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. INTRODUCCION

El infarto de miocardio (IM) constituye una causa principal de morbilidad y
mortalidad en los paises occidentales (Mozaffarian D, 2016) Yy €n €l mundo (oms, 2020).
Ocurre debido a la obstruccidn de una arteria coronaria y el consecuente riego
sanguineo insuficiente. Si bien la reperfusion temprana es la mejor estrategia
para limitar el tamano del infarto, la reperfusion por si misma, induce injuria
adicional (Beller, 2001; Piper, Abdallah, & Schafer, 2004; Garcia-Dorado, Ruiz-Meana, Inserte, Rodriguez-
Sinovas, & Piper, 2012). EN este escenario, es ampliamente aceptado que, aunque
las causas del efecto deletéreo del episodio isquémico seguido de reperfusion
son multifactoriales, el manejo alterado del Ca?* intracelular juega un papel
clave en dicha injuria, participando en la produccién de arritmias
potencialmente letales y muerte celular. A pesar de su enorme importancia, el
conocimiento de los mecanismos que determinan la injuria por isquemia y
reperfusion (I/R) es todavia incompleto.

En nuestro laboratorio, se ha descripto el rol dual de la quinasa dependiente
de Ca?* y calmodulina (CaMKII) en la I/R: beneficioso en la I/R reversible, o
corazébn atontado, caracterizado por una disfuncion post-isquémica
completamente reversible (said, y otros, 2003) ¥ perjudicial en la I/R irreversible, con
dano cardiaco y muerte celular por necrosis y apoptosis (salas, y otros, 2010; Di Carlo,
y otros, 2014). En experimentos previos también se ha descripto una liberacion
subita de Ca?* proveniente del reticulo sarcoplasmatico (RS) al inicio de la
reperfusién (Valverde, y otros, 2010).

También se ha demostrado en nuestro y otros laboratorios que la pérdida de
Ca?* a través de los receptores de rianodina (RyR2) del RS, constituye un
factor principal tanto en la propension a arritmias como en la produccion de
apoptosis y necrosis en la I/R (salas, y otros, 2010; Van Oort, y otros, 2010; Said M. , y otros, 2011;
Di Carlo, y otros, 2014; Mazzocchi, y otros, 2016). ESta pérdida de Ca?* puede ocurrir por
alteracion de los RyR2 y/o por aumento del secuestro de Ca?* y contenido de
Ca?* del RS. Si bien el rol deletéreo de la alteracion de los RyR2 ha sido bien
establecido, los estudios son contradictorios acerca de si el aumento del
secuestro de Ca?* por el RS resulta beneficioso o perjudicial tanto en el
escenario de la I/R como de cualquier condicion de sobrecarga de Ca?*, se
asocie o no con una alteracion de los RyR2 (cross HR, 2003; Del Monte, y otros, 2004; Yang
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Y, 2006; Talukder MA, 2007; Zhou X, 2007; Nicolaou P, 2009; Stokke MK, 2010; Kho C, 2015; Valverde, y otros,
2019)

Uno de los factores determinantes del dano miocardico puede ser la
capacidad de la mitocondria de manejar el exceso de Ca?* que libera el RS al
inicio de la reperfusion.

En el presente trabajo, se realizaron experimentos en ratones genéticamente
modificados en distintas proteinas que intervienen en el manejo del Ca?*, a fin
de explorar fundamentalmente el rol del aumento del secuestro de Ca?* en el
dafio miocardico durante la I/R, con especial énfasis en el estudio de la funcion
mitocondrial, estudio que no habiamos abordado previamente en forma
directa.

Como introduccién el lector encontrara explicado a continuacion, algunos
elementos que intervienen en la actividad miocardica y su posible vinculacién
con las alteraciones que ocurren durante la I/R.

1. CONSIDERACIONES FISIOLOGICAS DE LA FIBRA MUSCULAR
CARDIACA

Las fibras musculares o cardiomiocitos son células cardiacas mononucleadas,
de aspecto alargado y estriado, que poseen una estructura altamente
organizada.

i Figura 1. Esquema de

Sibaarscial Miccsisia Tt T una fibra muscular cardiaca

de mamifero.

Se senalan: los tabulos T,
invaginaciones sarcolemales
perpendiculares a las lineas Z del
sarcomero que en comparacion
con el musculo esquelético, tienen
un diametro mayor; el reticulo
sarcoplasmatico, constituido por
un conjunto de tubulos
anastomosados entre si, con
pequefias expansiones saculares
terminales, Illamadas cisternas
subsarcolemales, que estan en
estrecho contacto con los tubos en
T, y las mitocondrias, que son

Al abundantes en estas células.

[Modificado de Fawcet, 1969

(Fawcett & McNutt, 1969)].
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Como se ve en la Figura 1, el cardiomiocito esta constituido por el sarcolema,
una membrana plasmatica con profundas invaginaciones hacia el interior de
la célula (Tubulos T); el sarcoplasma, que es el citoplasma de este tipo de
células; el reticulo sarcoplasmatico (RS), constituido por tubulos y cisternas
anastomosadas entre si que constituye el reservorio de Ca?*,y el sarcémero,
la unidad contractil del musculo.

Los cardiomiocitos se encuentran ensamblados entre si por discos
intercalares y comunicados por conexinas, hecho que favorece su
comportamiento como un sincitio durante el proceso de contraccion-
relajacion.

1.1. ACOPLAMIENTO EXCITO-CONTRACTIL (AEC)

El mecanismo del AEC en el cardiomiocito, articula un conjunto de fendémenos
esquematizados en la Figura 2, acoplando la actividad eléctrica con la
actividad mecanica de la fibra muscular.

La membrana celular esta polarizada, existiendo una diferencia de potencial,
a través de ésta, de aproximadamente -80 mV en el miocito cardiaco. Un
estimulo eléctrico o nervioso produce un cambio pasivo, electrotonico de la
membrana celular. Este cambio despolariza la membrana hasta el umbral de
excitabilidad que desencadena el potencial de accion (PA) por la apertura de
los canales de Na®. El ingreso de Na* a través de canales rapidos de Na®,
aumenta el potencial de membrana a valores aproximados de +30 mV a +50
mV. La despolarizacion de la membrana ocasiona la activacion de los canales
voltaje-dependientes de Ca?* tipo L, también conocidos como receptores de
dihidropiridinas (DHPR - Ver Figura 2), y permite el paso de una pequefia
corriente de Ca?*. Estos iones se unen a los canales receptores de rianodina
(RyR2) e inducen la liberacion de mas Ca?* del RS (Ca?*rs). Este mecanismo
es conocido con el nombre de liberacion de Ca?* inducido por Ca?*, o en
inglés: Calcium Induced Calcium Release (CICR) (Fabiato & Fabiato, 1975).

La liberacion de Ca?* desde el RS aumenta de forma transitoria el Ca?* en el
citosol (transitorio de Ca?* - TCa?*). El Ca?* se une a la troponina C (TnC),
provocando un cambio conformacional en el complejo troponina-tropomiosina
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[Tn-Tm] que permite la interaccion de los filamentos de actina-miosina y su
desplazamiento entre si. Como consecuencia el sarcomero se acorta y se
produce la contraccién del miocito.

El aumento del Ca?* en el citosol también activa sistemas de transporte de
Ca?*. Uno de ellos es la bomba Ca?*-ATPasa (SERCA2a) por donde gran
parte del Ca?* liberado reingresa al RS. La SERCA2a es modulada por el
estado de fosforilacion de otra proteina, llamada fosfolamban (PLN). Otro
sistema importante en el manejo de Ca?* es el intercambiador electrogénico
Na*/Ca?* (NCX) que extruye una fraccion de Ca?*, igual a la que entro por los
DHPR intercambiandolo por Na* (en una relacién de 1 Ca?*a 3 Na*). Este
conjunto de sistemas produce la caida del transitorio de Ca?* y la relajacién
del miocito.

3Na’

Sarcolema

Figura 2. Representacion del Acoplamiento Excito-Contractil de un
Cardiomiocito.

DHPR: Receptores de Dihidropiridinas o canales de Ca?* tipo L; RS: Reticulo
Sarcoplasmatico; RyR2: Receptores de rianodina o canales liberadores de Ca?* del RS;
SERCAZ2a: Ca-ATPasa del RS o bomba de Ca?* en su isoforma Il; PLN: fosfolamban,
proteina reguladora de SERCA; NCX: Intercambiador Na*/ Ca®*.

Como se puede observar, hay diferentes elementos involucrados en el AEC
cardiaco, y la interaccion normal entre las diferentes proteinas responsables
de la liberacién y recaptura de Ca?* por parte del RS, esta altamente regulada
por diferentes mecanismos que involucran quinasas, fosfatasas,
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fosforilaciones, desfosforilaciones, y otras modificaciones postraduccionales

(Ver por ejemplo, revisiones de (Kranias & Hajjar, 2012; Federico, Valverde, Mattiazzi, & Palomeque, 2019).

Para explicar las alteraciones o “mal funcionamiento” del AEC, es
imprescindible recordar algunos detalles particulares de la estructura y funcion
de los actores esenciales del mismo.

1.1.1. SARCOLEMA Y LOS TUBULOST.

El sarcolema, como toda membrana, es una bicapa lipidica que conforma una
barrera de permeabilidad selectiva entre el citosol y el espacio extracelular,
que delimita el cardiomiocito y en la que se encuentran inmersas gran
diversidad de proteinas con funciones bioldgicas especificas.

Su principal caracteristica es poseer profundas invaginaciones que penetran
al interior de la célula en forma perpendicular a su superficie, de un diametro
aproximado de 255 nm, denominadas Tubulos-T. Ocupan aproximadamente
el 3.6% del volumen celular y se ubican en mayor medida (60 %) a nivel de la
linea Z del sarcomero, en tanto que un 40% se distribuye a lo largo de las
miofibrillas (soller & cannell, 1999). Esto permite la rapida propagacién de la
excitacion hacia el interior de la célula (menos de 40 ms).

1.1.2. CANALES DE Ca?* OPERADOS POR VOLTAJE (DHPR).

Los canales de Ca?* tipo L son canales de Ca?* dependientes de voltaje, que
se inactivan lentamente [Long-Lasting], y son caracteristicamente sensibles a
las dihidropiridinas (DHP) por lo que se les conoce como canales receptores
de dihidropiridinas (DHPR). Se encuentran ubicados en los tubulos T del
sarcolema y se activan con potenciales de membrana proximos a -40mV. Esto
permite el ingreso de Ca?* al interior del cardiomiocito, convirtiéndose en una
pieza fundamental para dar inicio al proceso de CICR.

Los canales de Ca?* también son permeables a otros cationes como Sr?* y
Ba?* y es comun que se usen como sustitutos idnicos en diferentes técnicas
de investigacion.
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1.1.3. RETICULO SARCOPLASMATICO (RS)

El extenso sistema de membranas que rodea a cada micfibrilla es el reticulo
sarcoplasmatico (RS), un compartimiento delimitado por una membrana
totalmente intracelular que no es continua con el sarcolema, pero si con la
membrana nuclear (gers & Shannon, 2013).

Su ultraestructura esta constituida por regiones longitudinales (LRS) en las
que se puede identificar zonas reticulares y zonas corbulares. La zona
reticular se caracteriza por sus tubulos interconectados entre si, rodeando a
las miofibrillas. La zona corbular se identifica porque no interacciona con el
sarcolema y aunque expresa RyR2, tiene presencia predominante de
SERCA2a.

Cada fragmento del RS se inicia y termina en lo que se describe como una
cisterna terminal de unién o JSR por sus siglas en inglés “Junctional
Sarcoplasmic Reticulum”. El conjunto formado por la cisterna terminal del RS
y la membrana de los tubulos T donde se encuentran los canales de Ca?* tipo
L, se denomina diada. Esta disposicidon es un sitio estratégico para el
mecanismo de liberacion de Ca?* inducida por Ca?*.

En cuanto a la capacidad de almacenaje, se ha descripto que esta organela
puede llegar a almacenar entre 50 y 250 uM de Ca?*, cantidad que supera
ampliamente el Ca?* necesario para un ciclo de contraccion (en el orden de
0.5 -1 uM) @ers ., 2001).

1.1.4. RECEPTORES DE RIANODINA CARDIACOS (RyR2)

El RyR2, con un peso molecular de ~550 kDa, es el canal proteico mas grande
conocido. Se caracteriza por su gran afinidad por el alcaloide vegetal
rianodina, lo que le da el nombre de receptor de rianodina (RyR) y se puede
encontrar en distintas isoformas (RyR1, RyR2 y RyR3) codificadas por genes
diferentes. EI mondmero de los RyR2 es de casi 5.000 aminoacidos,
organizados como una serie de dominios discretos, con el segmento carboxilo
terminal cruzando la membrana del RS y formando el poro de permeabilidad

al Ca?* (camors & Valdivia, 2014).
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En el musculo cardiaco se encuentra la isoforma tipo 2 (RyR2). Tiene una
estructura homotetramérica (ver Figura 3) que junto a moléculas reguladoras
como la calmodulina (CaM), proteinas de unién Fk-506, fosfatasas (PP1,
PP2a) y quinasas como CaMKIl, forma un complejo macromolecular.

Figura 3.  Estructura del RyR2.
A. en estado abierto. B. en estado cerrado (criomiscroscopia electrénica). C. Estado
cerrado, vista en 3D. [Tomado de Protein Data Bank].

Los RyR2 se ubican en la JSR del RS donde se enfrenta con los canales de
Ca?* tipo L. La mayor parte de la proteina (~ 90%) sobresale hacia el citosol
dejando una brecha de ~ 15-20 nm entre las membranas del RS y el tubulo-
T. Esta porcién del RyR2 contiene principalmente sitios de activacién e
inactivacion de Ca?*, asi como sitios de fosforilacion (camors & valdivia, 2014).

Como se comentd anteriormente, la actividad de los RyR2 esta regulada por
fosforilaciones y otros cambios postraduccionales (Ej: nitrosilaciones y
oxidaciones) (kshler, Sag, & Maier, 2014). En este trabajo, una de las fosforilaciones
de particular interés, es la fosforilacion del sitio Ser?8'* producida por la
quinasa dependiente de Ca?' y calmodulina (CaMKIl), que ocasiona un
aumento de la actividad del canal (ganancia de funcidn) (wehrens X. , Lehnart, Reiken,
& Marks, 2004) Y SU manipulacion es una potencial herramienta experimental (ver
Capitulo Il - Materiales y Métodos).

1.1.5. BOMBA Ca?*ATPASA [SERCA2A]

La bomba de Ca?* o Ca-ATPasa del RS es una enzima de la familia de las
ATPasas tipo P (capaces de autofosforilarse, de alli la P, de Phosphorylated),
caracterizada por tener un peso molecular de ~110 kDa, y ser dependiente de
ATP para cumplir su funcién de transportar Ca?* al interior del RS.
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La familia de ATPasas tipo P, estan constituidas por el producto de 3 genes
homologos SERCA (denominada asi por su sigla en inglés “sarco (endo)
plasmic reticulum calcium ATPase”) 1, 2 y 3. La isoforma que se expresa
predominantemente en el musculo cardiaco es la SERCA2a (ATPasa2a), que
cumple con la funcion esencial de retornar al RS el Ca?* que ha sido liberado
al citosol, produciendo asi la relajacion cardiaca.

1.1.6. FOSFOLAMBAN (PLN)

La fosfolamban (PLN), es una proteina de membrana que cuenta con 52
aminoacidos y se expresa fundamentalmente en el musculo cardiaco. Puede
ser fosforilada por PKA, una proteina quinasa dependiente de AMPc, en su
residuo Ser'® y por CaMKIl en el sitio Thr'’. Y puede ser desfosforilada
principalmente por la fosfatasa reticular PP1 (acDougall, Jones, & Cohen, 1991).

La PLN modula la actividad de la bomba de Ca?* cardiaca. En su estado
desfosforilado inhibe ténicamente a la SERCA2a y en su estado fosforilado
libera dicha inhibicion, aumenta la afinidad de la bomba al Ca?* y permite el
transporte del ion hacia el interior del RS y la consecuente relajacion del
sarcomero. El equilibrio dinamico entre la actividad de las quinasas y
fosfatasas, resultan en aumentos o reducciones en la velocidad de captacion
de Ca?', la carga de Ca?* en el RS, la liberacién de Ca? por RS vy la

contractilidad miocardica (Mundifia-Weilenmann, Vittone, Ortale, de Cingolani, & Mattiazzi, 1996)

1.1.7. INTERCAMBIADOR ELECTROGENICO Na*/Ca?* [NCX]

El intercambiador Na*/Ca?* es una proteina de membrana que cuenta con 970
aminoacidos y un peso molecular de ~110 kDa. De las tres isoformas
existentes (NCX1-3), se ha descripto que la isoforma NCX1 es la del tipo
cardiaco. Intercambia 3 iones Na* por un ion Ca?* entre el exterior y el interior
de la célula ers & Ginsburg, 2007), ¥ como resultado de este transporte
electrogénico, se genera una corriente idnica positiva hacia el interior de la
célula, es decir, despolariza la membrana celular.

El modo en el que opera el intercambiador esta definido por la relacion de
potencial de membrana (Vm) y el potencial de equilibrio NCX (Encx), donde el

0
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Encx esta determinado por los gradientes transmembrana de Na* y Ca?*, como
lo muestra la féormula; [Encx = 3ENa - 2Eca] (Bers D. , 2002).

En el AEC, el intercambiador funciona en ‘modo directo’, es decir, extruye Ca?*
del cardiomiocito ayudando a restaurar el Ca?* intracelular diastdlico, cuando
el Vi es mas negativo que su potencial de equilibrio (Encx). En ciertos casos,
cuando la diferencia entre el Vi y el Encx es positiva, el flujo del Ca?* puede ir
hacia el interior de la célula, y se dice que funciona en ‘modo inverso’.

1.1.8. CaMKIll

La CaMKII es una Ser/Thr quinasa con importantes funciones reguladoras en
el corazén y el cerebro, con un peso de ~ 16,6 kDa, que se activa
canonicamente por unién del complejo de Ca?* y calmodulina. Sin embargo
puede activarse también, por especies reactivas del O2 (Erickson, y otros, 2008),
glicosilacic')n (Erickson, y otros, 2013) Y nitrosilacion (Erickson, y otros, 2015; Hegyi, Bers, & Bossuyt,

2019).

En el corazén predomina la isoforma &, y una de sus variantes de splicing, &c,
se ubica preferentemente en el citosol. Cuando la concentracion de Ca?*
intracelular esta elevada, la union del ion a CaM activa a CaMKI|, al generar
un cambio conformacional que expone el dominio catalitico de la enzima para
la unién con el sustrato y su propia fosforilacion. Asi cumple la funcion de
regular diferentes canales idnicos y proteinas de transporte involucradas en el
AEC, como los DHRP, RyR2 y PLN, con los siguientes efectos:

» La fosforilacion en DHRP media la facilitacion de la corriente de Ca?* del
canal (IcaL) (Blaich, y otros, 2010).

» La fosforilacion de los RyR2 en el sitio Ser?8'4, produce un aumento de
la actividad del canal, es decir, facilita la liberacion del Ca?* sistdlico
(Kohlhaas, y otros, 2005; Van Oort, y otros, 2010) Y, también de Ca?* en diastole, hecho
este ultimo que resulta en la propension a arritmias.

» La fosforilacién del residuo Thr'” de PLN por CaMKIl libera a la
SERCAZ2a de la influencia inhibitoria de PLN y en consecuencia aumenta
la recaptura de C82+ al RS (Wegener, Simmerman, Lindemann, & Jones, 1989; Mundifia-

Weilenmann, Vittone, Ortale, de Cingolani, & Mattiazzi, 1996).
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Figura 4. Esquema donde se muestran las fosforilaciones por CaMKIl a
distintas proteinas.

INa*: corriente de Na* por los canales de Na*; IK1: Corriente de K* por los canales de K*;
Ito, Corriente de K* de los canales de inactivacion lenta; NHE: Intercambiador Na*-H*;
DHPR: Canales de Ca?* o receptores de dihidropiridinas; RyR2: Receptores de rianodina.
PLN: fosfolamban; RS: Reticulo sarcoplasmatico.

1.2. MITOCONDRIA

La mitocondria es una organela celular esencial para el metabolismo
energético y la defensa antioxidante de la célula, ocupando el 30% del
volumen total de los cardiomiocitos y de acuerdo con su localizacion dentro
de las fibras cardiacas se las conoce como mitocondrias intermiofibrilares,
subsarcolemales y perinucleares (Lukyanenko, Chikando, & Lederer, 2009; Piquereau, y otros, 2013;

Morciano, Maria Vitto, Bouhamida, Giorgi, & Pinton, 2021).

Las mitocondrias son las “centrales eléctricas” que abastecen a las células
con trifosfato de adenosina (ATP) y cubren una de las demandas de energia
mas altas del organismo. Esto se logra mediante la fosforilacion oxidativa -a
través de una cadena transportadora de electrones con consumo de O2-y la
entrada de Ca?' en la matriz mitocondrial (Ca%'m), que actia como un
regulador esencial participando en la iniciacion y activacién de la respiracion
mitocondrial y la generacién de ATP.
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Ademas de cumplir con las funciones de oxidar metabolitos y modular la
produccion de ATP, también estan involucradas en la homeostasis idnica, la
produccion de radicales libres y la muerte celular.

Para que el Ca?' llegue a la matriz mitocondrial, debe atravesar las
membranas mitocondriales interna y externa (MMI y MME) a través de canales
anionicos dependientes de voltaje (VDAC) y el complejo uniporter mitocondrial
(MCU), respectivamente. Si bien se ha descripto que la concentracion de Ca?*
mitocondrial ([Ca?*]m) consigue el equilibrio principalmente por el MCU, que
es la puerta de entrada al Ca?* de la MMI y por el intercambiador Na*Ca?*Li*
(NCLX), que es la puerta de salida del ion, en la captacién de Ca?* mitocondrial
interviene ademas, VDAC (sander, Gudermann, & Schredelseker, 2021). A SU vez, participan
en el mantenimiento de la homeostasis del Ca?*m, el poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (mPTP, de las siglas en inglés), que se ha
propuesto como un mecanismo que ayuda cuando existe sobrecarga de Ca?*
(Lai & Qiu, 2020); @si como el receptor de rianodina mitocondrial (MRyR1) que se
ha descripto como una via alternativa de captacion de Ca?'m en los
cardiomiocitOs (Beutner, y otros, 2005; Altschafl, Beutner, Sharma, Sheu, & Valdivia, 2007), aunque Su
funcidn fisiolégica sigue siendo controvertida.

1.3. RELACION RETICULO SARCOPLASMATICO / MITOCONDRIA

El vinculo entre el acoplamiento excitacion-contracciéon y el metabolismo
energético, reside en el transito de Ca?* entre el RS y la mitocondria. La
transferencia de Ca?*, estimula la produccién de energia, ya que regula las
enzimas del ciclo del acido tricarboxilico y el complejo piruvato-
deshidrogenasa, al incrementar la produccion de NADH y FADH2 (Flavin
adenin dinucledétido) y favorece la actividad de la cadena de transporte de
electrones, que es el principal proceso celular que genera especies reactivas
del oxigeno (ROS).

Estructuralmente, las mitocondrias y el RS estan en estrecho contacto en
multiples sitios (aproximadamente a 15-50 nm de distancia), a los que
llamaremos sitios de contacto. Estos sitios, constituyen dominios de alta
concentracion de Ca?* liberado por IP3R o RyR2 que afectan la homeostasis,

S
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la energia, el metabolismo y la dinamica mitocondrial del Ca?* (xu, Cui, Zhang, & Ren,
2020).

En estos sitios se encuentran proteinas que actuan como vinculos fisicos que
unen ambas organelas, como la mitofusina 2 (Mfn-2) (Naon, y otros, 2016) y GRP75,
que enlazan el canal de Ca?* IP3R, isoforma 2 (IP3R2), con VDAC (szabadkai, y
otros, 2006). VDAC también tiene interacciones fisicas con RyR2, lo que, junto
con la co-localizacién de MCU con RyR2, permite explicar como es posible el
transporte de Ca2* mitocondrial.

Esta intima conexion RS-mitocondria favorece también el aumento de Ca?*
mitocondrial frente a la pérdida excesiva del Ca?* del RS. La acumulacion
excesiva de Ca?* en los cardiomiocitos resulta en una sobrecarga mitocondrial
de Ca?*. El aumento de Ca?'m promueve un aumento en la generacion de
ROS, deterioro del potencial de membrana mitocondrial, apertura del mPTP y
agotamiento de ATP, llevando asi a la muerte celular.
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Figura 5. Comunicacion entre mitocondria y RS.

Las mitocondrias y el RS estan conectados por varias proteinas, lo que da como resultado
una comunicacion optima entre estas dos organelas para el transporte de Ca®*. Fundc1,
GRP75 y Min-2 sirven como proteinas de anclaje, estrechando el espacio entre
IP3R2/RyR2 y VDAC. La estructura de mPTP no esta clara y su apertura puede ser
inducida por aumentos de ROS, de Ca?* o disminucién del potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), lo que da como resultado la liberacién del contenido mitocondrial,
incluidas las proteinas proapoptéticas. [Modificada de(Jaquenod De Giusti, Palomeque et al. 2022)].
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2. DANO MIOCARDICO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION

Los cardiomiocitos tienen una elevada demanda energética, que como es
conocido depende del aporte de nutrientes y oxigeno proveniente de la
irrigacion arterial. En el infarto de miocardio (IM), la obstruccién de una arteria
coronaria provoca un riego sanguineo insuficiente, en donde el area
isquémica pierde rapidamente su funcion contractil. Si la isquemia se
prolonga, se produce la muerte celular ademas de inestabilidad eléctrica que
puede provocar fibrilacion ventricular y derivar en muerte subita guja 2013). La
reversibilidad o irreversibilidad de la lesion isquémica dependera del tiempo
que dure la isquemia, por lo que la terapia de reperfusién temprana es el
tratamiento estandar y la mejor estrategia para limitar el tamafio del infarto.
Sin embargo, como ya se menciond, la reperfusion por si misma, induce dafio
celular (Beller, 2001; Piper, Abdallah, & Schafer, 2004; Garcia-Dorado, Ruiz-Meana, Inserte, Rodriguez-Sinovas,
& Piper, 2012) Un fendmeno conocido como injuria por I/R que puede llegar a
desencadenar arritmias potencialmente mortales.

Como ya se menciono también, aunque las causas del efecto deletéreo del
episodio isquémico seguido de reperfusion (I/R) son multifactoriales, uno de
los factores preponderantes involucrados en la lesion por I/R es la alteraciéon
de la homeostasis de Ca%* (Valverde, y otros, 2006; Valverde, y otros, 2010; Garcia-Dorado, Ruiz-
Meana, Inserte, Rodriguez-Sinovas, & Piper, 2012; Mattiazzi, y otros, Review: Chasing cadiac physiology and
pathology down the CaMKII cascade, 2015). EStudios previos de nuestro y otros laboratorios,
indican que por lo menos una de las cascadas de sefales que contribuyen al
dario por I/R involucra la alteracién funcional del RyR2, con pérdida de Ca?*,
sobrecarga mitocondrial a través del uniporter de Ca?*, MCU, liberacion del
citocromo c y activacion de la caspasa-3 (salas, y otros, 2010; Di Carlo, y otros, 2014; Kwong J.
Q., y otros, 2015). La alteraciéon funcional del RyR2 puede ocurrir por diferentes
factores tales como la fosforilacién del RyR2 por CaMKII (i carlo, y otros, 2014),
cambios redoX (Hidalgo, Bull, Behrens, & Donoso, 2004), ‘liberacion” de los RyR2 en la
reperfusiéon luego de la acidosis isquémica (said M. , y otros, 2008), y/0 degradacion

(Domenech , Sanchez, Donoso, Parra, & Macho, 2003; Salas, y otros, 2010).

Especificamente los resultados previos de nuestro laboratorio son los
siguientes:
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Durante la isquemia se produce un aumento del Ca%* en el RS y en el
citosol, seguido por un aumento abrupto de Ca?* citosdlico (Ca?* bump) al
comienzo de la reperfusion y una disminucién en espejo del Ca2*del RS
(Valverde, y otros, 2010). Entre los mecanismos involucrados en este aumento
brusco de la liberacion de Ca?* desde el RS, se encuentra la reactivacion
de los RyR2 por el retorno al pH normal en reperfusion luego de la
inhibicion producida por la acidosis isquémica (said M. , y otros, 2008).
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Figura 6. Cambios en la dinamica del Ca?* citosdlico y del RS en pre-
isquemia y reperfusion.

En el panel superior se grafica el Ca?* del RS medido a través de la fluorescencia del
indicador Mag-fluo-4. En el panel inferior, el Ca®* citosélico medido por la fluorescencia
del indicador Rhod-2. En el panel de la izquierda se grafican trazos del transitorio de Ca®*
del RS (arriba) y citosélico (abajo), en la pre-isquemia. En el mismo panel aparecen los
puntos promedio controles de Ca?* del RS (gris) y citosolico (azul). La columna violeta
indica el periodo de isquemia. Se puede apreciar el aumento de Ca®* en el RS y en el
citosol durante ese periodo. En la reperfusién, se observa el vaciamiento abrupto del RS
(gris) en espejo con el aumento brusco del Ca?* citosdlico (“Ca?* bump” azul,), que luego
vuelven a valores pre isquémicos. En el mismo panel aparecen insertos registros de Ca®*
del RS y del citosol en el momento sefalado por la linea recta. Los titulos del eje “y” en
los recuadros son los mismos que en la figura. modificada de Vaiverde, Kornyeyev et al. 2010].

En asociacion con el aumento brusco del Ca?* citosdlico al comienzo de
la reperfusion, ocurre una activacion de CaMKII y una fosforilacion de sitio
Thr'” de PLN y del sitio Ser?®'* del RyR2 (said M., y otros, 2011; Di Carlo, y otros, 2014)
(Figura 7). Cabe resaltar que la fosforilacion de Thr'” de PLN produce un
aumento del contenido de Ca?*rs (vittone, Mundina-Weilenmann, Said, Ferrero, & Mattiazzi,
2002), ¥ la fosforilacion del RyR2 produce una pérdida de Ca?*rs (ai, curran,

Shannon, Bers, & Pogwizd, 2005; Respress, y otros, 2012; Valverde, y otros, 2019).
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Figura 7. Activacion de la CaMKIl y fosforilacion de Thr'” de PLN y Ser2814

de RyR2 al inicio de la reperfusion.

En la parte superior se ven western blots tipicos y en la inferior, resultados totales de
experimentos que muestran un aumento en la autofosforilacion de CaMKIl (A) y de la
fosforilacion de dos sustratos tipicos de CaMKIl: sitio Thr'” de PLN (B) y sitio Ser?®'* de
RyR2 (C). EI tratamiento con KN-93 evité las fosforilaciones de proteinas dependientes
de CaMKIl detectadas durante la reperfusiéon. n = 3—6. * indica P < 0,05 con respecto al
control (Ctrl). ™ indica p < 0,05 con respecto a la reperfusion sin droga (ND). [Tomada de
(Said M. , y otros, 2011)].

lll. La fosforilacion del RyR2 por CaMKII se asocié con aumento del infarto,
de la apoptosis y necrosis. Estas alteraciones se previnieron en ratones
en los que el sitio Ser?®'* de RyR2 fue mutado a Ala, demostrando la
causalidad de la fosforilacion de este sitio en el dafio miocardico por I/R
(Di Carlo, y otros, 2014). La inhibicion del MCU y del mPTP disminuyeron el
tamano del infarto, la apoptosis y la liberacion de LDH, sugiriendo a la
alteracién mitocondrial como efector final del dafio por I/R (salas, y otros, 2010).

Estos resultados tienen importancia clinica tanto respecto a las arritmias y al
dafio miocardico en reperfusiéon como a la insuficiencia cardiaca, ya que la
expresion y actividad de la CaMKIl asi como la fosforilacion del sitio Ser?8'4
del RyR2 estd aumentada tanto en pacientes y animales con insuficiencia
cardiaca (ai, Curran et al. 2005, Sossalla, Fluschnik et al. 2010), COMO durante la reperfusion
luego de un periodo de isquemia (vitone, Mundina-Weilenmann, Said, Ferrero, & Mattiazzi, 2002;

Salas, y otros, 2010; Di Carlo, y otros, 2014)

En contraste con la clara participacion de la fosforilacion por CaMKII del sitio
Ser14 del RyR2 en el dafio miocardico, el rol del aumento del secuestro de
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Ca?* es incierto, fundamentalmente debido a los resultados controversiales
obtenidos.

En nuestro laboratorio se demostré que cuando se impide la fosforilacion
transitoria de PLN en el sitio Thr'” por CaMKII en I/R prolongadas, se produce
mayor efecto deletéreo de la funcion contractil y mayor dano miocardico
(Figura 8).
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Figura 8.  Efecto en la funcién contractil y dafio miocardico, por impedimento
de la fosforilacion de PLN.
[Tomada de Di Carlo y col. (2014)].

Estos resultados indican que la fosforilacion transitoria de PLN por CaMKII al
comienzo de la reperfusion, es beneficiosa. Resultados similares se
obtuvieron cuando el corazén fue sometido a protocolos de I/R reversible
(atontamiento cardiaco) (saidg, y otros, 2003). Otros estudios también avalan el rol
beneficioso de acelerar el secuestro de Ca?* (aunque en forma permanente)
en diferentes patologias, incluida la insuficiencia cardiaca o las arritmias de
reperfusién (Del Monte, y otros, 2004; Talukder MA, 2007; Nicolaou P, 2009; Kho C, 2015; Valverde, y otros,
2019). Sin embargo, el aumento del secuestro de Ca?* fue descrito como
deletéreo por otros autores (cross HR, 2003; Yang Y, 2006; Zhou X, 2007; Stokke MK, 2010).

Las causas involucradas en estas discrepancias pueden ser diversas
(diferentes preparaciones, especies, protocolos experimentales usados etc.).
Sin embargo, el efecto opuesto que tiene el secuestro de Ca?* sobre el Ca?*
citosdlico posiblemente juega un papel fundamental: Efectivamente, el
aumento del secuestro de Ca?* disminuye el Ca?* citosdlico, y por lo tanto
podria disminuir la probabilidad de arritmias causadas por pérdida de Ca?*y
a la vez, la probabilidad de que un exceso de Ca?* pase a la mitocondria,




_

Senales de calcio en el reticulo sarcoplasmatico cardiaco y senales
mitocondriales en la isquemia y reperfusion.

produciendo dafio mitocondrial; pero a la vez aumenta el contenido de Ca?*
del RS y por lo tanto el Ca?* liberado al citosol tanto en sistole como en diastole
(Figura 9). La pérdida diastolica de Ca?* por el RS, como ya se sefiald, puede
ser motivo de arritmias (van oort, y otros, 2010) Y de dafio miocardico (salas, y otros, 2010).

P % Ca?* 3T

Citosolico \

Perdida Retoma de
4 | diastdlica de Ca* porel |[#
Ca?* RS

( )
) Contenido

RPN Ca? del -

RS

Figura 9. Efectos opuestos del aumento del secuestro de Ca?* sobre el Ca2*
citosdlico

Por lo tanto, un pequefio desbalance entre la captura y la liberacion de Ca?*
puede favorecer un efecto protector o perjudicial sobre la funcién miocardica.

El conocimiento del efecto protector o deletéreo del secuestro de Ca?* es
ademas sumamente importante porque ha sido sugerido como terapéutica
para elevar la contractilidad disminuida en la insuficiencia cardiaca (de hecho,
hay estudios en animales que asi lo demuestran y se hicieron ensayos clinicos
al respecto (Byme MJ, 2008; Kho C, 2015; Lyon, y otros, 2020), @Si COMO para proteger de las
arritmias de reperfusion (pel Monte, y otros, 2004).
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. HIPOTESIS

Nuestra hipétesis es que el aumento del secuestro Ca?* por el RS, acentuara
la pérdida de Ca?* por el mismo, aumentando el dafio y la disfuncion
mitocondrial.

4. OBJETIVOS
41. GENERAL

Explorar si un aumento del secuestro de Ca?* por el RS aumenta la disfuncién
mitocondrial y el daio miocardico.

4.2, ESPECIFICOS

v' Caracterizacion funcional en miocitos aislados de la nueva cepa de
ratones introducida en este trabajo (SAKO) y comparacion con las otras
cepas utilizadas.

v Explorar el efecto del aumento del secuestro de Ca?* sobre la disfuncion
mitocondrial y el infarto miocardico.

v" Dilucidar el peso relativo de la pérdida y secuestro de Ca?* por el RS en
la disfuncién mitocondrial y el tamafo del infarto miocardico que se
produce en la I/R.



cariruco 1. [

. MATERIALES Y METODOS

Se usaron corazones de ratones silvestres y ratones mutados genéticamente,
a fin de cumplimentar con los objetivos propuestos y evaluar la hipétesis.

5. MODELO EXPERIMENTAL - MODELO MURINO

Se utilizaron corazones y cardiomiocitos de ratones macho, de 3 a 4 meses
de edad de la cepa control C57BL/6 y de cepas modificadas genéticamente:
S2814D, S2814A, PLNKO, SDKO y SAKO, las cuales se describen a
continuacion (ver representacion esquematica en la Figura 10).

A. B. C.
= N Sitio 2814 b cerongy S04 = N
5 ICH']M{Z‘ PLN H’ t ,.-.;':'.[cah]”' z‘ PLN t [Ca '],, ,-‘;r ‘é‘ PLN
*' LI:I*;‘.; a *
52814D $2814A
D E. F.
= g Sitio 2814 1 I Sitio zg «
g ..
RyR2 [Ca 1“ EAJ RyR2 -"u
SDKO = 'SAKO

Figura 10. Representacion esquematica de las alteraciones a nivel de
proteinas del RS y del manejo de Ca?* en las diferentes cepas.
A. WT, B. S2814D, C. S2814A, D. PLNKO, E. SDKO, F. SAKO

e ; -f..
5.1. C57BL/6 (wild type, WT) ;

Es la cepa de ratones silvestres que constituye el “background” de las cepas
mutadas usadas.
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5.2. S2814Ay S2814D

Estas cepas, donadas gentiimente por el Dr. Xander Wehrens del Baylor
College of Medicine, Houston, TX, EE.UU., presentan una mutacion en el sitio
Ser?814 del RyR2, sitio fosforilable por CaMKII.

En los ratones S2814A dicho sitio estda mutado a alanina (Ala), y por lo tanto
no puede ser fosforilado (chel, y otros, 2009). En los $2814D, dicho sitio esta
mutado a aspartico (D), mutacion que hace que el RyR2 se comporte como
constitutivamente pseudo-fosforilado, lo que determina un aumento de la
actividad de éste y la consecuente pérdida de Ca?* en diastole (van Oort, y otros,

2010).

5.3. PLNKO

Esta cepa, donada gentilmente por la Dra. Evangelia Kranias de la
Universidad de Cincinnati, EE.UU., presenta ablacion genética de PLN, lo que
determina un aumento de la retoma y de la carga Ca?*Rs (Luo, y otros, 1994).

5.4. SDKO

Es una cepa de ratones creada en nuestro laboratorio, resultante de la cruza
de las cepas S2814D y PLNKO, por lo tanto, expresan doble mutacién que
produce: aumento en la retoma de Ca?* por el RS vy liberacion y pérdida de
Ca?* por la pseudo-fosforilacion del RyR2 por CaMKII.

5.5. SAKO

Es una cepa de ratones creada en nuestro laboratorio, resultante de la cruza
de las cepas S2814A y PLNKO; por lo tanto, expresan doble mutaciéon que
produce: aumento en la retoma de Ca?" por el RS e inhibicion de la
fosforilacion del RyR2 por CaMKII.

Los ratones se criaron en el bioterio del Centro de Investigaciones
Cardiovasculares “Dr. Horacio E. Cingolani’, donde se desarrollé este
proyecto, y todos se han caracterizado de manera genotipica, fenotipica y
funcional por Mazzochi y col. (Mazzocehi, y otros, 2016) Y €n el presente trabajo de
tesis.

0
ﬁ“
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Figura 11. Representacion de las cruzas de cepas para obtener las cepas
SDKO y SAKO.

5.6. APROBACION ETICA

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de La Plata (proyecto CICUAL # P03-01-15).

6. METODOS USADOS EN EL MODELO MURINO

A fin de evaluar la hipotesis y cumplir con los objetivos del trabajo, se
realizaron estudios ex vivo e in vitro haciendo uso de diferentes técnicas y
protocolos, que se resumen en el siguiente mapa conceptual y se describen

en los siguientes apartados.
[l Ca'"en el RS yen
| ol Cilosal
:_ TESENG

- Tecnica de
— Ayp -
Ex-Vivo Langandorff
Area de infarta

| Adstamiento y
e evaluachon da fa
tuncion Mitocondria

Métodos

ar

torizar la
B2 e B

Tabla 1. Resumen de métodos y técnicas usadas. Modificar
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6.1. TECNICA DE LANGENDORFF

La técnica descrita por Oskar Langendorff (1895), es una técnica experimental
de organo aislado desarrollada para permitir el estudio fisiologico y
farmacologico del corazon, permitiendo la evaluacion de parametros
hemodinamicos y cardiacos multiples sin las dificultades de un estudio in vivo

(Bell, Mocanu, & Yellow, 2011; Motayagheni, 2017).

Como se muestra en la Figura 12, la técnica consiste en canular el corazén
de estudio a través de la aorta, suspenderlo en forma vertical e iniciar la
perfusién retrograda de una solucién de perfusién que puede variar de
acuerdo con el tipo de experimento. Para estos experimentos, los corazones
fueron perfundidos a temperatura (37°C), flujo coronario (3-4 ml/min) y
frecuencia cardiaca (300 latidos/min), constantes. La composicién de la
solucion fisiolégica de bicarbonato (BBS) fue (en mM): 128,3 NaCl, 4,7 KCl,
2,0 CaClz, 20,2 NaHCOs, 0,4 NaH2PO4, 1,1 MgS04, 11,1 glucosa y 0,04
Na2EDTA; esta solucion se equilibré con 95% de 02-5% de CO:2 para obtener
un pH de 7 4.

La actividad mecanica de los corazones se evalud introduciendo en el
ventriculo izquierdo (VI) un globo de film de polietileno/polipropileno
conectado a un transductor de presion (AD Instruments MLT 0380, CO,
EE.UU.). El globo se llend con una solucion acuosa para lograr una presion
diastdlica final del VI de aproximadamente 5-10 mmHg. En los experimentos
en los que se evalud la contractilidad del VI, se midi6 la presién desarrollada
(PDVI) y la velocidad maxima de desarrollo de presion (+dP/dt).

By L= i Eh
B2 Letais

Figura 12. Canulacion para técnica de Langendorff.
A. Toracotomia y canulacion en aorta. B. Amarre de céanula. C. Corazén colgado y

perfusion de corazén.
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6.2. TECNICA DE AISLAMIENTO DE CARDIOMIOCITOS

Si bien algunos laboratorios han aislado con éxito cardiomiocitos por simple
digestion enzimatica del ventriculo izquierdo (VI) y agitacion del tejido (Louch,
Sheehan et al. 2011), €N nuestro laboratorio y para el presente trabajo se usé el
meétodo de digestion enzimatica por perfusion.

A.

Figura 13. Aislamiento de cardiomiocitos de corazén de raton por digestion
enzimatica.

A. Perfusion de solucion SHB, seguido de 4 min y 30 s de perfusién de solucién de EGTA,
finalizando con la perfusién de solucién enzimatica hasta que pierda firmeza el tabique
interventricular. B. Se descuelgan los ventriculos del corazén y mediante técnica de
separaciéon con pinzas y pipeta Pasteur se realiza la disgregaciéon del tejido. C.
Recuperacion de células mediante centrifugacion y lavados incrementando lentamente el
Ca®*. D. Células en 1 mM, de Ca?* previa carga de indicador fluorescente. E. Células
finales poscarga de indicador fluorescente y listas para realizar el protocolo.

Mediante la técnica de Langendorff, se perfundio el corazén inicialmente con
HEPES-buffer para limpiar restos de sangre. La solucion HEPES buffer (SHB)
tuvo la siguiente composicién, en mM: 140 NaCl, 5,4 KClI, 0,33 KH,PO., 1 MgCl,,
2 CaCly, 10 glucosa y 10 HEPES a pH 7,4, equilibrada con 100% O.. Se comprueba
que el corazoén esté latiendo en éptimas condiciones y se continua la perfusion
en presencia de 100 uM de EGTA durante 4:30 min en presencia de O, para
quelar completamente el Ca?*, seguida de una solucion enzimatica compuesta
por 30 ml de SHB, 15 mg de colagenasa, 15 mg de albumina de suero bovino
y Oy, la que es re-perfundida, para realizar la digestion del tejido, hasta que el
tabique interventricular pierda su firmeza. La albumina agregada permite
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estabilizar las enzimas durante la digestion. Finalmente se disgregaron
mecanicamente las células y se recalcificaron con soluciones de
concentraciones crecientes de Ca®* de manera escalonada, hasta llegar a una
concentracion final de Ca?* de 1 mM. Estos pasos se muestran en las
imagenes de la Figura 13.

6.2.1. Cinética de Ca?* intracelular en miocitos.

Con el fin de medir la cinética del Ca?* intracelular en células aisladas se utilizo
la microscopia de fluorescencia [lonOptix, Milton, MA, USA]. Esta técnica
consiste fundamentalmente en un microscopio invertido acoplado a un
sistema de registro que incluye los sensores y el software apropiados para
adquirir y analizar datos tales como la dinamica del Ca?* intracelular o la
geometria celular (acortamiento del miocito). Ver Figura 14.

CCD CAM
Transductor
[Fluorescencia-
Senal Eléctrica]

Interface
Digitalizacion
de la Senal

Filtre
Depuracion
de Senal

Figura 14. Equipo lon Optix y diagrama de flujo.

De fondo la Imagen del equipo lon Optix [Modificado de www.ionoptix.com] y superpuesto
el diagrama de flujo del sistema de registro y analisis de sefial. El sistema consiste en un
microscopio invertido, un estimulador y una interfaz analogo-digital para la sincronizacién
y recoleccién de datos de fluorescencia provenientes de la muestra. En la pantalla interna
se observa el registro de Ca?* intracelular y acortamiento.
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En los experimentos se midié solo la dinamica del Ca?* intracelular, por lo que
los cardiomiocitos aislados fueron cargados con un indicador de Ca?*, que en
este caso fue el indicador fluorescente Fura-2-AM (2 uM durante 15 min).
Luego de cargados, los miocitos se colocaron en una camara de acrilico sobre
la platina del microscopio (Figura 13E) y fueron subperfundidos con solucion
de HEPES-buffer a pH 7,4 y flujo constante (1ml/min).

Los miocitos fueron estimulados a frecuencia constante de 1 Hz, a través de
dos electrodos de platino colocados paralelamente en ambos lados de la
camara de subperfusion (estimulacién por campo, pulsos cuadrados de 5 ms
de duracién y con una intensidad 20% por encima del umbral de excitabilidad),
hasta la iniciacion de los protocolos. La relacién de fluorescencia 360/380 fue
usada para la estimacion del Ca?* intracelular.

% INDICADOR FURA-2-AM.

Los indicadores fluorescentes fueron creados en el laboratorio de Roger Tsien
(Grzegorz Grynkiewicz 1985). El indicador de Ca?* intracelular que se usé para esta
técnica fue el Fura-2 en su forma de acetometil éster, también conocido como
Fura-2-AM, que se caracteriza por ser permeable (atraviesa la membrana
celular) y luego se vuelve no permeable al perder el grupo acetometil éster por
accioén de esterasas intracelulares. El Fura-2 tiene alta afinidad por el Ca?*, es
radiométrico (doble longitud de onda de excitacién, y emisién en una longitud
de onda) que se excita con luz UV. Tiene un pico de emision a 505 nm y su
nivel maximo de excitacion estd en un rango entre 340 nm a 380 nm en
respuesta al Ca?*, es decir en ese rango de longitudes de onda el Fura-2
muestra su maxima sensibilidad al Ca?*, por lo que el uso de la relacién de
excitacion 340/380 permite una estimacion relativamente precisa de la
concentracion intracelular de Ca?' independientemente de posibles
variaciones debidas a la eficiencia del equipo, la carga del indicador y el
tamano de la preparacion (Grynkiewicz, Poenie, & and Tsien, 1985).

Su férmula quimica es Ca4H47N3024 y su formula estructural se muestra en la
Figura 15.



Senales de calcio en el reticulo sarcoplasmatico cardiaco y senales
mitocondriales en la isquemia y reperfusion.

S
o0 TCHy
CHy iy
0 g s {F-':’-"'-‘-w' ~ oo 0
L \:‘" W J_\_\_:_d_.\_\_ﬂ
L O CH
Hals i
""D-. -0 Yo N
T e
s Ok O CHy
(#] o

Figura 15. Férmula estructural del Fura-2AM o Fura-2-acetoximetil éster.
[Tomada de ("Merck Productos Argentina,”)].

6.2.2. Medida de sparks de Ca?* en el corazén intacto.

Las sparks de Ca?* son liberaciones espontaneas de Ca?* desde el RS que
no se propagan y se visualizan como pequefias chispas (sparks) de
fluorescencia producto de la union del Ca?* al indicador fluorescente sensible
a este ion. Los corazones perfundidos de acuerdo con la técnica de
Langendroff con buffer-HEPES (Ca%* 2 mM) se cargaron con el indicador
fluorescente Fluo-4 AM (Invitrogen, OR, EE. UU.) durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego se lavo el corazon durante 10 min con solucién
HEPES y se elevo la temperatura a 35°C para realizar los registros de la
fluorescencia del Fluo-4 durante el protocolo de I/R (15/10 min).

Para evaluar las sparks de Ca?" se usé la técnica de barrido laser por
microscopia confocal de fluorescencia (microscopio confocal vertical Olympus
FV-1000 con un objetivo 40X con gran distancia de trabajo y alta apertura
numeérica (0,80), mediante la cual se registrd la liberacion de Ca?* a nivel
epicardico en corazones intactos.

La frecuencia de las sparks de Ca?* se estimd contando el nimero de las
mismas, durante el registro completo y expresandolo como numero de
eventos normalizados por tiempo (s) y espacio (cada 100 pm).

% INDICADOR FLUO-4-AM.
El indicador de Ca?* intracelular que se us6 para esta técnica fue el Fluo-4
también en su forma de acetometil éster; Fluo-4-AM. El Fluo-4 es un analogo
de fluo-3 con los dos atomos de cloro reemplazados por fluor, dando como
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resultado una mayor excitacion de fluorescencia o sensibilidad al Ca?*,
llegando a un nivel maximo de excitacion de 494 nm. Tiene alta afinidad por
el Ca?* con un pico de emisidén a 506 nm y presenta un Kp para Ca?* de ~335
nM.

Su formula quimica es Cs1HsoF2N2023 y su férmula estructural se muestra en

la Figura 16.
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Figura 16. Formula estructural del Fluo-4AM
FLUO 4-(6-Acetoxymethoxy-2, 7-difluoro-3-oxo-9-xanthenyl).[Tomada de “ThermoFisher
Scientific"].

6.3. PROTOCOLO DE ISQUEMIA Y REPERFUSION

Después de la canulacion, los corazones se perfundieron durante 10 min
hasta alcanzar la estabilidad y luego fueron sometidos a isquemia global
normo térmica por interrupcion del flujo coronario durante 15 min seguidos de
10 o 30 min de reperfusion (I/R cortas). Sin embargo, un grupo de
experimentos, como se vera en resultados, se realizé usando un protocolo de
45 min de isquemia seguidos de 120 min de reperfusion (I/R largas).

IR Corta

Estab. Isquemia Reperfusion

Minutos |

I/R Larga
Estab. Isquemia Reperfusidn

Figura 17. Protocolo de isquemia y reperfusién (I/R).
Estab.: Estabilizacién
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Al final de la reperfusion, los corazones fueron sometidos a los ensayos que
se describen a continuacion.

6.4. TECNICA DE TINCION PARA EVALUAR EL AREA DEL INFARTO

Después de la I/R, los corazones se perfundieron con cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC) al 1% en buffer fosfato (pH 7,4) durante 7 min y se
sumergieron en esta solucion durante otros 7 min.

If' R
Estab. Isguemia Reperfusion LLLS
Minutos |
Determinacion Infarto Escaneo de Imigenes
Buffer-TTC Congelar a -20°C Almacenamiento en Solucign. y medicicn de infarto.

Figura 18. Esquema del protocolo de I/R y determinacion de infarto.

Los corazones se congelaron a -20 °C durante 1 h y luego se cortaron en seis
rodajas transversales (aproximadamente de 2 mm de espesor) a lo largo del
eje longitudinal del ventriculo izquierdo (VI1), desde el apice hasta la base. Las
areas de infarto se conservaron en una solucion de formaldehido al 10%
durante 48 hs antes de la medicion.

- o ® 0 Q@ -

Figura 19. Ejemplo de cortes de corazén.
Corazén cortado de apice a la base, de izquierda a derecha, respectivamente.

Cada rodaja fue pesada y digitalizada escaneando ambas caras. El area del
infarto se calculé mediante planimetria por computadora utilizando el software
Fiji Imaged, y se expresd como un porcentaje del area total del corazon.
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6.5. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS Y EVALUACION DE LA
FUNCION MITOCONDRIAL

La funcidn mitocondrial se evalu6 a través de la determinacién del
hinchamiento (swelling) y las variaciones en el potencial de membrana
mitocondrial (AY¥Ym)

Funcion Mitocondrial

N Aislamientode  Protocolo para determinar
Estab. Isquemia Reperfusion mitocondrias  la funcién mitocondrial

= #

Figura 20. Esquema del protocolo de I/R y determinacion de la funcién
mitocondrial.

Al término de la reperfusion el VI fue utilizado para el aislamiento de las
mitocondrias por centrifugacion diferencial (vela & seitz, 1979). El VI fue inicialmente
lavado en una solucién fria de aislamiento (SA) compuesta por 75 mmol/L
sacarosa, 225 mmol/L manitol y 0,01 mmol/L EGTA neutralizado con el buffer
TRIS a pH 7,4.

Se procedio a trozar el VI y luego de dejar asentar el tejido, se descarto el
sobrenadante (solucion de lavado) y se reemplaz6é por SA fresca (5 ml),
transfiriendo esta suspensiéon a un homogeneizador de mano al que se le
agrego 0,8 mg de una proteinasa (bacteriana, tipo XXIV, Sigma). El proceso
de homogeneizacion total fue realizado en 2 etapas de 7 min cada una (con
el agregado de 5 ml de SA fresca cada vez). EI homogenato fue
cuidadosamente transferido, después de cada etapa, a un tubo de centrifuga
de policarbonato y centrifugado durante 5 min a 750 x g para descartar tejido
intacto, nucleos y restos celulares. El sobrenadante fue centrifugado a 8000 x
g por 10 min para sedimentar a las mitocondrias. El sedimento mitocondrial
se lavo 2 veces mas con SA fresca a la misma velocidad de centrifugacion por

5 min cada vez y el ultimo enjuague se realizé con SA sin EGTA.
Todas las determinaciones en mitocondrias aisladas fueron realizadas en un

espectrofluoréometro [Aminco Bowman Series 2] con control de temperatura y

agitacion continua. Para esto las mitocondrias fueron resuspendidas en una
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solucién que contiene KCI 120 mM, (3-[N-Morfolino]-acido propanosulfénico)
(MOPS) 20 mM, TRIS-HCI 10 mM y KH2PO4 5 mM ajustada a pH 7,4 (gaines,

Song et al. 2003).

6.5.1. Potencial de membrana mitocondrial (Aym)

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) se evalua midiendo la extincion
de la fluorescencia de un indicador cationico fluorescente, la Rodamina-123

(R-123; cloruro de 3,6-diamino-9-(2-(metoxi-carbonil)fenil)xantina).

Como se muestra en la Figura 21 la determinaciéon comienza con la lectura de
la fluorescencia de la R-123 en el medio de reaccion (F1), que consta de un
buffer (en mM): 120 KCI, 20 MOPS, 10 Tris-HCl y 5 KH2PO4 ajustado a pH
7,4y R-123 0,1 uM; y posteriormente se agregan las mitocondrias (0.1 mg)
con el succinato (5 mM). Debido a que la R-123 posee carga positiva y la
matriz mitocondrial negativa, se produce una concentracién del indicador en
este compartimento, disminuyendo la fluorescencia en el medio. Por ultimo,
se realiza una centrifugacion a 15000 x g - 1 min y se lee la fluorescencia del

sobrenadante (F2).

Fluorescencia {(u.a.)

Tiempo (seg)

Figura 21. Trazo tipico de una determinacion de potencial de membrana
mitocondrial con la técnica de R-123.

F1: fluorescencia de la R-123 en el medio de reaccion. F2: fluorescencia del
sobrenadante.
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A partir de F1 y F2 se obtuvo la concentracién de R-123 en el medio y en el
sobrenadante y de la resta de éstas, corrigiendo por el coeficiente de
permeabilidad de la R-123 en las membranas lipidicas (siendo Ki = 26 pl/mg
y Ko =120 pl/mg, los coeficientes de la membrana interna y externa

respectivamente), se obtiene la concentracion en la matriz mitocondrial.

El Agm se calculd con la ecuacidon de Nernst-Guggenheim (scaduto Jr & Grotyohann,
1999), expresando los valores en mV, utilizando la concentracién de R-123 en
el medio y en la matriz mitocondrial.

RT ; [X
Ecuacion de Nernst E, = ;ln% Donde;
1

E= diferencia de potencial en equilibrio
R= constante de los gases
T=temperatura absoluta

z= carga eléctrica del idon considerado
F= constante de Faraday

X1y Xz2= concentraciones iénicas

Estas determinaciones fueron realizadas a 30°C y seguidas mediante
espectrofluorometria utilizando 503 y 527 nm como longitudes de onda de
excitacién y emisidn, respectivamente (scaduto Jr & Grotyohann, 1999; Baracca, Sgarbi, Solaini,

& Lenaz, 2003).

6.5.2. Swelling mitocondrial (Determinacion de la sensibilidad al Ca?*

del poro de permeabilidad transitorio, mPTP)

La resistencia a abrirse del mPTP fue determinada por la adicion de CaClz a
muestras de mitocondrias aisladas. Si el mPTP se abre, los solutos entraran
libremente a las mitocondrias produciendo hinchazéon (swelling) de las
mismas. Este cambio es observado como una disminucion de la dispersion de
la luz (DL) que fue calculado para cada muestra como la diferencia entre la
DL observada antes y después del agregado de CaClz (Figura 22). En los
presentes experimentos, se incubaron aproximadamente 0,3 mg de la
suspension mitocondrial energizada con succinato 5mM durante 5 min y se
trataron con CaCl2 200 uM.
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Figura 22. Trazado tipico de los cambios en la dispersién de la luz.

Trazado tipico de los cambios en la dispersion de la luz de una suspension mitocondrial
por el agregado de Ca?*, indicado con una flecha. ADL: Diferencia en la dispersion de la
luz antes y después del agregado de Ca?*.

6.6. TECNICA DE WESTERN BLOT

La técnica de western blot es una técnica analitica para identificar y/o
determinar la presencia o ausencia de una proteina en una muestra. Permite
determinar diferencias entre grupos en la concentracién o expresiéon de una
proteina determinada, hallar cambios quimicos y postransduccionales como
fosforilaciones u observar la interaccidon entre proteinas. Como se observa en
la Figura 23, esta técnica posee una serie de pasos cruciales que se explican
en los siguientes puntos.

Figura 23. Pasos para un Western Blot.

1. Preparacién de la muestra proteica. 2. Separacion de proteinas por electroforesis.
3. Transferencia de proteinas a una membrana. 4. Inmunotincién de éstas.

5. Visualizacion de proteinas.
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6.6.1. Preparacion de muestra proteica.

A fin de caracterizar las cepas de ratones vinculadas al proyecto, se
prepararon homogenatos de corazones de diferentes cepas mediante lisis
celular en un buffer de lisis conteniendo (en mM) glicerofosfato de sodio 20,
EGTA 1, Na3V0O4 0,2, DTT 2, EDTA 2, NaF 20, Triton X-100 0,01%, Igepal 1%
e inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina 50 pg/mL, peptastina 1
pM y benzamidina 10 mM). Se utilizaron detergentes (Igepal, Triton X-100)
capaces de penetrar la bicapa lipidica formando micelas mixtas, facilitando asi
el aislamiento de las proteinas de membrana.

Luego de la homogeneizacién y centrifugacion de las muestras, se re-
suspendio el pellet, se coloco rapidamente en hielo durante 30 min mezclando
cada 15 min con un vortex rotativo y se centrifugdé durante 10 min a 13.200
rpm a 4°C (para inhibir la protedlisis).

Por ultimo, se recolectd el sobrenadante, que es la fraccion que contiene las
proteinas, descartando el pellet que en este caso contiene las membranas y
otros restos celulares. El sobrenadante se separo en alicuotas y se conservo
a -80°C hasta su utilizacion. Se utilizd una alicuota para determinar la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford (sradford 1976)
utilizando seroalbumina bovina como proteina estandar para la curva de
calibracion.

6.6.2. Separacion de proteinas por electroforesis.

Se realizé la separacién electroforética en condiciones desnaturalizantes, de
SERCA2a y RyR2 en geles de poliacrilamida-SDS (minigeles de 1 mm de
espesor) de acuerdo con la técnica de Laemmli (Laemmii, 1970). Para la separacion
de PLN se usaron geles de acrilamida al 10% segun la modificacion de Porzio
y Pearson (porzio & Pearson, 1977),
Para un correcto apilamiento y corrida de las proteinas se utilizé un gel de
apilamiento de la siguiente composicion: acrilamida 4%, Tris-HCI 125 mM (pH
6,8), glicerol 5%, SDS 0,1%. La polimerizacion de todos los geles fue
catalizada por el agregado de tetrametilendiamina 0,08% y se inicié por el
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agregado de trazas de persulfato de amonio. Las muestras se disolvieron en
solucién solubilizante (SDS 2%, Tris/HCI 62,5 mM a pH 6,8, glicerol 10%, B-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,001% como indicador del frente de
corrida). Para estos ensayos se sometieron a electroforesis 20 ug de proteinas
de membrana por carril de gel las siguientes proteinas: RyR2, SERCAZ2a y
PLN.

La electroforesis se realizd a potencial constante comenzando con 90 V
durante el apilamiento de las muestras y luego a 120 V durante la resolucion
de las proteinas.

6.6.3. Transferencia de proteinas a una membrana

Finalizada la electroforesis, los geles se estabilizaron en solucion de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 15%) y las membranas se
transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore), durante 60 min
al12V.

6.6.4. Inmunotincion

Las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con una

solucion de leche descremada en TBS-T con el objeto de bloquear los sitios

libres de proteinas en la membrana, y asi evitar la unién inespecifica de los
anticuerpos a la superficie de la membrana, debido a su naturaleza proteica.

Una vez bloqueadas las membranas, se incubaron durante la noche con los

siguientes anticuerpos primarios especificos.

» Anticuerpo monoclonal contra RyR2 (C3-33), Thermo Scientific. EE.UU.

* Anticuerpo policlonal dirigido contra SERCAZ2a (anti-SERCA 2?), Badrilla,
Leeds, Reino Unido, diluido 1:5000 en solucién 1% de leche descremada
en TBS-T.

* Anticuerpo policlonal dirigido contra PLN (anti-PLN), Thermo Scientific
MA3-922, Waltham, MA, EE.UU.

Luego de la incubacién con los anticuerpos primarios, y para la deteccion de
los mismos, se lavaron las membranas 3 veces (lavados de 15 min y cambio
a TBS-T fresco) y luego se incubaron durante 1 h con el correspondiente
anticuerpo secundario especifico de especie (en dilucién 1:20.000, Santa
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Cruz, CA, EE.UU.). Luego se realizaron nuevamente 3 lavados para quitar el
exceso de anticuerpo.

6.6.5. Visualizacién de proteinas

El revelado se realiz6 mediante quimioluminiscencia por exposicién de las
membranas al reactivo del kit comercial ECL Plus (Amersham Biosc. EE.UU.),
y revelado en el equipo para la obtencion de imagenes ChemiDoc (Bio-Rad,
EE.UU.).

Para la cuantificacién de las bandas de diferente intensidad y tamafno de
acuerdo con la cantidad de antigeno detectado, se utilizé el software de
acceso libre ImageJ (version 1.37, de NIH, EE.UU.) mediante el cual se mide
la intensidad de las sefales digitalizadas.

7. ESTADISTICA

Las variables continuas se expresaron como media + SEM y se compararon
con la prueba t de Student no apareada o con ANOVA unidireccional seguido
de la prueba de Tukey, para comparar las diferencias entre los grupos. El

paquete de software GraphPad Prism 6.0 se utilizé para el analisis estadistico.
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IV. RESULTADOS

8. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE RATON USADAS

8.1 GENOTIPIFICACION

Previo a la realizacién de los experimentos y como se realiz6 previamente
(Mazzocchi, y otros, 2016), S€ verificaron mediante tipificacion genética las cepas para
identificar y confirmar la caracteristica de homogocita de cada una, a través
de la técnica de Southern Blot. Como los ratones SAKO se usaron por primera
vez en este trabajo de Tesis para explorar la funciéon mitocondrial, la Figura 24
muestra el analisis genotipico por PCR de esta cepa.

PCR: 52814A PCR: PLNKO
- o
—— ~ 300 pb
Homo  Hetero Marcador Homo Homo Marcador
52814A%* 52814A* de pb PLN" PLN** depb

Figura 24. Genotipificacion mediante PCR en tejido de cola de raton SAKO.
Los ratones utilizados en el presente trabajo son homocigotas para la mutacion S2814A
y carecen de PLN. La caracterizacion se realizo mediante la amplificacién de una
secuencia del ADN aislado con cebadores especificos, y posterior digestion con la enzima
Clal. A. En la primera calle se observa una tnica banda de 300 pares de bases (pb) que
indica la presencia (homocigota) del gen mutado (300 pb), mientras que en la calle central
se observan dos bandas de diferente longitud (300 y 390 pb), correspondientes a la
presencia del gen mutado y del gen silvestre (390 pb), es decir ratéon heterocigoto. B. En
la primera calle se observa la ausencia de la banda de 700 pares de bases
correspondiente al gen silvestre de PLN, y en la sequnda calle la correspondiente a un
ratén silvestre (PLN**).

8.1. EXPRESION DE PROTEINAS

En experimentos previos se demostré que la ablacion de PLN no modifica la
expresion de proteinas relacionadas al AEC, excepto los RyR2 que
disminuyen en su expresion (Chu, y otros, 1998; Mazzocchi, y otros, 2016). S€ COMProbo en
nuestro laboratorio que la misma disminucidn ocurria en los miocitos de
ratones SDKO (Mazzocchi, y otros, 2016). A fin de evaluar si esta misma disminucion
se producia en los miocitos de ratones SAKO, determinamos la expresion de
RyR2 en los miocitos de esta cepa. La Figura 25 compara la expresion de
diferentes proteinas involucradas en el AEC en miocitos en las diferentes
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cepas usadas. Se comprueba la disminucion del RyR2 en PLNKO y SDKO.
En SAKO se detecta una disminucidén que no llega a ser significativa. Por otro
lado, no se detectaron cambios significativos en la expresion de SERCA2a y
como era de esperar, no se detecta la expresion de PLN en los animales con
ablacion de PLN.
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Figura 25. Expresion de diferentes proteinas involucradas en el AEC en las
distintas cepas usadas.

Se observa la disminucién significativa de la expresion de RyR2 en PLNKO y SDKO. No
hay cambios en la expresion de SERCA2a y no se detecta expresion de PLN en los
animales con ablacién de PLN.

8.2. CARACTERIZACION DE LA DINAMICA DE Ca?* EN LOS MIOCITOS
DE LAS DIFERENTES CEPAS

La Figura 26 muestra las caracteristicas de la dinamica del Ca?* en los
miocitos de las diferentes cepas usadas en este trabajo.




_

Seiales de calcio en el
mitocondriales en la isquemia y reperfusion.

reticulo sarcoplasmatico cardiaco y senales

A
B0 .
;rl:l" —— =
R
[ E—
E 60
o
L=
g b
£#
3<
= o -3
__% an I—- 3 : » .
£ s me 2
«f [E
r o
o {3300 3101 3108 | 21348 29 6)
WT  S2814D PLNKO SDKO S2B14A  SAKOD
B. 164 S—
164 [ T— §
. —
:g 144 PR S—
-
T {24
[ 1
E 0
=
i,
m = 1 . =]
° =
o
= b
:]-'HEII .'.' 2B{E]
SDKO S2814A SAKD
Rl E - L]
n_'l_.
1204 ¥
e I T
2]
e 4004
o
7
wE ™ Y
25 ;
(NI
= 2 o el
_E‘ ED‘ - r.l-.'l'q,-'
4n4 ! ; | ] »
[ & 4 _1;‘ et -";.-" m—":h E
i Ty '
El'.': DognD
A jmmon| (sl (mon| (we| |=e 28,45
WT  S2814D PLNKO SDKO S2814A  SAKD

Figura 26. Caracteristicas de la dinamica del Ca2* en las diferentes cepas.

A. Amplitud del transitorio de Ca?*. B. Velocidad de subida del transitorio del Ca?*y C.
Contenido de Ca®* en el RS.
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Los resultados indican un aumento en la amplitud del transitorio de Ca?* y de
la velocidad de subida de dicho transitorio en PLNKO y SDKO respecto a WT,
que es esperable por el aumento del secuestro de Ca?* por el RS, producido
en los 2 casos por la ablacion de PLN. En los SAKO, aunque estos parametros
aumentaron respecto a WT, el aumento no fue significativo, aunque si lo fue
con respecto a S2814D. La disminucién del contenido de Ca?* en los miocitos
S2814D y SDKO respecto a WT y PLNKO respectivamente, se debe a la
pérdida de Ca?" que provoca la pseudo-fosforilacion constitutiva del sitio
Ser?814 del RyR2. Sin embargo, la amplitud del transitorio de Ca®* y la
velocidad de subida del transitorio no cambian significativamente respecto a
WT y PLNKO respectivamente, debido a que la pseudo-fosforilacion del sitio
Ser?®14 del RyR2 aumenta la liberacién de Ca?* del RS y contrarresta el menor
contenido de Ca?* del RS en estos miocitos (Lascano, Negroni, Vila Petroff, & Mattiazzi, 2017).
Con respecto a los SAKO, no se encontraron aumentos significativos en el
contenido de Ca?* del RS respecto a WT. Las razones de este hallazgo no
son claras. Sin embargo, en experimentos preliminares observamos que la
expresion del NCX en SAKO mostraba una fuerte tendencia a aumentar
respecto a las demas cepas. Este hecho, que podria ser un mecanismo
compensatorio,- (aunque no fue detectado en las otras cepas con ablacién de
PLN)-, explicaria la menor carga de Ca?* del RS en esta cepa. Se requieren
sin embargo mas experimentos para comprobar esta posibilidad.

8.3. EFECTO DE LA ABLACION DE PLN EN EL DANO POR IR
PRODUCIDO POR LA PSEUDOFOSFORILACION CONSTITUTIVA DEL
RESIDUO Ser?'4 DEL RyR2 EN CORAZONES S2814D

Di Carlo y col. (2014) demostraron que la pseudo fosforilaciéon constitutiva del
sitio 2814 del RyR2 (corazones de ratones S2814D), aumenta el tamafio del
infarto en protocolos de I/R prolongada (pi carlo, y otros, 2014). En los presentes
experimentos se pretende dilucidar si la ablacion de PLN aumenta o rescata
del dafio miocardico producido por la pérdida de Ca?* por el RS en corazones
de animales S2814D.

Los resultados indican que la recuperacion contractil en la reperfusion es
similar, aunque muy escasa, en corazones WT y S2814D, confirmando
resultados previos (pi carlo, y otros, 2014) Y practicamente nula en ratones con
ablacion de PLN, tanto PLNKO como SDKO. El dafio miocardico es
significativamente mayor en S2814D que en WT, nuevamente de acuerdo con

0
ﬁm



_

Senales de calcio en el reticulo sarcoplasmatico cardiaco y senales
mitocondriales en la isquemia y reperfusion.

los resultados previos (pi carlo, y otros, 2014). Por otra parte, se comprobd que la

ablacion de PLN aumenta el tamafo del infarto observado en S2814D. El

aumento del tamafo del infarto en PLNKO respecto a S2814D podria deberse

a distintos factores no excluyentes, como:

- Un efecto deletéreo de la mayor retoma de Ca?* por el RS con aumento del
contenido y liberacion de Ca?* del RS que altere la funcién mitocondrial

- Un aumento de gasto energético en los PLNKO (cross HR, 2003), atribuido a la
mayor actividad de la SERCAZ2a y la mayor contractilidad de los corazones
de estos ratones (ver Figura 26).

Por otra parte, entre los dos modelos con ablacion de PLN (PLNKO y SDKO),
en los que la influencia de la diferencia del gasto energético - de existir - seria
minima, no pudimos detectar ninguna diferencia en el tamano del infarto ni en
la contractilidad (ver Figura 27).
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Figura 27. Registros mecanicos y areas de infarto en I/R “largas” en las

diferentes cepas estudiadas.

A. En los registros mecanicos, la recuperacioén de la contractilidad es minima en todas las
cepas, aunque significativamente mayor en WT y S2814D que en PLNKO y SDKO. B. En
la parte superior se muestran cortes de corazén con aumentos sucesivos en las areas de
infarto (blancas) en WT, S2814D, PLNKO y SDKO, respectivamente. En la parte inferior,
resultados totales. Hay un aumento del area de infarto en S2814D vs WT y en PLNKO y
SDKO vs WT y S2814D. No se evidencian diferencias entre PLNKO y SDKO.

Entre las posibles explicaciones para este ultimo resultado se podrian
considerar: 1. Que la pérdida de Ca?* aumentada no produce dafio miocardico
adicional. 2. Que para similar gasto energético, la ablacién de PLN
efectivamente protege del dafio producido por la pérdida de Ca?* por el RS. 3.
Que debido a la magnitud del dafio causado por la ablacién de PLN, el posible
dario adicional debido al aumento de la pérdida de Ca?* por el RS, no pueda
visualizarse.
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La comparacion de los resultados obtenidos en corazones de animales WT y
S2814D, indican que la primera posibilidad es improbable, debido a que la
mayor pérdida de Ca?* por el RS en los corazones S2814D produce dafio
miocardico adicional respecto a los WT.

A fin de distinguir entre las dos ultimas posibilidades y estimar el rol relativo
en el dafio miocardico del aumento del secuestro de Ca?* con respecto a la
pérdida de Ca?* por el RS, se decidié cambiar el protocolo experimental a un
protocolo de isquemia corto (15 min) seguidos de 10/30 min de reperfusion.

Este protocolo permite ademas una evaluacion mas apropiada de la funcion
mitocondrial, ya que en experimentos preliminares, se comprobd que la
exploracion de la funcidon mitocondrial en corazones de ratones resulta muy
dificil cuando son sometidos a periodos largos de isquemia, por el escaso
material mitocondrial obtenido como consecuencia de la muerte celular del

tejido (Ciocci-Pardo A., Cely-Ortiz A., Mattiazzi A. Mosca S. (experimentos no publicados).

La Figura 28 A 'y B muestra los resultados de este grupo experimental. La
recuperacion contractil fue similar en corazones S2814D y WT, ligeramente
mayor en SDKO respecto a PLNKO Yy significativamente menor en SDKO y
PLNKO, respecto a las otras dos cepas. Como era de esperar (said, y otros, 2003),
no hubo infarto apreciable en los corazones WT y aunque aumentoé levemente
en los corazones S2814D con respecto a WT, este aumento no alcanzé
niveles significativos. EI 5 al 10 % de infarto observado en esos corazones
(indicado por flechas), corresponden fundamentalmente al dafno producido por
los electrodos de estimulacion. Por otra parte, la ablaciéon de PLN, aunque
aumento significativamente el dafio observado en WT, no alcanzo, con este
protocolo de isquemia “cortas”, a aumentar significativamente el dafo
miocardico ocurrido en los corazones S2814D. En contraste, el tamano del
infarto fue significativamente mayor en SDKO respecto a todas las demas
cepas, incluida PLNKO.

Estos resultados sugieren fuertemente que ambos factores, mayor actividad
del RyR2 y mayor secuestro de Ca?*, tienden a aumentar el dafio miocardico.
Esta conclusion se confirma cuando se compara con los resultados obtenidos
en PLNKO vs SDKO: El aumento del secuestro de Ca?* en SDKO potencia el



_

Senales de calcio en el reticulo sarcoplasmatico cardiaco y senales
mitocondriales en la isquemia y reperfusion.

efecto producido por la pseudo-fosforilacion del RyR2 en el sitio Ser?®'* en los
corazones S2814D y de la ablacién de PLN en los PLNKO.

Estos resultados evidencian que el aumento del secuestro de Ca?* no es
capaz de proteger del dafio causado por la fosforilacion del RyR2, sino que,
por el contrario, lo exacerba.
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Figura 28. Registros mecanicos y de tamario del infarto después de I/R
Cortas, en las diferentes cepas.

A. Los corazones con doble mutacién (SDKO) tuvieron una recuperacion mecanica
ligeramente mejor que los PLNKO, pero ambos grupos se recuperaron significativamente
menos que los corazones WT y S2814D. B. En la parte superior de la figura se observan
cortes de corazones mostrando las areas de infarto (blancas). Las mismas son minimas
en WT y S2814D y posiblemente debidas a los electrodos de estimulacion (indicadas por
flechas). Las areas de infarto aumentan en PLNKO y SDKO. En la parte inferior se
muestran los resultados totales.

8.4. EL AUMENTO DEL DANO MIOCARDICO EN SDKO RESPECTO A
S2814D Y PLNKO ESTA ASOCIADO CON DISFUNCION
MITOCONDRIAL.

Cumpliendo con el objetivo principal de estudiar la funcion mitocondrial, en el
siguiente grupo experimental se realizé6 la evaluacidon funcional de las
mitocondrias en mitocondrias aisladas obtenidas de los diferentes grupos
sometidos a un protocolo de perfusién sin isquemia (basales) y a uno de I/R
(15/10min). En este grupo experimental se agregaron dos nuevas cepas,
S2814A y SAKO.

La Figura 29 muestra registros tipicos de los cambios de fluorescencia del
indicador rodamina (insertos a la derecha) expresados en unidades arbitrarias
usadas para la determinacion del AYm en mitocondrias aisladas luego del
periodo de I/R y los resultados totales obtenidos del potencial de membrana
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mitocondrial (expresado en mV) de las mitocondrias de los corazones de
ratones WT, S2814D, PLNKO, SDKO, S2814A y SAKO.
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Figura 29. A-B. Potencial de membrana mitocondrial.

Registros tipicos de los cambios de fluorescencia y resultados totales del potencial de
membrana mitocondrial (expresado en mV) de las mitocondrias de los corazones de
ratones WT, S2814D, S2814A, PLNKO, SDKO y SAKO.

No hubo diferencias en el AWm basal entre las diferentes cepas y en todos
los casos, la I/R produjo una despolarizacién significativa respecto al basal.
Esta despolarizacion fue significativamente mayor en las mitocondrias de los
ratones SDKO vs. los otros grupos y fue revertida en los ratones SAKO. Este
aumento de la despolarizacion de la membrana mitocondrial indicaria un flujo
aumentado de Ca?* hacia las mitocondrias en corazones SDKO.

La Figura 30 muestra experimentos tipicos y resultados totales de la
sensibilidad al Ca?* del mPTP (swelling) evaluada como la disminucién de la
dispersion de la luz (DL) en muestras derivadas de los seis grupos de
corazones después del agregado 200 ymoles/L CICa?*. Nuevamente la DL
mitocondrial basal fue similar en todas las cepas, excepto en WT que fue
significativamente mayor, indicando un menor “hinchamiento” basal, que en el
resto de las cepas. Estos resultados sugeririan que en todas las cepas
mutadas, se produce un modesto remodelamiento mitocondrial, ya que pudo
ser detectado por la medida del swelling, pero no del potencial de membrana
mitocondrial. Luego del protocolo de I/R, la DL producida por la adicion de
Ca?* fue significativamente menor sdélo en las mitocondrias de los corazones
SDKO, respecto al resto de los grupos.
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Figura 30. Experimentos tipicos y resultados totales del hinchamiento
mitocondrial.
Swelling mitocondrial evaluado como la disminucion de la dispersion de la luz (DL)

Tomados en conjunto los resultados de las figuras 29 y 30, indican
nuevamente que el aumento del secuestro de Ca®* no previene, sino que, al
contrario, exacerba el dafio miocardico en la I/R producido por la mayor
actividad del RyR2 por fosforilacion por CaMKIl. EI aumento del dano
miocardico en los corazones de ratones SDKO respecto a los S2814D podria
explicarse por diferentes causas. Una de ellas, es la mencionada
anteriormente, es decir por el posible mayor gasto energético producido por
la ablacién de PLN. Sin embargo, esta posibilidad puede ser descartada: En
experimentos realizados en corazones con y sin ablacion de PLN y sometidos
a I/R de 15/30 min, (no incluidos en este trabajo de tesis) en el laboratorio de
la Dra. Consolini, en la Facultad de Ciencias Exactas de La Plata, que
colaboré6 con nuestro laboratorio, usando estos mismos animales, se
demostrd que al menos en los protocolos de I/R no prolongados, la produccion
total de calor en condiciones basales, fue similar en los corazones de SDKO,
PLNKO, y S2814D y en todos los casos mayor que en los corazones de
animales WT. Estos resultados sugieren que el dafio miocardico observado
en los corazones SDKO vs. S2814D no puede ser atribuido a la diferente
demanda energética entre las dos cepas. Por otra parte, el calor total en los
SDKO fue menor que en los PLNKO, a pesar del mayor tamafo de infarto y
disfuncion mitocondrial en los corazones de SDKO (vaiverde, y otros, 2019).
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Una segunda posible explicacion al mayor dafio miocardico y mitocondrial
sufrido por los corazones SDKO respecto a los PLNKO, los S2814D vy los
SAKO, es la mayor pérdida de Ca?* por el RS en los corazones SDKO.

Con el fin de evaluar esta posibilidad, se estudio la pérdida de Ca?* diastdlico
en las diferentes cepas.

9. PERDIDA DE Ca2* EN DIASTOLE

La pérdida de Ca?* en diastole se estimd a través de la evaluacion por
microscopia confocal, de las liberaciones espontaneas de Ca?* por el RS
(chispas o sparks de Ca?*) en diastole, en dos situaciones: 1. En miocitos
aislados, sometidos a una concentracién de Ca?* extracelular superior a la
usada en los experimentos. 2. Al inicio de la reperfusion, en corazones intactos
sometidos a I/R segun el protocolo de isquemias cortas que veniamos usando.
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Figura 31. Pérdida de Ca?* en diastole en diferentes cepas.
Se observa que el aumento de pérdida de Ca®* es significativamente mayor en SDKO
respecto a S2814D, Ser2814A y SAKO.

La Figura 31 muestra el resultado de la primera serie de experimentos. En la
Figura 31A se observan ejemplos tipicos de sparks de Ca?*y en la Figura 31B,
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aparecen los resultados totales. Como se ve, la frecuencia de chispas de Ca?*,
fue significativamente mayor en los miocitos SDKO respecto a los de S2814D,
S2814A y SAKO. Estos resultados indican que el aumento del secuestro de
Ca?* asociado a la pseudo fosforilacion de RyR2 por CaMKIl, aumenta la
pérdida de Ca?* en diastole, mas de lo que lo hace la pseudo fosforilacion del
RyR2 o el aumento del secuestro Ca?* por el RS independientemente.

E
-
=
[T ]
500 ms
E E
= =
] =
[T [T¥]
500 ms
B~ .40 - C‘ Al W
—_—
. i
0.35 4
254
0.30 - =
]
5 ] 0g 01 ' |
025 a
& E Qe
- o 4 v
o & 0,20 g TS "
L et ma -
=" DE
B 4 B2 o ‘
pghiE g : I ¥
& 52-_-" = ﬂ_& 104 Ty
'y o ] &
L0 . T
I i | 5 _% .
005 Y oo E .
. sugee ¥
.00 S | o o gy |
W 528140 SO W SIR4D S0KO

Figura 32. Frecuencia de sparks de Ca?* y pérdida de Ca?* en reperfusion.

La frecuencia de sparks en diastole al comienzo de la reperfusiéon es mayor en los
corazones de ratones SDKO que en el de WT y S2814D. A. Ejemplos tipicos de
escaneado lineal (line scan) de las sparks de Ca®* epicardicas obtenidas en corazones
intactos de WT, S2814D y SDKO al comienzo de la reperfusiéon luego de 15 min de
isquemia. B. Resultados totales de la frecuencia de sparks y C. Pérdida de Ca?* estimada.

La Figura 32 muestra el resultado de experimentos de I/R en corazones
intactos en animales WT, S2814D y SDKO. Como se ve, las chispas de Ca?*
fueron mas frecuentes al comienzo de la reperfusion en los corazones SDKO
que en los WT y S2814D. En varios casos, como en el ejemplo mostrado en
la figura 32A en los corazones SDKO, las chispas de Ca?* pueden visualizarse
como grupos de eventos, reminiscentes de las liberaciones repetitivas de Ca?*
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en sitios individuales descriptos en corazones con ablacion de PLN por Huser
y col. (1998).

La pérdida de Ca?* en diastole es menor en S2814D que en WT. Aunque no
se midié el contenido de Ca?' de estos corazones al final del periodo
isquémico, la menor pérdida de Ca?* al comienzo de la reperfusion observada
en los corazones S2814D puede atribuirse al menor contenido de Ca?* del RS
con respecto a los corazones WT, debido a la pérdida constante de Ca?* que
produce la pseudofosforilacion constitutiva del RyR2 en S2814 (ver Figura
26C).

En conclusion, estos dos grupos experimentales revelan que efectivamente
ocurre una mayor pérdida de Ca?* en los corazones en los que la ablacion
de PLN se asocia a una mayor actividad del RyR2 y tomados en su conjunto
con los resultados anteriores, que el aumento del secuestro de Ca?* no
previene el dafo miocardico especialmente si se asocia a una alteracion de
los RyR2.
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V. DISCUSION

En experimentos previos se demostré que: a. En el corazén intacto y
funcionando, sometido a un periodo de isquemia seguido de reperfusion, se
produce un incremento en el Ca?* diastdlico y sistdlico al inicio de la
reperfusion (al que hemos denominado Ca?* bump), que proviene del RS y
esta asociado a una disminucion del transitorio de Ca2* (valverde, y otros, 2010); b.
El aumento del Ca?* citosolico se asocia ademas a un aumento en la actividad
de CaMKIl, y a la fosforilacion de proteinas clave en el manejo del Ca?*: la
PLN, que al fosforilarse transitoriamente aumenta el secuestro de Ca?* por el
RS (said M. , y otros, 2008; Salas, y otros, 2010; Di Carlo, y otros, 2014) Y €l RyR2, que aumenta la
pérdida de Ca?* por el mismo en diastole (Ca?* leak). c. Estas fosforilaciones
se asociaron con aumento del infarto, de la apoptosis y necrosis, alteraciones
que fueron prevenidas cuando se impidi6 la fosforilacion del sitio Ser?8'4 de
RyR2 (i carlo, y otros, 2014) ¥ s€ inhibidé el MCU y el mPTP (salas, y otros, 2010). Estos
experimentos sefialaron en su conjunto una cascada de sefiales involucrada
en el dafio miocardico por I/R, esquematizada de la siguiente manera:

Aumento del CaZ* citosdlico al comienzo de la
reperfusion (Ca?* bump)

Figura 33. Cascada de sefiales involucradas en el dafio miocardico por I/R.

En estos resultados previos se demostro la importancia de la pérdida de Ca?*
por el RS, como factor de relevancia en el dafio miocardico y las arritmias de
reperfusién. Los resultados sugirieron ademas a las mitocondrias como
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efectores finales de la injuria de reperfusion. Sin embargo, la funcion
mitocondrial no habia sido interrogada en los estudios anteriores en forma
directa.

En el presente trabajo se demostré que, efectivamente el dafio miocardio se
asocia con disfuncion mitocondrial, evaluada por los cambios del potencial de
membrana mitocondrial y la sensibilidad al Ca?* del mPTP (swelling). La
sobrecarga de Ca?* mitocondrial es un disparador fundamental de la apertura
del mPTP, lo que resulta en despolarizacion de la membrana y swelling
mitocondrial seguido de disfuncién (disminucién en la produccién de ATP) y
liberacion de citocromo ¢, con lo que la muerte celular ocurre rapidamente (ong,
Samangouei, Kalkhoran, & Hausenloy, 2015; Morciano, y otros, 2017; Briston, Selwood, Szabadkai, & Duchen,
2019). En este estudio se demostré un aumento en la despolarizacidén de la
membrana mitocondrial y una mayor sensibilidad al Ca?* del mPTP en las
mitocondrias de los ratones SDKO.

Como se sefialdo mas arriba, en el aumento de la pérdida de Ca?* por el RS
intervienen, sin embargo, al menos dos factores: 1. Activacion de los RyR2,
por ejemplo, por fosforilacion y 2. Aumento del contenido de Ca?* del RS, por
mayor secuestro de éste desde el citosol.

Se ha demostrado que el aumento transitorio del secuestro de Ca?*, resultaba
beneficioso en el corazén atontado y en la injuria por I/R (said, y otros, 2003; Di Carlo,
y otros, 2014) (y ver Figura 8). S€ desconoce qué ocurre con un aumento mas
prolongado. Esto es importante ya que el aumento del secuestro de Ca?* ha
sido propuesto como herramienta, no sélo en el contexto de la I/R para atenuar
las arritmias de reperfusion (pel Monte, y otros, 2004) SiNO ademas para restaurar la
disfuncion miocardica en la insuficiencia cardiaca Byme MJ, 2008; Kho C, 2015; Lyon, y

otros, 2020).

Resulta por lo tanto importante 1. Explorar el efecto de un aumento no
transitorio del secuestro de Ca?* en la disfuncién mitocondrial y el dafio
miocardico, tomando como modelo experimental a la I/R y 2. Dilucidar el rol
relativo del secuestro y la pérdida de Ca?* en dichas alteraciones.

El hallazgo principal de este estudio es que el aumento del secuestro de Ca?*
por ablacion de PLN no protege de la disfuncion mitocondrial y el dafio
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miocardico producido por la pérdida de Ca?* por alteracion de los RyR2. Por
el contrario, lo exacerba. Esto ocurrié cuando los corazones WT y S2814D
fueron sometidos a un corto periodo de I/R que no produce infarto significativo
en corazones de animales WT (Figura 27) y en que la ablacion de PLN no
produce mayor gasto energético (Valverde, y otros, 2019).

Los resultados indican entonces que el aumento del secuestro de Ca?* como
herramienta para tratar la disfuncion contractil debe de ser cauteloso, sobre
todo si la disfuncion contractil ocurre con alteracion de los RyR2 como es el
caso de la I/R (Salas, y otros, 2010; Di Carlo, y otros, 2014) O la insuficiencia cardiaca (Byrne

MJ 2008, Kho C 2015, Lyon, Babalis et al. 2020).

Los experimentos discutidos hasta el momento no contestan una de las
preguntas iniciales: ¢ Qué peso relativo tiene la mayor actividad del RyR2 vs
el mayor secuestro de Ca?* en los corazones SDKO? Los experimentos
realizados en la cepa SAKO en la que el RyR2 no puede fosforilarse por
CaMKIl, demuestran que la pérdida de Ca?* en éstos es menor y que el dafio
mitocondrial observado en SDKO se revierte totalmente.

Estos resultados avalan la conclusion que la pérdida de Ca?* por los RyR2
alterados es el principal responsable del dafio miocardico observado, cuando
puede descartarse el posible papel del mayor costo energético del secuestro
de Ca?". Sin embargo, es importante tener en cuenta que para que la
disfuncién del RyR2 tenga efecto significativo, es necesario un aumento del
secuestro de Ca?*, que permita al RS “recargarse” y mantener su reservorio
de Ca?* a pesar de su pérdida exacerbada.

Una pérdida de Ca?* por el RS en ausencia de un secuestro aumentado
producira en el mejor de los casos una modesta disfuncion mitocondrial,
debido a que la pérdida de Ca?* se auto limita, por vaciamiento del RS (Figura
34A). Se necesita que la pérdida de Ca?* ocurra en asociacion a un aumento
del secuestro de Ca?' para que dicha pérdida pueda perpetuarse y
eventualmente causar dafio (Figura 34B).
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Figura 34. Rol del secuestro de Ca?* en la pérdida de Ca?".

A. La pérdida de Ca?* por el RS por alteracion del RyR2 se auto limita al disminuir el
contenido de Ca?* por debajo del umbral de pérdida. B. La pérdida de Ca®* se perpettia
si concomitantemente ocurre un aumento del secuestro de Ca?* por el RS.

Por otra parte, puede surgir la pregunta, ¢ por qué en estos experimentos se
utilizaron animales con pérdida constante de Ca?*, si la fosforilacién del RyR2
por CaMKII ocurre sélo al comienzo de la reperfusion? (pi carlo, y otros, 2014).

La idea de este trabajo fue no solamente explorar el efecto de la fosforilacion
de RyR2 al comienzo de la reperfusion, sino explorar una situacion en que la
pérdida de Ca?* sea constante. Por ejemplo, la alteracion del RyR2 en la I/R
puede ocurrir, y aun exacerbarse, por otros factores. Como se mencioné
previamente, en la I/R se han descripto diferentes alteraciones del RyR2
ademas de la fosforilacidn, por ejemplo, alteraciones redox (Hidalgo, Bull, Behrens, &
Donoso, 2004), degradacic')n de los RyR2 enla isquemia (Domenech , Sanchez, Donoso, Parra,
& Macho, 2003) Y €n la reperfusion (salas, y otros, 2010), que podrian estar vinculadas a
un aumento constante de la pérdida de Ca?* por el RS. Los ratones usados,
con pérdida de Ca?* durante todo el periodo de I/R, nos han brindado una
herramienta experimental para estudiar esta posibilidad. Es importante
enfatizar que en la insuficiencia cardiaca - donde se ha propuesto aumentar
el secuestro de Ca?* para aumentar la contractilidad disminuida en esta
enfermedad (Byme MJ, 2008; Kho C, 2015; Lyon, y otros, 2020) - S€ ha descripto una
fosforilacion del RyR2 por CaMKII (wehrens X. , Lehnart, Reiken, & Marks, 2004), por PKA
(Wehrens X. , y otros, 2006), Siendo ambas productoras de una mayor actividad del
RyR2 con pérdida exacerbada de Ca?*.

Nuestro trabajo se concentré en estudiar la disfuncion mitocondrial producto
de la sobrecarga de Ca?* proveniente del RS, en un intento de completar la
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cascada de sefiales que producen dafo miocardico, previamente descrita en
nuestro laboratorio (Salas, y otros, 2010; Said M. , y otros, 2011; Di Carlo, y otros, 2014). Se exploré
el efecto que el aumento del secuestro de Ca?* puede producir en dicha
disfuncion. Sin embargo, no podemos ni pretendemos descartar en este
estudio otros mecanismos de sobrecarga de Ca?* mitocondrial y muerte
celular en la I/R, tales como como el estrés oxidativo o la deplecion de ATP
(Murphy & Steenbergen, 2008). Incluso dentro de los mecanismos que alteran el manejo
de Ca?*, podrian nombrarse otros; por ejemplo, la ablacién de PLN puede
ocasionar una pérdida concomitante de otra proteina del RS, HAX-1 (una
proteina que regula la actividad de PLN y el mPTP (vafiadaki E, 2007) que resulta
en aumento del estrés del RS y dafio mitocondrial. Efectivamente se ha
descripto que la PLN se une a la proteina antiapoptotica HAX-1 y que esta
proteina conferiria cardioproteccion en la injuria por I/R (Lam, y otros, 2015; Seidimayer,
y otros, 2016). Estas acciones proapoptoticas de la ablacion de PLN podrian
explicar al menos parte del aumento del dafio miocardico en PLNKO y SDKO
vs S2814D y WT que se observa en los protocolos de I/R largos. Sin embargo,
no explicarian las diferencias en el dafio mitocondrial observadas entre
corazones de animales SDKO y PLNKO o SAKO. También, la excesiva
perdida de Ca?* por el RS puede activar vias adicionales deletéreas
dependientes de CaMKII que podrian contribuir al dafio miocardico observado
(Zhu, y otros, 2007; Feng & Anderson, 2017). En otras palabras, vias adicionales
superpuestas, que no se pueden descartar, podrian contribuir a explicar al
menos en parte, el dafio mitocondrial descripto.
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VI. CONCLUSIONES

En conjunto, estos experimentos demuestran que el infarto producido por I/R
se asocia intimamente a una disfuncion mitocondrial debida a la pérdida de
Ca?* por el RS. Los resultados sugieren ademas que el aumento del secuestro
de Ca?* por el RS, lejos de proteger al corazén, exacerba dicho dafio y no
podria ser usado como una herramienta terapéutica. Aunque ha sido
demostrada su utilidad terapéutica para la prevencion de arritmias, como las
que ocurren en reperfusi(')n (Huser, Bers, & Blatter, 1998; Del Monte, y otros, 2004; Kawase & Hajjar,
2008; Prunier, y otros, 2008; Bai, y otros, 2013; Valverde, y otros, 2019; Sato, Uchinoumi, & Bers, 2021) O para
mejorar la contractilidad disminuida en la insuficiencia cardiaca (Huiot ss, 2016), cCOnstituye
un arma de doble filo, sobre todo cuando hay alteracion de la funcion de los RyR2
(Valverde & Mattiazzi, 2022), Y@ que exacerba el dafio miocardico y la disfuncién mitocondrial

como se demuestra en este trabajo.

En cuanto a la importancia del peso relativo de la pérdida y el secuestro de Ca del y
por el RS en el dafio miocardico por I/R, si bien los resultados indican que la pérdida
de Ca?* por los RyR2 disfuncionales es el principal responsable del dafio
miocardico observado, como ya se discutio, dicha pérdida debe coexistir con

un secuestro aumentado, que permita la recarga del RS.
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