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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La enfermedad de Chagas es un mal endémico en Latinoamérica, causado por el
parasito Trypanosoma cruzi, que generalmente afecta al funcionamiento del corazén. Estudiamos la
regulacion del calcio intracelular en cardiomiocitos de pacientes chagésicos con diversos grados de
deterioro funcional.

Meétodos: Se utilizaron microelectrodos selectivos para el calcio para determinar simultineamente la
concentracién diastélica de calcio ([Ca?*]4) y el potencial de membrana en biopsias endomiocardicas de
pacientes chagasicos y controles.

Resultados: La [Ca%*]q aumentd el 123, el 295 y el 738% en los pacientes chagasicos de los grupos
funcionales [, Il y III, respectivamente, respecto a los controles. El potencial de membrana mostr6 una
parcial despolarizacién de un 6% en el grupo funcional I, el 10% en el Il y el 22% en el Il respecto a los
controles. La [Ca"]4 se revirtié parcialmente con 1-[6-[[(17R)-3-metoxiestra-1,3,5(10)-trieno-17-il]
amino]hexil]-1H-pirrole-2,5-diona (U-73122), antagonista de la betafosfolipasa C, y 2-aminoetoxi-
difenil borato (2-APB), inhibidor de los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato. La fenilefrina, farmaco
que induce una rapida elevacion del contenido intracelular del inositol 1,4,5-trifosfato, incremento la
[Ca%*]4 en cardiomiocitos controles y chagasicos, que fue mayor en los cardiomicitos chagasicos y se
inhibid por 2-APB.

Conclusiones: En cardiomiocitos de pacientes chagasicos hay una disfuncion de la regulacion de la
[Ca®*]4 correlacionada con las alteraciones cardiacas observadas en las diferentes fases de la enfermedad.
Esta perturbacion en dicha regulacién se asocia, aparentemente, a una alteracion en la regulacion del
mediador intracelular inositol 1,4,5-trifosfato.

© 2011 Sociedad Espariola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Dysfunction of Diastolic [Ca%*] in Cardiomyocytes Isolated From Chagasic Patients
ABSTRACT

Introduction and objectives: Chagas is an endemic disease in Latin America, caused by the parasite
Trypanosoma cruzi, which usually affects the functioning of the heart. We have studied the regulation of
intracellular calcium in cardiomyocytes isolated from chagasic patients with different degrees of heart
dysfunction.

Methods: Calcium selective microelectrodes were used to simultaneously measure diastolic calcium
concentration ([Ca%*]g) and resting membrane potential in endomyocardial biopsies obtained from
chagasic patients and controls.

Results: The [Ca®*]qincreased by 123%,295%, and 738% in chagasic patients in functional class I, II, and III,
respectively, in relation to controls. Membrane potential showed a partial depolarization of 6% in
functional class I, 10% in functional class II, and 22% in functional class III, compared to control values.
Alteration in the [Ca®']q was partially reverted by 1-[6-[[(178)-3-metoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl]
amino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione (U-73122), a -phospholipase C antagonist, and by 2-aminoe-
thoxydiphenyl-borate (2-APB), an inositol 1,4,5-trisphosphate receptor blocker. Phenylephrine, an agent
that induces a rapid transient increase in 1,4,5-trisphosphate intracellular content, produced a rise in
[Ca%*]q, higher in chagasic cardiomyocytes than in controls, and its effect was fully inhibited by 2-APB.
Conclusions: In cardiomyocytes from chagasic patients there is a dysfunction of the regulation of the
[Ca®*]4, which correlates with the cardiac abnormalities observed in the different stages of the disease.
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This disturbance in the regulation of intracellular calcium appears to be associated with alterations in
the regulation of intracellular messenger inositol 1,4,5-trisphosphate.

Full English text available from: www.revespcardiol.org
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Abreviaturas

[Ca%*]4: concentracién diastdlica de calcio

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borato

U-73122: 1-[6-[[(173)-3-metoxiestra-1,3,5(10)-trieno-17-
ilJamino]hexil]-1H-pirrole-2,5-diona

VCa: potencial inespecifico de calcio

VCae: potencial especifico para calcio

Vm: potencial de membrana

INTRODUCCION

Entre las 80 enfermedades referidas como tropicales, la
enfermedad de Chagas representa el problema de salud de mayor
trascendencia en el continente americano'. Esta parasitemia se
produce por el hemoflagelado Trypanosoma cruzi, el cual afecta
primaria pero no exclusivamente al corazoén, produciendo lesiones
referidas clinicamente como cardiomiopatia chagasica. Esta suele
evolucionar a través de tres etapas, una aguda, una indeterminada
y una cronica, que es la principal expresion clinica y patolégica.
Esta fase emblematica se expresa inicialmente como una
cardiomiopatia no dilatada que evoluciona lentamente para
transformarse en una dilatada, y se observan arritmias, disfuncion
diastolica y sistdlica ventricular izquierda, episodios tromboem-
bélicos y muerte stibita,

Estudios previos en tejidos no cardiacos han demostrado una
posible vinculacion entre la infeccion chagasica y alteraciones en la
regulaciéon del calcio intracelular y del mensajero intracelular
inositol 1,4,5-trifosfato*°. Sin embargo, estos estudios se realiza-
ron en modelos animales y la informacion obtenida de ellos no
necesariamente podria extrapolarse a lo que ocurre en cardio-
miocitos humanos de pacientes chagasicos. En el presente estudio,
hemos investigado si la cardiomiopatia chagasica se asocia a
alteraciones en la concentracién diastdlica de calcio ([Ca%*]y) en
biopsias endomiocardicas del ventriculo izquierdo de pacientes
chagasicos. Ademas, hemos explorado el papel del mediador
intracelular inositol trifosfato.

METODOS
Poblacion estudiada

Este estudio se llevd a cabo en 15 pacientes chagasicos
(4 mujeres y 11 varones; edad promedio, 46 + 1,6 afios). Se agrupo
a los pacientes segtn la clasificacion de la New York Heart Association
(NYHA), la cual toma en consideracion las manifestaciones clinicas
del paciente y los factores de riesgo que inciden en su mortalidad:
temprano, grupo funcional (GF) I; intermedio, GFII, y tardio, GFIIL
Seglin esta clasificacion, se incluy6 a 4 pacientes en el GFI, 6 en el GFII
y 5 en el GFIIL Todos los pacientes chagasicos del presente estudio
presentaron una historia epidemioldgica positiva, un electrocardio-
grama de reposo anormal (arritmias ventriculares, bloqueo de la rama
derecha) y positividad al hemocultivo y al test de ELISA para la
enfermedad de Chagas. De los 15 pacientes estudiados, 11 habian
recibido tratamiento convencional (amiodarona, digitalicos y diuré-
ticos) (tabla 1).

Tabla 1
Niamero de cardiomiocitos obtenidos por paciente para las determinaciones
del potencial de membrana y de la [Ca®*]q

Paciente Control GFI GFII GFIII
1 10 10 5 3
2 6 6 5 2
3 10 10 6 4
4 3 4 0
5 0 5 0
6 0 3 0

[Ca%*]4: concentracién diastélica de calcio; GF: grupo funcional.

Se incluy6 a 10 pacientes (4 mujeres y 6 varones, con una edad
promedio de 324+ 1,5 afios) que sufrian de regurgitacion o
insuficiencia de la valvula mitral como grupo control en el presente
estudio. Ninguno de ellos presentd evidencias de padecer la
enfermedad de Chagas.

Biopsias endomiocardicas de ventriculo izquierdo

Las biopsias endomiocardicas del ventriculo izquierdo de los
pacientes chagasicos se obtuvieron bajo observacion fluoroscopica,
y las de los sujetos controles durante el acto quirdrgico para el
reemplazo de la valvula mitral, tratando de que la toma de las
biopsias fuera de regiones similares en ambas poblaciones de
sujetos. Si bien no todos los sujetos incluidos en el presente
estudios estaban en tratamiento medicamentoso, a quienes lo
recibian se les suspendi6 la medicacion 48 h antes de la toma de las
biopsias endocardicas. Las biopsias fueron colocadas inmediata-
mente en solucién Tyrode con baja concentracién de Ca?' y
suplementada con 20 mM 2,3-butanediona monoxima, un potente
inhibidor de la interaccién de la miosina y la actina, a fin de
prevenir activacién mecanica, y burbujeada con una mezcla del
95% de O, y el 5% de CO, a 37 °C. Mediante diseccion del tejido
conectivo, se obtuvieron pequefios segmentos del ventriculo
izquierdo, de unos 10-15 cardiomiocitos cada uno. Los cardio-
miocitos fueron colocados en una camara experimental, que se
perfundié con una solucién Tyrode (37 °C), burbujeada con O,
(95%) y CO, (5%). La preparacion muscular se sujetd al piso de la
camara experimental mediante alfileres para la realizacion de las
mediciones de la [Ca®?']q. Las biopsias se obtuvieron con el
consentimiento previo de los pacientes y la aprobacion del comité
de bioética de las instituciones hospitalarias correspondientes.

Microelectrodos selectivos para calcio de doble barrera

Capilares de vidrio de doble barrera (WPI-PB150F-4, Sarasota,
Florida, Estados Unidos) se lavaron con acido clorhidrico y luego
con agua destilada y se secaron en un horno (200 °C), estirados en
un estirador de pipetas (P-97 Flaming/Brown, Automate Scientific,
Berkeley, California, Estados Unidos) a fin de obtener microelec-
trodos de punta pequefia (< 1 M). Los microelectrodos se
prepararon y calibraron como se ha descrito previamente®. Sélo los
microelectrodos con una respuesta tipo Nernst (30,5 mV por
unidad de pCa a 37 °C) se usaron experimentalmente (fig. 1).
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Figura 1. Curva de calibracién de un microelectrodo selectivo para calcio. El eje
de las ordenadas muestra el potencial medido por el microelectrodo de calcioy
el eje de la abscisas, las diversas concentraciones de calcio (pCa3-pCa8), donde
pCa = -log [Ca®"]. La respuesta fue tipo Nernst (30,5 mV por unidad de pCa a
27 °C) en el intervalo pCa3-pCa7. La resistencia del microelectrodo fue de
52 x 10 Q.

Cuantificacion de la concentracion intracelular de calcio

Los experimentos fueron realizados en un periodo no mayor
que las 3 h siguientes a la toma de la muestra. Los cardiomiocitos se
empalaron individualmente con el microeléctrodo sensible a Ca%*
de doble barrera, considerando so6lo registros obtenidos de
cardiomiocitos controles y chagasicos con potenciales estables
(potencial de membrana [Vm] y potencial especifico para calcio
[VCae]) por un lapso no menor que 40 s. Todos los microelectrodos
fueron recalibrados después de realizadas las mediciones de la
[Ca®']q, y si las dos curvas de calibracién (pre y post) mostraban
una diferencia > 3 mV en el intervalo de pCa6-pCa7, los datos
experimentales se descartaban®.

Los potenciales obtenidos Vm y potencial inespecifico de calcio
(VCa) se registraron usando un amplificador de alta impedancia
(WPI FD-223, Sarasota, Florida). El VCae se obtuvo mediante la
sustraccion Vm - VCa registrado inicialmente. Las sefales
potenciométricas se almacenaron en una computadora (Macintosh
MAB878LL/A; Cupertino, California) para su posterior analisis.

Soluciones

La composicion de la solucion Tyrode fue la siguiente (mM):
130 Nacl, 3 K(I, 1,8 CaCl,, 1 MgCl,, 12 NaHCOs, 5 glucosa, 4 (4-(2-
hidroxietil)-1-acido piperacinaetanosulfénico (HEPES), y el pH se
ajustd a 7,4 con NaOH. La solucidén baja en calcio tenia la siguiente
composicion (mM): 130 Nacl, 3 KCI, 1 MgCl,, 5 piruvato de sodio,
20 glucosa, 20 2,3-butanediona monoxima, 10 HEPES, 6 acido
nitroloacético, y el pH se ajust6 a 7,4.

Estadistica

Los datos se expresan como media + error estandar de lamediay
nimero de cardiomiocitos ventriculares en que se determiné la
[Ca?*]q. La diferencia estadistica se considerd significativa mediante el
uso del analisis de varianza de un solo factor, la prueba de Tukey para
mdltiples muestras y el test de la t de Student para muestras
apareadas y se consider6 significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS
Calcio diastolico intracelular

Los valores de Vm y de la [Ca%*]4 obtenidos de los cardiomio-
citos ventriculares chagasicos se agruparon segin la clasificacion
funcional de la NYHA. En los cardiomiocitos aislados de pacientes
chagasicos se observé una despolarizacion parcial de la membrana
asociada a un incremento en la [Ca®*]y en comparacién con los
controles (fig. 2), alteraciones que parecen estar asociadas con la
severidad de la enfermedad.

En cardiomiocitos en reposo obtenidos de sujetos sanos, el valor
promedio de Vm fue de -83 +2,3mV (n =30), y la [Ca%*]4 fue de
111 £4,4nM (n=30) (tabla 1 y figs. 3A y B), mientras que en los
obtenidos de pacientes chagasicos clasificados en el GFI el valor
promedio para Vm fue de -77+3mV (n=29) (p<0,001 en
comparaciéon con el valor control) (fig. 3A) y la [Ca**]q fue de
245 + 12 nM (n = 29) (p < 0,001) (fig. 3B). En los pacientes del GFII, el
valorde Vm fue -72 £ 4 mV (n = 28) (p < 0,001) (tabla 1y fig. 3A)y la
[Ca®*]q fue de 385+12 (n=28) (p<0,001) (fig. 3B). En células
ventriculares obtenidas de pacientes del GFIIIl, Vm fue de 63 & 3,5 mV
(n=9)(p <0,001) (tabla 1y fig. 3A) y la [Ca®*]4 fue de 922 + 33 nM
(n=9) (p <0,001) (tabla 1 y fig. 3B).

Noétese que, en los cardiomiocitos de pacientes con cardiomio-
patia chagasica, hay una despolarizacion parcial de la membrana
celular y una elevacién de la [Ca?"]4 correlacionada con el grado de
deterioro funcional del masculo cardiaco, expresado mediante la
clasificacion de la NYHA. En los cardiomiocitos de pacientes del
GFI, se observd una reduccion del 7% del valor promedio de Vm y
un incremento del 120% de la [Ca%']q. En las células del GFII, el
decremento en Vm fue de un 13% y el incremento de la [Ca2"]q, del
246%; en los cardiomiocitos de pacientes del GFIII, se observo un
decremento de Vm de un 24% y un incremento en la [Ca®*]q de un
730%.

Efecto de U-73122 en la concentracion sistolica intracelular

A fin de explorar la participacion del inositol 1,4,5-trifosfato en
la disfuncién de la homeostasis del calcio intracelular en los
cardiomiocitos chagasicos, se los traté con 1-[6-[[(178)-3-me-
toxiestra-1,3,5(10)-trieno-17-ilJamino]hexil]-1H-pirrole-2,5-
diona (U-73122), un antagonista de la betafosfolipasa C, que
participa en la transduccion de sefiales en la membrana plasmatica
catalizando la hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana de
fosfaditil-inositol-4-5-bifosfato a inositol-1,4,5-trifosfato y 1,2-
diacilglicerol. La incubacién de cardiomiocitos controles con 2 LM
de U-73122 por 10 min no redujo la [Ca®']q (112 +3,9nM, n=8
antes y 109 +4 nM, n=8 después). Sin embargo, este mismo
protocolo redujo significativamente la [Ca®*]q4 en los cardiomiocitos
obtenidos de pacientes del GFlde 243 +19nM (n=9)a 160 + 7,5 nM
(n=9), un decremento de un 34%, y en los del GFII de 383 + 14 nM
(n=9)a238 + 15 nM (n = 9), equivalente a una disminucién del 38%
(tabla 2 y fig. 4). No se observo ningtin efecto en los valores de Vm. La
incubacion de los cardiomiocitos de los GFl y Il con U-7334, el analogo
inactivo, no produjo ningin cambio en los valores de Vm y de la
[Ca?']q (resultados no mostrados). No se exponen datos sobre el
efecto del U-73122 en la [Ca®*]q en los cardiomiocitos del GFIII por no
disponerse de células viables.

Efecto de 2-aminoetoxidifenil borato en la concentracion
diastolica intracelular

Los cardiomiocitos de sujetos controles y pacientes chagasicos
se trataron con 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB), un compuesto
permeante que se ha propuesto como inhibidor de los receptores
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Figura 2. Registros simultaneos de Vm y [Ca®*]4 en cardiomiocitos de sujetos controles y chagasicos de los grupos funcionales I, Il y III. En los controles los valores
fueron: Vm, -84 mV y [Ca?*]4, 118 nM. En el paciente del GFI fueron: Vm, -75 mV y [Ca®*]4, 233 nM. En el paciente del GFII: Vm, =70 y [Ca%*]4, 387 nM. En el del
GFIIl: Vm, -65 y [Ca®*]g, 950 nM. [Ca2+]d: concentracién diastélica de calcio; GF: grupo funcional; VCae: potencial especifico para calcio; Vm: potencial de

membrana.

del inositol 1,4,5-trifosfato. La incubacion de cardiomiocitos
controles con 20 mM de 2-APB por 10 min no tuvo efecto em la
[Ca?*]¢ (111 +3 nM,n =15 antesy 109 & 5 nM, n = 15 después de ser
tratados con 2-APB) ni en el Vm (82 £2,8 mV, n=15y 84 + 3,1 mV,
n = 15). Sin embargo, este mismo tratamiento produjo una reduccién
significativa de la[Ca®*]4 en los cardiomiocitos de pacientes chagasicos
(tabla 2 y fig. 5), sin modificaciones del Vm. En cardiomiocitos
chagasicos del GFI, la [Ca®*]q se redujo de 245 +24nM (n=11) a
172 + 8 nM (n=11), una disminucién de un 30%, y de 388 + 18 nM
(n=10)a 224 +£ 10,7 nM (n=10) en cardiomiocitos del GFII, equiva-
lente a una reduccion del 42%. Sin embargo, no se observo ningin efecto
del 2-APB en los valores Vm de las células chagasicas obtenidas de
pacientes de GFl y GFII (78 £2,6 mV, n=11y 71+ 44 mV, n=11
respectivamente). No fue posible estudiar el efecto del 2-APB en la
[Ca2+]q en cardiomiocitos de pacientes chagasicos del GFIII por la
inviabilidad de las células.

Efecto de la fenilefrina en la concentracion sistolica intracelular

Es conocido que la estimulacion de los receptores
«q-adrenérgicos con fenilefrina activa la proteincinasa C como
resultado de una cascada de reacciones que involucra una proteina
G y la betafosfolipasa C, produciéndose finalmente inositol

1,4,5-trifosfato y diacilglicerol. La incubacién de los cardiomiocitos
controles o chagasicos en 10 wM de fenilefrina por 5 min produjo
una elevacion de la [Ca®']q en todos las células estudiadas. Pero
este incremento fue mayor en cardiomiocitos chagasicos que en los
controles (GFII > GFI > controles). La fenilefrina elevé la [Ca%*]y de
110£2,5nM (n=11) a 163+ 7,7 (n=11) en los cardiomiocitos
controles, de 242 +27,8nM (n=9) a 416 +21,7 nM (n=9) en los
cardiomiocitos del GFl y de 387 +=17,4nM (n=9) a 888 & 20,9 nM
(n=9) en cardiomiocitos del GFII (tabla 2 y fig. 6). No se observaron
modificaciones en el Vm en ninguno de los grupos estudiados.

El efecto farmacolégico de la fenilefrina en la [Ca®']q en
cardiomiocitos controles y chagasicos fue bloqueado por 20 wM de
2-APB. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que una
alteracion en el metabolismo del inositol 1,4,5-trifosfato esta
asociada a la cardiomiopatia chagasica. No fue posible estudiar el
efecto de la fenilefrina en la [Ca®*]4 en cardiomiocitos de pacientes
chagasicos del GFIII por la inviabilidad celular.

DISCUSION

Este estudio demuestra que: a) en los cardiomiocitos ventri-
culares en reposo obtenidos de pacientes que sufren una
cardiomiopatia chagasica hay una despolarizaciéon parcial de la
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membrana plasmatica que se asocia con una elevaciéon en la
[Ca®']q; b) las alteraciones en el Vm y la [Ca®*]q4 se correlacionan
con el grado de deterioro funcional del mdsculo cardiaco
establecido mediante evaluacion clinica (clasificacion NYHA); ¢)
la incubacién de cardiomiocitos chagasicos en U-73122, un
antagonista de la betafosfolipasa C, o en 2-APB, un inhibidor de
los receptores del inositol 1,4,5-trifosfato, redujeron significativa-
mente los valores de la [Ca®*]q, pero no en los cardiomiocitos
controles, y d) la fenilefrina produjo una elevacién de la [Ca®*]4 en
cardiomiocitos chagasicos y no chagasicos, aunque este efecto fue
mayor en los chagasicos (GFII > GFI) que en los controles.

Tabla 2

Niamero de cardiomiocitos obtenidos por paciente para las determinaciones
del potencial de membrana y la [Ca?*]y realizadas en los diferentes
tratamientos farmacolégicos

Pacientes Tratamiento 1 2 3 4 5 6
farmacoldgico

GFI U-73122 3 2 4 0 0 0
2-APB 3 2 3 3 0 0
Fenilefrina 4 2 3 0 0 0

GFII U-73122 2 3 2 2 0 0
2-APB 0 0 2 2 3 3
Fenilefrina 3 2 2 0 2 0

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borato; [Ca?*]4: concentracién diastélica de calcio; GF:
grupo funcional. U-73122: 1-[6-[[(178)-3-metoxiestra-1,3,5(10)-trieno-17-il]Jami-
noJhexil]-1H-pirrole-2,5-diona.

No se incluye el GF III porque no fue posible obtener cardiomiocitos viables para
fines experimentales.
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Figura 4. Efecto de U-73122 en la [Ca®*]4 en cardiomiocitos obtenidos de los
grupos control (sujetos sanos), y grupo funcional I y II. **Diferencias
estadisticas observadas en el mismo grupo, antes y después del tratamiento
con U-73122, antagonista de la betafosfolipasa. (Véase la tabla 2). [Ca2+]d:
concentracion diastélica de calcio; GF: grupo funcional; U-73122: 1-[6-[[(17R8)-
3-metoxiestra-1,3,5(10)-trieno-17-il]Jamino]hexil]-1H-pirrole-2,5-diona.

Estos resultados muestran por primera vez que en las células la
cardiomiopatia chagasica se asocia con una despolarizacion parcial
de la membrana y una elevacién en la [Ca%']4 que varia segiin el
estado clinico del paciente. Pensamos que estas alteraciones
son genuinas de la cardiomiopatia chagasica y no los efectos
secundarios del tratamiento farmacologico, ya que todos los
medicamentos se suspendieron 48 h antes de la toma de la biopsia,
a fin de evitar el potencial efecto de esos farmacos en los
pardmetros evaluados (Vm y [Ca?']q). Sin embargo, es bien
conocido que la eliminacién de la amiodarona es por demas lenta’
y que pudo alterar los valores de Vm y [Ca%*]4 en los cardiomiocitos
de los pacientes chagasicos que estaban tomando el farmaco.
Quian et al® publicaron que la amiodarona, a concentraciones
clinicas, reduce la [Ca%*]q, por lo que creemos que los valores en el
presente estudio reflejan una alteracion inducida por la parasitosis,
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Figura 5. Efecto de 2-APB en la [Ca®*]4 en cardiomiocitos obtenidos de los
grupos control (sujetos sanos) y grupo funcional I y II. ***Diferencias
estadisticas observadas en el mismo grupo, antes y después del tratamiento
con 2-APB. (Véase la tabla 2). [Ca2+]d: concentracién diastélica de calcio;
2-APB: 2-aminoetoxidifenil borato; GF: grupo funcional.
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Figura 6. Efecto de la fenilefrina en la [Ca®*]q en cardiomiocitos aislados del
grupo control (sujetos sanos) y el grupo funcional I y II. ***Diferencias
estadisticas observadas en el mismo grupo, antes y después del tratamiento
con fenilefrina, un agonista de los receptores «;-adrenérgicos. (Véase la
tabla 2). [Ca2+]d: concentracion diastolica de calcio; GF: grupo funcional.

mas que un efecto residual de la amiodarona. En el peor de los
casos, nuestras mediciones de la [Ca®*]4 reflejarian una subesti-
macioén, lo cual podriamos descartar, ya que no detectamos
diferencias significativas en los valores de la [Ca®*]4 entre los
cadiomiocitos de pacientes chagasicos que recibian amiodarona y
los de los que no.

Igualmente, mostramos una adecuada correlaciéon entre las
manifestaciones clinicas del paciente, basada en la clasificacion de
la NYHA, con las alteraciones funcionales celulares (Vm y [Ca®*]q4)
producidas por la parasitemia. Una moderada alteracion en Vm
(despolarizacion de un 6%) y una significativa elevacion de la
[Ca®']q (aumento en un 123%) se observaron en los pacientes con
menos manifestaciones clinicas (GFI). Estas se tornaron mas
evidentes en cardiomiocitos del GFII (despolarizacion de un 10%) y
un incremento de la [Ca%*]4 del 295% y se hicieron aiin mayores en
los provenientes del GFIII (despolarizacion de un 22% y un aumento
de la [Ca®'|4 en un 738%). Lamentablemente, la alteracién en la
[Ca%*]q en los cardiomiocitos obtenidos del GFIII no se pudo
explorar en detalle debido a que mostraron membrana plasmatica
muy fragil, asi como mayor cantidad de tejido conectivo, lo cual
dificulté la obtencidon de cardiomiocitos viables para los fines
experimentales (tabla 2). A pesar de los elevados valores de [Ca®*]q
cuantificados en los cardiomiocitos obtenidos del GFIII (con Vm
estable), no se detectd activacion mecanica. Una posible explica-
cién de ello es que la concentracién de Ca?* intracelular (regulador
fisiologico de la contraccion muscular) no alcanzé su nivel critico
(1 pwM), que inhibe el efecto de la troponina C, permitiendo la
interaccion de la actina con la miosina. Sin embargo, otros estudios
han demostrado en fibras estriadas una activacion mecanica a mas
bajas concentraciones de Ca®* intracelular (0,5 wM). Estas
diferencias podrian explicarse por la diversidad en las especies,
asi como por las preparaciones celulares empleadas experimen-
talmente (fibras desnudas —desprovistas de membrana plasma-
tica— o fibras con una membrana plasmatica hiperpermeable).
Igualmente, a la contribucion de otros factores tales y como: a) el
nivel de carga de Ca®* del RS%; b) la [Mg?*] en la vecindad de
los miofilamentos contractiles; c) la temperatura, que influye
en los procesos de liberacién y retoma de Ca?* por el RS® y modifica
la sensibilidad de los miofilamentos por el ién Ca?*, y d) 1a longitud
inicial del sarcomero, lo cual determina la magnitud de la tension
generada tanto en el misculo esquelético como en el cardiaco.

La alteracién en la [Ca®*]4 encontrada en células chagasicas es
cualitativamente similar a lo comunicado sobre células epiteliales
infectadas con T. cruzi: se pudo apreciar un aumento significativo
en los valores basales intracelulares de [Ca®*], asi como alteracio-
nes en el patrén de movilizacién del Ca* intracelular en respuesta
a la bradiquinina y otros agonistas'’. La [Ca®*]q en el msculo
cardiaco depende de una serie de mecanismos fisiologicos
localizados en la membrana plasmadtica (intercambiador Na*/
Ca?" y la bomba Ca?"-ATPasa) y en el reticulo sarcoplasmico (la
bomba de Ca®?*-ATPasa)''. El funcionamiento normal de estos
mecanismos permite mantener la [Ca%']y durante el «reposo
cardiaco» (diastole) en la franja fisiologica (~100 nM)'2. El hecho
de que la [Ca®*]y en cardiomiocitos chagasicos alcanza valores
anormales implica una pérdida en la regulacién intracelular de este
cation, lo cual podria relacionarse con un mal funcionamiento,
inducido por el parasito directa o indirectamente, de uno o varios
de estos mecanismos vinculados a la homeostasis intracelular del
calcio. Igualmente, podria ser la consecuencia directa de un
aumento persistente de la liberacion de calcio desde el reticulo
sarcoplasmico o entrada desde el exterior, mediada por el
modulador intracelular inositol 1,4,5-trifosfato, en respuesta a
una sobrestimulacion adrenérgica o activacion del metabolismo
del inositol 1,4,5-trifosfato inducida directa o indirectamente por
el parasito.

Elinositol 1,4,5-trifosfato, mensajero intracelular presente en el
musculo estriado (cardiaco-esquelético) y el misculo liso, es
capaz de liberar calcio desde depésitos intracelulares mediante
la activacion de un receptor (canal de calcio) localizado en la
membrana del reticulo sarcoplasmico o modular la entrada del ién
calcio desde el espacio extracelular!'3. En diversas zonas del miisculo
cardiaco se han identificado receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
tipos 1y 2. Mientras el inositol 1,4,5-trifosfato tipo 1 predomina en
las células cardiacas neuronales, el inositol 1,4,5-trifosfato tipo 2 esta
localizado fundamentalmente en los cardiomiocitos, en la vecindad
de las lineas Z, en la regién perinuclear y en la membrana nuclear'*,
Sin embargo, la relevancia funcional de los diversos tipos de
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato en el corazon sigue siendo
controvertida'®. Diversas publicaciones han sefialado que entre sus
funciones estaria la modulacién de trascripcién genética'®,
la amplificacién de las sefiales del receptor de rianodina'® y la
regulacién de la entrada de calcio desde el espacio extracelular'®.
Ademas, se ha propuesto su posible participacion en la fisiopatologia
de la hipertrofia ventricular, la fibrilacion auricular, la taquicardia
ventricular y la hipoxia cardiaca.

Nuestros resultados indican que la elevacién de la [Ca%*]y
observada en los cardiomiocitos chagasicos esta parcialmente
mediada por inositol 1,4,5-trifosfato, puesto que el tratamiento con
U-73122, un inhibidor de la betafosfolipasa C, y 2-APB, un
inhibidor del receptor del inositol 1,4,5-trifosfato, permitié reducir
parcialmente la elevacién de la [Ca®']q, observada en los
cardiomiocitos chagasicos de GFI y GFII. Esta reduccion de la
[Ca?*]4 fue mas marcada en los cardiomiocitos chagasicos del GFII:
el 38 y el 41% inducida por U-73122 y 2-APB respectivamente, que
en los obtenidos de pacientes chagasicos del GFI: el 34 y el 29% con
U-73122 y 2-APB respectivamente. Esta elevacién en la [Ca®*]q
parece estar asociada a un incremento en el metabolismo de los
fosfoinositoles que conlleva una mayor liberacién de calcio desde
el RS y/o un incremento en la entrada de calcio desde el espacio
extracelular durante la fase diastdlica. Esta potencial disfuncion en
el metabolismo de los fosfoinositoles varia en funcion del estadio
clinico del paciente, puesto que fue mas evidente en los
cardiomiocitos de los pacientes clasificados en el GFI que en los
clasificados en el GFIL. Esta hipotesis se vio reforzada por el mayor
efecto de la fenilefrina en la [Ca%*]4 en cardiomiocitos chagasicos
(1,6 y 2,3 veces en GFl y GFII) que en controles (1,4 veces) y por el
hecho de que el efecto de la fenilefrina en la [Ca?*]4 se inhibi6 por
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2-APB, un inhibidor del inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3, en todos los
grupos celulares estudiados.

Estudios previos han demostrado la presencia de receptores
Ms-muscarinicos en células ventriculares del corazén humano!”.
Igualmente se ha comunicado una sobrexpresion de estos
receptores en corazones de animales infectados con T. cruzi'®.
Ademas, estos receptores Ms-muscarinicos estan preferencial-
mente acoplados a proteinas Gq/11, mediadoras de la activacion de
la fosfolipasa C, la cual una vez activada produce la hidrolisis del
fosfatidil-4,5-difosfato a inositol 1,4,5-trifosfato y diacilglicerol®®.

CONCLUSIONES

Las evidencias presentadas nos permiten tener una mayor
comprension sobre la fisiopatologia de la cardiomiopatia chaga-
sica, especificamente sobre participacion del inositol 1,4,5-
trifosfato en la disfunciéon de la regulacién de la [Ca®*]q en
cardiomiocitos chagasicos. Los presentes resultados no explican en
su totalidad esta alteracion en la homeostasis intracelular del
calcio, puesto que U-73122 o 2-APB, si bien permitieron reducir
significativamente la [Ca®']4 observada, no lograron su normali-
zacion a valores fisioldgicos. Ademas, ninguno de los tratamientos
farmacologicos empleados permitié revertir la despolarizacion
parcial de la membrana en las células chagasicas, lo que indicaria la
existencia de otras posibles alteraciones inducidas directamente o
indirectamente por el parasito, tal vez sobre otras estructuras o
vias metabdlicas, como el receptor de dihidropiridina de mem-
brana plasmatica (canal lento de Ca?*) o el receptor de rianodina
(canal de Ca?*) del reticulo sarcoplasmico. Nuevos estudios se
hacen necesarios para dilucidar esta compleja fisiopatologia.
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