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Introduccion

INTRODUCCION

Los glucésidos cardiacos, también llamados glucosidos cardiotonicos o mas
comunmente digitalicos, son una familia de farmacos inhibidores de bomba de
sodio-potasio ATPasa de la membrana plasmatica (NKA) que han sido utilizados
ampliamente como terapia para pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) debido a
su capacidad de aumentar la fuerza contractil del corazéon. Actualmente, su uso es
limitado, al no haber demostrado beneficio clinico a largo plazo [1] y porque se
asocian a efectos adversos graves en forma de arritmias y muerte de
cardiomiocitos [2,3]. Estas limitaciones motivan la busqueda de nuevas opciones
terapéuticas con un mejor perfil de seguridad.

En este trabajo de tesis se estudian dos estrategias diferentes para disminuir la
toxicidad inducida por digitalicos: por un lado, la inhibicion de NKA con la
estimulacion simultanea de la actividad de la bomba de Ca?* del reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), y por otro, la estabilizaciéon del receptor de rianodina
tipo 2 (RyR2).

Las proximas secciones describiran los aspectos relacionados al funcionamiento
contractil del miocardio, asi como los antecedentes conocidos sobre los digitalicos,

que dan sustento a la hipotesis y objetivos planteados en este trabajo.

1. Aspectos generales del funcionamiento cardiaco

La funcién principal del corazon es bombear suficiente sangre para satisfacer la
demanda metabdlica del cuerpo. Para ello, el 6rgano dispone de células
especializadas para contraerse, llamadas cardiomiocitos.

El funcionamiento del corazén consta de dos etapas que en conjunto se
denominan ciclo cardiaco. En la primera, llamada sistole, el musculo ventricular se
contrae y desarrolla la fuerza suficiente que permite la expulsiéon de sangre. En la
segunda, denominada diastole, este se relaja permitiendo el llenado con sangre

que luego sera bombeada nuevamente.



Introduccién
Ya desde la década de los 50 se conoce que este ciclo es el resultado de
oscilaciones en la concentracion de calcio intracelular ([Ca?*])) en el cardiomiocito,
que hacen que sea suficientemente alta en sistole y baja en diastole [4]. Se
denomina “manejo del Ca2*" (Ca?* handling en inglés) al conjunto de procesos que
participan en la dinamica del Ca?* intracelular. La regulacion estricta de la [Ca2*);
es fundamental para el buen funcionamiento del corazén. Para ello, las células
cardiacas contienen diversas bombas, canales e intercambiadores, proteinas de
unién al Ca?*y enzimas. El mismo Ca?* juega un papel central en la regulacion de
muchos de éstos, ya sea de forma directa o indirecta a través de la activacion de
enzimas y proteinas reguladoras como la enzima Ca?*-calmodulina quinasa tipo I
(CaMKIl). El funcionamiento correcto, la ubicacion precisa y la disposicion espacial
de todos ellos son indispensables para un buen funcionamiento cardiaco. En
contraste, en condiciones patoldgicas existen alteraciones en el manejo del Ca?*
que se asocian a disfuncién contractil, hipertrofia cardiaca, arritmias y muerte
celular [5,6].
A continuacion, se describira el manejo del Ca?* en la célula cardiaca, asi como

las estructuras, organelas y proteinas participantes.

2- Manejo del calcio intracelular en el cardiomiocito
2.a Acoplamiento éxito-contractil

El acoplamiento éxito-contractil (AEC) es un término que fue descripto en la
década del 1950 [7] y que hace referencia a la serie de eventos que suceden
desde la produccién del potencial de accién (PA) hasta la contraccion del corazén
[8,9]. En otras palabras, este proceso vincula la actividad eléctrica de la célula
cardiaca a la actividad mecanica. Tal como se describira, el Ca?* desempeiia un
papel crucial en este proceso.

El aparato contractil del cardiomiocito se organiza en unidades estructurales
llamadas sarcomeros, en cuya composicion se destacan las proteinas actina y la
miosina. Para que ocurra la contraccion, el Ca?* se une a la troponina C (TnC) y

conduce a un cambio conformacional que permite la union y el deslizamiento de
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Introduccién
los filamentos finos de actina sobre los filamentos gruesos de miosina. Este
deslizamiento da como resultado el acortamiento celular y el desarrollo de fuerza y
presién dentro de los ventriculos, o que provoca la eyeccion de sangre. Por lo
tanto, la fuerza desarrollada depende de la cantidad de Ca?* unida a la TnC. Esta
a su vez sera una funcion tanto de la magnitud como de la duracion del aumento
del Ca?* en el citosol.

Durante la fase de meseta del PA, una pequefia cantidad de Ca?* ingresa a la
célula a través de los canales de Ca?* de tipo L activados por voltaje (LTCC),
también llamados receptores de dihidropiridina (DPHR). La presencia de
invaginaciones de la membrana plasmatica, denominadas tubulos T, posibilitan
que cada LTCC esté yuxtapuesto a un grupo de receptores de rianodina tipo 2
(RyR2) del reticulo sarcoplasmatico (RS), por lo que el Ca?" que ingresa a la
célula se une a los receptores RyR> y los abre [10]. Esto desencadena una
liberacion aun mayor de Ca?* desde el RS mediante un mecanismo amplificador
denominado “liberacién de Ca?' inducida por Ca?" (calcium induced calcium
release o CICR en inglés) [11,12]. El resultado es una liberacién masiva de Ca?*
que se conoce como “transitorio de Ca?*', dado por la suma de las liberaciones
individuales en cada grupo de RyR2. Esta liberacion rapida y sincronizada es de
importancia critica para la actividad contractil cardiaca.

Por el contrario, para que ocurra la relajacion, la [Ca?']i debe disminuir,
permitiendo que el Ca?* unido a la TnC se separe de la misma. Esto se logra
mediante diversos mecanismos, 1) la finalizacion de la entrada de Ca?* a través de
los LTCC 2) la finalizacién de la liberacion de Ca?* del RS mediante el cierre de los
RyR2 3) el bombeo activo de Ca?* al RS a través de la Ca-ATPasa del RS
(SERCA) y a la mitocondria a través del uniportador mitocondrial de Ca%* (MCU) 4)
la extrusion de Ca?* fuera de la célula por el intercambiador sodio-calcio (NCX) y
por la Ca?*-ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA). De todos estos, el mas
importante es el mediado por SERCA, que recapta gran parte del Ca?* liberado a
través de un proceso activo que requiere energia y que permite restablecer el Ca?*
disponible en el RS para su uso durante el préximo ciclo contraccion/relajacion. La

extrusion al espacio extracelular a través del NCX también representa una via de
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Introduccion

salida significativa, mientras que otros mecanismos restantes juegan un papel

menos importante en la disminucion del Ca?* [9].

3Na* Ca® Ca
:‘;\ tubulo T
modo directo
k' 3Na*
RyR2
Troponina C
Calcio (Caz-} e —————— L e
Contraccién Relajacién

Figura 1: Esquema donde se muestran los principales eventos del manejo de Ca?* intracelular
durante el AEC en miocitos cardiacos. Se muestran las principales proteinas involucradas: RS:
reticulo sarcopldsmico, DPHR: receptor de dihidropiridina o canal de Ca?* tipo L, PLN: fosfolamban,
SERCA: bomba de transporte activo de Ca?* del RS, RyR2: receptor de rianodina, PMCA: Ca?*
ATPasa de membrana, NCX: intercambiador Na*-calcio®*, NKA: Na*/K* ATPasa. MCU: uniportador
de Ca?** mitocondrial.

2.b Organelas y proteinas involucradas en el AEC
2.b.1 Membrana plasmatica
Na*/K* ATPasa

La bomba de sodio-potasio o Na*/K* ATPasa (NKA) pertenece a la familia de
ATPasas y participa en el transporte activo de Na* y K* a través de la membrana,

utilizando como fuente de energia la hidrdlisis de adenosin trifosfato (ATP) [13].
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Estructuralmente es un hetero-dimero compuesto por dos subunidades que
forman una estructura tetramérica integrada en la membrana. La subunidad a es la
encargada de la funcion de transporte. En ésta se hallan los tres sitios de union
para Na*, dos para K", sitios para el ATP y un sitio para la fosforilacién por fosforo
inorganico (Pi). La subunidad B es necesaria para el ensamblaje, translocacién y
anclaje de la subunidad alfa en la membrana plasmatica [14].

En condiciones normales esta bomba extruye 3 iones Na* hacia el espacio
extracelular e ingresa 2 iones K* hacia el citoplasma por cada molécula de ATP
hidrolizada. De este modo, se dice que la bomba es electrogénica porque provoca
el transporte neto de una carga positiva hacia el exterior celular, creando un
interior celular mas negativo. Ademas de generar este gradiente eléctrico, el
movimiento de iones permite mantener un gradiente quimico de Na* y K*, con
concentraciones de K* mas elevadas adentro de la célula y de Na* mas elevadas
afuera de la misma [15]. Este gradiente electroquimico es necesario para muchas
funciones celulares. Entre ellas, permite el funcionamiento de los canales idnicos
durante el PA y es utilizado para el transporte de moléculas como glucosa o
aminoacidos.

Se sabe también que, independientemente de su rol en el transporte idnico, la
NKA puede activar cascadas de sefializacion que intervienen en diferentes
funciones celulares, como por ejemplo la cascada de las MAP quinasas y otras
[16,17].

Por ultimo y de gran importancia para esta tesis, la NKA de las células cardiacas
es una diana para diversos farmacos como los glucésidos cardiotonicos y el
istaroxime, que inhiben su actividad por unién a la subunidad alfa, promoviendo un
aumento del Na* intracelular y de forma secundaria un aumento intracelular de
Ca?*. El mecanismo de accion de estos farmacos se explicara en detalle mas

adelante.
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Canal de calcio tipo L

El canal de Ca? tipo L (LLTC) o también llamado receptor de dihidropiridinas
(DDHR) es parte de la familia de canales de calcio dependientes de voltaje y es
llamado tipo L por su lenta cinética de activacion. Se localizan principalmente en el
tubulo T, muy cerca de los canales del RyR2 en el RS. Estructuralmente esta
conformado por 5 subunidades: a1, a2, B, y y 8. La subunidad a1 es la que
detecta los cambios de voltaje y forma el poro de conducciéon del Ca?*. Las
subunidades restantes modulan las funciones del canal [18].

Los LLTC estan cerrados en la célula en reposo y se abren en respuesta a la
despolarizacion celular durante la fase 1 del PA, siendo responsables del ingreso
inicial de Ca?" durante la fase 2 (fase de meseta), para luego inactivarse
progresivamente.

La funcién de este canal es regulada por varios mecanismos, incluyendo su
inhibicion mediada por el mismo Ca?*, para limitar el ingreso de este ion a la célula
[19]. Esta inhibicién estd mediada por la unién del Ca?* a la proteina calmodulina
(CaM) formando el complejo Ca?*-CaM, que provoca un cambio conformacional e
inhibicion del canal. Por otro lado, su fosforilacion por enzimas como la CaMKI|

aumenta su permeabilidad al Ca?* [20].

Intercambiador de sodio y calcio (Intercambiador Na*/Ca?* o NCX)

El intercambiador Na*/Ca?* (NCX) es una proteina de membrana que se localiza
preferentemente a nivel del tubulo T [21], pero también en mitocondria, donde es
denominado mNCX [22]. Existen tres isoformas: NCX1, NCX2 y NCX3, siendo la
primera la mas abundante en el corazon.

Media el transporte electrogénico de 3 iones Na* por cada Ca?* y se caracteriza
por la reversibilidad en el sentido con el que ambos iones son transportados a
través de la membrana, dependiendo del gradiente electroquimico de ambos iones
y del potencial de membrana en un momento dado. De esta manera, puede actuar
en modo directo (extruye Ca?* de la célula e ingresa Na*) [23] y en modo reverso

(ingresa Ca?* a la célula y extruye Na*) [24]. Durante la mayor parte del tiempo,
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cuando la célula esta en reposo, la mayor concentracion de Na* extracelular hace
que el NCX funcione en modo directo extruyendo Ca2+ fuera de la célula. Con la
llegada del potencial de accion cardiaco, la célula se despolariza por el gran
aumento en la [Na']i. Esto causa la inversion del NCX, que ahora extruye Na*
fuera de la célula e ingresa Ca?* [23]. Este ingreso es poco importante para el
AEC [24], ya que la gran mayoria del Ca?* necesario proviene del RS. Ademas,
debido al aumento en la [Ca?*]i como resultado de su entrada a través del canal de
calcio tipo L, el intercambiador vuelve a su modo directo rapidamente, sacando
Ca?* fuera de la célula. De esta manera, el NCX es uno de los mecanismos
celulares que actuan para disminuir el Ca?* citosdlico en la diastole.

Los cambios patoldgicos en las concentraciones intracelulares de Na* y Ca?*
pueden alterar su funcionamiento. Por ejemplo, la acumulacion intracelular de Ca*
mas alla de un punto critico hace que el NCX comience a introducir Na* en la
célula y este proceso estd implicado en la aparicion de arritmias como las
observadas durante la toxicidad por digitalicos, como se describira mas adelante

[25].

2.b.2 Reticulo Sarcoplasmatico (RS) o SR-Ca?* -ATPasa

Bomba de Ca?'del RS (SERCA)

SERCA es una ATPasa de la membrana del RS cuya funcién es mediar el
transporte activo de Ca?* desde el citosol al interior del RS a expensas de la
hidrdlisis de ATP. Existen 5 isoformas de esta bomba codificadas por 3 genes,
siendo SERCA2a la que se encuentra en células cardiacas.

Como ya se menciond, el RS es el sitio principal de depdsito de Ca?* intracelular.
La retoma de Ca?" por el RS es fundamental para asegurar que haya Ca?*
disponible para su futura liberacion. Ademas, después de la contraccion cardiaca
los niveles de Ca?* deben disminuir para permitir la adecuada relajacion muscular
[26].

La funcion de SERCA2a esta estrechamente regulada mediante la interaccion
con su proteina regulatoria fosfolamban (PLN) [27]. Esta ultima s6lo se encuentra

en células cardiacas y actua como un inhibidor endégeno. Cuando PLN esta
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asociada a SERCA, la retoma de Ca?* se reduce [28], mientras que al disociarse
de SERCA, ésta aumenta. La interaccion SERCA-PLN puede ser modificada por
fosforilaciéon [29,30]. En un estado desfosforilado se reduce la afinidad de
SERCAZ2a por el Ca?*, disminuyendo asi la velocidad de recaptura del ion. Por el
contrario, al ser fosforilada, PLN libera la inhibicion fisica sobre SERCA
aumentando la velocidad de retoma de Ca?*. Su fosforilacion por la proteina
quinasa A (PKA) en el residuo serina 16 (Ser16) o por CaMKIl en el residuo
treonina 17 (Thr17) tienen importancia fisiolégica al ser mediadores clave de los
efectos inotrépicos positivos y relajantes de la estimulacién 31 adrenérgica [31,32].

Mas recientemente se ha descripto que existen mecanismos de regulacidon
adicionales a la interaccion SERCA-PLN, como aquel dado por la proteina del RS
HAX-1 (proteina X-1 asociada a HCLS1), que interactua con PLN y es responsable
de aproximadamente 50% del efecto inhibitorio ejercido por PLN sobre SERCA2a,
siendo entonces un modulador importante de la actividad de SERCA y de la
contractilidad en el corazon [33,34].

Por ultimo, es necesario mencionar que SERCA también tiene importancia
farmacologica al ser diana de diversos agentes, principalmente de uso
experimental pero también de un agente con potencial aplicacién clinica, el

istaroxime.

Receptor de rianodina (RyR)

Los receptores de rianodina (RyR) son canales de Ca?* intracelulares ubicados
en la membrana del RS, principalmente en las cisternas terminales [35,36], que
permiten la salida de Ca?* desde esta organela hacia el citosol.

El RyR es el canal idnico mas grande conocido y su estructura esta bien
conservada entre especies. Estructuralmente es un gran complejo macromolecular
tetramérico formado por cuatro mondmeros idénticos. Tiene forma de hongo, con
un tallo que atraviesa la membrana del RS y una cabeza orientada hacia el
citoplasma, ocupando el espacio entre el RS y el sarcolema. La region citosélica

contiene sitios de anclaje para moléculas moduladoras. Se encuentran insertados
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en la membrana del RS conformando grupos (en inglés clusters) de 30 a 250
RyR2 [37].

Existen tres isoformas principales (RyR1, RyR2, RyR3), que se expresan en
diferentes tejidos y son codificadas por genes separados. RyR1 se encuentra
principalmente en musculo esquelético, RyR2 predomina en musculo cardiaco y
RyR3 se expresa mas ampliamente, pero especialmente en cerebro [38]. En esta
tesis haremos referencia al RyR2, ya que es el principal mediador de la “liberacion
del Ca?* inducida por Ca?*” (CICR) durante el AEC en el cardiomiocito, aportando
la mayor parte del Ca?* utilizado para la contraccion cardiaca y siendo de esta
manera un componente fundamental para la funcién del corazén.

El funcionamiento del RyR2 es regulado por accion directa del Ca?*
citoplasmatico que ingreso por los canales de Ca?* tipo L y que induce su apertura
mediante el proceso de CICR, que ya fue descripto previamente. Ademas, RyR2
es sensible a la concentracion intraluminal de Ca?" dentro del RS, donde
cantidades elevadas inducen la apertura espontanea del RyR2 por un proceso
denominado “liberacién de Ca?* inducida por sobrecarga de Ca?*" [39,40,41,42].

Adicionalmente, las modificaciones postraduccionales del RyR2 [43,44], como la
fosforilacién por enzimas como la proteina quinasa A (PKA) en el sitio S2808 [45]
y en S2030 [46], la CaMKII en S2814 [47,48] o la proteina quinasa G (PKG) en
S2808 y S2030 [49,50], asi como la oxidacidén por especies reactivas de oxigeno
(ROS) [51] en sitios especificos, regulan su funcién y aumentan la probabilidad de
apertura del RyR2 [52,53]. Esta descripto que RyR2 también puede ser fosforilado
en otros sitios (S2808, S2811), si bien su efecto no es tan claro.

RyR2 también se asocia directa o indirectamente a proteinas endogenas
moduladoras que regulan su funcion. Entre ellas encontramos a CaM, Calstabina-
2 (o FKBP12.6), junctina, triadina, sorcina y otras [41,54].

Ademas, el RyR es diana de diversos agentes farmacoldgicos, entre los que se
encuentran la cafeina y la tetracaina, de uso experimental, y farmacos de uso
clinico como el dantrolene, que reduce su probabilidad de apertura. Este y otros
agentes que utilizaremos en este trabajo son conocidos como “estabilizadores” del

RyR2 y seran descriptos en profundidad mas adelante.
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Figura 2: Representacion esquemdtica del RyR2, donde se observa su regulacion dependiente de
Ca?*, su fosforilacidn en sitios especificos por quinasas y su interaccién con proteinas asociadas.

2.b.3 Mitocondria

Las mitocondrias son organelas vitales para la funcion de los cardiomiocitos,
donde ocupan casi el 40% del volumen citosdlico [55]. Desempefian un papel en el
metabolismo celular al ser necesarias para la produccién de ATP, proporcionando
la energia necesaria para diversas funciones como la contraccion muscular [56]. El
ingreso de Ca?* a la mitocondria permite la activacion de enzimas
deshidrogenasas necesarias para la generacion del gradiente de protones a través
de la membrana mitocondrial interna, que es necesario para la generacion del
ATP. Por lo tanto, el Ca?" actia como un mensajero que comunica a las
mitocondrias la demanda energética de la célula [57].

La mitocondria también participa en la homeostasis de Ca?* intracelular.
Después de la liberacion de Ca?* del RS, actia como un amortiguador o buffer de

Ca?* al absorber rapidamente una gran cantidad de este ion debido a su
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yuxtaposicién con esta organela. Los iones de Ca?* pueden extruirse rapidamente
de regreso al citosol por el intercambiador NCX mitocondrial (mMNCX) vy el
intercambiador de H*/Ca?* mitocondrial (HCX) [58].

Han sido identificadas un gran numero de proteinas involucradas en el ingreso y
egreso de Ca?* en la mitocondria. Su entrada esta mediada principalmente por un
gran complejo macromolecular conocido como uniportador de Ca?* mitocondrial
(MCU) [59]. que consiste en proteinas que componen el poro y proteinas
reguladoras [60,61].

Es importante destacar que la concentracion mitocondrial de Ca?* es baja en
condiciones fisioldgicas, y si bien la transferencia de Ca?* del RS hacia la
mitocondria es necesaria para la funcion cardiaca normal, el ingreso excesivo de
Ca?* puede ser perjudicial. Se ha descripto que en condiciones patoldgicas en las
que se altera la homeostasis de Ca?* y aumentan sus concentraciones
intracelulares por liberacion de Ca?' desde el RS, las mitocondrias pueden
acumular cantidades mayores, causando sobrecarga mitocondrial de Ca?* vy

desencadenando vias celulares que inducen la muerte celular [62,63].

3- Proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina tipo Il
(CaMKIilI)

3.a Generalidades de CaMKIl

Con los afios se ha vuelto cada vez mas claro que no solo el Ca?* sino también
varias proteinas dependientes del Ca?* contribuyen al “ajuste fino” del AEC. Entre
ellas, la proteina quinasa dependiente de Ca?*-calmodulina (CaMK) es una
quinasa serina / treonina multifuncional cuya actividad se regula en respuesta al
aumento de las concentraciones intracelulares de Ca?' [64]. En su estado
activado, estas enzimas fosforilan diferentes proteinas dianas, participando en
multiples y variados procesos fisioldgicos.

CaMK tipo Il (o CaMKIl) es la predominante en el corazén y presenta cuatro
isoformas distintas (a, B,y, 8) que estan codificadas por cuatro genes separados.

Estas difieren en la distribucion en los tejidos, encontrandose en neuronas
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(principalmente a y ), en cardiomiocitos (principalmente & y algunos y) y en otros
sitios. CaMKIId es la isoforma predominante en miocitos y es la mas relacionada
con la enfermedad cardiaca, mientras que CaMKIly es un componente menor. La
isoforma & tiene varias variantes de empalme con diferente localizacion
intracelular. En miocitos existe en dos variantes principales, CaMKIIdB vy
CaMKIIdC [65]. CaMKIIdB esta predominantemente localizada en el nucleo,
mientras que CaMKIIdC esta principalmente en el citosol [66]. Hay evidencia de
que esta diferente localizacion refleja diferencias en la funcion, ya que la variante
0B regularia predominantemente la transcripcion, mientras que la 8C influiria mas
bien en el AEC.

Todas las isoformas de CaMKIl tienen una estructura basica similar y parecen
compartir mecanismos reguladores comunes [67]. Estructuralmente, CaMKIl es un
complejo proteico compuesto por 12 subunidades o monémeros ensamblados en
dos anillos hexaméricos que forman una estructura en forma de rueda. Cada una
de estas subunidades contiene un dominio catalitico amino terminal, un dominio
regulador y un dominio de asociacion carboxilo terminal. El dominio catalitico
contiene sitios de unién para ATP y para proteinas de anclaje, por lo que puede
hidrolizar ATP a ADP vy transferir el fosfato de ATP a una serina/treonina en una
proteina diana especifica. Como su nombre lo indica, el dominio regulador es
critico para la regulacion de la actividad de CaMKII. Contiene una regién de unién
a Ca?*-CaM y una regién autoinhibitoria, ademas de sitios de unién para Ca%*-CaM
y para modificaciones postraduccionales. El dominio de asociacién es responsable

de la multimerizacion de las subunidades.

3.b Mecanismos de activacién y regulacion de CaMKII

En condiciones de reposo, el dominio catalitico esta bloqueado por la region
autoinhibitoria del dominio regulador, que bloquea el acceso de sustratos e inhibe
asi la actividad de la enzima. Cuando los niveles intracelulares de Ca?* aumentan
durante la sistole, la CaM se une a cuatro iones Ca?* y el complejo Ca%*/CaM se
une al dominio regulador, desplazando el segmento autoinhibidor y activando la

enzima al permitir que el dominio catalitico fosforile a sus sustratos [68]. Luego, a
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medida que disminuye la [Ca?'], el complejo Ca?*/CaM se disocia del dominio
regulador y CaMKII disminuye su actividad. Se ha demostrado que la actividad de
CaMKIl puede mantenerse incluso después de la disminucién de la [Ca?*], ya que
puede permanecer en un estado activado por la autofosforilacién del sitio Thr287
en el segmento autoinhibidor mediante la adicion de un grupo fosfato a si misma.
Este proceso aumenta la afinidad por Ca?*/CaM y enlentece su disociacion. Si
bien la autofosforilacion no es esencial para la actividad enzimatica, permite
mantenerla activa incluso después de que la [Ca?*]; haya disminuido, como ocurre
durante la diastole [69].

Ademas de producirse en respuesta a los cambios en la [Ca?*];, la activacion de
CaMKIl puede implicar modificaciones postraduccionales. EI dominio regulador
contiene sitios para la fosforilacion, oxidacion, glicosilacion y S-nitrosilacion. A lo
largo de los anos se han identificado diferentes sitios, como M281/282 para la
oxidacion [70,71], S279 para la dglicosilacion [72] y C273 y C290 para la
nitrosilacion [73]. Mas recientemente, se reportd por primera vez que la misma
CaMKIl puede ser fosforilada y activada por la quinasa RIPK1 [74].

CaMKIl persistira activada hasta que se elimine el grupo fosfato agregado. Por lo
tanto, para que se produzca su inactivacion, la enzima debe ser desfosforilada
mediante fosfatasas como PP1, PP2A y PP2C.
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de Ca?*-CaM de Ca*

Figura 3: Esquema representativo de la estructura de CaMKll, donde se observan su dominio
catalitico, regulatorio y de asociacion, y abajo, el mecanismo de activacion dependiente del
complejo Ca**-Calmodulina.

3.c Efectos fisiolégicos y patolégicos de CaMKIl sobre el manejo del calcio
en el corazén

Debido a que CaMKIl es ubicua y multifuncional, regula diferentes funciones
celulares al fosforilar proteinas en la membrana (p. ej. canales idénicos), el citosol
(p. €j. proteinas contractiles) y el nucleo (p. ej. factores de transcripcion). Su
funcion e importancia han sido estudiadas en multiples tejidos. A modo de
ejemplo, fuera del corazén se ha demostrado que tiene un papel critico en los
procesos neurolégicos fisioldgicos como la formacion de la memoria y el
aprendizaje [75]. En el corazén regula el AEC mediante fosforilacion de diferentes
proteinas, contribuyendo asi a regular el manejo del Ca?*intracelular [5] (Bers.,

2006). Por ejemplo, fosforila varias subunidades de los canales de Ca?* tipo L
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facilitando la apertura de los mismos [76]. La fosforilacion de PLN en el residuo
Thr17 alivia la inhibicion de PLN sobre SERCA [31,77], facilitando la recaptacion
de Ca?* al RS vy la relajacién. Thr17 es un sitio diana exclusivo de CaMKIl, por lo
cual su grado de fosforilacidn se evalua experimentalmente para diferenciar el
efecto mediado por CaMKIl del efecto dependiente de otras enzimas, como por
ejemplo la enzima PKA que actua sobre Ser16. A su vez, CaMKIl fosforila
proteinas contractiles que participan en la regulacion de la fuerza y la cinética de
la contraccién muscular, incluida la proteina de uniéon a miosina C (MyBP-C), la
troponina |, la cadena ligera de miosina-2 y también la titina [78]. RyR2 es otro
blanco fundamental de CaMKI| y esta bien establecido que la fosforilacion del sitio
S2814 por CaMKIl incrementa su probabilidad de apertura [47,48]. Esto ha
demostrado ser relevante en situaciones en donde la expresién y actividad de esta
quinasa estan elevadas, como sucede en la IC [79]. Mas aun, y de gran
importancia en esta tesis, nuestro grupo de trabajo demostré previamente que la
fosforilacion CaMKII-dependiente en S2814 media los efectos cardiotoxicos de los
digitalicos [2,3]. Debido a su relevancia en este trabajo, el mecanismo por el cual
CaMKIl induce la generacién de arritmias sera descripto detalladamente mas
adelante.

Es importante destacar que a pesar de que algunos de los efectos mediados por
CaMKIl se consideran adaptativos y de gran importancia fisiolégica, su actividad
sostenida conduce a alteraciones del manejo del Ca?* que son perjudiciales para
la funcion cardiaca. En el miocardio enfermo, la actividad aumentada de CaMKII
juega un papel central en procesos como el remodelado miocardico y la disfuncion
cardiaca [80,81], la arritmogénesis [82], la inflamacion y la muerte celular [83,84].
Asi, el papel de CaMKIl estd bien establecido en la fisiopatologia de
enfermedades cardiacas prevalentes que incluyen la IC [85], la lesién por
isquemia-reperfusion (I/R) [86], la fibrilacion auricular [87] y la miocardiopatia
diabética [72]. En este sentido, y como ya se ha mencionado anteriormente,
experimentos de nuestro laboratorio han permitido demostrar que la activacion de

CaMKIl participa en la toxicidad cardiaca durante el tratamiento agudo y croénico
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con digitalicos [2,3], mientras que su inhibicion ha logrado ser protectora en este
contexto.

Como se desprende del titulo de este trabajo, nuestro objetivo fue el estudio de
estrategias farmacologicas para reducir la cardiotoxicidad de los inhibidores de la

NKA, motivo por el cual a continuacion se describiran en detalle estos farmacos.

4. Inhibidores de la Na*/K* ATPasa: usos actuales y limitaciones

La IC es un sindrome clinico caracterizado por una perfusion sistémica que no
logra satisfacer las demandas metabdlicas de los tejidos, como resultado de una
funcién cardiaca deteriorada. Dependiendo de la gravedad y la duracién, se puede
clasificar como aguda o crénica. Teniendo en cuenta la patogenia, se habla de IC
con fraccion de eyeccion reducida, a veces también llamada IC sistdlica, que se
caracteriza por un deterioro del vaciamiento ventricular causado por la reduccion
de la contractilidad miocardica [88,89]. Por el contrario, la IC con fraccion de
eyeccion conservada, también conocida como IC diastdlica, se define por un
llenado ventricular defectuoso causado por la incapacidad del corazdon para
relajarse adecuadamente entre latidos. Constituye una causa principal de
morbilidad y mortalidad y una causa frecuente de hospitalizaciones [90,91]. En las
ultimas décadas, a pesar de los avances meédicos, el pronostico de esta entidad
continua siendo malo, especialmente en aquellos pacientes hospitalizados por IC
aguda descompensada. El tratamiento continia presentando dificultades graves,
ya que a menudo no logra controlar los sintomas ni mejorar la calidad de vida. Un
porcentaje considerable de pacientes no puede evitar la progresion de la
enfermedad y muere durante los primeros 5 afos de diagndstico [92].

Los farmacos inotrépicos disponibles actualmente, si bien son necesarios como
terapia de rescate para pacientes con descompensaciéon aguda porque mejoran
los parametros hemodinamicos, no son medicamentos ideales debido al mayor
riesgo de efectos adversos. Los efectos proarritmicos parecen ser en gran parte
responsables del aumento de la mortalidad, pudiendo causar arritmias graves que

conducen a muerte subita [93]. Sin embargo, a pesar de sus potenciales efectos
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adversos, los inotropicos continuan utilizandose debido a la falta de alternativas
mejores y mas seguras.

Los glucésidos cardiacos, también llamados glucosidos cardiotonicos (GC) o
mas comunmente digitalicos, son una familia de farmacos descubiertos por
William Withering en el siglo XVI y que se obtienen de plantas del género Digitalis
(Digitalis spp).

Sus principales acciones derivan de su capacidad de inhibir a la bomba Na* /K*
ATPasa, resultando en una acumulacién de [Na+] ique revierte la fuerza impulsora
del NCX, desfavoreciendo la extrusion de Ca?* mediada por este intercambiador y
aumentando el Ca?* disponible en el RS. Debido a que la mayor parte del Ca®*
necesario para la contraccion proviene del RS, la amplitud del transitorio de Ca?*y
la fuerza de contraccién dependen en gran medida de la cantidad de Ca?*
almacenado en esta organela. De este modo, estos farmacos aumentan la fuerza
de contraccidon del miocardio, por lo cual han sido utilizados eficazmente en el
tratamiento de la IC [94]. Adicionalmente presentan actividad simpaticolitica y
vagotonica [95], por lo que se utilizan en situaciones en las que se necesita reducir
la frecuencia de la contraccién ventricular.

A pesar de su utilidad, su uso ha disminuido fuertemente porque no han
demostrado reducir la mortalidad en ensayos clinicos [1,96], y debido a su
potencial toxicidad que incluye arritmias [97,98] y pérdida de miocitos cardiacos
[99,3]. Estas limitaciones motivan la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
con un mejor perfil de seguridad.

A continuacion, se describiran detalladamente los mecanismos conocidos que
explican sus efectos téxicos. En particular, se hara hincapié en las alteraciones
del manejo del Ca?* inducidas por estos farmacos, ya que son las responsables de

su cardiotoxicidad.

25



Introduccion

4.a Alteraciones en el manejo del calcio intracelular como determinantes de
mecanismos arritmogénicos durante el tratamiento con inhibidores de la
Na*/K* ATPasa

4.a.1 Rol de las proteinas del RS: importancia del RyR2 y de SERCA

Como podemos concluir de lo expuesto anteriormente, se requiere un control
estricto de la liberacion de Ca?* para que el corazon funcione correctamente. El
aumento del Ca?" citosdlico en sistole debe ser sincronizado, transitorio y
autolimitado en tiempo y espacio. Para ello es especialmente importante el
funcionamiento adecuado de las proteinas SERCA y RyRo.

La actividad de RyR2 esta altamente regulada para asegurar su apertura
sincronizada y la liberacion apropiada de Ca?* en la sistole. Idealmente, el RyR: se
cerraria por completo durante la diastole, frenando la salida de Ca?*y permitiendo
que la relajacion se desarrolle eficientemente. Pero si bien durante la diastole la
liberacion de Ca?* del RS se reduce casi por completo, algunos RyR2 pueden
abrirse espontaneamente generando liberacion de Ca?* en ausencia de estimulo
eléctrico. Esta pérdida de Ca?* se conoce como “fuga diastdlica de Ca?*” (calcium
leak en inglés), definida como aquella liberacion de Ca?* distinta de la que se
produce durante el proceso de AEC normal [100,18]. El mejor ejemplo de esta
pérdida son eventos espontaneos y localizados observados por microscopia
confocal conocidos como “chispas de Ca?*” (o Ca?* sparks en inglés), que fueron
descriptos por Cheng en el afio 1993 [101] y que corresponden a aperturas
estocasticas de grupos individuales de RyR2, totalmente independientes de la
entrada de Ca?* a la célula [102]. Suelen ser limitadas en tiempo y espacio.
Aquellas pequefias y localizadas, generalmente estan confinadas a la zona
cercana al sitio de inicio o liberacién porque el Ca?* es bombeado rapidamente de
regreso al RS, por lo que el Ca?* en zonas vecinas es demasiado baja para activar
RyR2 en otra region de la célula. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, como
cuando existe alta [Ca?*] en el citosol o en el RS, o si el RyR2 esta “sensibilizado”

como ocurre al ser fosforilado en S2814 o S2808, una chispa de Ca?* puede
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activar la liberacion de Ca?* por otros RyR2 en regiones vecinas y producir “ondas
de Ca?"” (o Ca?" waves en inglés) que se propagan a través de la célula a través
del proceso de CICR [103].

La importancia de esta pérdida diastdlica radica en que genera un sustrato
proarritmogénico. Cuando una onda de Ca?* se propaga a través del
cardiomiocito, parte de ese Ca?' puede ser extruido fuera de la célula en
intercambio por Na® mediante el NCX electrogénico actuando en modo directo,
generando una corriente despolarizante transitoria (Iti o transient inward current en
inglés) que cuando es lo suficientemente grande puede causar despolarizaciones
tardias (delayed afterdepolarizations o DADs en inglés) [104]. Estas DADs pueden
despolarizar la membrana lo suficiente como para desencadenar PA ectdpicos, los
que a su vez pueden provocar arritmias ventriculares [105]. En el miocardio
normal, si bien ocurren chispas de Ca?*, generalmente estas no se propagan para
formar ondas de Ca?' proarritmogénicas. Por el contrario, en condiciones
patolégicas hay incremento de la frecuencia y magnitud de estas chispas, que a su
vez tienden a originar ondas [106]. De este modo, las ondas de Ca?* y las DADs
son el sustrato de taquiarritmias ventriculares observadas en la toxicidad digitalica
[107,108,109], de forma similar a lo que sucede en diferentes situaciones
patolégicas frecuentes, como la IC [110,111], la I/R [112,113] y las arritmias de
causa genética como la taquicardia ventricular polimorfa catecolaminérgica
(también llamado CPVT) [114]. Es de destacar que CaMKIl, al fosforilar al RyR2 y
promover pérdida de Ca?* [115,52,53] juega un rol primordial en la aparicion de
arritmias [116,117].
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Figura 4: Esquema representativo de la generacién DADs. La propagacién de ondas de Ca** a
través del proceso de liberacién de Ca?* inducida por Ca?* genera despolarizaciones tardias (delayed
afterdepolarizations o DADs), pudiendo dar lugar a potenciales de accion ectdpicos y
taquiarritmias ventriculares.

4.a.2 Rol de la enzima CaMKIlI como mediadora de mecanismos

arritmogénicos durante el tratamiento con digitalicos

Nuestro laboratorio ha brindado evidencia contundente que demuestra que la
fosforilacion del sitio Ser2814 del RyR2 por la enzima CaMKIl es un determinante
clave en las arritmias asociadas al tratamiento con inhibidores de la NKA [2,3,117],
ya que aumenta la probabilidad de apertura de este receptor, facilitando la
liberacion espontanea de Ca?* desde el RS hacia el citosol y la aparicién de DADs.
Adicionalmente, el grupo de Ho y colaboradores ha propuesto que los digitalicos
promueven la produccion de ROS via NADPH Oxidasa 2 (NOX2) que pueden
activar a CaMKII por oxidacién, que una vez activada, fosforila al RyR2 facilitando

su apertura [118].
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4.b Alteraciones en el manejo del calcio intracelular como determinantes de
muerte celular de cardiomiocitos durante el tratamiento con inhibidores de la
Na*/K* ATPasa

4.b.1 Mecanismos celulares y moleculares asociados a la muerte celular

Se ha demostrado que la pérdida de cardiomiocitos es un proceso asociado a la
cardiotoxicidad de los digitalicos [3], por lo cual conlleva efectos perjudiciales
sobre la contractilidad cardiaca a largo plazo.

Desde hace tiempo se reconoce que la alteraciéon en el manejo del Ca?*
desempefa un papel importante en diferentes modalidades de muerte [119]. El
exceso de ondas de Ca?* ha sido asociado con la induccidon de apoptosis a través
de diversos mecanismos, entre ellos la sobrecarga de Ca?" mitocondrial o la
activacion de quinasas dependientes de Ca?* [120,121,122]. Ha sido demostrado
que la interaccion RS-mitocondria lleva a la apoptosis mediante un mecanismo
que implica la liberacion de Ca?* desde el RS y su captacion por parte de las
mitocondrias [123,124]. De este modo, la sobrecarga Ca?* mitocondrial puede
desencadenar la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
(PTPM) [125,62,126] y un aumento brusco de la permeabilidad a los solutos, con
lo cual se disipa rapidamente el potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)
causando despolarizacion y alterando el gradiente de protones y la cadena de
transporte de electrones que impulsa la sintesis de ATP. El déficit energético
altera el transporte ionico, alterando el gradiente osmético y conduciendo a
hinchazén o “swelling” mitocondrial, que puede provocar la ruptura de la misma y

la liberacion masiva de Ca®* y de factores proapoptoticos al citosol.

4.b.2 Rol de CaMKIl en la muerte de cardiomiocitos inducida por inhibidores
de la Na*/K* ATPasa

La activacion de CaMKIl desempena un papel central en la muerte de
cardiomiocitos al ser un punto de convergencia para diferentes estimulos nocivos
[84]. Su actividad sostenida ha mostrado ser uno de los mecanismos clave del

efecto perjudicial en situaciones como la I/R, la hiperglucemia y la taquicardia
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cronica [120,122,127]. De forma similar, nuestro grupo ha demostrado que los
digitalicos tienen un efecto proapoptético en el cual es clave la activacion de la
enzima CaMKIl, que al fosforilar a los RyR2 facilita la liberacién de Ca?* desde el
RS vy favoreceria su transferencia hacia la mitocondria, con la consecuente
sobrecarga de Ca?* y muerte de los cardiomiocitos [3]. La asociacion de los
digitalicos con arritmias y apoptosis motivan la busqueda de estrategias capaces

de disminuir los efectos adversos secundarios a su uso.
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Figura 5: Mecanismos CaMKIll-dependientes de las arritmias y la muerte celular durante el
tratamiento con digitdlicos.
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5. Istaroxime como farmaco emergente

El istaroxime es un farmaco descripto por primera vez en el afio 2002 [128]
(Micheletti y col., 2002) y que actualmente continua en estudio para su utilizacién
clinica. En un contexto clinico, ha demostrado ser eficaz y seguro para el
tratamiento de la IC tras periodos cortos de administracién, habiendo concluido
con éxito dos ensayos clinicos de fase Il. En estos demostré6 mejorar la funcion
sistdlica y diastdlica del ventriculo izquierdo. Durante su administracion en
pacientes durante 6 y 24 horas [129,130,131] no se observaron eventos adversos
cardiacos graves como arritmias, hipotensién o eventos isquémicos, a diferencia
de lo que sucede con el uso de inotropicos tradicionales [132]. Con respecto al
perfil farmacocinético, tiene un inicio y una finalizacién de accion muy rapidos, lo
que hace que este medicamento sea especialmente adecuado para el uso en
pacientes criticos. Estos resultados prometedores respaldan el papel potencial de
istaroxime para el tratamiento de la IC. Si bien hasta la fecha no se han realizado
ensayos clinicos mas grandes y actualmente no existen indicaciones precisas para
Su uso, la investigacion de este novedoso farmaco continta actualmente en curso.

Se trata de un compuesto esteroide, y si bien estructuralmente no esta
relacionado con los digitalicos, comparte ciertas caracteristicas farmacodinamicas.
Es un miembro de una nueva generacion de inhibidores de la NKA no glucosidicos
[128]. Tiene un doble mecanismo de accion que combina la inhibicion de la NKA
con la estimulacion de la bomba SERCA2a [133].
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Figura 6: Estructura molecular del istaroxime (3Z,5a)-3-[(2-Aminoethoxy) imino]androstane-6,17-
dione (izquierda) y su mecanismo de accion (derecha).

Al igual que con los GC, la inhibicion de la NKA provoca una alteraciéon en la
homeostasis del Na* y el Ca?" que lleva al aumento en el contenido de Ca®*
disponible en el RS, mejorando la contractilidad cardiaca (efecto inotrépico).
Ademas, la estimulacién de SERCA2a acelera la recaptacion de Ca?* por el RS,
reduciendo los niveles de Ca?* citoplasmatico durante la diastole y mejorando la
relajacion (efecto lusitropico) [134]. EI mecanismo actualmente aceptado para el
efecto lusitropico y su baja arritmogenicidad es su capacidad para disociar
SERCAZ2a de su proteina inhibidora PLN [135].

Muchos de los efectos adversos observados con los inotrépicos disponibles,
incluidos los GC, estan mediados por un aumento en las concentraciones de Ca?*
citosolico [132]. A nivel preclinico en modelos animales, un estudio comparativo en
miocitos de raton utilizando concentraciones equiinotropicas del digitalico clasico

digoxina o de istaroxime, mostro que este ultimo se asocia a menor acumulacion
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de Ca?* diastolico [136]. Por lo tanto, esta combinacién peculiar de dos
mecanismos de accion parece conferir al istaroxime un mejor perfil de seguridad
en comparacion con otros inhibidores de la NKA, con menor riesgo de arritmias
desencadenadas por sobrecarga de Ca?*. Considerando estos datos, es de gran
importancia profundizar aun mas el conocimiento de los mecanismos subcelulares
que subyacen a su menor potencial arritmogénico.

Por otro lado, ademas de sus efectos beneficiosos sobre la funcidén cardiaca,
istaroxime ha mostrado efectos antineoplasicos en lineas celulares tumorales y en
xenoinjertos, [137]. Teniendo en cuenta este antecedente y el hecho de que los
inhibidores clasicos de la NKA promueven la pérdida de cardiomiocitos [3], surgi6
nuestro interés en conocer si el istaroxime también es capaz de provocar muerte

celular en tejidos no tumorales como el corazén.

6. Estabilizadores farmacolégicos del RyR2: Carvedilol y VK-II-86

La importancia del RyR2 para el funcionamiento normal de los cardiomiocitos ya
ha sido bien establecida, siendo este canal el que inicia los transitorios de Ca?*
responsables de la contraccion del corazéon sano. Como ya se menciond, la
sensibilidad del RyR2 al Ca?* esta regulada por sus proteinas asociadas, como
calstabina-2 (FKBP12.6), CaM vy calsecuestrina (CSQ), que inducen cambios
conformacionales del canal que alteran la probabilidad de apertura del mismo [41].

La importancia de la pérdida diastdlica de Ca?* a través del RyR2 como sustrato
de diversas arritmias ventriculares mortales que se producen durante el
tratamiento con digitalicos y en diferentes situaciones patoldgicas ya fue descripta
en detalle. Debido al rol central de la disfuncion del RyR2 en la patogénesis de
estas arritmias, numerosos grupos de investigacidon han intentado desarrollar
compuestos capaces de modular farmacolégicamente a este canal, con el fin de
prevenir la liberacion arritmogénica de Ca?* del RS [138,115]. La “estabilizacion
del RyR2” consiste en disminuir selectivamente la probabilidad de apertura del
RyR2 durante la diastole, sin afectar la liberacion de Ca?* durante la sistole [139].
Esto se debe a la interaccion molecular directa de determinados compuestos con
el RyR2 [140,141].
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Existen agentes farmacologicos de uso experimental con estas caracteristicas,
entre los que se pueden mencionar el JTV-519. Durante la fase de reposo, la
proteina calstabina-2 (FKBP12.6) se une al RyR2, estabilizando su estructura
tetramérica, manteniéndolo en un estado cerrado [142]. Por el contrario, la
disociacion de calstabina-2 del RyR2 aumenta la probabilidad de apertura del
canal. JTV-519 es una molécula pequefia que mejora la unién de la proteina
calstabina al RyR2 y aumenta la probabilidad de que el canal permanezca cerrado
[45].

Adicionalmente, se cuenta con farmacos de uso clinico que fueron disefiados
para otros fines, pero que como efecto adicional alteran la sensibilidad del RyR2 al
Ca?*. Entre ellos esta el dantrolene, que actualmente se utiliza clinicamente como
relajante muscular para el tratamiento de la hipertermia maligna, una reaccién a
los anestésicos causada por mutaciones en el RyR1 del musculo esquelético,
desencadenando una liberacion anormal de Ca?* por este canal y contraccion
muscular excesiva [143]. Recientemente se describié la estructura tetramérica del
RyR2 utilizando criomicroscopia electronica de alta resolucion [37], revelando que
las interacciones entre los dominios N-terminal y central de subunidades vecinas
son un requisito crucial para el funcionamiento correcto del canal. En el RyR2
normal, estas interacciones son fuertes (estado denominado “zipping” en inglés) y
estabilizan la estructura tetamérica, inhibiendo la disociacion de CaM vy
manteniendo al canal en estado cerrado. El mecanismo de accion de dantrolene
pareceria implicar la estabilizacion de las interacciones mencionadas, evitando asi
pérdidas diastolicas de Ca?* a través del RyR2 [144].

Otro farmaco que merece ser mencionado es el carvedilol, un bloqueante no
selectivo de los receptores beta (B) adrenérgicos cardiacos, muy utilizado en la
terapia de la IC ya que reduce la mortalidad, en gran parte debido a sus efectos
antiarritmicos [145]. El grupo del doctor Chen estudid los mecanismos que
subyacen a los beneficios antiarritmicos del carvedilol, demostrando que ademas
de su efecto B-bloqueante, tiene una propiedad unica que consiste en reducir la
probabilidad de apertura de los RyR2 y el tiempo que permanecen abiertos,

suprimiendo asi la liberacion espontanea de Ca?* del RS y previniendo arritmias.
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Sin embargo, las concentraciones de carvedilol necesarias para observar este
efecto son considerablemente mas altas que las que bloquean al receptor  (~1
nM) y podrian asociarse a la aparicidon de efectos adversos secundarios a un
bloqueo excesivo de los mismos, como por ejemplo bradicardia. Por este motivo,
desarrollaron analogos estructurales novedosos como el VK-II-86, que conservan
la actividad del carvedilol en el RyR2 y los efectos antiarritmicos, pero que carecen
de efectos sobre el receptor B, por lo cual no impactan en el ritmo cardiaco [146].
Como parte de esta tesis evaluamos la estabilizacion del RyR2 mediante el uso
de carvedilol y VK-II-86 como estrategia terapéutica para prevenir Ia

cardiotoxicidad del tratamiento con digitalicos.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Considerando los antecedentes descriptos en la introduccién, el objetivo del
presente trabajo de tesis doctoral fue estudiar los efectos que la inhibicion de la
Na*/K* ATPasa (NKA) tiene en cardiomiocitos cuando se realiza en combinacion
con dos estrategias farmacologicas capaces de modular el manejo del Ca?* por el
RS: por un lado, la estimulacion de la recaptacién de Ca?* mediada por la proteina
SERCA2a mediante la utilizaciéon de istaroxime, y por otro lado, la modulacién
farmacologica de la apertura de los RyR2 cardiacos mediante los farmacos
carvedilol y VK-II-86.

En este contexto, se plantearon las siguientes hipétesis:

- El istaroxime no induce la activacién de CaMKIIl en el cardiomiocito, siendo de
esta forma menos cardiotoxico que los inhibidores clasicos de la NKA, lo que lo

convierte en una alternativa a los digitalicos.

- El tratamiento conjunto de inhibidores clasicos de la NKA con estabilizadores del
RyR2 previene la liberacion arritmogénica de Ca?* y la apoptosis, convirtiéndose

en una estrategia capaz de reducir la cardiotoxicidad de los digitalicos.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue determinar si la modulacién del manejo del
Ca?* del RS en cardiomiocitos adultos previene la liberacién arritmogénica de Ca®*

y la apoptosis inducida por inhibicion de la NKA sin afectar la respuesta inotrépica.

A continuacién, se describiran los objetivos especificos abordados para dar

respuesta a nuestras preguntas.
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2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Determinar el impacto del tratamiento con istaroxime en la

viabilidad de los cardiomiocitos

* Evaluar si el tratamiento con istaroxime induce la muerte celular de
cardiomiocitos, comparando los resultados con el efecto obtenido con el digitalico

ouabaina a dosis equiinotrépicas

» Evaluar si el tratamiento con istaroxime cursa con igual o menor grado de

activacion de la CaMKII, en comparacion al registrado en presencia de ouabaina

Objetivo 2: Describir los mecanismos involucrados en el manejo del Ca?* por

los cuales el uso de istaroxime se asocia a menor aparicidon de arritmias

« Determinar si el istaroxime induce la liberacion diastélica de Ca?* en forma de

chispas y ondas de Ca?* de forma comparable a los digitalicos

- Evaluar las caracteristicas de las ondas de Ca?* en presencia de istaroxime, en

comparacion con las que se presentan con ouabaina

» Estudiar la relevancia de PLN en el efecto antiarritmogénico producido por

istaroxime

Objetivo 3: Determinar si la estabilizacion de los RyR2 puede reducir el
potencial arritmogénico de los inhibidores de la Na*/K* ATPasa sin afectar

significativamente la respuesta inotrépica alcanzada

* Determinar si el tratamiento conjunto de digitalicos con estabilizadores del RyR2
genera menor liberacion arritmogénica de Ca?* en comparacion a la observada

con ouabaina sola

* Determinar si el agregado de estabilizadores del RyR2 al tratamiento con
digitalicos afecta el grado de activacién de CaMKIl, en comparacion al observado

con digitalicos unicamente
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Objetivo 4: Determinar si la estabilizacion de los RyR2 protege frente al

efecto proapoptoético de los inhibidores de la Na*/K* ATPasa

» Determinar si el tratamiento conjunto de digitalicos con estabilizadores del RyR2
induce menor efecto proapoptético de cardiomiocitos cultivados, en comparacion

al registrado en presencia solamente de ouabaina

38



Materiales y métodos

MATERIALES Y METODOS

1. Aspectos generales. Cuidado y uso de animales

Todos los experimentos de este trabajo fueron realizados de acuerdo a las
normativas generales para el cuidado y uso de animales de laboratorio,
estipuladas en la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio”, (NIH
publicacién n°® 85-23, 1996) y aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Experimentacién (CICUAL) de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad de La Plata (numero de Protocolo: T10-01-18).

Como modelos animales se trabajoé con ratas Wistar (200-300 gramos) y ratones
machos (25-30 gramos) de 3 a 4 meses de edad. Se utilizaron tanto cepas de
ratones silvestres y como ratones transgénicos que no expresan la proteina
fosfolamban (cepa PLN knockout o PLN-KO). Los experimentos fueron realizados
utilizando cardiomiocitos ventriculares aislados que fueron obtenidos mediante la
técnica de digestidon enzimatica con colagenasa tal como se describe a

continuacion.

2. Aislamiento de miocitos cardiacos

Los corazones fueron extraidos por realizacion de una toracotomia, la cual se
realizé mediante una incision quirurgica para abrir la cavidad toracica y acceder al
corazon. Previo a la cirugia, las ratas fueron anestesiadas via inyeccion
intraperitoneal de uretano (1.2-1.4 g/kg), mientras que en los ratones se realizd
dislocacion cervical. En ambos casos, se comprobd una correcta anestesia y
analgesia al determinar la ausencia de reflejos corneal y tendinoso y la ausencia
respuesta frente a otros estimulos.

Posteriormente, se retird el pericardio y, en el caso de las ratas, se procedio a
inyectar 1 ml de heparina sédica (200 U/ml) dentro de la cavidad auricular para
evitar la formacién de coagulos. Con el mismo fin, en los ratones, 0,5 ml de
heparina sddica fueron inyectados por via intraperitoneal (200 U/ml) previamente a

la analgesia y anestesia.
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Finalmente se realiz6 la canulacion de la arteria aorta, se removié el 6rgano y se
suspendio en un sistema de perfusion tipo Langerdorff. Esta técnica se basa en la
perfusion retrograda del corazén al irrigar las arterias coronarias a través de una
canula insertada en la aorta. Cuando se alcanza una presion adecuada se
produce el cierre de la valvula aédrtica y se desvia el flujo hacia los orificios de las
coronarias, de modo que se perfunde la masa ventricular y el corazon late ex vivo
[147].

La perfusiéon se realizé durante aproximadamente 5 minutos con solucién buffer
HEPES conformada por cloruro de sodio (NaCl) 146,5 mM, cloruro de potasio
(KCl) 4,69 mM, Glucosa 11 mM, HEPES 10 mM, NaH2P0O4.H20 0,35 mM,
MgS04.7H20 1,05 mM, con 1 mM cloruro de calcio (CaCl2) que le permite al
corazon seguir latiendo mientras se limpia el 6rgano y se estabiliza su funcién
contractil. Luego se procedié a perfundir durante 5 minutos con la misma solucién,
pero ahora libre de Ca?* y con el agregado de 0,1 mM del quelante de Ca?* EGTA,
con lo cual el corazén deja de latir y se debilitan las uniones intercelulares,
facilitando su posterior digestion (Vila Petroff M. Aislamiento de Miocitos. En:
Introduccion al Analisis Cientifico del Aparato Cardiovascular en Bioingenieria
2004). En el caso del raton, el corazén solo se perfundié con la solucién HEPES
0.1 mM de &cido etilenglicol tetracético (EGTA) [148].

Por ultimo, se perfundié durante 15 minutos con una solucion de digestion
enzimatica compuesta por 0,5 mM CaCl2, 0,50 mg/ml de colagenasa tipo Il (300
U/ml, de Worthington Biochemical), 0,01mg/ml de proteasa y albumina bovina 0,5
mg/ml. que disgregara la red de colageno y permitira liberar los miocitos del tejido.
Todas las soluciones fueron ajustadas a pH 7,4 con hidréxido de sodio (NaOH) y
burbujeadas continuamente con oxigeno (O2) al 100% y se perfundié a una
presion constante de perfusion de 70-80 mmHg.

Una vez concluida la digestion, el corazén fue desmontado, el tejido auricular fue
descartado y el tejido ventricular aun no digerido fue disociado mecanicamente
con tijeras. De esta forma se obtuvo una suspension de miocitos en la solucién

utilizada, que luego fue centrifugada para descartar la solucion enzimatica.
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Los miocitos asi obtenidos fueron resuspendidos en soluciones de
concentraciones crecientes de CaClz, hasta llegar a una concentracion final de 1
mM de Ca?* que se utilizara en los posteriores experimentos. Después de cada
resuspension las células se dejaron sedimentar por 5 a 10 minutos. Este proceso
permitio la recalcificacion paulatina de los mismos, evitando la muerte celular.

En la figura 7 se observa un corazon perfundido mediante el sistema de
perfusion retrograda de Langendorff para la obtenciéon de los cardiomiocitos
ventriculares.

Finalmente, las células aisladas fueron conservadas en suspension en solucién
buffer Hepes a temperatura ambiente (20-24 C°) con una concentracion de Ca?*
de 1mM en rata y 1,8 mM en ratdén hasta su utilizacion dentro de las siguientes 6 a
8 horas tras el aislamiento, siendo estas concentraciones de Ca?* las necesarias
en condiciones fisioldgicas en cada especie [2,120].

Para el uso experimental los miocitos fueron elegidos en base a su morfologia
(patrén sarcomérico conservado y bordes regulares (fig. 7), a su capacidad de
contraerse ante la estimulacién eléctrica y a la ausencia de contracciones

espontaneas.

Solucién amortiguadora HEPES (en mMoles/L. Ajustada a pH 7.4 con NaOH):
CINa 146.2

CIK4.7

CloCa 1

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N"-2-etanosulfénico (HEPES) 10

POsNaH2 0.35

SO4Mg 1.05

Glucosa 10

41




Materiales y métodos

Figura 7: A la izquierda, técnica de aislamiento de miocitos mediante el sistema de perfusion

retrograda de Langendorff mediante digestion enzimdtica. A la derecha, imagen de campo claro de
un miocito ventricular de rata donde puede observarse un patrén sarcomérico conservado y bordes
regulares, siendo estas caracteristicas morfoldgicas indicativas de viabilidad conservada.

3. Registro de parametros mecanicos en miocitos aislados

Se evalud en tiempo real el estado inotrépico (contractilidad) de cardiomiocitos
aislados de ratas Wistar adultas en condiciones basales y en respuesta a
diferentes tratamientos farmacolégicos. Para esto, las células fueron colocadas
sobre la platina de un microscopio invertido (Nikon Diaphot 200). Las mismas
fueron perfundidas con solucion HEPES pH 7.4 (células control) o con la misma
solucion con el agregado de ouabaina o istaroxime a dosis equiinotropicas. La
perfusion se realizé a un flujo constante de 1 ml/minuto y las células fueron
estimuladas eléctricamente a una frecuencia de 0.5 o 1 Hertz (Hz) segun el
protocolo, a través de dos electrodos de platino, colocados a cada lado de la
camara de perfusion.

Con el propésito de medir el acortamiento celular, se generd contraste 6ptico
entre los bordes de la célula y el fondo de la camara de perfusion. La célula a
estudiar fue iluminada con luz roja (640-750 nm) a través de un sistema o6ptico
para luz visible. De esta forma se logra la deteccién de los bordes celulares, lo que
permite registrar la longitud y monitorear el acortamiento de los cardiomiocitos en

tiempo real.
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Los datos adquiridos fueron almacenados en el software /ON Optix para su
analisis. Este software proporciona datos que informan sobre la velocidad y la
magnitud de los cambios en el Ca?* intracelular, asi como del acortamiento y la
relajaciéon de las células, los resultados permitiendo la comparacion de las
respuestas entre diferentes células de forma objetiva. En la figura 8 se observa un
registro representativo del acortamiento de un cardiomiocito, en el que se ve la
etapa de contraccion celular, en la que disminuye la longitud celular, y la etapa de
relajacién, en la cual la célula retorna a su longitud basal. La amplitud del
acortamiento representa la diferencia entre la longitud basal y la minima longitud.
Debido a que las longitudes de las células individuales pueden ser heterogéneas,
el cambio porcentual es el mejor parametro para medir la contraccién de los
miocitos. La constante de tiempo TAU (no representado) es una funcién
exponencial del tiempo que tarda la célula en retornar a su largo basal. Este
parametro es una medida de la velocidad de relajaciéon de la célula, por lo que

cuanto menor sea su valor, mas rapida es la relajacion del miocito.

Pico

Longitud celular (uv1)

o Basal

Figura 8: Representacion grdfica de un registro de acortamiento celular obtenida mediante el
software ION Optix.
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4. Deteccidn de la liberacidn espontanea de calcio del reticulo sarcoplasmico

por microscopia confocal

La liberacion espontanea de Ca?* del RS se estudid en tiempo real mediante
microscopia confocal (microscopio invertido confocal Zeiss 410, LSM Tech,
Pennsylvania, USA) en cardiomiocitos de rata y raton cargados con el indicador
sensible a Ca?* Fluo-4. Dicha carga se realizo incubando a las células con 10 uM
de Fluo-3 (ThermoFisher Scientific) durante 10 minutos en oscuridad, previo a la
realizacion de los experimentos.

Para lograr la obtencion de sefial fluorescente sensible a Ca?* citosdlico, la célula
seleccionada es excitada con luz de 488 nm proveniente de un laser Argon vy la
sefal emitida es recolectada en el rango de 510 a 560 nm por un fotomultiplicador.
En estos experimentos se realiza el barrido longitudinal de la célula en un plano
focal especifico (tanto el sector a barrer como el plano focal son seleccionados
antes de comenzar cada experimento, buscando obtener una buena relacién
célula/fondo y evitando atravesar los nucleos celulares). A diferencia de la
informacion obtenida en experimentos realizados mediante epifluorescencia, el
barrido lineal realizado en un plano focal especifico permite obtener resolucion
espacial de la liberacion de Ca?* dentro de la célula evaluada. De este modo se
obtienen imagenes bidimensionales, donde se puede ver la distancia del
cardiomiocito en el eje vertical y el tiempo en el horizontal.

Mediante esta técnica se pueden detectar eventos de liberacion local y transitoria
de Ca?*, conocidos como “chispas de Ca?*”, y también la propagacion del Ca?* a
través del miocito en forma de “ondas de Ca?*” (Fig. 9), pudiendo evaluarse las
caracteristicas espaciales y temporales de las mismas.

El analisis de las imagenes obtenidas se realiz6 con el complemento
Sparkmaster del software Image J. Dicho complemento es un programa de
analisis automatizado que ha sido disefiado y validado para estudiar de forma
veloz y fiable la frecuencia y caracteristicas individuales de las chispas y ondas de
Ca?* [149]. De esta manera se cuantifico la frecuencia de chispas y ondas de Ca?*
y se analizaron las caracteristicas morfolégicas individuales de las chispas de

Ca?": la amplitud, el ancho a la mitad de la altura maxima (Full Width at Half
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Maximum o FWHM en inglés) y la duracién a la mitad de la altura maxima (Full
duration at Half Maximum o FDHM en inglés). Para el analisis de la velocidad de
las ondas de Ca?* se realizo la division: distancia (um) / tiempo (seg) a partir de la
conversion de pixeles a ym o segundos segun el plano correspondiente.

Para los experimentos destinados a la evaluacion del istaroxime, estos eventos
fueron evaluados en miocitos perfundidos con solucion HEPES con o sin el
agregado de ouabaina o istroxime a dosis equiinotropicas. La ocurrencia de
chispas y ondas de Ca?* se registré inmediatamente luego de retirar el estimulo
eléctrico en miocitos. En los experimentos con estabilizadores del RyR2, se realizo
el mismo protocolo en miocitos perfundidos con solucion HEPES mas ouabaina y

que ademas fueron pretratados con o sin VK-II-86.

Tiempo

Distancia

Figura 9: Imdgenes representativas de registros de Ca?* citosélico en células sin marcapaseo
eléctrico, donde se puede observar la ocurrencia de chispas de Ca?* en la figura izquierda y de una
onda de Ca* en la derecha. Ambos eventos se desarrollan durante el periodo diastdlico. En el plano
vertical se ve la longitud del cardiomiocito (micrones) y en el horizontal el tiempo (segundos).
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5. Inmunodeteccion proteica por analisis de western blot

Luego de ser aislados mediante el sistema de perfusion tipo Langendorff, los
miocitos obtenidos de corazones de ratas Wistar fueron incubados durante 1 hora
con y sin el agregado de ouabaina o istaroxime y luego fueron congelados en
nitrégeno liquido. Por otro lado, los experimentos utilizando carvedilol y VK-11-86
fueron realizados con homogenatos preparados a partir de tejido ventricular
pulverizado de corazén de ratas perfundidas con estas drogas.

La cantidad de proteina fue medida por el método de Bradford (Bradford y col.,
1976) usando albumina sérica bovina como proteina estandar para la curva de
calibracion. Los lisados (~90 ug de proteina por linea de corrida del gel) fueron
sembrados en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS) al 10% y
transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P,
Millipore). Los blots fueron incubados durante la noche con anticuerpos
especificos contra PLN (ABR, California, Estados Unidos), fosfo-treonina17-PLN
(Badrilla, Leeds, Reino Unido), CaMKII (Chemicon international, Lake placid, NY),
fosfo-Treonina286-CaMKII (Badrilla, Leeds, UK), fosfo-Serina 2814 RyR (Badrilla,
Leeds, UK) y anti GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Estados
Unidos).

En miocitos de rata incubados durante 1 hora con y sin el agregado de ouabaina
o Istaroxime se evalud la activacion de apoptosis a través de la inmunodeteccion
de las proteinas proapoptéticas Bax y CHOP y de la proteina antiapoptética Bcl-2
por Western Blot usando anticuerpos especificos. Como se menciondé en la
introduccion, la familia de proteinas Bcl2 posee proteinas proapoptéticas, como
(Bax) y antiapoptoéticas como (Bcl-2) entre otras. La relacion entre proteinas pro y
antiapoptoticas controla la integridad de la membrana mitocondrial y la liberacion
de las proteinas proapoptéticas, como el Citocromo C (CitC). Cuando la relacién
Bax/Bcl-2 aumenta, es indicativo de activacion del proceso de apoptosis. El

analisis del grado de expresion de estas proteinas se detectd a través de los
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anticuerpos especificos anti-Bax (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA), anti-
Bcl2 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA).

Luego de la incubacién con los anticuerpos primarios, las membranas fueron
lavadas con TBS-T y luego incubadas con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado a Peroxidasa. La inmunoreactividad fue visualizada
mediante un kit de deteccion basado en la quimioluminiscencia basada en una
reaccion enzimatica inducida por Peroxidasa (Amersham Biosciences) utilizando el
sistema de adquisiciéon de imagenes Chemidoc. Se obtuvieron asi, bandas de
diferente intensidad y tamafno de acuerdo a la cantidad de antigeno detectado [86],
cuya fue cuantificada por densitometria utilizando el programa de analisis de

imagenes Image J (NIH, Estados Unidos).

6. Estudio de la viabilidad celular en cultivo celular

Los cardiomiocitos adultos de rata utilizados para cultivo fueron resuspendidos
en medio de cultivo fresco M199 (M0393 Sigma) o DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementado (en g/L) con 0.017 de acido ascorbico, 2 de BSA,
0.4 de L-carnitina, 0.66 creatina, 0.62 taurina, 50 U/mL penicilina y 50 U/mL de
estreptomicina) segun el protocolo utilizado (ver seccion resultados y Fig. 10A), y
fueron sembrados a una densidad de aproximadamente 2x10% células/ml en
placas individuales de 35x10 mm previamente tratadas con laminina por 1 hora
para favorecer la adherencia de las células a la base de las mismas.

Una vez adheridas las células, se procediéo a cambiar el medio de cultivo por el
mismo pero esta vez con o sin el agregado de los diferentes farmacos en estudio
(ouabaina, istaroxime, carvedilol o VK-II-86, segun el protocolo). Las células
fueron incubadas en una estufa a 37 °C con una atmodsfera de CO2 al 5% y
cultivadas durante 24 horas en presencia de las distintas alternativas de
tratamiento de acuerdo con los diferentes protocolos experimentales que se
observan en la Figura 10. En cada grupo se evalu¢ la viabilidad de los miocitos y
se compararon los resultados obtenidos con cada tratamiento a concentraciones
equivalentes con el porcentaje de viabilidad registrado en células mantenidas en

medio de cultivo sin drogas.
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Luego de 24 horas de cultivo, se evaluo la viabilidad celular a través de criterios
morfolégicos, en el que las células fueron clasificadas en viables o muertas de
acuerdo a la relacion largo/ancho de las células (una célula con una relacién
mayor o igual a 3 fue considerada viable), como fue previamente descrito [2,150].
En la figura 10B se puede observar la estructura de un cardiomiocito viable, con
sus estriaciones y bordes definidos, y por el otro, un cardiomiocito muerto que ha
perdido su forma y sus estriaciones tipicas.

Para el recuento de los cardiomiocitos se tomaron fotos en un microscopio Nikon
Diaphot 200 con una camara acoplada Nikon y un objetivo Uplan FLN de 20X. Se
fotografiaron por lo menos 8 campos al azar por cada placa de Petri. Las
imagenes fueron almacenadas en formato JPG y se realiz6 el recuento de manera
manual en cada foto. Todos los datos de viabilidad celular se expresaron como
porcentaje del numero total de células de cada imagen.

Para determinar la equivalencia de dosis de istaroxime y ouabaina nos basamos
no solo en resultados publicados por otros grupos, sino también en resultados
propios obtenidos mediante video-deteccion de bordes con registro simultaneo de
Ca?* citosolico, descriptos en la seccién “Registro de acortamiento celular por

microscopia”.
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Figura 10: A. Esquema representativo del protocolo de cultivo primario de cardiomiocitos aislados,
sembrados en placas de Petri individuales contenidos en medio de cultivo, con o sin el agregado de
fdrmacos, conservados en estufa durante 24 horas. B. Imdgenes representativas de un miocito
cardiaco de rata vivo (izquierda) y otro muerto (derecha), con un 40X de aumento.

7. Evaluacion de la muerte celular por apoptosis

En células cultivadas en presencia o ausencia de carvedilol o VK-II-86, la
muerte celular por apoptosis fue evaluada adicionalmente mediante la deteccién
de activacion de caspasa 3 por fluorescencia. Esta caspasa es una efectora final
de la cascada apoptdtica [151]. La actividad de la misma fue determinada
utilizando un kit comercial (PhiPhiLux® G1D2 de Oncolmmunin). Se afiadieron 2,5
pmol/l del sustrato Phiphilux a cada placa de cultivo y se dejé durante 1 hora en
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estufa a 37 °C. Luego, los miocitos fueron lavados suavemente y se tomaron

imagenes mediante un microscopio de fluorescencia.

8. Analisis estadistico

Los resultados promedio se expresan como la media + error estandar. Para
estudios de significacion estadistica se utilizé el test de Student en caso de dos
muestras, y el anadlisis de varianza (ANOVA) seguido por el post test de Tukey-
Cramer para comparar mas de dos muestras. El procesamiento estadistico de los
datos obtenidos para cuantificar la proporcion de miniondas se realizé con la
prueba exacta de Fisher. Todo el analisis estadistico se realiz6 con el programa
GraphPad prism y en todos los casos de considerd p<0.05 como estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

1. Istaroxime

1. 1 El tratamiento agudo con 10 pM de istaroxime aumenta la contractilidad

de forma semejante a 2 yM de ouabaina

Previamente se ha demostrado que la concentracion de 2 uM de ouabaina
corresponde a una dosis terapéutica en cardiomiocitos de raton [3,25] capaz de
provocar un efecto inotrépico positivo moderado [3]. Sin embargo, si se utiliza de
forma sostenida, esta concentracién puede asociarse a la activacion de CaMKIl e
inducciéon de apoptosis en cardiomiocitos [2,3]. A su vez, en esta especie animal
se ha reportado que entre 4 y 10 pM de istaroxime corresponden a
concentraciones terapéuticas, es decir que provocan un efecto inotropico
moderado [136].

Con el fin de poder comparar los mecanismos subcelulares que explican el
diferente perfil de seguridad de ouabaina y de istaroxime, en primer lugar, nos
propusimos encontrar concentraciones de ambos compuestos capaces de inducir
una respuesta inotropica equivalente en cardiomiocitos de rata. Para evaluar los
efectos agudos que el tratamiento con ouabaina e istaroxime provoca sobre la
funcidn contractil, registramos la amplitud de acortamiento celular en
cardiomiocitos ventriculares estimulados eléctricamente a 1 Hz y perfundidos con
una solucion de buffer Hepes. Luego de 5 minutos de estabilizaciéon de la funcidon
contractil mediante la circulacion continua de esta solucion, se continud la
perfusion con el agregado de ouabaina o istaroxime. Tras 10 minutos de
exposicion a las drogas, medimos el aumento en la amplitud de acortamiento
celular con respecto a la longitud basal previa al agregado de las drogas. En la
figura 11A pueden observarse trazos representativos del registro continuo del
acortamiento de cardiomiocitos. En estas imagenes puede verse que ambas

drogas promovieron un aumento en la amplitud de acortamiento, demostrando el
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efecto inotropico positivo de los dos tratamientos, en concordancia con los datos
previos obtenidos por otros grupos de trabajo [136].

En un primer ensayo, las células habian sido tratadas con istaroxime 4 pM,
mostrando un efecto inotrépico de 8,1 + 4,9% (n=9 células). Posteriormente, se
probaron dosis mayores (10 yM) del compuesto. Como se ve en la figura 11B,
determinamos que después de 10 minutos de perfusion, ouabaina 2 pM e
istaroxime 10 uM inducen un efecto inotropico equivalente (38.44 + 8.02 % y 38.63

+ 8.93 % respectivamente, n=15-23 células extraidas de 8-10 corazones

diferentes). Por lo tanto, concluimos que estas concentraciones son
equiinotropicas y fueron las utilizadas para continuar nuestros experimentos.
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Figura 11: Trazos representativos del registro de acortamiento celular (fig. A) y datos promedio
(fig. B) del efecto de ouabaina (oua) e istaroxime (ist) sobre la amplitud de la contraccion de los
cardiomiocitos antes y después de 10 minutos de perfusion con las drogas mencionadas (ouabaina:
Hepes Ca?* 1 mM + ouabaina 2 uM; istaroxime: Hepes Ca?* 1 mM + istaroxime 10 uM). Los
numeros en las barras indican el numero de células individuales analizadas en cada grupo
experimental. P > 0.5 considerado no significativo.
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Por otro lado, mediante este protocolo también se evalué el porcentaje de
cambio en el parametro de relajacion TAU promovido por el tratamiento
farmacologico mencionado. Como se menciond previamente, este parametro es
un indicador de la velocidad de relajacién de la célula. La figura 12 muestra que el
efecto en la relajacion celular observado fue significativamente diferente al
comparar ambos farmacos. Mientras que no se observaron cambios significativos
en el caso del tratamiento con ouabaina, istaroxime provocd una reduccion del
TAU, indicando que acelerd el tiempo de relajacion celular (n=15-23 células
extraidas de 8-10 corazones diferentes). Estos resultados son compatibles con el
efecto relajante o lusitrépico de istaroxime descripto previamente por otros grupos

en modelos clinicos y preclinicos.

Relajacéon TAU
(% del valor pretratamiento)

Oua 2 M Ist10 M

Figura 12: Valores promedio del efecto de concentraciones equiinotropicas de ouabaina (Oua) e
istaroxime (Ist) en la relajacion de los cardiomiocitos evaluada mediante el pardmetro de
relajacion TAU. Los numeros en las barras corresponden al numero de células individuales
utilizadas en cada grupo experimental. * = p <0.05.

En base a estos resultados, concluimos que ouabaina 2 uM e istaroxime 10 yM
son concentraciones equiinotropicas pero que presentan diferente efecto

lusitropico, siendo istaroxime el unico que induce un efecto relajante.
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1.2 El tratamiento con istaroxime no induce la muerte de cardiomiocitos

Debido a que esta descripto que la exposicion de miocitos a ouabaina lleva a la
muerte de cardiomiocitos [3], estudiamos si el tratamiento con istaroxime también
induce la pérdida de los mismos. Para evaluar esto, cultivamos miocitos aislados
de rata adultas en presencia de ouabaina o istaroxime a las concentraciones
equiinotropicas descriptas anteriormente (ouabaina 2 uyM e istaroxime 10 pyM). La
dosis de 2 uyM de ouabaina y el tiempo de cultivo (24 horas) utilizados para la
evaluacion de la viabilidad se eligieron en base a que, a esta concentracion,
nuestro grupo observé en trabajos previos un efecto inotropico positivo moderado
sin presencia de actividad arritmogénica toxica [3].

En primer lugar, se cuantificé la viabilidad celular mediante la evaluacion
morfométrica ya descripta. Se consideraron cardiomiocitos viables a aquellos en
los que se observara el patrén sarcomérico conservado y a aquellas cuya relacién
entre el largo y ancho fuera mayor a 3.

La figura 13 muestra imagenes representativas y datos promedio de la viabilidad
celular luego de 24 horas de cultivo celular en presencia y ausencia de ouabaina e
istaroxime. Como puede observarse en esta imagen, contabilizamos los siguientes
porcentajes de viabilidad celular: control sin tratamiento farmacolégico 52 + 2.5%;
ouabaina 2 pM 33 £ 3%; istaroxime 10 uM 46 + 3% respectivamente (n=11, 9y 6
cultivos respectivamente, cada uno correspondiente a un corazon). De este modo,
podemos determinar que solamente se produjo una reduccién significativa de la
viabilidad celular en presencia de ouabaina 2 yM, mientras que dicha reduccion no
se detectd en nuestras condiciones experimentales en presencia de istaroxime 10
MM y tampoco decayo significativamente cuando la concentracién de istaroxime se
duplicoé a 20 yM (42 + 6%; n=4 cultivos).

54



Resultados

Control Qua2puM  Ist 10 uM
kK *

N -_.
0 11

Control Oua2yM  Ist10 M

% Viabilidad celular
F-
<

Figura 13: Fotos representativas de cultivo primario de cardiomiocitos de rata y datos promedio
que permiten observar el porcentaje de viabilidad celular de cada grupo evaluado a través del
andlisis morfométrico de los cardiomiocitos después de 24 horas de cultivo en ausencia (control)
presencia de ouabaina o istaroxime. Los numeros en las barras indican el numero de cultivos
realizados para cada grupo experimental. *** =p <0.001y * = p <0.05.

Como se ha comentado, la apertura del poro de transicion mitocondrial
representa un evento que conduce a la apoptosis. La permeabilizacion de la
membrana mitocondrial esta altamente regulada y controlada por las interacciones
entre diferentes proteinas de la familia Bcl-2, siendo Bax uno de los miembros
proapoptoticos y Bcel-2 uno antiapoptético. Por este motivo, el indice Bax/Bcl-2 es
utilizado rutinariamente como indicador de la induccién de apoptosis. Con el fin de
investigar el grado de activacion de la cascada apoptoética, realizamos la
cuantificacion de las proteinas Bax y Bcl-2 por western blot en muestras obtenidas
de cardiomiocitos aislados después de 1 hora de incubacion de estas células en

ausencia o presencia de ouabaina o istaroxime a las concentraciones
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equiinotropicas mencionadas. Los geles representativos y los resultados promedio
de la cuantificacion proteica se muestran en la figura 14. A diferencia de lo
sucedido con ouabaina, que aumento significativamente el indice Bax/Bcl-2 (n=4
blots por grupo experimental, cada uno correspondiente a 1 corazoén), la utilizacién
de istaroxime no se asocid a un incremento significativo del mismo, sugiriendo que

no induce apoptosis en cardiomiocitos.
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Figura 14: Western blots representativos y resultados promedio de la cuantificacion de las
proteinas Bax y Bcl-2 en cardiomiocitos control o después de 1 hora de tratamiento en con
ouabaina o istaroxime. El indice Bax/Bcl-2 se utilizo como indicador de apoptosis. Dentro de las
barras se detalla el numero de blots realizados para cada grupo experimental. **= p< 0.01.

Por lo tanto, en base a los resultados hasta aqui obtenidos, concluimos que a
diferencia de lo que sucede con ouabaina, el tratamiento con istaroxime no
provoca un impacto significativo en la viabilidad de cardiomiocitos ni induce

activacion de la cascada apoptotica.
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1.3 El tratamiento agudo con istaroxime en dosis terapéuticas no induce

activacion de CaMKIl

Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion demostraron
que los digitalicos son capaces de promover la activacion de la enzima CaMKIl en
cardiomiocitos cultivados durante 24 horas en presencia de ouabaina 2 pyM [3].
Con el fin de establecer si el tratamiento agudo con istaroxime también es capaz
de activar a esta quinasa, se realizd inmunodeteccion por western blot en
cardiomiocitos incubados con ouabaina 2 uM o istaroxime 10 yM durante 1 hora.
En primer lugar, se utilizé un anticuerpo especifico para medir la autofosforilacion
de CaMKIl en el residuo Thr287 (p-CaMKIl), ya que se sabe que la fosforilacidon en
este sitio reduce el efecto inhibidor del dominio regulador sobre el dominio
catalitico, resultando en la activacion de la enzima. Por otro lado, ya se ha
mencionado que CaMKII también puede ser activada por oxidacion [118]. Debido
a que la inhibiciéon farmacologica de la NKA promueve un aumento en la
produccion de ROS, que han demostrado ser capaces de oxidar y activar a esta
enzima [70,71], en paralelo medimos la activacion de CaMKIl por oxidacion del
sitio metionina 281/282 (M281 / 282) (oxi-CaMKIl).

Las figuras 15A y 15B muestran los blots originales y los porcentajes promedio
de p-CaMKIll y oxi-CaMKII expresado respecto del control sin tratar, tomando a la
proteina GAPDH como control de carga. Se puede ver que la incubacién con
ouabaina 2 uM aumento significativamente tanto la forma fosforilada de la quinasa
(p-CaMKIl) como la oxidada (oxi-CaMKIl), corroborando resultados previos
[2,118]. Por el contrario, istaroxime 10 uM no provoco dicha activacion. Del mismo
modo, debido a que el residuo treonina 17 (Thr17) de la proteina PLN es una
diana de la fosforilacion por p-CaMKIl, se cuantifico a PLN fosforilada en este sitio
como indice de actividad de esta quinasa sobre sus proteinas blanco. En la figura
15C muestra el mismo efecto diferencial con ouabaina e istaroxime cuando se
estudié la fosforilacion de este sustrato especifico (n=4 blots por grupo

experimental, utilizando 4 corazones diferentes).
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Figura 15: Blots representativos y datos promedios del efecto promovido por el tratamiento con
ouabaina 2 uM e istaroxime 10 uM en la fosforilacion de CaMKIl en Thr287 (p-CaMKll) (fig. A), en
la oxidacion de CaMKIl en M281 / 282 (oxi-CaMKll) (fig. B) y en la fosforilacion de PLN en Thr17
(fig. C). Dentro de las barras se detalla el numero de blots realizados para cada grupo
experimental. * = p <0.05, ** = p <0.01.
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Con estos datos demostramos que a diferencia de lo que sucede con ouabaina,
el tratamiento con concentraciones terapéuticas de istaroxime no induce la

activacion de CaMKII.

1.4 Dosis equiinotropicas de ouabaina e istaroxime difieren en la liberacion

proarritmogénica de calcio

Ya se ha comentado que los RyR2 pueden abrirse de forma espontanea y
transitoria ocasionando la liberacion diastdlica de Ca?* desde el RS hacia el
citosol, ya sea en forma espacialmente localizada, llamado chispa de Ca?*, o en
forma propagada a través de la célula, conocida como onda de Ca?'. Las
caracteristicas de dicha liberacién, tales como la frecuencia, tamafio y velocidad,
pueden ser evaluadas en tiempo real por microscopia confocal mediante el uso de
indicadores fluorescentes de Ca?* con la finalidad de evaluar la actividad del
RyR2.

Previamente nuestro grupo ha demostrado que el tratamiento con ouabaina
produce un aumento significativo de chispas y ondas de Ca?* [2]. Teniendo en
cuenta la importancia ya mencionada de esta liberacion diastdlica de Ca?* en la
arritmogénesis y en la induccion de muerte celular de los digitalicos, decidimos
comparar el efecto de concentraciones equiinotrépicas de ouabaina e istaroxime
sobre la frecuencia de chispas y ondas de Ca?* en cardiomiocitos de rata. Para
ello, las células fueron incubadas durante 1 hora en presencia de los farmacos
mencionados. Ademas, fueron cargadas con Fluo-4, un indicador sensible al
Ca?*, y la liberacion de Ca?* desde el RS hacia el citosol fue registrada a través del
aumento en la senal fluorescente. De esta manera, tras 10 minutos iniciales de
marcapaseo a 1 Hz, monitoreamos la frecuencia de chispas y ondas durante 30
segundos (10 barridos de 3 segundos cada uno) luego de transcurrido 1 minuto
sin estimulo eléctrico y perfundiendo las células durante toda la duracion del
experimento con solucion buffer Hepes Ca?* 1 mM (grupo control) o con
soluciones de Hepes Ca?* 1 mM con las drogas en estudio (ouabaina 2 uyM o

istaroxime 10 pM).
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La figura 16A muestra imagenes representativas de microscopia confocal
registradas, observandose en la imagen superior ejemplos de chispas de Ca?*
pequefias y esporadicas que se presentaron en un cardiomiocito control. La
imagen central, en cambio, muestra un ejemplo de onda de Ca?* secundaria al uso
de ouabaina. La figura 16B permite observar los datos promedio del andlisis de las
mismas.

Existe evidencia contundente que indica que el tratamiento con ouabaina
provoca un aumento en la frecuencia de chispas y ondas de Ca?' [2]. En
concordancia con esos antecedentes, aqui observamos que las células expuestas
a ouabaina presentaron una frecuencia significativamente mas alta de chispas y
ondas de Ca?' en comparacion con las células del grupo control. Por el contrario,
la exposicion a istaroxime a concentracion equiinotropica no generd este aumento
de forma significativa. Se puede observar también que las células control
presentaron baja frecuencia de ambos parametros (n=15,18 y 16 células,

extraidos de 6 corazones).
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Figura 16: A. Imdgenes bidimensionales representativas de microscopia confocal donde se observa
liberacion diastélica de Ca®'. B. Valores promedio que muestran la frecuencia de chispas y ondas
de Ca** en miocitos ventriculares control y en aquellos tratados con ouabaina o istaroxime. Los
numeros en las barras muestran el numero de miocitos individuales utilizados en cada grupo
experimental. *= p< 0.05.

Estos resultados sugieren que dosis equiinotropicas de ouabaina e istaroxime
difieren en la liberacion proarritmogénica de Ca?*y esto podria explicar la menor
incidencia de arritmias descripta por otros grupos en modelos animales in vivo y

en ensayos clinicos en humanos [129,130,131].

61



Resultados

1.5 El tratamiento con istaroxime impide la propagacién de las ondas de

calcio

Como se comentd anteriormente, la asociacion de SERCA con su proteina
moduladora PLN inhibe la recaptacion de Ca?* desde el citosol hacia el RS,
mientras que su disociaciéon da como resultado una aceleracion de este proceso.
La aceleracion de la retoma de Ca?* por SERCA dada por la disrupcion de la
interaccion SERCA-PLN es el mecanismo descripto para explicar la baja
arritmogenicidad de istaroxime [135]. Debido a que diversos trabajos han
demostrado que la captacion mejorada de Ca?* hacia el RS rompe las ondas de
Ca?* transformandolas en ondas no propagables o abortadas (también
denominadas “miniondas” o “miniwaves”) y que éstas son menos arritmogénicas
[152,153], el siguiente paso fue evaluar si la perfusion con istaroxime genera la
aparicion de estas ondas caracteristicas, lo que podria explicar su menor
arritmogenicidad. La proporcion de ondas de Ca?" no propagables que se
visualizaron en cardiomiocitos incubados durante 1 hora con ouabaina y en
aquellos tratados con istaroxime fueron cuantificadas. Adicionalmente, buscamos
evaluar si la aceleracién de la retoma de Ca?" con istaroxime se asocia a una
reduccion de la velocidad de las ondas de Ca?*.

En la figura 17 se pueden ver imagenes representativas de microscopia
confocal que muestran a la izquierda el desarrollo de una onda de Ca?* originada
a partir de una chispa de Ca?* y que se propaga en ambas direcciones a lo largo
de la célula, mientras que a la derecha se representa el aumento de la sefal de
Ca?* citosdlico que se produce durante su desarrollo y propagacion. Estos
experimentos permitieron observar que el tratamiento con istaroxime se acompaié
de un menor incremento en el Ca?* citosodlico constituyente de estas ondas. Esto
no se asocié con cambios significativos en la velocidad de propagacion de las
mismas (figura 18) (n=8, 29 y 14 miocitos, de 6 corazones).

Ademas, las células incubadas con istaroxime presentaron un porcentaje

significativamente mayor de miniondas (figura 19).
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Figura 17: Imdgenes bidimensionales representativas de microscopia confocal que muestran la
propagacion de ondas de Ca®* (izquierda) y los cambios asociados en la sefial emitida por Fluo-4
(derecha).
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Figura 18: Promedios de la velocidad de propagacion de las ondas de Ca?* observadas durante el
tratamiento con ouabaina e istaroxime. Dentro de las barras se detalla el numero de células
analizadas para cada grupo experimental. No se encontraron diferencias significativas en las
distintas condiciones experimentales.
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Figura 19: Porcentaje de ondas de Ca**abortadas (miniondas) observadas en miocitos control y en
presencia de ouabaina e istaroxime. Dentro de las barras se detalla el numero de células
analizadas para cada grupo experimental. ****P<0.0001.

En conjunto, estos resultados sugieren que istaroxime es menos arritmogénico
que ouabaina a concentraciones que generan un efecto inotropico semejante, al
no promover un aumento significativo de chispas y ondas de Ca?* y al impedir la

propagacion de estas ultimas, transformandolas en ondas no propagables.

1.6 El efecto de ouabaina e istaroxime difiere aun en ausencia de

fosfolamban

Para comprender mejor los mecanismos subyacentes al diferente perfil
arritmogénico de istaroxime, realizamos experimentos utilizando ratones
transgénicos que no expresan la proteina fosfolamban (PLN knockout o PLN-KO)
[154]. Esta cepa se caracteriza por una mayor retoma de Ca?* por SERCA, una
mayor carga de Ca?* en el RS, y de forma caracteristica, un alto porcentaje de
ondas de Ca?* abortadas o miniondas. Teniendo en cuenta que la disociacion
entre SERCA y su proteina inhibitoria PLN es el mecanismo principal descripto
para explicar el menor potencial arritmogénico de istaroxime, esperariamos

encontrar en estas células una falta o disminucién del efecto del farmaco.
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La frecuencia de ondas de Ca?* fue medida en cardiomiocitos aislados de estos
animales del mismo modo que se describid en la seccidn anterior. La figura 20A
muestra imagenes bidimensionales obtenidas por microscopia confocal y registros
de Ca?* citosdlico registrados en cardiomiocitos PLN-KO, después de 1 hora de
incubacion en presencia o ausencia de ouabaina 2 yM o istaroxime 10 uM. Los
resultados promedio mostrados en la figura 20B demuestran que la diferencia
significativa observada en la frecuencia de onda de Ca?* entre los cardiomiocitos
tratados con ouabaina e istaroxime permanece presente aun cuando estas células
carecen de PLN. Ademas, en relacion a lo discutido anteriormente con respecto a
la aceleracidn de la retoma de Ca?* hacia el RS y la ruptura de las ondas de Ca?*,
los miocitos PLN-KO mostraron un alto porcentaje de ondas de Ca?* abortadas, en
concordancia con lo demostrado por otros grupos de trabajo [152,153].
Sorprendentemente, este porcentaje fue mayor en las células tratadas con
istaroxime (100% de las ondas) que en las células tratadas con ouabaina (67% de

las ondas) (n=8,18 y 13 células, de 6 corazones).
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Figura 20: Imdgenes representativas (fig. A) y resultados promedio (fig. B) que muestran la
incidencia de ondas de Ca?* (ondas completas o mini ondas) en células control y tratadas con
ouabaina o istaroxime aisladas de ratones PLN-KO. Dentro de las barras se detalla el nimero de
células analizadas para cada grupo experimental. *= p< 0.05.

Por lo tanto, istaroxime conservo su menor liberacién arritmogénica de Ca?*
incluso en ausencia de la proteina PLN, sugiriendo que ademas de la disrupcion
de la interaccion SERCA-PLN, otro mecanismo contribuiria al diferente impacto

que ejercen ambos farmacos sobre la liberacion espontanea Ca?*.
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2. Estabilizacion del RyR2: VK-11-86

2.1 La estabilizacion del RyR2 no modifica el efecto inotrépico positivo de

los digitalicos

La dosis de 50 uymol de ouabaina ha demostrado ser arritmogénica [155] y
nuestro laboratorio ha utilizado estas concentraciones en trabajos anteriores con el
fin de estudiar los mecanismos subcelulares implicados en las arritmias inducidas
por digitalicos, ya que esta dosis fue capaz de producir arritmias de manera
sistematica y reproducible [2]. Por esta razén, esta fue la concentracion de
ouabaina utilizada en los experimentos que se describen a continuacién, que se
realizaron con el fin de investigar la eficacia de la estabilizacion del RyR2 en la
reduccidén de la liberacion arritmogénica de Ca?" y de la muerte de miocitos
inducidas por ouabaina.

Como se describié previamente, el tratamiento con ouabaina aumenta la
tendencia a la apertura espontanea de los RyR2, permitiendo la pérdida diastdlica
de Ca?* en forma de chispas y ondas. Debido a la importancia de estas en las
arritmias clinicas por GC y teniendo en cuenta la capacidad previamente descripta
de carvedilol y VK-II-86 para modular las propiedades del RyR2, nos propusimos
estudiar la eficacia de la estabilizacion de este canal para prevenir la liberacion
arritmogénica de Ca?* inducida por dosis toxicas de ouabaina.

Es importante remarcar que a diferencia de nuestros experimentos estudiando
istaroxime, que se describen en la primera seccion de resultados y para los cuales
se trabaj6é con dosis de ouabaina consideradas terapéuticas (2 pM), nuestro
objetivo ahora no fue estudiar un farmaco alternativo a los digitalicos, sino evaluar
si la combinacion de GC a dosis arritmogénicas (50 umol) con estabilizadores del
RyR2 previenen la cardiotoxicidad de los primeros. Por otro lado, la dosis de
carvedilol que ha demostrado efectos modulatorios sobre el RyR2 se encuentra en
el rango de 0.3 a 1 yM. Se determiné que el pretratamiento de miocitos con 1 uM
de carvedilol o con VK-II-86 durante 30 minutos previos a la exposicion a

digitalicos genera un efecto antiarritmico [146]. Por ello, elegimos la concentracion

67



Resultados

de 1 uM de ambos compuestos estabilizadores para llevar a cabo nuestros
experimentos.

Para estudiar si carvedilol afecta el efecto inotropico positivo de ouabaina, los
miocitos fueron perfundidos con una solucion de Hepes con el agregado de
ouabaina 50 pyM y estimulados a 0.5 Hz. De forma consistente con resultados
previos, en los trazos representativos del registro del acortamiento celular de la
figura 21 se ve que el tratamiento con ouabaina produjo un efecto inotrépico
positivo, ya que indujo un aumento en el acortamiento celular (51.9 + 13.3%) (n=
11-12 células, de 7-10 corazones por grupo). El pretratamiento de los miocitos con
1 UM de carvedilol durante 30 minutos no se asocioé a una disminucion del efecto

observado con ouabaina en la contractilidad.
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Figura 21: Trazos representativos y resultados promedio del acortamiento celular durante la
perfusion con ouabaina en ausencia y presencia de pretratamiento con carvedilol (Ouabaina:
Hepes Ca?** 1 mM + ouabaina 50 uM; Carvedilol: Hepes Ca?* 1 mM + carvedilol 1 uM). El nimero en
las barras indica el numero de células analizadas en cada grupo. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos experimentales.
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Si bien el carvedilol ha demostrado efectos antiarritmicos atribuidas a su
capacidad de modular al RyR2, es necesario destacar que las concentraciones
requeridas para estabilizar el RyR2 son mas altas que las necesarias para su
efecto B bloqueante, e inducirian efectos adversos como la bradicardia o la
hipotensién. Por esta razon, decidimos enfocar nuestro estudio en su analogo
estructural, el VK-II-86, ya que conserva el efecto sobre el RyR2, pero sin tener
accion sobre los receptores B, que es el responsable de los eventos adversos
mencionados.

De forma semejante a lo observado con el pretratamiento con carvedilol, la
preincubacion de las células con 1 uM de VK-II-86 tampoco disminuyé el efecto
inotropico de la ouabaina (figura 22) (n=11-18 células, de 7-10 corazones por
grupo). Para los experimentos con VK-II-86, la perfusién se realiz6 con una
solucion de ouabaina a la cual se agregdé como dimetil sulféxido (DMSO), ya que
el VK-II-86 se encuentra disuelto en este compuesto. Para todos los experimentos
que se mostraran a continuacién en los cuales se trabajé con ouabaina + VK-11-86,

este vehiculo se agreg6 en las células control y en aquellas tratadas con ouabaina
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Figura 22: Trazos representativos y resultados promedio del acortamiento celular de miocitos
perfundidos con ouabaina en ausencia y presencia de pretratamiento con VK-1I-86 (Ouabaina:
Hepes Ca?* 1 mM + ouabaina 50 uM; VK-11-86: Hepes Ca** 1 mM + VK-11-86 1 uM). El nimero en las
barras indica el numero de células analizadas en cada grupo. P > 0,05, considerado no significativo.
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2.2 La estabilizacion del RyR2 con VK-II-86 reduce el sustrato arritmogénico

inducido por ouabaina sin afectar su efecto inotrépico positivo

A continuacién, se evaluo el efecto que tiene la estabilizaciéon del RyR2 en la
liberacion diastolica de Ca?* mediante microscopia confocal, del mismo modo que
fue evaluado durante el tratamiento agudo con istaroxime (ver apartado Ill de la
seccion resultados).

Como se puede observar en los resultados promedio de la figura 23, del mismo
modo que en experimentos anteriores, las células tratadas con ouabaina
presentaron una frecuencia significativamente mas alta de chispas y ondas de
Ca?* en comparacién con las células no tratadas del grupo control, mientras que
este aumento logré ser prevenido mediante preincubacion durante 30 minutos con

1 M de VK-II-86 (n=8-12 células obtenidas de 4-6 corazones por grupo).
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Figura 23: Fotos de microscopia confocal donde se observan imdgenes tipicas de ondas de Ca?* (fig.
izquierda) y resultados promedio (derecha) de la frecuencia de chispas y ondas de Ca®* en ausencia
de tratamiento (control) en presencia de ouabaina 50 uM o de ouabaina + VK-1I-86 (1 uM). *= p<
0.05.
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Por otro lado, mediante la utilizacion del programa Sparkmaster (ver
metodologia), se evaluaron las caracteristicas individuales de las chispas de Ca?*:
la amplitud, el ancho a la mitad de la altura maxima (full Width at Half Maximum o
FWHM en inglés) y la duracion a la mitad de la altura maxima (full duration at Half
Maximum o FDHM en inglés). La chispa de Ca?* es un evento observable que
proporciona una medida directa de la activacion de los RyR2 y proporciona
informacion en tiempo real sobre el comportamiento de los mismos. Por lo tanto, la
evaluacion de las caracteristicas morfolégicas de las chispas mediante estos
parametros brinda informacién sobre la cantidad del Ca?* liberado, su distribucién
espacial y temporal.

Mientras que las chispas de Ca?* constituyen eventos localizados de liberacién
de Ca?* del RS, las ondas de Ca?* se dan cuando un aumento local en la [Ca?*];
en un lugar de la célula desencadena la apertura sucesiva de multiples canales de
RyR2 en zonas vecinas. Por lo tanto, la velocidad de las ondas de Ca?* puede ser
utilizada como una medida de las propiedades de apertura del RyR2 en respuesta
al Ca?* citosdlico. Por este motivo, adicionalmente se midié la velocidad de las
ondas como indicador de la capacidad de apertura de los RyR2 en respuesta al
Ca?* citosdlico. Si bien VK-1I-86 evitd el aumento inducido por la ouabaina en la
frecuencia de las chispas y ondas de Ca?*, no afectd la morfologia de estas
chispas (figura 24) (n=205,195 y119 eventos individuales, de 4-6 corazones por
grupo experimental) ni tampoco la velocidad de propagacién de las ondas

observadas (figura 25) (n=8—-12 células obtenidas de 4-6 corazones por grupo).
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Figura 24: Grdficos de barra donde se observa el efecto de VK-1-86 en las caracteristicas
individuales de las chispas de Ca** (arriba: amplitud; abajo: FWHM y FDHM) obtenidas del andlisis
de imdgenes de microscopia confocal. En las barras se indica el nimero de eventos individuales
analizados. No se encontraron diferencias significativas en las distintas condiciones
experimentales.
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Figura 25: A. Foto representativa de microscopia confocal que muestra una onda de Ca?* en un
miocito tratado con ouabaina 50 uM. La linea blanca marca la pendiente de la onda, y su medicion
(en um/seq) fue utilizada para evaluar la velocidad de propagacion de la onda. B. Datos promedio
de la velocidad de las ondas de Ca?*. No se observaron diferencias significativas.
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2.3 VK-II-86 no afecta la activacion de CaMKII

Teniendo en cuenta datos previos de nuestro laboratorio que mostraron que la
fosforilacion de RyR2 dependiente de CaMKIl es un determinante crucial de las
arritmias inducidas por digitalicos, nos propusimos estudiar si la estabilizacién del
RyR2 con VK-II-86 afecta la activacion de CaMKII inducida por ouabaina, ya que
una menor actividad de esta quinasa podria explicar parte de la accion
antiarritmica de estos compuestos.

Con este fin, al igual que lo realizado para evaluar el efecto de istaroxime,
medimos el grado de activacién de CaMKII por autofosforilacién del sitio Thr287
(p-CaMKIl) y por oxidacion del sitio metionina 281/282 (M281 / 282) (oxi-CaMKIl),
y también la fosforilacion de sus proteinas diana PLN (residuo Treonina 17) y
RyR2 (residuo Serina 2814). Observamos en la figura 26 que el aumento inducido
por ouabaina en la actividad de CaMKIl y en la fosforilacion de PLN y RyR2 se
conservan en presencia de VK-II-86 (n=4 blots por cada grupo, cada uno

correspondiente a un corazoén).
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Figura 26: Western blots representativos y resultados promedio que muestran el efecto promovido
por el tratamiento con ouabaina 50 uM en ausencia y presencia de VK-1I-86 (1 uM) sobre la
fosforilacion de CaMKIl en Thr287 (p-CaMKill) y la oxidacion de CaMKIl en M281 / 282 (oxi-CaMKl|)
(fig. A), en la fosforilacion de PLB en Thr17 (fig. B) y en la fosforilacion del sitio Ser2814 de RyR2
(fig. C). No se evidenciaron diferencias significativas entre grupos.
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De este modo, demostramos que el efecto antiarritmico beneficioso obtenido
mediante el pretratamiento con VK-II-86 no se debe a una menor activacion de
CaMKII.

2.4 Carvedilol y VK-II-86 previenen la muerte de cardiomiocitos inducida por

ouabaina

Como se menciond en la introduccion de este trabajo, trabajos previos han
mostrado que la exposicidbn a concentraciones no toxicas de ouabaina (2 yM),
llevan a la pérdida de cardiomiocitos viables por apoptosis. Para estudiar si la
estabilizacién del RyR2 protege de la muerte inducida por ouabaina, realizamos
nuevamente cultivo celular de cardiomiocitos aislados de rata, utilizando medio de
cultivo DMEM con o sin el agregado de ouabaina (2 M) y en presencia o
ausencia de los estabilizadores del RyR2 carvedilol (1 yM) o VK-1186 (1 pM). Se
cuantificé la viabilidad celular mediante la evaluacion morfolégica de las células
como se describié anteriormente (ver apartado Il de la seccion de resultados).
Adicionalmente con el fin de investigar el grado de apoptosis, se realizé la
detecciéon de activacion de caspasa 3 por fluorescencia mediante la utilizacion de
un kit comercial (ver metodologia: apartado “Evaluacion de muerte celular por
apoptosis”).

La figura 27 muestra que la muerte celular inducida por ouabaina se pudo
prevenir mediante el uso de carvedilol o de VK-II-86 (n=5 cultivos por grupo, cada
uno utilizando 1 corazon). En experimentos control, se observé que ni el carvedilol

ni el VK-1I-86 afectaron, per se, la viabilidad celular (no representado).
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Figura 27. Imdgenes representativas y grdficos del promedio de la viabilidad (fig. A) y de la
actividad de caspasa-3 (fig. B) en miocitos cultivados en medio de cultivo solo (control) o
suplementado con 2 uM de ouabaina, ya sea en ausencia o en presencia de 1 uM de carvedilol o 1
UM de VK-11-86. * P < 0.05 vs control.
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Estos resultados indican que la estabilizacién del RyR2 es eficaz para prevenir la

muerte por apoptosis de cardiomiocitos inducida por ouabaina.
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En este trabajo de tesis nos enfocamos en el estudio de la modulacion de
proteinas del RS como estrategia para reducir la cardiotoxicidad de los inhibidores
de la Na*/K* ATPasa, o digitalicos (GC), mediante la evaluacion de dos estrategias
farmacoldgicas diferentes: la aceleracion de la recaptacion del Ca?* hacia el RS
mediante la estimulacion de la actividad de SERCA con istaroxime, y la
estabilizacién farmacolégica del RyR2. Con fines comparativos, utilizamos
ouabaina como representante de los digitalicos clasicos.

Por un lado, nos basamos en la hipétesis de que el tratamiento con istaroxime es
menos cardiotéxico que los inhibidores clasicos de la NKA. Los resultados
presentados comprueban que el tratamiento agudo con istaroxime a dosis
terapéuticas es capaz de inducir una respuesta inotropica semejante a la de los
digitalicos, pero acompanandose de menor impacto en la viabilidad de los miocitos
cardiacos. Demostramos también que a diferencia de lo observado con ouabaina,
el tratamiento con istaroxime no se acompana de la activacion de CaMKIl, lo que
explicaria, al menos en parte, tanto el menor impacto en la sobrevida de los
miocitos como la menor arritmogenicidad reportada con este farmaco.
Adicionalmente, proporcionamos explicaciones novedosas en cuanto a los
mecanismos que explican el menor potencial arritmogénico de istaroxime
reportado en modelos clinicos y preclinicos. Asi, describimos su capacidad para
generar no solo menor liberacién diastdlica de Ca?" sino también menor
propagacion de ondas arritmogénicas de Ca?*, pudiendo ser este un mecanismo
que contribuye a su menor cardiotoxicidad. Los resultados obtenidos profundizan
el conocimiento sobre el istaroxime y agregan evidencia que respalda su potencial
uso clinico como alternativa terapéutica efectiva y segura a los digitalicos.

Por otro lado, teniendo en cuenta la importancia que tiene la alteracion funcional
de los RyR2 en el mecanismo proarritmogénico y proapoptético de los digitalicos,
hipotetizamos que la combinacién de inhibidores clasicos de la Na*/K* ATPasa con

agentes estabilizadores del RyR2, como carvedilol o VK-II-86, es una estrategia
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farmacoldgica eficaz para reducir la toxicidad en cardiomiocitos tratados con
ouabaina. Nuestros resultados evidencian que estos agentes constituyen una
estrategia eficaz no solo para reducir el sustrato arritmogénico sino también la
apoptosis de cardiomiocitos inducida por la inhibicion de la NKA.

A continuacion, se discutiran en detalle los resultados obtenidos en relacion a los

antecedentes existentes sobre el tema.

l. Istaroxime como alternativa farmacolégica a los digitalicos

l.a Istaroxime se asocia a menor cardiotoxicidad directa sobre

cardiomiocitos y no induce la activacion de CaMKII

Previamente se ha mencionado que el tratamiento con digitalicos se asocia a
pérdida de cardiomiocitos. Los resultados de Sapia y col. han determinado que la
exposicién cronica durante 24 horas a dosis terapéuticas (2uM) de ouabaina
generan la activacién de CaMKIl y la apoptosis CaMKIl-dependiente de estas
células. Por el contrario, la inhibicibn de esta enzima previene la apoptosis
inducida por ouabaina [3], lo que respalda que CaMKIl esta involucrada en la
muerte de los cardiomiocitos inducida por digitalicos.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos evaluar si el
tratamiento con istaroxime también induce la muerte de cardiomiocitos, ya que, si
no la produce, seria una alternativa mas beneficiosa en contraste con los
digitalicos. Ademas, teniendo en cuenta el rol protagénico de CaMKII en la muerte
de miocitos por digitalicos, quisimos evaluar si istaroxime se asocia a la activacion
de esta quinasa.

Mediante experimentos realizados en cultivos primarios de cardiomiocitos de
ratas adultas, somos los primeros en demostrar que istaroxime no induce muerte
de cardiomiocitos ni activaciéon de CaMKIl. Sugerimos que la aceleracion de la
retoma de Ca?" hacia el RS provocada por istaroxime, al generar menor
acumulacion de Ca?* citosdlico, evita la activacion Ca?*-dependiente de CaMKI!I (p-

CaMKIl) en comparacion con lo que se produce durante el tratamiento con
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ouabaina. Esta falta de activacion de CaMKII podria explicar, al menos en parte, la
falta de impacto de este farmaco en la viabilidad celular de cardiomiocitos.

Al interactuar con NKA, los digitalicos también han demostrado ser capaces de
activar vias de sefalizacion intracelulares en paralelo a los cambios que generan
en las concentraciones de Na* y Ca?*, y esto implica la produccion de ROS. Esta
descripto que este exceso de ROS puede conducir a la activacion de CaMKIl y de
otras dianas por oxidacion [118]. En nuestros experimentos en cardiomiocitos
aislados, detectamos que el tratamiento con istaroxime no se acompafa de
activacion de CaMKII por fosforilacion dependiente de Ca?* (p-CaMKIl) ni tampoco
por oxidacion (oxi-CaMKII), como se observa en la figura 15. Si bien no lo hemos
abordado en detalle en esta tesis, no podemos descartar que istaroxime esta
desencadenando menor activacién de estas vias de sefalizacion y que de este
modo esté promoviendo menor produccion de ROS, pudiendo ser éste un
mecanismo adicional que explique su menor impacto en la viabilidad celular y en
la falta de activacion de CaMKII. Si bien faltan estudios al respecto, ha sido
sugerido que istaroxime podria unirse a un sitio de unién de NKA diferente al de
los GC o a isoformas diferentes de esta proteina [133]. Esto podria llevar a que
istaroxime no active estas vias adicionales. Un desafio importante a futuro sera
evaluar el efecto de istaroxime en la produccion de ROS.

Como se describid en la introduccion, la activacion de CaMKIl desempena un
papel central en diferentes modalidades de muerte celular al ser un punto de
convergencia para diferentes estimulos nocivos [156,84]. La participacion de
CaMKIl en la muerte de cardiomiocitos ha sido extensamente estudiados en
diferentes modelos patoldgicos, entre los que se incluyen el dafo cardiaco por I/R
[86,122], la taquicardia cronica [120] y la prediabetes [127]. La inhibicion de esta
quinasa, por el contrario, se asociéo a proteccion contra esta muerte en estos
mismos trabajos.

En cuanto al potencial mecanismo por el cual la activacion de CaMKIl puede
llevar a muerte de cardiomiocitos, hay que considerar que el aumento de la
liberacion de Ca?* desde el RS provoca un exceso de Ca?* en las mitocondrias y

puede inducir apoptosis al abrir los poros de transicion de permeabilidad
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mitocondrial (mPTP) [62]. La falta de activaciéon de CaMKIl que observamos con
istaroxime podria acompafiarse de menor fosforilacion del RyR2, generando
menor pérdida diastdlica de Ca?*. Ademas, al acelerar la retoma de Ca?* hacia el
RS, istaroxime podria interferir en la transferencia de Ca?* desde el RS hacia las
mitocondrias.

Los resultados obtenidos en este trabajo motivan estudios futuros para
profundizar aun mas la caracterizacion de este farmaco y explicar los mecanismos
involucrados en su menor impacto en la viabilidad.

Otro punto importante de mencionar es que CaMKII ha sido identificada como un
componente de la matriz mitocondrial, donde regularia procesos claves como el
ingreso de Ca?* que lleva a la muerte celular [157]. Hace unos afios, Joiner y col.
[158] han descripto que CaMKI| fosforila al MCU, aumentando el ingreso de Ca?* a
la mitocondria y la muerte celular en respuesta a la isquemia miocardica. Sin
embargo, otros grupos no detectaron los efectos descriptos de la quinasa en el
MCU [159]. De hecho, hay evidencia reciente que argumenta en contra del papel
de CaMKIl en la regulacion directa del MCU en condiciones fisioldgicas, sugiriendo
que CaMKII no tiene un papel relevante como regulador del manejo mitocondrial
de Ca?* [160]. Por lo tanto, el papel preciso de CaMKIl en el MCU auln es
controvertido.

Si bien en este trabajo de tesis no hemos estudiado los eventos que suceden a
nivel mitocondrial, es posible especular con la posibilidad de que la falta de
activacion de CaMKIl, la menor frecuencia de chispas y ondas de Ca?* y la menor
propagacion de las ondas observadas con istaroxime se asocien a un menor
ingreso de Ca®* a la mitocondria, pudiendo ser una explicacion a la menor muerte
celular observada en comparaciéon con el impacto negativo de los digitalicos en la
viabilidad celular. Quedan pendiente futuras investigaciones en nuestro laboratorio
que permitan evaluar en detalle los eventos subcelulares que suceden en la
mitocondria durante el tratamiento con istaroxime.

En relacion a la muerte celular, es interesante mencionar que se han
caracterizado diferentes modalidades, entre ellas apoptosis, necrosis, piroptosis,

autofagia y otras [161]. La mas estudiada en el corazén ha sido la apoptosis, un
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proceso altamente regulado y que requiere energia. Esta puede iniciar por dos
vias distintas, una que involucra receptores de muerte en la superficie celular y
otra que involucra a las mitocondrias, que se conocen como via extrinseca e
intrinseca respectivamente, siendo la via intrinseca la mas frecuente en
cardiomiocitos en respuesta a condiciones patologicas como I/R [86], taquicardia
[162] y estrés oxidativo [156].

En cuanto al rol de CaMKIl en la apoptosis, su importancia se ha estudiado
ampliamente. Mientras que algunos estudios sugieren que diferentes isoenzimas y
variantes de empalme de CaMKIId y su distinta localizacion subcelular podrian
jugar roles diferentes en la apoptosis [163], otros trabajos no pudieron detectar
esta diferencia [164]. A pesar de estas discrepancias, parece haber acuerdo en
que CaMKII produce un efecto proapoptético en el miocardio y que su inhibicién
seria beneficiosa. Adicionalmente, esta enzima ha demostrado estar implicada en
otras modalidades de muerte. Entre ellas, en el afio 2016 fue identificada como
mediadora esencial de un tipo de muerte regulada denominada necroptosis [74].
Evidencia aun mas reciente demuestra que también participa en la muerte de
miocitos secundaria a inflamacion [165].

Aunque este trabajo de tesis no estuvo dirigido a dilucidar los mecanismos
especificos de muerte celular, y por lo tanto no hemos explorado en profundidad la
contribucion de la necrosis, la necroptosis o la apoptosis a la muerte de los
cardiomiocitos en el contexto del tratamiento con istaroxime, los resultados aqui
presentados sugieren que istaroxime no activaria la via intrinseca o mitocondrial
de la cascada apoptética, ya que observamos mediante inmunodeteccién que no
aumenta el indice apoptético Bax/Bcl-2, como se ve en la figura 17. Nuestros
resultados no nos permiten excluir que un menor efecto de istaroxime en otros
tipos de muerte diferentes a la apoptosis puedan estar explicando su menor
impacto en la viabilidad celular. Pero si bien seria interesante explorar en
profundidad el efecto de istaroxime en diferentes modalidades de muerte celular,
consideramos de mayor importancia conocer si istaroxime conducia o no a la
muerte de cardiomiocitos a concentraciones inotropicas, ya que su menor

toxicidad directa la convierte en una alternativa muy atractiva a los GC.
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Interesantemente, nuestros resultados contrastan con otros trabajos en los que
se ha visto que una aceleracion de la captacion de Ca?* por SERCA promueve en
lugar de prevenir la muerte de los cardiomiocitos. En un trabajo publicado por
Mazzochi y col., se evidencio que la aceleracion de la retoma de Ca?* hacia el RS
secundario a la ablacion de PLN se asoci6 al aumento del tamaino del infarto en
ratones sometidos a I/R [166]. De forma similar, Zhang T y col., observo que la
ablacién de PLN se asocié a mayor muerte de cardiomiocitos [167]. Sin embargo,
es importante destacar que se tratan de contextos diferentes a nuestro modelo
experimental. En el primer caso, se traté de roedores que también presentan una
mutacién del RyR2 que los predispone a mayor pérdida diastélica de Ca?*. En el
segundo, la sobreexpresién de CaMKIl también facilita dicha pérdida. Esta mayor
predisposicion a sufrir pérdidas diastdlicas de Ca?* por el RS explican por qué en
esos contextos, la aceleracion de la retoma si predispone a la muerte de miocitos,
a diferencia de lo que sucede con istaroxime.

Por ultimo, ademas de sus efectos beneficiosos en la funcion cardiaca,
istaroxime ha demostrado efectos antineoplasicos que son independientes de la
mayor retoma de Ca?* [137]. En concordancia con estudios previos con otros
inhibidores de NKA, el grupo de Alevizopoulos y col. demostré que el istaroxime a
una dosis de 5 uM induce un fuerte efecto antiproliferativo en lineas celulares
tumorales y una reduccidn del crecimiento tumoral en xenoinjertos de cancer de
préostata, al afectar vias de sefalizacion claves en la apoptosis [168]. Ademas de
esta accidn proapoptaotica, el istaroxime inhibe la migracion celular y la invasividad
de células tumorales [169], por lo cual podria convertirse en un farmaco de interés
en la terapia contra el cancer. Sin embargo, su impacto en la viabilidad de miocitos
cardiacos no habia sido estudiado previamente. Esto es de interés, ya que
muchos de los farmacos antitumorales usados actualmente se asocian a la
aparicion de eventos adversos cardiacos como arritmias, infarto agudo de
miocardio e IC [170] que pueden limitar significativamente su uso terapéutico,
especialmente en pacientes con enfermedad cardiovascular subyacente. Por ello,
es esencial encontrar nuevos tratamientos antitumorales con perfiles de seguridad

cardiovascular mas favorables, como podria ser el caso de istaroxime. Los

83



Discusion

trabajos de Alevizopoulos contrastan con los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, donde demostramos que el tratamiento con istaroxime no impacta en la
viabilidad celular de cardiomiocitos de rata. Sin embargo, es importante destacar
que los efectos proapoptoéticos descriptos por este grupo fueron observados en
modelos experimentales que involucraron células no cardiacas y que ademas
presentaban alteraciones fenotipicas de células neoplasicas. Estas diferencias
justifican la disparidad observada en la viabilidad celular. Es relevante destacar
que la concentracion de istaroxime utilizada en este trabajo de tesis (10 uM) fue
superior a la reportada como eficiente para promover la muerte de células
tumorales (5 uM), lo que sugiere que el efecto antitumoral de istaroxime puede ser
alcanzado sin promover cardiotoxicidad [168].

Consideramos que nuestros resultados, en los que mostramos la menor
cardiotoxicidad de istaroxime en miocitos, son fundamentales porque respaldan su
rol como alternativa mas segura a los GC. Por otro lado, incluso si no llegara a ser
utilizada como tratamiento para la IC, istaroxime podria tener un rol futuro como

agente contra el cancer muy atractivo por su menor toxicidad cardiaca.

I.Lb Mecanismos subcelulares determinantes del menor potencial

arritmogénico del istaroxime

El istaroxime es el unico farmaco capaz de inhibir a la bomba NKA vy
simultdneamente estimular a SERCA que ha sido probado en pacientes [129,130].
Su importancia clinica radica no soélo en su capacidad de favorecer la relajacion
miocardica, sino también en su menor riesgo de arritmias reportado, que fue
observado tanto en modelos clinicos como preclinicos [129,130,136].

La caracterizacion de los efectos del farmaco en cardiomiocitos fue abordada
durante varios afos por el grupo del Dr. Rocchetti [133]. Mediante un estudio
comparativo utilizando como modelo celular cardiomiocitos de raton tratados con
concentraciones equiinotropicas de digoxina o istaroxime, Alemanni y col.
mostraron que el diferente perfil de seguridad de los dos farmacos se asocié con

una mayor tendencia de digoxina a inducir acumulacion de Ca?* diastolico [136].
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En un trabajo publicado en el ano 2013, Ferrandi y col. sugirieron que el
mecanismo que explica el efecto lusitrépico y la baja arritmogenicidad de
istaroxime es su capacidad para disociar SERCAZ2a de su proteina inhibidora PLN
[135]. De este modo, el cese de inhibicion de SERCA aumentaria la velocidad de
retoma del Ca?* hacia el RS. Sin embargo, si este es el mecanismo exclusivo que

explique su mejor perfil de seguridad no se exploré completamente.

I.Lb.1 La falta de activacion de CaMKIl podria asociarse a menor liberaciéon

arritmogénica de calcio

Como ya se menciond, la importancia de la pérdida diastdlica de Ca?* en forma
de chispas y ondas radica en que constituye un sustrato proarritmogénico, ya que
una chispa de Ca?" puede activar la liberacién de Ca?" en regiones cercanas,
generando “ondas de Ca?"” propagables a lo lago de la célula. Parte de ese Ca?*
puede ser extruido fuera de la célula por el NCX electrogénico a cambio de Na*,
generando DADs, potenciales de accidn ectopicos y arritmias ventriculares [104].

Debido a que la mayor parte de este Ca?" proviene del RS, la frecuencia de
chispas de Ca?* se relaciona directamente con la concentracién de Ca?* en el RS
y con la probabilidad de apertura de los RyR2 individuales. Existe evidencia clara
de que la elevacidon de la [Ca?'] del RS aumenta la pérdida de Ca?* porque los
RyR2 son sensibles al Ca?* luminal, por lo que la sobrecarga de Ca?* en la luz del
RS promueve la apertura de estos canales, aumentando la probabilidad de
chispas [171]. Teniendo en cuenta estos conceptos, una pregunta importante que
ha surgido a lo largo de los afios ha sido si la aceleracion de la retoma de Ca?* por
la proteina SERCA2a del RS exacerba o protege contra las arritmias provocadas
por sobrecarga de Ca?* en este contexto. Es razonable pensar que aumentar la
tasa de retoma incrementaria el contenido de Ca?* del RS, favoreciendo la
sensibilizacién y apertura del RyR2, aumentando la susceptibilidad a la pérdida
diastdlica de Ca?* y arritmias.

Varios grupos han abordado esta pregunta. Entre ellos, un articulo reciente de
Liu y col. examind el efecto de la sobreexpresion de SERCA2a en la

arritmogénesis en un modelo de raton transgénico caracterizado por

85



Discusion

hiperactivacion del RyR2 [172]. La sobreexpresion de SERCAZ2a exacerbo
notablemente las arritmias ventriculares y auriculares in vivo y aumenté la tasa de
ocurrencia de eventos de liberaciéon diastolica de Ca?*, sugiriendo que la mayor
actividad de SERCA es una maniobra proarritmogénica. Por otro lado, Fernandez
y col. estudiaron el efecto de la estimulacién de SERCA con los agonistas
farmacoldgicos OTA y jasmonate en la liberacion proarritmogénica de Ca?* en un
modelo de cardiomiocitos ventriculares murinos expuestos a estimulacion
adrenérgica con isoproterenol, que constituye una maniobra capaz de inducir la
pérdida de Ca?* y la aparicion de arritmias por Ca?* [173]. Si bien en este contexto
hubo una mayor carga de Ca?" en el RS, también se observé un aumento
sustancial del nivel de Ca?* necesario dentro del RS para iniciar ondas de Ca?"
independientemente del grado de fosforilacion del RyR2, sugiriendo que el
aumento de la retoma de Ca?* por SERCA seria profundamente antiarritmogénico.
A su vez, Lyon y col. estudiaron el impacto de la terapia génica con SERCA2a en
la arritmogénesis de un modelo de ratas con IC cronica secundaria a isquemia
[174]. De forma similar, observaron que la restauracion del nivel y la actividad de
SERCAZ2a redujo la pérdida diastdlica de Ca?* y previno la aparicion de DADs en
cardiomiocitos aislados y en corazones enteros, asi como de arritmias
ventriculares in vivo [174]. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis van
de la mano con lo descripto por estos autores, ya que se observd mediante
microscopia confocal que mientras que el tratamiento de cardiomiocitos con
ouabaina produjo un aumento significativo en la frecuencia de chispas y ondas de
Ca?* con respecto a las células del grupo control, el tratamiento con istaroxime no
se asocio a un aumento semejante (figura 16).

Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion y otros
demostraron que estos agentes son capaces de promover la activacion Ca?*-
dependiente de CaMKII. Esto fue observado no solo durante el tratamiento agudo
con dosis elevadas de ouabaina (50 pM), sino también en cardiomiocitos
cultivados durante 24 horas en presencia de dosis mas bajas (2 uM) [2,3].

La importancia fundamental que tiene la actividad de esta enzima en la induccion

de arritmias por GC fue descripta en el trabajo de Gonano y col., que demostro
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como la fosforilacion del sitio Ser2814 del RyR2 por CaMKII es un evento clave en
la generacién de las ondas de Ca?' y en el proceso arritmogénico de estos
farmacos [2]. La inhibicion de CaMKII redujo el nivel de fosforilacién del RyR2 y la
frecuencia de chispas y ondas de Ca*?, protegiendo contra la aparicion de
arritmias, sin afectar el contenido de Ca*? en el RS, sugiriendo que es la activacion
de CaMKII lo que provoca un aumento en la liberacion espontanea de Ca?*, y que
el aumento inducido por los GC en el contenido de Ca?* dentro del RS no es
suficiente por si solo para promover arritmias. En conjunto, estos datos
confirmaron la importancia de la fosforilacion del RyR2 por CaMKIl como
mediadora de las arritmias por digitalicos.

Considerando estos antecedentes, pensamos que la aceleracién de la retoma de
Ca?* con istaroxime prevendria la activacion dependiente de Ca?* de CaMKlIl y la
consiguiente fosforilacion del RyR2 y la liberacion diastdlica de Ca?*, y esto
explicaria la menor incidencia de arritmias reportadas con istaroxime.
Efectivamente, demostramos que el tratamiento con istaroxime a dosis
terapéuticas no se acompana de activacion de CaMKII. Esto se puede visualizar
en la figura 15 y podria explicar, al menos en parte, su menor cardiotoxicidad.

Como se describié anteriormente, la activacion de CaMKIl puede darse también
a través de su oxidacién por ROS, como se ha visto en varios modelos de
enfermedad cardiaca entre las que se destacan IC, la isquemia del miocardio [175]
y durante la activacion neurohumoral [70,71], hiperglucemia y diabetes [176].
Varios grupos de trabajo han demostrado que después de su union a Na */K*
ATPasa, los CG pueden promover cambios conformacionales que activan
cascadas de sefalizacion intracelular que culminan en la produccion de ROS a
través de la NADPH Oxidasa 2 (NOX2) [16,17]. De esta forma, el grupo de Ho y
col. ha descripto que los efectos arritmogénicos de los digitalicos estan mediados
por el aumento de ROS y de la activacion de CaMKII por oxidacion, que a su vez
fosforila el RyR2 desencadenando pérdida de Ca?* [118].

Interesantemente, en este trabajo de tesis hemos detectado que a diferencia de
lo observado con ouabaina, el istaroxime no sélo no activa a CaMKIl de forma

secundaria al aumento de Ca?* citosdlico (p-CaMKIl), sino que tampoco aumenta
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su activacion por oxidacion (oxi-CaMKIIl). Nuestros resultados sugieren que
istaroxime no estaria activando a la enzima CaMKII por este mecanismo, como se
puede ver en la figura 15B. Sin embargo, no podemos descartar con certeza si el
istaroxime difiere con los GC en su la capacidad de aumentar la produccion de
ROS vy si este seria un mecanismo adicional que explique su menor potencial

arritmogénico.

I.Lb.2 La recaptacion acelerada de calcio por istaroxime impide Ila

propagacion de ondas de calcio

Como ya fue mencionado, el mecanismo actualmente aceptado para explicar el
efecto lusitrépico de istaroxime y su baja arritmogenicidad es su capacidad para
disociar SERCA2a de su proteina inhibidora PLN [135]. De esta manera, el cese
en la inhibicion de SERCA2a por PLN aceleraria la recaptacion del Ca?* hacia el
RS.

La recaptacion mas rapida de Ca?* secundaria a la eliminacion del efecto
inhibitorio de PLN sobre la actividad de SERCA2a ha demostrado reducir la
propagacion espacial de las ondas de Ca?*, generando su ruptura en ondas mas
pequefias 0 miniondas no propagables a través de la célula. Esta estrategia de
acelerar la retoma de Ca?* ha demostrado representar un mecanismo eficaz para
suprimir las DADs y las arritmias desencadenadas por Ca?* en diferentes
contextos. Entre ellos, el grupo de Jones y col. trabajé con miocitos ventriculares
de ratones transgénicos que combinan una deficiencia en PLN con una mutacion
del RyR2 caracteristica del sindrome de “taquicardia ventricular polimérfica
catecolaminérgica” (CPVT en inglés), que los hace propensos a presentar ondas
de Ca?*, DADs y arritmias inducidas por estrés. En este modelo, la aceleracion de
la retoma de Ca?* secundaria a la eliminacion del efecto inhibitorio de PLN sobre
SERCA modifico las propiedades espaciales y temporales de las ondas de Ca?*,
fragmentandolas en miniondas y chispas de Ca?*, y protegiendo a los ratones de
arritmias ventriculares [152]. De forma similar, el grupo de Valverde y col. trabajo

con corazones enteros de ratones transgénicos de la cepa “SDKO” sometidos a un

88



Discusion

protocolo de I/R. Estos animales presentan un mayor secuestro de Ca?* hacia el
RS secundario a la deficiencia de PLN, asi como un aumento de la pérdida de
Ca?* generado por una mutacion que simula la fosforilacién constitutiva del RyR2
en el residuo Ser2814 por CaMKII, haciéndolos susceptibles a la liberacion
arritmogénica de Ca?*. De forma similar a lo reportado por Jones, el aumento de la
retoma de Ca?" hacia el RS interrumpido la propagacién de las ondas,
fragmentandolas y transformandolas en no propagadas a través del citosol, lo que
resulté en el silenciamiento de las arritmias durante la etapa de reperfusion [153].
Estos dos trabajos refuerzan el beneficio potencial de aumentar la actividad de
SERCAZ2a y acelerar el secuestro de Ca?* hacia el RS para prevenir la aparicion
de arritmias desencadenadas por Ca?*.

En base a estos antecedentes, en este trabajo estudiamos si la aceleracion de la
retoma de Ca?* provocada por istaroxime dificultaria la propagacion de las ondas
de Ca?*, llevando a que se alcance un menor pico de Ca?* citosodlico capaz de
inducir despolarizacion celular y haciendo menos probable la generacion de DADs
arritmogénicas. Nuestros resultados graficados en la figura 19 demostraron que
istaroxime no solo no activa a CaMKIl, por lo que genera menor liberacion
proarritmogénica de Ca?*, sino que también evita la propagacion de las ondas de
Ca?* al transformarlas en ondas mas pequefias no propagables. Por lo tanto,

proponemos que ambos mecanismos contribuyen a su mejor perfil de seguridad.

1.b.3 El menor perfil arritmogénico de istaroxime no depende de la
disociacion SERCA-PLB

Por ultimo, con el objetivo de comprender aun mas los mecanismos subyacentes
al diferente perfil arritmogénico de istaroxime, realizamos experimentos utilizando
cardiomiocitos extraidos de ratones transgénicos que no expresan la proteina PLN
(PLN-KO). Estos miocitos tienen una retoma de Ca?* acelerada, una mayor carga
de Ca?* en el RS y mayor frecuencia y amplitud de chispas de Ca?*. Sin embargo,
curiosamente estos ratones no presentan mayor riesgo de arritmias en

condiciones basales [154,167].
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Debido a que el mecanismo previamente descripto por el cual istaroxime
aceleraria la retoma de Ca?* es su capacidad para disociar SERCA2a de su
proteina inhibidora PLN [135], esperariamos encontrar en estas células una falta o
disminucién del efecto beneficioso del istaroxime. En concordancia con lo
demostrado por otros grupos con respecto a la aceleracion de la retoma de Ca?*
hacia el RS y la ruptura de las ondas de Ca?* caracteristicas de esta cepa, los
miocitos PLN-KO mostraron un alto porcentaje de ondas de Ca?* abortadas. Sin
embargo, nuestros experimentos arrojaron resultados sorprendentes, ya que
demuestran que la diferencia significativa en la frecuencia de onda de Ca?* entre
las células tratadas con ouabaina e istaroxime permanece presente, como se
observa en la figura 20. Ademas, en esta misma figura se observa que el
porcentaje de miniondas fue aun mayor en las células tratadas con istaroxime que
en las células tratadas con ouabaina, aun cuando estos cardiomiocitos carecen de
PLN. Estos resultados sugieren que ademas de la disrupcion de la interaccion
SERCA-PLN, otro mecanismo subyaceria al diferente impacto que ejercen ambos
farmacos sobre la liberacion espontanea Ca?*, contrariamente a lo expuesto por
Ferrandi y col.

Los resultados de Ferrandi y col. se basaron en experimentos de
coinmunoprecipitacién, y revelaron que istaroxime induciria la disociacién fisica
entre PLN y SERCA2a y la aceleracion de la retoma de Ca?* en microvesiculas de
RS. Sin embargo, si bien los autores proponen que esta disociacion favorece un
cambio conformacional de SERCA2A que acelera la recaptacion del Ca?*, dicho
cambio de conformacién no fue directamente demostrado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, sugerimos que el menor perfil
arritmogénico de istaroxime podria ser explicado porque la aceleracion de la
retoma de Ca?* hacia el RS por SERCA genera menor activacion de CaMKIl y
fosforilacion CaMKII-dependiente del RyR2, y también por la menor propagacion
de las ondas de Ca?*, generando asi menos probabilidad de producirse DADs

arritmogénicas.
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l.c Potencial valor clinico de la utilizacion de istaroxime

Los cardiomiocitos de pacientes con IC presentan un manejo del Ca?
intracelular alterado que lleva a defectos en el AEC y afecta tanto la funcién
sistélica como la diastdlica [5]. Una de las causas subyacentes es la reduccion de
la recaptacion de Ca?* hacia el RS, que ha sido demostrada tanto en modelos
animales como en pacientes humanos [9,132] y que se ha asociado con una
disminucion en la expresion y actividad de SERCA2a y con una mayor inhibicién
de SERCA2a por PLN [28,177]. Como resultado, existe una menor retoma de Ca?*
por SERCA hacia el RS durante la diastole, lo que conduce a una deficiencia en la
relajacion, y reduce la disponibilidad de Ca?" llevando a una contractilidad
deficiente [5]. Por lo tanto, la posibilidad de modulacién de SERCA2a ha surgido
como una estrategia terapéutica prometedora en la IC.

Una estrategia que ha sido muy estudiada a lo largo de los anos tanto en
modelos animales como en humanos es la terapia génica destinada a restaurar los
niveles y la actividad de SERCA2a en el miocardio insuficiente. Esta intervencion
ha demostrado restaurar la funcion contractil y energética del miocardio, asi como
una reduccion en la probabilidad de arritmias ventriculares [174,177,178]. Se han
desarrollado ensayos clinicos en humanos con el objetivo de determinar la
seguridad y eficacia de la terapia génica de SERCA2a [179,180]. Sin embargo, a
pesar de los resultados alentadores en modelos preclinicos y en ensayos clinicos
pequefios de fase 1y 2, ninguno de los estudios mas grandes realizados hasta la
fecha, han proporcionado evidencia del beneficio funcional de la terapia génica en
pacientes con IC.

Estos antecedentes aumentaron nuestra motivacion para estudiar agentes
farmacoldgicos capaces de estimular de forma directa a SERCA2a. Si bien
existen compuestos de uso experimental capaces de acelerar la recaptacién de
Ca?* por SERCA en cardiomiocitos aislados, desafortunadamente, hasta la fecha
no existe un agonista farmacoldgico especifico de SERCA de uso clinico ademas
de istaroxime.

Recientemente, el efecto del istaroxime fue evaluado en otros modelos

patologicos. Entre ellos, hay que destacar un trabajo del grupo de Rochetti que
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tuvo como objetivo evaluar el efecto del istaroxime en un modelo de ratas
diabéticas, en el que observaron que la estimulacion de SERCA2a mejoré la
disfuncion diastolica y las anomalias en el manejo del Ca?* caracteristicas de este
modelo [181].

Los resultados de este trabajo de tesis agregan evidencia que respalda el
beneficio de estimular la actividad de SERCA y el potencial uso clinico futuro de

istaroxime.

2. Estabilizacién farmacoloégica de los RyR2 como estrategia para

disminuir la cardiotoxicidad de los digitalicos

Teniendo en cuenta el rol central de la fosforilacién del RyR2 por CaMKIl en la
apoptosis y las arritmias secundarias al uso de digitalicos, la inhibicion de la
actividad de esta quinasa mediante intervenciones farmacoldgicas o genéticas se
ha propuesto como estrategia para prevenir la cardiotoxicidad durante el
tratamiento con estos farmacos [2]. Desafortunadamente, la naturaleza ubicua de
CaMKIl y sus efectos sobre diferentes dianas dificulta su inhibicion como
herramienta terapéutica, ya que actualmente no estan disponibles agentes
inhibidores de CaMKIIl especificos para el corazén. Como alternativa, en este
trabajo de tesis nos centramos en otra estrategia que podria optimizar el uso de
estos farmacos y mejorar la seguridad: la estabilizacion del RyR2 [140,182].

En el afio 2012 el grupo de Sacherer y col. utilizaron el agente farmacolégico
JTV-519 en cardiomiocitos a los cuales se administré6 ouabaina de forma aguda.
JTV-519 estabiliza la interaccion entre la proteina calstabina y el RyR2,
manteniendo el canal en estado cerrado [183]. Si bien en este contexto este
agente logroé reducir la liberacién arritmogénica de Ca?*, su uso también se asocid
a una disminucion en la respuesta inotrépica de ouabaina debido a un efecto
inhibitorio en la corriente de Ca?* por el canal de tipo L, descartando la posibilidad
de utilizarse de forma conjunta con este GC [183].

Este antecedente nos llevd a especular que una reduccion en el tiempo de

apertura del RyR2 y en la liberacién arritmogénica de Ca?*mediante el uso de los
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estabilizadores del RyR2 carvedilol y VK-II-86 podria ser un enfoque eficaz para
reducir los efectos cardiotdxicos de los digitalicos. La eleccion de carvedilol y un
analogo del mismo estuvo sustentada por el hecho de que el primero se trata de
un farmaco que ya es ampliamente utilizado en la practica clinica, habiendo

demostrado un claro efecto antiarritmico.

2.a Estabilizacion de los RyR2 con VK-II-86 y prevencion de las ondas

arritmogénicas de calcio

Teniendo en cuenta el papel crucial de la liberacion arritmogénica de Ca?* en la
génesis de arritmias por GC, en primer lugar, nos propusimos evaluar si la
modulacién farmacolégica del RyR2 es capaz de prevenir esta liberacion durante
el tratamiento con dosis toxicas de ouabaina. Como podemos observar en la
figura 23 obtenida mediante microscopia confocal en cardiomiocitos adultos de
rata, detectamos que el pretratamiento de las células durante 30 minutos con VK-
[1-86 logrd prevenir el aumento en la frecuencia tanto de chispas como de ondas
de Ca?* en miocitos tratados con dosis arritmogénicas de ouabaina (50 uM). Cabe
mencionar que en experimentos en los cuales se midid la amplitud del
acortamiento celular, la utilizacién de VK-11-86 no se asocié a una reduccion en la
respuesta inotropica provocada por ouabaina, por lo cual VK-II-86 podria ser
usado como farmaco adyuvante en combinacion con GC. De este modo, los datos
aqui presentados respaldan la utilizacion de VK-II-86 como potencial estrategia
antiarritmica durante la administracion de digitalicos.

Nuestros resultados son consistentes con otros trabajos que muestran que
diferentes agentes estabilizadores del RyR2 son capaces de prevenir la pérdida
arritmogénica de Ca?*. Un antecedente de importancia es el conjunto de trabajos
utilizando dantroleno en cardiomiocitos ventriculares provenientes de animales con
IC de etiologia variada [144,184,185,186]. Mediante la estabilizacion de la
interaccidn entre los dominios N-terminal y central del RyR2, este estabilizador del
RyR2 ha demostrado reducir la pérdida diastdlica de Ca?*, reduciendo la
frecuencia de chispas de Ca?* y DADs, previniendo asi la formacién de un sustrato

arritmogénico y a su vez aumentando el contenido de Ca®* en el RS, preservando
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el inotropismo. También ha demostrado ser eficaz para suprimir la taquicardia
ventricular en pacientes con IC sin afectar la contractilidad ni el ritmo cardiaco
[187].

Otro antecedente relevante surge del trabajo de Chen y col. Trabajando con
cardiomiocito de ratones transgénicos que expresan una mutacion del RyR2 que
los predispone a pérdida de Ca?*, DADs y aparicion de taquiarritmias ventriculares
en situaciones de estrés (sindrome conocido como CPVT), demostraron que el
pretratamiento con carvedilol o su andlogo VK-I-86 a dosis 1 yM durante 30
minutos es capaz de reducir significativamente frecuencia de ondas de Ca?*,
inhibiendo la aparicién de arritmias in vivo en estos animales. Estos resultados
fueron reproducidos por Maruyama y col., quienes observando que tanto carvedilol
como otro analogo del mismo (VK-11-36) inhiben la liberacién diastdlica de Ca?* y
previenen las arritmias ventriculares mediadas por DADs en corazones intactos de
conejo [188]. Mas aun, carvedilol ha demostrado tener efectos antiarritmicos en
miocitos auriculares al prevenir las ondas de Ca?*[189].

Los antecedentes mencionados, si bien surgen de trabajos realizados en
escenarios diferentes al tratamiento con digitalicos, constituyen evidencia de que
la estabilizacion del RyR2 logra reducir la liberacion arritmogénica de Ca?*. En
todos estos contextos existe disfuncién del RyR2, ya sea por mutaciones [190] o
alteraciones postraduccionales del mismo [110,191], llevando a que el RyR2 sea
mas propenso a abrirse, desencadenando liberacién diastolica de Ca?*, DADs y un
sustrato arritmogénico. Es decir, estos escenarios comparten con los digitalicos la
importancia crucial de la pérdida diastélica de Ca?* y las DADs en la aparicion de
arritmias.

Interesantemente, la reduccién en la frecuencia de chispas de Ca?' que
observamos en presencia de ouabaina + VK-II-86 no se asocido a cambios en la
morfologia de las chispas ni tampoco en la velocidad de las ondas en comparacién
con ouabaina sola (figuras 24 y 25). El hecho de que VK-1I-86 no afectara estos
parametros sugiere que sus acciones antiarritmicas no se deben a una reduccion

en la sensibilidad de los RyR2 al Ca?* citosdlico, sino a un mecanismo diferente.
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Teniendo en consideracion el papel fundamental ya descripto de CaMKII en la
toxicidad digitalica, estudiamos también si el efecto antiarritmogénico de VK-II-86
se asocia a menor activacion de esta quinasa. Mediante la realizacion de western
blots en homogenatos de corazones perfundidos de ratas adultas, observamos
que mientras que el tratamiento agudo con ouabaina provocé la activacion de
CaMKIl, como se puede concluir a partir del aumento detectado en p-CaMKII,
oxiCaMKIl y la fosforilacion de sus dianas RyR2 y PLN representado en la figura
26, estos parametros no presentaron cambios en corazones perfundidos en
presencia de ouabaina en conjunto con VK-II-86. De este modo, el efecto
beneficioso del VK-11-86 es independiente del grado de activacion de CaMKIl.

El hecho de que no se vio afectado el inotropismo, pero si se redujo
significativamente la liberacién diastélica de Ca?*, como se visualiza en las figuras
22 y 23 respectivamente, sugiere que el contenido de Ca?* del RS no se vio
afectado. En conjunto, estos resultados sugieren que en lugar de deberse a una
reduccién de la actividad de CaMKIl o de la sensibilidad del RyR2 al Ca?*
citosdlico, el efecto antiarritmogénico de VK-1I-86 se debe a un efecto modulatorio
directo en el RyR2, que disminuye su apertura y la probabilidad de que se generen
chispas de Ca?*, y de forma secundaria reduciria la incidencia de ondas de Ca?*
durante el tratamiento con ouabaina. Esto es consistente con la evidencia de los
trabajos mencionados, que muestran que el mecanismo antiarritmico de estos

agentes esta mediado por su interaccion directa con los RyR2.

2.b La estabilizacion farmacolégica de los RyR2 protege a los cardiomiocitos

de la apoptosis inducida por ouabaina

En el apartado 1.b de la discusion se ha discutido en detalle como la
citotoxicidad de los cardiomiocitos inducida por ouabaina involucra la liberacion
diastdlica de Ca?" desde el RS y su posible captacién por las mitocondrias,
generando a sobrecarga de Ca?* de las mismas e induccidn de apoptosis.

Teniendo en cuenta esto, un objetivo adicional de este trabajo fue probar la
eficacia de VK-II-86 para prevenir la pérdida apoptotica de cardiomiocitos que se

produce durante el tratamiento con GC, ya que este aspecto no habia sido
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estudiado previamente. Mediante la realizacion de cultivos de cardiomiocitos
aislados de ratas, comprobamos aqui que la estabilizacion del RyR2 con carvedilol
y VK-II-86 protegid de la apoptosis inducida por ouabaina, lo que sugiere
beneficios adicionales de reducir la liberacién espontanea de Ca?* mediada por
RyR2 durante el tratamiento con digitalicos (fig. 27). Si bien no hemos explorado
aun cuales son los mecanismos que subyacen a la menor inducciéon de muerte de
miocitos con Carvedilol y VK-II-86, la menor liberacion espontanea de Ca?* por el
RyR2 podria asociarse a menor transferencia de Ca?* desde el RS hacia las

mitocondrias y menor induccion de la cascada apoptaética.

3. Limitaciones y perspectivas a futuro

Los experimentos realizados en esta tesis se han enfocado en la determinacion
de los efectos de istaroxime y los estabilizadores del RyR2 en cardiomiocitos
obtenidos de ratas adultas sin patologia cardiovascular. Sin embargo, es
importante destacar que los digitalicos se utilizan principalmente como agentes
inotrépicos en el manejo de pacientes con IC descompensada o con fibrilacién
auricular. Del mismo modo, el istaroxime se ha propuesto y continda en estudio
como farmaco inotrépico en la IC con descompensacion aguda. Si bien parte de
estos pacientes presentan IC aguda sin dano miocardico previo, la gran mayoria
presenta una patologia cardiovascular de base o en asociacion a otros cuadros
clinicos, entre los que se destacan hipertension arterial, diabetes o isquemia
miocardica [91,192]. Por este motivo, los mecanismos subcelulares de istaroxime
que describimos en este trabajo merecen ser explorados también en modelos
animales de IC crénica. De todos modos, actualmente se acepta que en
cardiomiocitos insuficientes existe una reduccién de la recaptacién de Ca?* hacia
el RS debido a la disminucién en la expresion y actividad de SERCA2a [9,132]. En
este contexto, seria esperable observar un efecto beneficioso de istaroxime aun
mayor que el que observamos en este trabajo utilizando miocitos de animales
sanos.

Adicionalmente, en un futuro préximo nos proponemos estudiar el efecto de

istaroxime en otros contextos, entre ellos en un modelo animal de IC secundaria a
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sepsis. Entre los mecanismos responsables de esta disfuncion cardiaca se
describe una alteracion en la recaptura de Ca?' hacia el RS, lo que causa
disfuncion contractil (sistolica) al reducir el Ca?* disponible en el RS, y también
disfuncion diastdlica al empeorar la relajacion [193,194]. También existe activacion
de CaMKIl [195], que al fosforilar el RyR2 incrementa la pérdida de Ca?*,
disminuyendo el contenido en el RS. Sin embargo, no se ha evaluado la eficacia
de acelerar la retoma de Ca?* hacia el RS, por ejemplo, mediante el uso de
istaroxime, para prevenir la IC en un contexto de sepsis. Por lo tanto,
consideramos que la caracterizacion de istaroxime en este modelo es necesaria.
Finalmente, teniendo en cuenta el rol de la mitocondria en la muerte celular,
proponemos explorar en detalle los eventos subcelulares que suceden en esta
organela durante el tratamiento con istaroxime, intentando describir en
profundidad los mecanismos especificos que explican su menor induccion de

apoptosis.
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CONCLUSIONES Y POSIBLES
IMPLICANCIAS CLINICAS

En este trabajo de tesis revelamos nuevos mecanismos subcelulares que

subyacen al mejor perfil de seguridad de istaroxime:

+ El tratamiento con dosis terapéuticas de istaroxime se asocia a menor

cardiotoxicidad directa sobre cardiomiocitos al no inducir muerte celular.

» A diferencia de otros inhibidores de la NKA, el istaroxime no induce activacion de

CaMKII ni aumenta la frecuencia de chispas y ondas de Ca?*.

- La recaptacion acelerada de Ca?* por istaroxime impide la propagacion de ondas

arritmogénicas de Ca?*.

Esta evidencia respalda firmemente la seguridad de este compuesto para

mejorar la funcién cardiaca y para otros usos potenciales.

Ademas, concluimos que:

» La estabilizacion de los RyR2 permite reducir el aumento en la frecuencia de
chispas y ondas de Ca?* inducido por la administracion de ouabaina, pudiendo

prevenir el desarrollo de arritmias.
* Carvedilol y VK-11-86 previenen la muerte de los miocitos inducida por ouabaina.

Esta evidencia respalda que la utilizacion conjunta de GC mas estabilizadores
del RyR2 podria resultar una estrategia atractiva y prometedora para reducir la

cardiotoxicidad de los GC.

En conjunto, los resultados presentados en este trabajo de tesis nos permiten
concluir que la modulacion farmacoldégica de proteinas del reticulo
sarcoplasmatico es una estrategia valida para reducir la cardiotoxicidad de los
inhibidores de la Na*/K* ATPasa.
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