cardiaco en presen-
cia de Ne (1pM). Sin embargo, en los corazones pre-
viamente tratados con Ru360 el trabajo sélo se esti-
mula un 18%. En el panel B de la Figura 3 se muestra
el aumento del consumo de oxigeno por efecto del
agonista adrenérgico. En los corazones controles este
pardmetro aumenté aproximadamente 15% (1puM);
pero en los corazones tratados con el inhibidor, el
consumo de oxigeno s6lo aumenté 9%. En la Figura
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Figura 2. Efecto del Ru360 sobre la relacion entre el
metabolismo energético y el trabajo cardiaco
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El panel A muestra el efecto de concentraciones crecientes del
Ru360 sobre el consumo de oxigeno (respiraciéon mitocondrial).
El panel B muestra el efecto sobre el trabajo cardiaco. El panel C
muestra la relacién entre estas dos variables. Las diferentes con-
centraciones de Ru360 se perfundieron en corazones aislados por
30 minutos antes de determinar las variables. Los valores represen-
tan la media = ES de al menos 3 diferentes experimentos. *P=0.05
vs. Control.
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Figura 3. Efecto del Ru360 sobre la relacion entre
el metabolismo energético y el trabajo cardiaco
en condiciones de estimulacién adrenérgica

A

64 1 —HE—CONTROL
—®—4+R
56 1 e

)
o
S
%
o E
QE 481 E/
5
838 40! /
x5
3o 321
O:g s
gg 241 B9 *
< 161 '
o : : : :
0 10 100 1000
DOSIS DE Ne
(nM)
5 B
0 -
% :3? 3.7 }/}
Is' g 3.57 E/ E
g ::j 3.37 E/ i .*/"// *
2 E 5] %
8¢
o
E 29_ T T T T
- 10 100 1000
DOSIS DE Ne
(N
§ 3.91
(o= 7
éé 3.71 }_%/i
P ]
Eroi = |
Siel
B3 5,
oo 3.37
= = ]
§§ 3.1:
50 541
o5 2.9 . ' . . . .
= 16 24 32 40 48 56

TRABAJO CARDIACO (x 1000)
(mmHg.latido.min-)

El panel A muestra el efecto de concentraciones crecientes de no-
repinefrina (Ne) sobre el consumo de oxigeno (respiraciéon mito-
condrial) de corazones controles (m) y tratados con Ru360 (e ).
El panel B muestra el efecto sobre el trabajo cardiaco. El panel C
muestra la relacién entre los pardmetros anteriores. La concentra-
cion utilizada de Ru360 fue 0.5 pM. La perfusién de Ne se llevo
acabo 30 minutos después de la perfusiéon con Ru360 en los cora-
zones tratados y en el mismo intervalo en los controles. Los valores
representan la media + ES de al menos 3 diferentes experimentos.
*p>0.05 vs. Control.
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3C se observa la relacion entre el trabajo cardiaco y
el consumo de oxigeno. En los corazones controles
se determind que existe linealidad y acoplamiento
de ambos parametros, mientras que en los corazones
tratados con Ru360, dicha correlacion se desplazaba
hacia el metabolismo oxidativo. Para estimar la con-
centracién de ([Ca2+Im) en los protocolos anterio-
res, se utilizé la medicion de la actividad de piruvato
deshidrogenasa activa (PDHa) en homogenizados de
corazén (después de la estimulacién adrenérgica). La
PDHa es activada por una fosfatasa sensible a Ca?*
mitocondrial;'? esta aproximacion tiene la ventaja de
que las muestras se congelan inmediatamente y se
evita la interconversion de la enzima, ademas este
ensayo no es sensible a la redistribucion de calcio.

La actividad basal de la PDHa aumento tres veces en
los corazones estimulados con Ne. La actividad basal
del los corazones tratados con Ru360 fue menor (no
estadisticamente significativa) que los controles. Los
corazones tratados con el inhibidor y sometidos al
estimulo hormonal no mostraron diferencia significa-
tiva en la actividad de PDHa comparada con la acti-
vidad basal del grupo control (ver Figura 4).

Figura 4. Efecto de la activacién adrenérgica sobre la actividad
del complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDHa)
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La actividad de PDHa se determiné en homogenizados de corazo-
nes aislados. La condicién basal se llevé a cabo en corazones con-
troles y tratados con Ru360 en ausencia de Norepinefrina (Ne). La
dosis de Ne utilizada fue TuM. Los valores representan la media+
es de al menos 4 diferentes experimentos. *P=0.05 vs. basal.
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Discusion

Diversos estudios indican que la mitocondria tiene
una funcién importante en la regulacién del Ca2+
intracelular; sin embargo, existe mucha controver-
sia respecto a la cantidad y la velocidad con la que
el Ca2+ es tomado por la mitocondria. Esto se debe
a que la mitocondria in vitro puede acumular hasta
1M de Ca2+; sin embargo, la importancia in vivo de
este transporte se ha cuestionado, ya que en condi-
ciones fisiolégicas la concentracién de Ca?* citos6-
lico ([Ca2+]c) es cercana a 100 nM vy la afinidad del
UCam por el Ca2+ es mayor a 10 pM. En esta vision,
la baja afinidad del UCam por el Ca2+ sugiere que
la mitocondria no puede acumularlo durante la esti-
mulacion celular, dado que el aumento en el Ca* c.
inducido por un estimulo hormonal rara vez excede
valores de 1-2 pM.

Esta hipotesis ha sido materia intensa de debate y al-
gunos grupos que han mostrado evidencia en contra
del transporte rapido de Ca2+ en la mitocondria in
situ;'> por otro lado, muchos reportes se oponen
diametralmente a esta vision; por ejemplo: Thayer y
Miller mostraron en neuronas en cultivo que los cam-
bios en la [Ca2+]c que producian la activacion de los
receptores inotropicos de glutamato dependian de la
acumulacion del Ca2+ mitocondrial.'®

Otros grupos utilizando la fotoproteina aequorina
(que es sensible a la concentracién de calcio, [Ca2+])
han medido los cambios en la [Ca2+]c después de
la estimulacién hormonal y han observado que ésta
provoca un rapido aumento en la [Ca2+]m."”

En 1998, el grupo de Lemasters, por medio de mi-
croscopia confocal y diversos indicadores fluores-
centes, observo los cambios en la concentracion
de Ca2+ en las mitocondrias de cardiomiocitos in-
tactos. Las mitocondrias interfribrilares (cercanas al
aparato contractil) alcanzaron un pico maximo del
de 522nM, pero en presencia de agonistas adrenér-
gicos (isoproterenol) éste aument6 a 750nM. La dis-
crepancia entre los datos in vivo e in vitro sobre la
importancia fisiolégica de la [Ca2+]m podria deberse
a la existencia de factores en el citosol que aumenten
la afinidad del UCam por el Ca2+ in situ o a que la
mitocondria no tiene la capacidad de sentir cambios
totales en el citosol, sino que responde a altas [Ca2+]
en microambientes préximos a éstas. Al respecto se
ha demostrado por medio de tomografia electrénica
de alta resolucién que el reticulo sarcoplasmico for-
ma numerosos sitios de contacto con las membranas
de la mitocondria y que la apertura de los canales li-
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beradores de Ca2+ en el reticulo (receptor de rianodi-
na, RyR) genera un “hot spot” de Ca2+ en la cercania
de la membrana mitocondrial. La evidencia funcional
sobre la existencia de este microdominio de Ca2+ fue
proporcionada por Sharma y cols.'® y Szalai y cols.,"
estos grupos midieron simultaneamente la [Ca2+]c y
[Ca2+]m en células cardiacas por medio de indica-
dores fluorescentes. Después de aplicar cafeina (ago-
nista del RyR) observaron un rapido incremento en la
concentracion de Ca2+, tanto del citosol como de la
mitocondria, mas relevante fue que estos grupos de-
terminaron que cuando el Ca2+ citosélico fue “cap-
turado” con BAPTA o EGTA (quelantes de calcio) la
concentracion citosélica, pero no la mitocondrial,
disminuyé; sugiriendo que existe un microdominio
de Ca2+ localizado entre el RyR y el UCam.

En este trabajo se contribuy6 a esta controversia, al
mostrar que la disminucion del transporte de Ca2+
en la mitocondria tiene importantes efectos sobre
el trabajo cardiaco y el metabolismo oxidativo del
corazon aislado. El andlisis de la relacion gasto de
ATP (trabajo cardiaco)/produccién de ATP (metabo-
lismo oxidativo) mostré para los corazones controles
linealidad y acoplamiento; pero en los tratados con
Ru360, esta relacion se desplazé hacia el metabolis-
mo oxidativo, mostrando que la inhibicién del UCam
limita el trabajo cardiaco (ver Figura 2).

Es importante notar que a pesar de que el consumo
de oxigeno aumentd, el trabajo no fue proporcional;
este comportamiento sugiere una disminucién en la
generacion de ATP. En estas condiciones seria inte-
resante determinar algunos metabolitos energéticos,
como el ATP, la fosfocretina y el fosfato inorganico
(Pi), a fin de poder relacionar su concentracién con el
trabajo cardiaco.

Los resultados mostrados en la Figura 3 muestran que
la inhibicion del UCam impide la activacion hormo-
nal del trabajo cardiaco, de igual forma a lo que ocu-
rre en un corazon con insuficiencia, donde existen
anormalidades del metabolismo oxidativo (alteracio-
nes en los metabolitos de alta energia en el miocar-
dio). En el corazén con insuficiencia cardiaca se han
descrito multiples defectos sobre el manejo de Ca2+
Intracelular,®®y ademds se sabe que estos corazones
se encuentran en un déficit energético.?' Los niveles
totales de fosfocreatina estan reducidos en pacientes
con insuficiencia cardiaca y durante la progresién de
la enfermedad existe un decremento en la relacion
fosfocreatina/ATP.2> El mecanismo estudiado sobre
el déficit energético sugiere que las mitocondrias del
corazon con falla presentan dafios a nivel de la mem-
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brana interna, menor velocidad de la respiracion,
defectos en la cadena respiratoria y una capacidad
disminuida de fosforilacién oxidativa.?> Adicional a
esto, en modelos animales de cardiomiopatia diabé-
tica se ha determinado una reduccién en la velocidad
de transporte de Ca2+ mitocondrial. Dicha reduccién
ha sido revertida después de un tratamiento con insu-
lina.** La cinética del transiente de Ca2+ en la mito-
condria se encontré alterada, sobre todo en el tiempo
para alcanzar el pico maximo (time to peak), pues
en cardiomiocitos de ratas controles fue 115+21ms y
aumento en las diabéticas a 182+19ms.2

El grupo de Hansford utilizando un modelo de insu-
ficiencia cardiaca identificé que la disminucion del
transiente de Ca2+ citosélico producia subsecuente-
mente una reduccién en la acumulacién de Ca2+ en
la mitocondria (488nM en células con falla cardiaca
vs. 830 nM en controles); y al igual que los corazones
de este estudio tratados con Ru360 (ver Figura 4), en
ese trabajo también observaron una disminucién en
la respiracion, asociado a la reduccion de la actividad
de la Piruvato deshidrogenasa (PDHa) (esta enzima
de la matriz mitocondrial es activada por Ca2+ por
medio de un mecanismo de fosforilacién/desfosfori-
lacion). El modelo animal de cardiopatia mostré que
al activar el metabolismo mitocondrial (con piruvato)
se recuperaron los parametros hemodinamicos.? Al
considerar estos hallazgos, es razonable reflexionar
que la actividad del UCam puede estar alterada en la
progresion de falla cardiaca.

La aproximacion de este trabajo aunque es solamente
farmacoldgica (usando el Ru360) es hasta el momen-
to la forma disponible para manipular la concentra-
cién de calcio en la mitocondria en el 6rgano entero.
La posibilidad de que el Ru360 tenga otros blancos
moleculares, ademas del UCam, se ha explorado en
trabajos previos de nuestro grupo,®® en donde se ha
observado que la perfusion de Ru360 de 0.1nmol.L-
1- 5pmol.L-1 no genera efectos sobre el desarrollo de
fuerza contractil, lo que indica que este inhibidor no
controla los flujos de Ca** citosélico, adicionalmente
este inhibidor no fue capaz de inhibir la entrada o sa-
lida de Ca** en vesiculas de reticulo sarcoplasmico.

Conclusiones

En este trabajo se demostr6 que la inhibicion del
Ucam produce efectos sobre el acoplamiento entre
el metabolismo oxidativo y el trabajo cardiaco. Los
hallazgos de este estudio soportan la hipétesis de que
el Ca?* citosélico es un orquestador del suministro y
la demanda energética durante la estimulacién hor-
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monal. Adicionalmente, este estudio demuestra que
el Ru360 puede regular la actividad del Ucam vy, por
lo tanto, puede ser utilizado como herramienta para
estudiar el papel que tiene la [Ca2+]m en la homeos-
tasis energética en el corazon en condiciones fisiol6-
gica y patoldgicas, por ejemplo en la falla cardiaca.
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