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RESUMEN

El presente trabajo de tesis realizado en un modelo celular de taquicardia crénica
inducido por marcapaseo rapido (MR) tuvo como finalidad la comprobaciéon de la
hipétesis de que la taquicardia crénica a través del aumento sostenido del calcio
(Ca2+) intracelular y la produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
promuevan la activacion de dos quinasas proapoptéticas, la proteina quinasa Il
dependiente de Ca2+-calmodulina (CaMKIl) y la proteina perteneciente a la familia de
las quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs), p38MAPK, que conducen a la activacion
de la cascada apoptdtica.

Utilizando corazones enteros y cardiomiocitos de rata y ratén estimulados a baja
(0,5Hz) y alta (5 y 8Hz) frecuencia en presencia y ausencia de diferentes compuestos
farmacolégicos, inhibidores especificos de las quinasas, demostramos que la muerte
celular inducida por MR se asocia con el aumento de la activacidon de las quinasas,
CaMKIl y p38MAPK, sin embargo, solo la inhibicion de CaMKII previno la muerte celular
inducida por MR, concluyendo que p38MAPK no esta involucrada en la muerte celular
inducida por MR.

Midiendo Ca2+ y ROS mostramos ademads que el Ca2+, y no asi las ROS, es necesario
para la activaciéon de CaMKIl durante el MR.

Por otra parte, utilizando estabilizadores del receptor de rianodina (RyR2) e
inhibidores de la retoma de Ca2+ mitocondrial y de la apertura del poro de transicién
de permeabilidad mitocondrial (mPTP) demostramos que la activacién de CaMKII
inducida por MR conduce a un aumento en la probabilidad de apertura de los RyR2
gue resulta en la pérdida de Ca2+ por el reticulo sarcoplasmatico (RS) y la sobrecarga
de Ca2+ mitocondrial con la consecuente apertura del mPTP vy la liberacidn de factores
gue inician la cascada apoptdtica.

Otro hallazgo importante y hasta ahora sin precedentes de este trabajo de tesis es que
la activacion de CaMKIl durante el MR activa a la NADPH oxidasa resultando en un
aumento en la produccién de ROS intracelular.

Estos ROS oxidarian a los RyR2 aumentando asi su probabilidad de apertura.
Finalmente, demostramos que la activacién de la via PI3K/AKT juega un papel
protector al reducir la muerte celular inducida por MR. Los resultados obtenidos no
solo aportan evidencias del rol critico de la CaMKII en la muerte celular inducida por
MR sino que ademas indican que su blanco de accién seria el RyR2. Se propone que la
estabilizacidon de los RyR2 podria resultar en una novedosa estrategia terapéutica para

el tratamiento del remodelado adverso asociado con la taquicardia crénica.



INTRODUCCION

La Taquicardia ventricular cronica induce una serie de alteraciones patoldgicas que
incluyen, depresion de la contractilidad, hipertrofia, fibrosis, inflamacién y apoptosis.
Estas alteraciones conducen a un remodelamiento cardiaco que culmina con el
desarrollo de insuficiencia cardiaca congestiva (IC) (Spinale y col., 1994; Valente y col.,
1998; Nakamura y col., 2002).

Actualmente es reconocido que la pérdida de cardiomiocitos producida por apoptosis
es uno de los mecanismos que determinan la progresion hacia la IC (Valente y col.,
1998; Kuramochi y col., 2006) y el deterioro de la funcién contractil. Sin embargo,
hasta el presente no han sido dilucidados los mecanismos subcelulares que
determinan la elevada incidencia de apoptosis en la Taquicardia crdnica.

Estudios recientes sugieren que la taquicardia crénica conduce a un aumento de los
niveles intracelulares de al menos dos segundos mensajeros, potencialmente
proapoptdticas, Ca2+ y especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la activacién de
diversas proteinas proapoptoticas como las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK), p38MAPK y la proteina quinasa Il dependiente de calcio y
calmodulina (CaMKIl) (Palomeque y col., 2004; Heinzel y col., 2006; Kuramochi y col.,
2006). Sin embargo, atn no ha sido examinado si estas sefiales participan en la muerte
celular inducida por taquicardia crénica.

Por otro lado, en modelos celulares de taquicardia inducida por marcapaseo rapido
(MR), se ha demostrado que se activa una via de supervivencia que involucra la
cascada de la PI3K/AKT (Kuramochi y col., 2006). En este trabajo de tesis se investigd
las vias de sefalizacién y los mecanismos subcelulares involucrados en la muerte
celular inducida por taquicardia cronica y se prestd especial atencion al rol que
cumplen el Ca2+, ROS, CaMKIl y p38MAPK asi como la via PI3K/AKT.

A continuacidn se expondran los conceptos generales que dan sustento a la hipdtesis

formuladay a los objetivos propuestos en esta tesis.



CONCEPTOS GENERALES

1. MUERTE CELULAR

La evolucién ha dotado a los organismos pluricelulares de complejos y precisos
mecanismos de control que permiten la regulacion de procesos tan importantes como
proliferacién, diferenciacion y muerte celular, gracias a los cuales los seres vivos
pueden mantener el equilibrio celular interno del organismo u homeostasis de los
tejidos. Durante el proceso evolutivo se han desarrollado mecanismos para la
eliminacion de células anormales, peligrosas u originadas en exceso, para evitar el
efecto perjudicial que éstas pudieran producir en el resto del individuo. Estos
mecanismos participan en procesos tan diversos como el desarrollo embrionario,
morfogénesis, remodelacion tisular o respuesta inmune.

La idea de la existencia de un proceso de muerte celular de origen fisioldgico o
patoldgico fue desarrollada hace mas de 170 afios por Vogt (1842). Sin embargo, hubo
que esperar muchos afios para la aparicion del término “muerte celular programada”,
originado por Lockshin (1964), que hacia referencia a la muerte sufrida por ciertas
células del nematodo Caenorhabditis elegans. Estos investigadores observaron que
algunas células de éste gusano estaban programadas para morirse.

Conjuntamente con la induccion de muerte celular, existe un gran numero de
mecanismos que tratan de rescatar a la célula, reparando o eliminando complejos
moleculares y hasta organelas defectuosas enteras, por autofagia. En caso de no poder
solventar el dafio, la célula entra en una via de muerte donde se pone en juego el
comienzo de una cascada de seializacion de muerte que puede ocurrir por necrosis o
apoptosis.

A continuacion se describirdn los dos grandes mecanismos de muerte celular,
apoptosis y necrosis, ya que las diferencias que exhiben estos dos mecanismos de

muerte celular son bastante claras.



1.1 APOPTOSIS

Al igual que ha sucedido en otros campos de la medicina, en los ultimos afios la
apoptosis ha sido implicada de manera progresiva en la patogenia de numerosas
enfermedades cardiovasculares. La apoptosis es una muerte celular programada
provocada por la misma célula, con el fin de autocontrolar su desarrollo y crecimiento.
La apoptosis se caracteriza por hipereosinofilia y retraccidon citoplasmaticas con
fragmentacion nuclear (cariorrexis) desencadenada por sefiales celulares controladas
genéticamente. La apoptosis tiene una funcidn muy importante en los organismos,
pues hace posible la autodestruccion de las células danadas sin desencadenar
reacciones de inflamacién ni dejar cicatrices en los tejidos. Se pueden diferenciar dos
grandes vias apoptéticas, de acuerdo a donde se originen las sefiales: la via apoptdtica
Tipo I o extrinseca, mediada inicialmente por la superfamilia de los receptores de
muerte, y la Tipo Il o intrinseca, mediada por las mitocondrias (Bishopric y col., 2001).
Cada una de ellas posee una cascada de sefalizacion propia aunque pueden
entrecruzarse entre si a lo largo de sus respectivos segundos mensajeros (Figura 1).

Desde el espacio extracelular, la célula recibe un conjunto de sefiales y factores que
desencadenan una respuesta intracelular. Algunas de estas respuestas son referidas al
crecimiento y a la divisidn, otras, a la muerte. Dentro de la célula existe un conjunto de
moléculas que generan una respuesta apoptdtica y otras que la previenen, siendo el

equilibrio entre estos factores lo que determina la viabilidad de la célula.



Via Via intrinseca Espacio
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Figura 1: Esquema resumido de las vias apoptdticas extrinseca o intrinseca mediada por receptores de

muerte o mitocondrias, respectivamente. Para ambas vias la molécula efectora final es Caspasa3 y

endonucleasas, que median el clivaje de elementos funcionales de la célula.

La via apoptodtica extrinseca o Tipo I (Figura 1) es un sistema mediado por receptor,
gue estd activado por dos superfamilias de receptores: los del factor de necrosis
tumoral (TNF-R1) y los receptores Fas. La unién del ligando a estos receptores induce
su trimerizacion y el reclutamiento de las llamadas moléculas adaptadoras al dominio
de muerte, por ejemplo FADD, TRADD, TRAF y RIP, que son las encargadas de generar
la traduccion de seiiales del receptor activado (Ashkenazi y col., 1998), formando el
complejo de sefializacion inductor de muerte o DISC (Baines y col., 2005). La formacién
de este complejo recluta al iniciador de la via de las caspasas en la via extrinseca, la
Caspasa8. Posteriormente, la Caspasa8, se activa por autoprotedlisis, quien entonces
cliva y activa al efector final de la via de las caspasas, la Caspasa3. Luego de la
activacion de los receptores, se induce la activacién de moléculas efectoras y de
segundos mensajeros, tales como las familias de las Proteinas Kinasas Activadoras

Mitogénicas (MAPK), los miembros de la familia del factor nuclear potenciador de



cadenas livianas kappa de células B activadas (NF-kB) y las quinasas de la familia AKT.
Estos segundos mensajeros son los encargados de activar la expresién y/o fosforilar a
las proteinas efectoras pertenecientes a las familias de proteinas pro o
antiapoptodticas. Estos dos grupos de proteinas generan el mayor control de la via
apoptaética inducida por receptores de muerte. El mecanismo apoptdtico mediado por
receptores de muerte se hace presente en el miocardio y es significativo, en los
procesos donde aumenta la respuesta inflamatoria del mismo (Baines y col., 2005).

La via apoptética intrinseca o Tipo Il es mediada por las mitocondrias. Hasta casi el
final del siglo XX, se consideraba que la funcion exclusiva de las mitocondrias, era
proveer energia a la célula, maximizando la producciéon de la misma a través de la
fosforilacién oxidativa. Alrededor de 1995 se entendid que las mitocondrias tenian una
segunda funcidon crucial: el control de la muerte celular. En la actualidad dicho
concepto se acepta y estd sustentado por multiples evidencias experimentales.

La via intrinseca es la preponderante en cardiomiocitos y es iniciada por estimulos
como la isquemia y reperfusion (Vila Petroff y col., 2007), hipoxia (Webster y col.,
2000) y estrés oxidativo (Zhu y col., 2007). Los estimulos proapoptéticos estimulan la
apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP), provocando la
pérdida de potencial entre las membranas, junto con el extravasado de factores
intramitocondriales hacia el citosol (Crompton y col., 1999). La permeabilizacion de la
mitocondria se produce por la formacién de un poro entre las membranas propias de
la organela, evento mediado por el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) en la
membrana externa, la adenosina nucledtido translocasa (ANT) en la membrana interna
y la ciclofilina—D perteneciente a la matriz mitocondrial de la organela (Crompton y
col., 1999; Zamzami y col.,, 2001). La permeabilizacién de la mitocondria libera un
notable nimero de proteinas que facilitan la sefial apoptdtica, como citocromo-C
(CitC), Smac/DIABLO, endonucleasa G (EndoG) y factor inductor de apoptosis (AlF),
entre otros. El CitC liberado se une con la proteina citoplasmdatica cofactor-1
apoptotico activador de proteasa (Apafl) y reclutan a Caspasa9, induciendo su
activacion; complejo denominado Apoptosoma (Bishopric y col., 2001; Adrain y col.,
2001). El Apoptosoma induce la activacién de Caspasa3, el efector final de la via de las
caspasas. El complejo Smac/DIABLO facilita esta activacién de caspasas (Verhagen y
col., 2002) ya que secuestra proteinas inhibitorias de caspasas; mientras que EndoG y
AiF liberadas desde la mitocondria son translocadas al nucleo, y son ellas directa o
indirectamente quienes facilitan la degradacion del ADN (Bahi y col., 2006). Por su
parte, Caspasa3 activada como efectora final de la via intrinseca o extrinseca actuard
clivando o facilitando la degradacion del aparato contractil, todo contenido citosdlico y

la degradacién del material nucleico.



La familia MAPKs cumple un rol importante en la regulaciéon de apoptosis mediada por
las mitocondrias. En esta familia se incluyen las proteinas quinasas de regulacion
extracelular ERK, JNK y de nuestro interés p38 MAPK, entre otras. Se ha demostrado
gue la sefalizacién de p38MAPK promueve la muerte celular (Sarkar y col., 2002;
Porras y col.,, 2004) y su actividad aumenta en un modelo de marcapaseo répido
(Kuramochi y col., 2006). Algunas de las MAPKs interaccionan con miembros de la
familia de proteinas Bcl2 en los eventos apoptéticos mediados por mitocondrias. Como
inductores de la apoptosis, las MAPKs pueden inducir la activaciéon de Bax mediada por
JNK, y como respuesta antiapoptética ERK puede activar AKT quien inhibe a Bad y
estimula ARC (dominio de reclutamiento de caspasas) e IAPs (péptido inhibidor de
apoptosis) (Bishopric y col., 2001).

Otra molécula involucrada en la muerte celular bajo condiciones patolégicas, es la
activacion crénica de CaMKIl que juega un rol proapoptoético (Zhang y col., 2004). De
hecho, se ha demostrado que la activacion de CaMKIl hace de intermediario comun
para diversos estimulos proapoptdticos induciendo apoptosis en células cardiacas (Zhu
y col., 2007).

Durante la apoptosis ocurre un gran numero de reacciones enzimaticas, digestién de
proteinas y eventos de oxidaciones locales, que producen focos de acidificacion. En
estos focos se produce la permeabilizacién local de lisosomas sosteniendo la acidez
alcanzada, haciendo activas en parte, a las enzimas lisosomales quienes también
terminan degradando los componentes del citosol. La acumulacién de protones genera
un descenso del pH a valores 6,6-6,9. Durante este proceso de acidificacion celular se
produce la activacion de ADNasas acidas, activadas a este rango de pH. Durante el
proceso apoptodtico, los lisosomas pueden permeabilizarse y liberar un gran nimero de
hidrolasas acidas (fosfatasas, nucleasas, proteasas, glicosilasas, peptidasas, sulfatasas,
lipasas, catepsinas, entre otras), capaces de digerir una enorme cantidad de
macromoléculas. Algunos autores proponen este evento de permeabilizacién de la
membrana lisosomal (LMP) como el disparador de apoptosis (Kirkegaard y col., 2009;
Schneider y col., 2004).

Con la activacién de Caspasa3 se sucede un conjunto de clivajes mediados por la
proteasa activa. El dUltimo de los eventos apoptdticos que se produce en el citosol es la
degradacion del citoesqueleto dirigida por Caspasa3 y otras proteasas inespecificas
(Torgerson y col., 1998), esto genera un fenotipo propio del evento apoptdtico que
representa la formacién de vesiculas con el contenido intracelular parcialmente
digerido.

En el sistema cardiovascular la apoptosis puede ser parte del proceso de renovacion,

pero por defecto de mitosis o exceso de muerte celular, puede constituir un proceso



patolégico (Mallat y col., 1996; Colucciy col., 1996).

En el ventriculo derecho ocurre una remodelacion fisioldgica luego del nacimiento
cuando ya no tiene que cumplir con la funcion hemodindmica intrauterina (Colucci y
col., 1996). Una cantidad importante de células de ese ventriculo mueren de manera
programada después del nacimiento. Esto suele durar apenas unos dias, pero en
ciertas condiciones se prolonga indefinidamente y ocurre la denominada
miocardiopatia de Uhl, caracterizada por una dilatacion extrema del ventriculo
derecho con la consecutiva insuficiencia ventricular derecha (McKenna y col., 1994;
Narula y col., 1996).

Otra enfermedad relacionada con la enfermedad de Uhl, en la que también se ha
demostrado apoptosis, es la displasia arritmogénica del ventriculo derecho (McKenna
y col.,, 1994; Mallat y col., 1996), en la que la infiltracidn fibrética que sustituye al
cardiomiocito apoptdtico, crea el sustrato para arritmias potencialmente letales
(Mallat y col., 1996).

Por otro lado, se ha visto que constantemente ocurre apoptosis miocdrdica tanto en
organos diana de ratas hipertensas (Hamet y col., 1995) como durante la remodelacién
cardiaca que ocurre en el tejido aparentemente sano después de un infarto del
miocardio (Kajstura y col., 1996).

Por otra parte, se ha demostrado que en la taquicardia crdnica se activa la cascada
apoptaética (Kuramochi y col., 2006) y que esta alteracién junto a otras conducen a un
remodelamiento cardiaco que culmina con el desarrollo de la insuficiencia cardiaca
congestiva (IC) (Spinale y col., 1994; Valente y col., 1998; Nakamura y col., 2002).
Existen multiples factores que durante la taquicardia crénica pueden promover la
apoptosis (Colucci y col., 1997), entre ellos, en un modelo de marcapaseo rapido (MR)
se observd un aumento en los niveles intracelulares de al menos dos segundos
mensajeros potencialmente proapoptdticos, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
Ca2+ (Palomeque y col., 2004; Heinzel y col., 2006), Sin embargo, aun no se ha
determinado si estas senales median la muerte celular inducida por MR.

En resumen, la apoptosis es un proceso complejo y con muchos mecanismos de
activacion y contrarregulacién, las intervenciones que se realicen para su modulacién
pueden estar sometidas a multiples efectos colaterales o secundarios que las pueden
hacer menos efectivas. Por ello, sélo una investigacion sistematica de los mecanismos
de modulacién de la apoptosis permitird definir las posibilidades reales de intervencién
terapéutica en las enfermedades cardiovasculares (Hajjar y col., 2000; Fernandez-Sol3
y col., 1999).

La ejecucion del presente proyecto nos permitira determinar el papel, significado y vias

de senalizacion involucradas en la apoptosis inducida por taquicardia crdnica asi como



establecer moléculas blanco para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
destinadas a prevenir el deterioro de la funcién contractil asociada a patologias como
la taquicardia supraventricular paroxistica y el remodelamiento adverso asociado con

la insuficiencia cardiaca congestiva.

1.2 NECROSIS

La necrosis es un proceso de muerte celular rapida e irreversible que ocurre cuando las
células son severamente dafiadas. A diferencia de la apoptosis es un mecanismo que
no requiere energia. Se caracteriza por el hinchamiento de la célula y sus organelas,
con la consecuente ruptura de la membrana y la lisis celular. El vaciamiento del
contenido citoplasmatico al espacio extracelular genera una respuesta inflamatoria,
gue causa un dafio del medio circundante y muerte de las células vecinas. En muchos
estudios de isquemia y reperfusién o en muestras obtenidas de corazones humanos
con infarto agudo de miocardio se ha descripto muerte celular por necrosis (Kajstura y
col., 1996; Guerra y col., 1999). Sin embargo en estos modelos también se ha descripto
muerte celular tanto por necrosis, como por apoptosis (James y col., 1996; Vila Petroff
y col., 2007). Una hipdtesis que podria explicar la coexistencia de necrosis y apoptosis
luego de la isquemia/reperfusién seria que el dafio producido por isquemia
desencadenaria apoptosis, pero si la isquemia se prolonga y la produccién de energia
no es restaurada (dado que la apoptosis es un proceso que requiere ATP), se
produciria un insulto mayor tal que desencadenaria necrosis, (Gill y col., 2002). Hasta
el momento no se encuentran evidencia de la presencia de necrosis inducida por

taquicardia crénica.
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Figura 2: Esquema de las diferencias celulares entre los procesos de apoptosis y necrosis.

Apoptosis Necrosis
Condensacion nuclear Si No
Respuesta inflamatoria No Si
Fagocitosis No Posible
Edema celular No Si
Volumen celular Disminuido | Aumentado
Rotura del ADN Ordenada Al azar
Lisis y liberacion de material No Si
citoplasmatico Fragmentada Lisada
Membrana celular Si No
Gasto energético Si No
Activacion de proteasas Parcial No
Capacidad de regresion Lenta Réapida
Cronologia de los cambios

Figura 3: Principales diferencias entre los procesos de apoptosis y necrosis celular.



2. p38MAPK

Las proteinas quinasas activadas por mitéogeno (MAPK) son una familia de serina-
treonina (Ser/Thr) quinasas que deciden el destino de procesos celulares tan
importantes como el crecimiento celular, proliferacién, muerte y diferenciacion en
respuesta a una serie de estimulos (Pearson y col., 2001). Entre los miembros de la
familia MAPK, los mitégenos y factores de crecimiento frecuentemente activan la ruta
ERK1/2, mientras que el estrés y procesos inflamatorios constituyen el principal
desencadenante de la cascada de JNK y p38MAPK, algunas veces referidas como
“proteinas quinasas activadas por estrés”. Por tanto, median respuestas a choques
osméticos, citoquinas inflamatorias y otras agresiones frecuentemente asociadas con
decisiones de supervivencia y apoptosis (Nebreda y col., 2000).

Las cascadas de sefializacion de las MAPKs se organizan en médulos individuales, que
se inician por estimulos extracelulares a través de distintos receptores y mediadores.
La activacién de una MAPK se consigue a través de una cascada lineal de sefalizacion
en la cual signalosomas asociados a membrana activan una MAPK quinasa quinasa
(MAP3K) que fosforilan y activan una MAPK quinasa (MAPK2). Esto se traduce en una
fosforilacion dual de las MAPKs en un dominio de tres aminoacidos conservado, Thr-X-
Tyr, y en un incremento en la actividad catalitica de la MAPK. Las MAPKs fosforilan
residuos de Ser/Thr seguidos por una prolina de sustratos nucleares y citosdlicos que
incluyen importantes factores de transcripcién y diferentes efectores. Estos entonces
impactan sobre el programa genético celular o el control de decisiones de proliferacién
como es el caso del mddulo ERK, sobre apoptosis o diferenciacion como es a menudo
el caso de las rutas de JNK y p38MAPK, y sobre otras funciones citosdlicas que incluyen
migracién celular, hipertrofia, transduccién sensorial, respuestas metabdlicas y
muchas otras (Shiy col., 2006).

La p38MAPK es activada por MAPKKs, que incluyen MKK3:, MKK6, y JNKK1, que
fosforilan con especificidad dual los motivos TGY (residuos de treonina 180 y tirosina
182). Los efectores de la familia p38MAPK incluyen factores de transcripcion (ATF-2,
Elk-1, CHOP/Gadd15), Max, MEF2C) y enzimas (MAPKAP quinasa). La ruta MAP3K de
p38MAPK puede incluir Tak1, Ask1, y MLK (Nemoto y col., 1998).

La ruta p38MAPK juega un papel importante en apoptosis. Se ha demostrado que
muchas senales apoptéticas estimulan la actividad de p38MAPK y que esta activacion
se correlaciona fundamentalmente con la induccidon de apoptosis en varios tipos

celulares. (Duckett y col., 1999; Huang y col., 1999; Sanchez-Prieto y col., 2000)
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2.1 Estructura y funcion de p38MAPK

p38MAPK pertenece a una familia de proteinas serina-treonina quinasa que fue
descubierta en el afio 1994 (Han y col., 1994) debido a su fosforilacion en respuesta a
endotoxinas y choque osmatico, y por poseer una alta homologia con una proteina
HOG1 descrita en Saccharomyces cerevisae (Brewster y col., 1993).

La familia de p38MAPK estd compuesta por 4 isoformas. Las isoformas p38MAPKa
(SAPK2A) y p38MAPKP (SAPK2B) (Han y col., 1994) son los componentes mayoritarios y
se expresan en todos los tejidos de una forma ubicua en el caso de modelos murinos.
La isoforma p38MAPKy (SAPK3/ERK6) (Lechner y col., 1996; Li y col., 1996; Cuenda y
col., 1998) tiene una expresién preferente en musculo y por ultimo, la isoforma
pP38MAPKS (SAPK4) se expresa mayoritariamente en pulmén y rifidn (Jiang y col., 1996;
Kumar y col., 1997). En el caso de la especie humana, aunque el patron de expresion
de las diferentes isoformas varia dependiendo del tejido en el que se encuentren, la
expresion de las isoformas a, B son ubicuas mientras que la expresiéon de la isoforma y
se da en musculo esquelético (Li y col., 1996; Court y col., 2002), corazén, pulmén,
timo y testiculo. Por ultimo la expresion de la isoforma 6 se expresa en pulmon,
pancreas, intestino delgado, rifidn, testiculo y epidermis (Kumar y col., 1997; Dashti y
col., 2001).

2.2 Localizacion celular y caracterizacion de p38MAPK

La localizacién celular de la proteina p38MAPK es un tema controvertido ya que en
células quiescentes no queda claro lo que ocurre tras ser estimulada. Existen
evidencias de que p38MAPK se transloca al nucleo tras su activacion (Raingeaud y col.,
1995), aunque hay otra serie de evidencias que demuestran que tras su activacion se
encuentra tanto en el nicleo como en el citoplasma (Ben-Levy y col., 1998).

El estudio cristalografico de las MAPKs ha permitido resolver la conformacién del sitio
catalitico, el cual descansa en un bolsillo entre dos dominios, uno constituido por los
residuos del extremo N-terminal mas una cadena hacia el extremo C-terminal, lazo 16
(L16) y el otro compuesto por los residuos del extremo C-terminal. Estos dominios
estan conectados por un eje de cadena Unica que esta centrado alrededor de la Gly-
110 en p38a (Gly-113 en p38y) (Bellon y col., 1999). L16 puede estar contribuyendo al
control de la relacién entre los dos dominios que son relativamente rigidos. Thr-180 y

Tyr-182 estan localizados en un “borde de activacién” flexible que guarda el sitio
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activo, una fosforilacion dual induce al lazo moverse hacia abajo para que el sustrato
tenga mejor acceso y que los dominios N- y C-terminal giren como cuerpos rigidos
sobre el eje, lo cual altera la conformacién del sitio catalitico hacia un estado mas
activo (Canagarajah y col., 1997; Bellon y col., 1999). El dominio acidico comun de
acoplamiento (CD) esta compuesto por tres residuos cercanos de acido aspartico: Asp-
313, Asp315 y Asp316 (Tanoue y col., 2001), que se situan en el L6 cerca de Tyr-323
interacciona con los dominios de acoplamiento (D) de MAPKKs, inhibidores de
fosfatasas y proteinas del esqueleto y distintos sustratos que consisten en dos o mas

residuos basicos.

Dominio Y323
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Figura 4: Representacion del esqueleto peptidico de p38MAPK (modificado de Mittelstadt y col., 2005).

2.3 Activacion

Dentro de las MAPKKK responsables de la activacién de p38MAPK, podemos destacar
MTK1, MLK2, MLK3, DLK, ASK1 y TAK1l. Cuanto mdas subimos en la cascada de
transduccion de sefiales menor es la especificidad de la activacidon. Dentro de las

MAPKK, la activacién de p38MAPK se da gracias a dos activadores fundamentales que
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van a ser MKK6 y MKK3 (Derijard y col., 1995; Raingeaud y col., 1995). Cabe resaltar
gue el activador MKK6 es capaz de activar todas las isoformas de p38MAPK, no asi el
activador MKK3 que sélo activa la isoforma B (Enslen y col., 1998; Hale y col., 1999).
Estudios in vitro demuestran que aunque MKK4 activa preferentemente a JNK es capaz
de contribuir a la activacion de p38MAPK (Derijard y col., 1995; Doza y col., 1995; Lin y
col., 1995; Brancho y col., 2003), al igual que pasa in vivo en algunas células
inflamatorias (Moriguchiy col., 1997; Ono y col., 2000).

Recientemente se ha observado que también puede darse una activacion de p38MAPK
independiente de MKKs, como la que se da en respuesta a ciertos receptores de
membrana como es el caso del receptor de TNFa (Ge y col., 2002; Ge y col., 2003).
Otras de las activaciones independientes de MKKs descrita, es la mediada por TAB1, la
cual provoca una autofosforilacion de p38MAPK capaz de activar a la proteina y con
ella activar a sus sustratos (Ge y col., 2002; Tanno y col., 2003; Ohkusu-Tsukada y col.,
2004).

Otro de los factores importantes a la hora de activar la ruta de p38MAPK, es la
presencia en la célula de moléculas adaptadoras capaces de acercar las proteinas
guinasas para favorecer su fosforilacién.

Asi mismo, las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden activar a p38MAPK (Wenzel
y col., 2001), y de hecho p38MAPK ha sido propuesta como sensor de ROS. Por otro
lado, recientes evidencias experimentales sugieren que p38MAPK puede ser activada
por CaMKII (Takeda y col., 2004; Nguyen y col., 2004; Gardner y col., 2005).

2.4 Desactivacion

Las MAP quinasas fosfatasas (MKP) son un grupo de proteinas capaces de desactivar
(retirar los grupos fosfato) a las MAPKs, estableciendo el fin de la funcién que venia
desempeiiando (Keyse y col., 1995; Watanabe y col., 2001). Cabe destacar que las
fosfatasas especificas de serinas/treoninas como son PP2A y PP2Ca, especificas de
p38MAPK (Takekawa y col., 1998; Keyse y col., 2000; Tamura y col.,, 2000). Los
mecanismos por los que las isoformas de p38MAPK son reguladas de forma diferencial,
dependen de los niveles de fosfatasas y también de su especificidad (Zarubin y col.,
2005).
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2.5 Funcion de p38MAPK

Dada la variedad de sustratos capaces de activarse por p38MAPK no es de extrafar
gue esta familia esté implicada en diversas funciones celulares. La participacion de
p38MAPK en procesos inflamatorios fue una de las primeras funciones atribuidas a
esta molécula, gracias a su implicacion en la sefalizacion de la activacion de TGF-B
(Kulasekaren vy col., 2009).

p38MAPK, también ha sido implicada en la regulacién del ciclo celular, debido a la
accién que ejerce esta proteina en los diferentes puntos de control de dicho ciclo
(Ambrosino y col., 2001; Molnary col., 1997; Wang y col., 2000).

Otra funcién destacada de p38MAPK estd relacionada con la transmisidn de sefales
como respuesta a diferentes agentes que danan el ADN, como seria el caso de la
utilizacion de agentes quimioterapeuticos tales como el Taxol o la Vincristina (Lee y
col., 1998; Deacon y col.,, 2003), o la exposicion a diversas radiaciones como la
ionizante (Verheij y col., 1998), o la ultravioleta (Raingeaud y col., 1995; Hazzalin y col.,
1996; Brancho y col., 2003). Esta sefializacidon culmina en muchos casos en un proceso
de apoptosis, la cual es mediada en la mayoria de los casos por la fosforilacion de p53
(Duckett y col., 1999; Huang y col., 1999; Sanchez-Prieto y col., 2000).

Parece claro que la decisién de la entrada en apoptosis en respuesta a diferentes
agentes de estrés, puede estar mediada por el balance entre las rutas de ERK y
p38MAPK que sera el que determinara que la célula continte viviendo o muera (Xia y
col., 1995; Berra y col., 1997; Berra y col., 1998).

El uso de inhibidores de caspasas es capaz de revertir la activacion de p38MAPK en
apoptosis, sugiriendo su control sobre p38MAPK (Cahill y col.,, 1996; Fernandes-
Alnemri y col., 1996; Henkart, 1996; Huang y col.,, 1997). Sin embargo, la
sobreexpresién del dominante positivo MKK6b puede también inducir la actividad
caspasa y la muerte celular infiriendo que p38MAPK puede intervenir en apoptosis
tanto regulando la actividad de caspasas como siendo regulada por caspasas (Ziegler-
Heitbrock y col., 1992; Cardone y col., 1997). El papel de p38MAPK es muy diferente
dependiendo del tipo celular y del estimulo aplicado. Mientras que la activaciéon de
p38MAPK se ha visto que promueve la muerte celular en algunas lineas celulares, en
otras aumenta la supervivencia, la proliferaciéon, o la diferenciacidon (Zarubin y col.,
2005). Por otro lado, se ha demostrado que la sefializacion de p38MAPK promueve la
muerte celular (Sarkar y col., 2002; Porras y col., 2004).

Kuramochi y colaboradores en un modelo de cardiomiocitos aislados sometidos a

marcapaseo eléctrico rdpido, observaron que la elevada frecuencia de estimulacién
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promueve apoptosis e induce la activacién de MAP quinasas (MAPK) entre ellas la
p38MAPK (Kuramochi y col., 2006). Consistentemente, en un modelo in vivo de
insuficiencia cardiaca inducida por marcapaseo rapido, el grupo de Heusch vy
colaboradores demostraron que estaba aumentada la apoptosis y la actividad de
p38MAPK (Schulz y col., 2003). A pesar de que la actividad proapoptética de p38MAPK
ha sido bien establecida (Baines y col., 2005), en estos trabajos solo se mostraba una
correlacién positiva entre el aumento de apoptosis y la activacion de p38MAPK
(Kuramochiy col., 2006; Schulz y col., 2003).

Por otra parte, Palomeque y colaboradores demostraron que la administracién crénica
de Angiotensina Il promueve apoptosis por una via que no involucra un aumento de
Ca2+ intracelular pero requiere a CaMKIl, concluyeron que la Angiotensina Il
aumentaba la produccion de ROS, resultando en la activacién crénica de CaMKIl que a
su vez promovia la activacion de la p38MAPK que actuaba como efector final de la
cascada apoptética (Palomeque y col., 2009). Teniendo en cuenta que el marcapaseo
rdpido también aumenta el estrés oxidativo (Heinzel y col.,, 2006; Yamamoto y col.,
2006) y activa a CaMKII (Wagner y col., 2011). Estos resultados sugieren que una via
similar de activacion de CaMKIl por ROS y la consecuente activacién de p38MAPK
podria estar involucrada en apoptosis inducida por taquicardia crénica. Sin embargo, si
esta via de sefializacion es operativa en apoptosis inducida por taquicardia crénica aun

no ha sido evaluado.
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3. CaMKil

3.1 Estructura y funcion

El calcio (Ca+2) se encuentra formando parte de numerosas vias de sefalizaciéon en
diferentes tipos celulares actuando como segundo mensajero. En algunos tipos
celulares el Ca+2 induce la modulacién de las quinasas dependientes de Ca+2 y
calmodulina (CaMKs). Dentro de esta familia de quinasas se presentan CaMKI, CaMKIV
y CaMKII (Schulman y col., 1978). Esta ultima es una serina-treonina quinasa de amplia
distribucidn, codificada por cuatro genes separados (a, B, y y 6). Las isoformas a y B
predominan en tejido nervioso, en tanto que la isoforma P se presenta
predominantemente en el tejido muscular esquelético y las isoformas y y & se
distribuyen en el resto de los tejidos (Schulmany col., 1978).

En el tejido cardiaco predomina la isoforma & (Schulman y col., 1978), la cual presenta
dos variantes de corte y empalme: 6¢ que es citosdélica y 6z nuclear (Brauny col., 1995;
Mishra y col., 2011). En la mayoria de los tejidos, CaMKII existe como un oligdmero de
entre 8 y 12 subunidades. Cada uno de estos monémeros posee un peso de 50kD con
aproximadamente 480 aminodcidos de extension. Cada mondmero estd compuesto
por tres dominios con funciones especificas (Figura 5): un dominio con funcion
catalitica, cercano al extremo N-terminal, uno con funcién regulatoria en la regién
media, en donde se encuentra el sitio de unién al complejo calcio/calmodulina
(Ca+2/CaM) y donde se encuentran los sitios susceptibles de fosforilacién y oxidacidn,
de gran importancia para el mantenimiento de la actividad de la quinasa (Shwover y
col., 1986; Erickson y col., 2008), y un tercer dominio cercano al extremo C-terminal,
gue es un dominio de asociacion variable, que permite a los monémeros de CaMKII
asociarse entre si o formar diversos complejos moleculares (Couchonnal y col., 2008).
El dominio catalitico se encuentra reprimido por el dominio regulatorio ya que se
asocian por plegamiento de la molécula sobre si misma (ver Figura 6), impidiendo que

el complejo Ca+2/CaM se una al sitio regulatorio.
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Figura 5: Esquema lineal representativo de la molécula CaMKIl (consenso de las isoformas
mencionadas). En azul, el dominio catalitico, en rojo, el regulatorio y el de asociacién en verde. El sitio
fosforilable se representa con una P, con O, el sitio oxidable y con lineas negras, las regiones variables
por corte y empalme. (Figura modificada de Couchonnal & Anderson, PHYSIOLOGY, 2008).

3.2 Activacion

El proceso de activacion de CaMKIl es el siguiente (ver Figura 6): el complejo de cuatro
iones de Ca2+ intracelular unidos a calmodulina (CaM) se fija al dominio regulatorio de
CaMKIl, provocando la “apertura” o despliegue de la molécula, desreprimiendo el sitio
catalitico, el cual queda expuesto al ATP y los sustratos.

La CaMKIl activada puede fosforilar distintos sustratos y ademds a los monémeros
contiguos (autofosforilacion). La autofosforilacion tiene lugar en los residuos
Thr286/287 (treonina, la numeracién depende de la isoforma). La fosforilacion de este
residuo no es esencial para la activacion de la quinasa, pero tiene importantes
consecuencias. La autofosforilacion del residuo Thr286 aumenta la afinidad del
complejo Ca+2/CaM por CaMKIl, unas 1000 veces (Griffith y col., 2004); ademas dicha
fosforilacién impide la reasociacién con el dominio catalitico. Como resultado, la
fosforilaciéon del residuo Thr286 permite una actividad persistente de CaMKIl aun
después de la disociacién del complejo Ca+2/CaM (Couchonnal y col., 2008) (Figura
6A). Esta es la forma candnica de regulacién de la quinasa, por activacion por Ca2+,
autofosforilacion y desfosforilacidon por fosfatasas (Schulman y col., 1978; Couchonnal
y col., 2008), fundamentalmente la fosfatasa tipo 1 (PP1). Esta liberacion del grupo
fosfato en la posicion Thr286 permite que la quinasa vuelva a su estado inactivo inicial

por autoinhibicion (Figura 6A).
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Figura 6: A Esquema representativo de la activacién candnica de un dimero de CaMKIl. Luego de la
union del complejo Ca2+-CaM, se produce la activacion de la quinasa dependiente de Ca2+/CaM (1°).
Esta activacion puede ser sostenida por autofosforilacion, luego de la cual no es requerida la asociacion
de Ca+2/CaM (2°y 3°).

B Esquema representativo del mantenimiento de la activacion de CaMKIl en presencia de niveles altos de
ROS. La oxidacion de los residuos Metionina 281/282, previa activacion por Ca+2/CaM (12), mantiene
desplegada a la quinasa y sostiene su activacion, de la misma manera que lo hace la fosforilacion del
sitio Thr286/287 (22 y 39). (Figura modificada de Couchonnal & Anderson, PHYSIOLOGY, 2008).

3.3 Otras formas de activacion

Un hallazgo importante respecto a la activacion de la CaMKII, fue el realizado por el
grupo del Dr. Anderson de la Universidad de lowa, USA, que describieron la activacion
sostenida de CaMKII por las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Erickson y col., 2008).
Mas recientemente, un estudio de nuestro laboratorio revelé que las ROS reducen la
sensibilidad al Ca2+ de CaMKII permitiendo que se active aun a niveles subfisiolégicos
de Ca2+ intracelular (Palomeque y col., 2009).

Los niveles elevados de ROS causan una modificaciéon oxidativa del par de residuos
Met281/282 (metionina281/282) en el dominio regulatorio de CaMKIl, bloqueando la
reasociacion con el dominio catalitico y preservando de esta manera la actividad de la
guinasa a través de un mecanismo similar y paralelo al de autofosforilacién del sitio
Thr286; para ello es necesario previamente la presencia del complejo Ca+2/CaM que

permita el despliegue de la molécula (ver Figura 5B).
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Por otra parte, experimentos in vitro en diferentes tipos celulares demostraron la
posibilidad de activacion de CaMKIl mediada por PKC (Waxham y col., 1993), TNFa y
radiacidn ultravioleta (Wright y col., 1997) y recientemente se ha descripto una forma
alternativa de activacion de CaMKIl mediada por 6xido nitrico (Gutierrez y col., 2013;
Currany col., 2014).

En el corazén, CaMKIl cumple una funcién fisioldgica regulando el AEC pero mas
recientemente numerosos trabajos han destacado la relevancia de CaMKIl en diversas
situaciones patolégicas (Grueter y col., 2007). En este contexto, ha sido demostrado
gue la expresién de CaMKII se halla aumentada en insuficiencia cardiaca (IC) (Hoch y
col., 1999) y que su sobreexpresion experimental es capaz de inducir IC (Zhang y col.,
2004). CaMKIll ha surgido como una molécula inductora de arritmias, apoptosis y
necrosis (Zhu y col., 2007; Said y col., 2011; Sag y col., 2009; Vila Petroff y col., 2007;
Sapia y col., 2010). Ademas, resultados de nuestro laboratorio demuestran que CaMKII
media los efectos téxicos de los digitalicos al promover la aparicion de apoptosis y
arritmias (Sapia y col.,, 2010; Gonano y col.,, 2011). En el siguiente apartado

detallaremos algunas de sus acciones fisioldgicas y patolégicas mas estudiadas.

3.4 CaMKIl en condiciones fisiologicas

Los requerimientos fisioldgicos de CaMKIl en condiciones basales resultan dificiles de
discernir ya que ratones transgénicos que carecen de la isoforma mas importante de
CaMKIl en el corazon (CaMKII§) (Backs y col.,, 2009) y ratones con expresiéon de un
péptido inhibitorio de CaMKIl a nivel del miocardio, no presentan alteraciones
significativas en la funcién ventricular basal y en los diferentes parametros del
acoplamiento exitocontractil (AEC) (Zhang y col., 2005). Estos hallazgos no indican sin
embargo la ausencia de efectos de CaMKII en condiciones basales, ya que en dichas
condiciones es posible detectar activacién de la quinasa (fosforilacion del residuo
Thr286). En cambio es posible visualizar claramente el efecto de CaMKII sobre distintos
parametros del AEC, una vez que la quinasa ha sido activada.

CaMKIl se activa en respuesta a sefiales generadas a través de los receptores
acoplados a proteina-G (GPCR): 1. Receptores al-adrenérgicos, receptores de
endotelina y Angiotensina Il, que inducen el acoplamiento de los GPCR a la proteina
Gq. Este efecto podria ocurrir a través de la liberacion de Ca+2 de los depdsitos

perinucleares sensibles a IP3 (inositol trifosfato) (Wu y col., 2006) o por un aumento de
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Ca+2 intracelular a través de los canales de Ca+2 o del intercambiador sodio/calcio
(NCX) (lwamoto y col, 1996). 2. Receptores B-adrenérgicos (B-AR) acoplados a GPCR
estimulatoria, Gs. La activacién de estos receptores forma AMP ciclico (AMPc)
(derivado de la adenilato ciclasa), activan a PKA que resulta en un aumento del Ca+2
intracelular que activa a CaMKIl (Mundifia-Weilenmann y col., 1996; Lindemann y col.,
1985). La estimulacion B (ej. Isoproterenol), produce ademas la activacién de CaMKI|
indirectamente, a través del factor de intercambio de nucledtido de guanina, (Epac),
una proteina directamente activada por AMPc (Cazorla y col., 2009). 3. CaMKIl ha sido
propuesta como moduladora del efecto inotrdpico positivo y relajante que se
producen al aumentar de forma aguda la frecuencia de estimulacion, fendmeno de la
escalera positiva (Valverde y col., 2005; De Santiago y col., 2002).

La activacion de CaMKIl modula a través de la fosforilacién, varias proteinas
involucradas en el manejo del Ca+2 intracelular y el AEC, incluyendo a los canales de
calcio (receptores de rianodina, RyR) (Ferrero y col.,, 2007), fosfolamban (PLB)
(Mundifia-Weilenmann y col., 1996; Lindemann y col., 1985; Simmerman y col., 1986),
y los canales de Ca+2 tipo L (Anderson y col., 1994), con multiples consecuencias
funcionales.

El RyR, es fosforilado por CaMKIl fundamentalmente en el sitio Ser2814 (serina2814)
(Ferrero y col., 2007; Wehrens y col., 2004). Aunque el significado funcional de este
sitio es discutido, se ha demostrado que la fosforilacion del sitio Ser2814 por CaMKII
durante la estimulacion RB-adrenérgica favorece la liberacion de Ca+2 por el reticulo
sarcoplasmatico (RS), contribuyendo por lo tanto al efecto inotrépico positivo de esta
estimulacién (Ferrero y col., 2007). Por otra parte, CaMKIl puede fosforilar a PLB en el
sitio treonina 17 (Thrl7). Esta proteina en su estado desfosforilado inhibe a la bomba
de Ca2+ del RS (SERCA) y cuando se fosforila se libera dicha inhibicion aumentando la
velocidad de retoma de Ca2+ por la bomba de esta manera, la fosforilacién de PLB
contribuye al efecto relajante de la estimulacién R-adrenérgica y por lo tanto al
aumento de Ca+2 en el RS y al efecto inotrdpico positivo de la estimulacién simpatica
(Mundifia-Weilenmann y col., 1996). Respecto a los canales de Ca+2 de tipo L, CaMKII
activa a la ICa (corriente de facilitacion de Ca2+). Funcionalmente esta facilitaciéon
consiste en una escalera positiva de /Ca, en la que la amplitud de la misma aumenta y
la inactivacién se enlentece a lo largo de una serie de pulsos de estimulacion
(Anderson y col., 1994; Hudmon y col., 2005). Es decir, la actividad de CaMKIl es
importante en la regulacién de actividades fisiolégicas mediadas por Ca+2, como por
ejemplo la respuesta de lucha y huida frente a la estimulacion simpatica. Ademas de
los ya mencionados canales de Ca+2, CaMKII puede fosforilar otros canales tales como

los canales de sodio (Wagner y col.,, 2006) y de potasio (Wagner y col., 2009). El
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impacto integrado de estas acciones de CaMKII sobre las propiedades del potencial de
accién (tales como configuracion, duracién, etc), resulta complejo. Por ejemplo, la
activacion de CaMKIl aumenta la /ICa y la corriente tardia de sodio, acciones que
tienden a prolongar la duracidon del potencial de accién; pero ademds también
aumenta ciertas corrientes de potasio que tienden a acortar la duracion del mismo. Los
cambios dependientes de CaMKIl pueden impactar en el potencial de accién del
cardiomiocito y producir arritmias.

En las ultimas décadas el conocimiento sobre la funcién de CaMKII a nivel cardiaco ha
progresado enormemente, resultando en un mejor entendimiento de su estructura,
funcion y papel fisiolégico (Maier y col., 2007). El gran interés en CaMKII deriva de que
su actividad depende, al menos en parte, de los cambios en el Ca2+ intracelular, de
modo que los aumentos de Ca2+ intracelular que ocurren durante el aumento de la
frecuencia de estimulacidon promoverian su activacién. Asi, CaMKIl ha sido propuesta
como moduladora del efecto inotrépico positivo y relajante que se producen al
aumentar de forma aguda la frecuencia de estimulacién (Valverde y col., 2005; De
Santiago y col., 2002). Este fenédmeno, llamado fendmeno de la escalera positiva es
uno de los mecanismos fundamentales que contribuyen a la regulacion de la

contraccion y relajacidon miocdrdica en adicidn al control neuroenddcrino.

3.5 CaMKII en situaciones patolégicas

En condiciones patoldgicas CaMKIl aparece como una importante sefial de
enfermedad. La actividad de CaMKII estd aumentada en la enfermedad cardiaca donde
puede contribuir, a través de una alteracion en el AEC al desarrollar arritmias,
hipertrofia patolégica y muerte celular en diferentes situaciones tales como la
insuficiencia cardiaca, isquemia/reperfusion y estimulacidon con Angiotensina Il (Maier
y col., 2012).

Por ejemplo, el aumento en la fosforilaciéon por CaMKIl de los canales de RyR del
reticulo sarcoplasmatico (RS) aumenta la liberacién de Ca+2 durante la didstole
(“chispas” de calcio) que puede inducir una liberacién de Ca+2 desde los canales
vecinos generando una onda de calcio. Este Ca+2 se extruye por el NCX aumentando la
entrada de Na+ (sodio) y originando una despolarizacién de la membrana celular
(despolarizacién tardia, DADs), que si llega al umbral, provoca un latido prematuro
(Couchonnal y col.,, 2008; Maier y col., 2012; Pogwizd y col.,, 2001) (Figura 7). El

aumento de la pérdida de Ca+2 en didstole puede ser responsable no sdlo de arritmias

22



sino, al menos en parte, de la pérdida en la contractilidad, como ocurre en la
insuficiencia cardiaca y de apoptosis/necrosis, ya que el Ca+2 perdido del RS podria
sobrecargar a la mitocondria gatillando asi la cascada apoptdtica (Salas y col., 2010; Di
Carloy col., 2014).
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Figura 7: Esquema representativo del efecto de la sobreactivaciéon de CaMKIl en condiciones

patoldgicas y su efecto sobre las proteinas blanco de la quinasa.

Cuando el ritmo de la frecuencia se incrementa, aumenta la amplitud del transitorio de
Ca2+ citosdlico, lo que podria activar a CaMKII (Kushnir y col., 2010). Esta activacién de
CaMKIl inducida por MR podria aumentar aun mas la amplitud del transitorio de Ca2+
debido a la fosforilacién de varias proteinas de manejo de Ca2+. Si la activacién de

CaMKIl se mantiene, podria dar lugar a una sobrecarga de Ca2+ al RS y una
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consecuente pérdida de Ca2+ podria ser perjudicial y desencadenar la activacion de la
cascada apoptadtica. Durante la taquicardia cronica o el MR sostenido, se generan ROS
intracelular, que también pueden activar a CaMKIIl, favoreciendo asi el proceso
apoptético.

Por otro lado, las ROS también puede contribuir a la apoptosis independientemente de
su efecto sobre la actividad de CaMKII.

En el presente estudio de tesis hemos probado la hipdtesis de que el MR promueve la
activacion de CaMKIl y la produccion de ROS, lo que conduce a la activacion de la

cascada apoptética y la muerte celular cardiaca.

4. Via de sefializacién de PI3K/AKT

La via de sefializacidon de la fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) es crucial en numerosos
aspectos celulares involucrados en el crecimiento y la supervivencia celular (Hiles y
col., 1992). La via de la PI3K es estimulada fisiolégicamente como consecuencia de la
activacion de receptores de membrana tirosina quinasa, los cuales se autofosforilan y
fosforilan el sustrato del receptor de insulina (IRS); éste ultimo, a la vez, fosforilara la
subunidad p85 de la PI3K (Figura 8). La fosforilacién de la subunidad p85 conduce a un
cambio conformacional de dicha proteina que conduce a la unién de la subunidad
catalitica (p110). La PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2)
convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (PIP3), el
cual, corriente abajo, conduce a la activacién de la proteina AKT. La AKT tiene multiples
blancos, responsables de los efectos biolégicos asociados con la activacidon de la via

(Hiles y col., 1992; Frumany col., 1998; Jiménez y col., 1998).
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Figura 8: Esquema de la via de sefializacién PI3K. ERK; quinasa regulada por sefiales extracelulares.
FKHR; forkhead. GDP; ganosita difosfato. IRS; sustrato receptor de insulina. GSK3; quinasa sintasa de
glicogeno. MAPK; proteina quinasa activada por mitdgeno. NFkB; factor nuclear k8. PIP2; fosfatidil
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de sefial y activador de la trascripcion (Figura modificada de Hennessy y col.; 2005).

4.1 Papel de PI3K en la supervivencia celular e inhibicion de apoptosis

La sefalizacién por AKT inactiva varios factores proapoptdticos como BAD, procaspasa-
9 y factores de transcripcion FKHR (Forkhead) (Figura 8) (Chen y col., 2001; Wang y
col., 2002). Otros factores de transcripcién que incrementan la expresion de genes
antiapoptoéticos son activados por AKT, incluyendo CREB (proteina de unién a
elementos de respuesta a AMP-ciclico), mediante fosforilacion directa, NF-KB e HIF-1a.
La activacion del factor de transcripcion NF-KB, a través de AKT, se genera inicialmente
mediante la fosforilacién y consecuente activacion de IKKap (quinasa inhibidora de NF-
KB), que fosforila y marca a IkB (inhibidor de NFkB) para ser degradado mediante el
sistema ubiquitina-proteosoma, dejando libre a NF-KB, favoreciendo tanto su
translocacion al nucleo, como su actividad de transcriptor de genes antiapoptéticos.
Otro efecto de AKT, para favorecer la supervivencia celular, es la inactivacion del gen
supresor de tumor, p53; lo cual se da por la habilidad de AKT para fosforilar y activar
directamente a MDM2, una proteina que regula negativamente a p53. La fosforilaciéon

de muchos efectores por AKT regula su localizacidon vy, por tanto, su actividad, al
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generar sitios de ligando para proteinas 14-3-3, importantes en la regulacién de la
localizacién celular y en la degradaciéon de diversas moléculas (Brunet y col., 1999;
Cahill y col., 2001).

En los cardiomiocitos, la via de sefalizaciéon PI3K/AKT estd involucrada en la
supervivencia de la célula en respuesta a diferentes estimulos como son: isquemia-
reperfusion, estrés oxidativo, hipoxia y la estimulacion B-adrenérgica para proteger
contra la apoptosis. La taquicardia cronica también induce la activacion de la via
protectora PI3K/AKT (Kuramochiy col., 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que la activacion sostenida de CaMKII es perjudicial
en todas estas situaciones (Couchonnal y col., 2008).

Por otra parte, resultados previos de nuestro laboratorio indican que el digitalico,
Ouabaina induce apoptosis (por una via que requiere CaMKIl) y simultdneamente
activa una cascada protectora mediada por PI3K/AKT (Sapia y col., 2010). Estos
antecedentes sugieren que CaMKIl podria ser el mediador molecular de la apoptosis
inducida por taquicardia crénica y que la activacion simultanea de la via PI3K/AKT
podria ser un mecanismo de proteccion enddégeno que impide que el dafio inducido

por una elevacién sostenida de la frecuencia cardiaca sea aun mayor.
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HIPOTESIS

Los antecedentes hasta aqui descriptos sugieren que la taquicardia crénica induce la
activacion de diversas sefales proapoptéticas, entre ellas, Ca2+, ROS, CaMKIl vy
p38MAPK. Sin embargo, aun no se ha examinado si estas moléculas participan en la
cascada apoptética y de ser asi, si forman parte de una via comun que conduce a la
muerte celular asociada con taquicardia créonica que contribuye al remodelamiento
adverso asociado con esta entidad patoldgica.

Por tanto en este trabajo se pondra a prueba la siguiente hipotesis:
La taquicardia crdnica, a través de un aumento sostenido de Ca2+ y ROS, promueve

una activacion sostenida de CaMKIl y p38MAPK que conducen a la apoptosis al

promover la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP).
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OBJETIVOS

Objetivos generales

* Ratificar la induccién de apoptosis por marcapaseo rapido (MR) en nuestros
preparados  experimentales, a través de  parametros  morfoldgicos,

inmunohistoquimicos y bioquimicos.

*Determinar si CaMKIl y p38MAPK participan en la via apoptdtica inducida por MRy en
ese caso, investigar la cascada de sefales intracelulares involucradas, realizando
ensayos con inhibidores farmacoldgicos especificos de los posibles mediadores

intracelulares, en combinacidon con medidas de Ca+2 intracelular y ROS.

*Determinar los blancos moleculares de CaMKIl y p38MAPK, a través de los cuales la

via apoptotica se hace efectiva.

*Determinar el impacto de la via PI3K/AKT sobre la muerte celular inducida por MR.

Objetivos especificos

Determinar:

1) Sila elevacion sostenida de la frecuencia de estimulacién, en miocitos aislados,
disminuye la viabilidad celular al promover apoptosis y/o necrosis.

2) Sila elevacién sostenida de la frecuencia de estimulacién esta asociada con un
aumento del Ca2+ intracelular y ROS que conducen a la activacion de CaMKIll y
p38MAPK.

3) Sila inhibicion de CaMKIl y p38MAPK reduce, y si su sobreexpresion aumenta,
la apoptosis inducida por aumentos sostenidos de la frecuencia de
estimulacion.

4) Los mecanismos subcelulares involucrados en la apoptosis inducida por MR.

5) Si la activacion simultanea de la via PI3K/AKT protege de la apoptosis inducida

por marcapaseo rapido.
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MATERIALES Y METODOS

1. MODELOS BIOLOGICOS

Los experimentos fueron llevados a cabo respetando las normativas generales para
uso de animales de laboratorio estipuladas en la “Guide for the Care and Use of
Animals, NIH Publication N285-23, 1996”. Como modelos bioldgicos se utilizaron dos
especies: rata y ratén. Los experimentos en este trabajo se realizaron en ratas macho
Wistar (200-300g) y ratones machos (25-30g) silvestres, transgénicos y mutantes. Las
cepas de ratones que se utilizaron fueron: los S2814a donde el sitio de fosforilaciéon
CaMKII- dependiente del RyR2 (sitio Ser 2814) esta mutado a Alanina y su control la
cepa C57 silvestre; y los ratones transgénicos AC3. Esta linea comprende los ratones
AC3-l, que expresan un péptido inhibidor de la CaMKIlI de manera constitutiva (bajo el
control de un promotor cardiaco), y sus pares controles, que expresan un péptido de
igual longitud y cuya secuencia de aminoacidos original ha sido cambiada al azar para
generar un péptido inactivo, los AC3-C. Una pareja de cada ratén AC3 fué gentilmente
donada por el Dr. Mark Anderson, de la Universidad de lowa, lowa, EE.UU, y los
S2814a por el Dr. Xander Wehrens, de la Universidad de Houston, Texas, EE.UU. Las

lineas se continuaron en el bioterio de nuestra facultad.

2. CORAZON PERFUNDIDO

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/kg i.p.). Se les
practicé una toracotomia, se aislé la aorta y se cortaron las conexiones cardiacas
liberando al corazén de grasa y tejido conectivo, extirpandolo del animal. La aorta se
ligd con hilo de lino a una canula colocada en un sistema de perfusion tipo Langendorff
(Figura 9). Estas maniobras se realizaron en un tiempo no mayor a 50 seg para evitar el
deterioro del preparado. El corazén fue perfundido con una solucion de Ringer
compuesta por: NaCl 120 mM, CaCl; 1,35 mM, KCl 4,7 mM, MgS0,4 1,2 mM, NaHCO; 20
mM vy glucosa 11,1 mM, la cual fue termostatizada a 37 °C y equilibrada con una
mezcla gaseosa de 95% O,- 5% CO,, para obtener un valor de pH de aproximadamente

7,40,y una presion constante de perfusion de 70-80 mmHg. (Vila Petroff y col., 2007)

29



Bomba de

perfusidn @

9S%0, — —

5% ED! — —
sfll o
) o

Transductor de
Bafio termostatico presion Transductor de
{ppc} presion
(PVI)
Marcapaso

Balon de latex

Figura 9: Esquema representativo del modelo tipo Langendorff.

Luego de un breve periodo de estabilizacion, se produjo el blogqueo auriculo-
ventricular danando con una aguja el tejido conductivo del septum auricular. La
estimulacién eléctrica se realizd a través de dos electrodos que fueron colocados en la
pared ventricular derecha a una frecuencia de 0,5Hz (valor que referimos a
continuacién como baja frecuencia); y 5Hz y 8Hz (referidos como alta frecuencia).

Se utilizd un inhibidor de la quinasa CaMKIl (KN93), un barredor de la produccion de
ROS (MPG), y un inhibidor del canal de Ca2+ de tipo L (Nifedipina) durante el periodo
de estimulaciéon. Luego de 1 hora de estimulacion a las distintas frecuencias, ya sea en
presencia o ausencia de los distintos inhibidores, los corazones se congelaron
rdpidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C para los ensayos

bioquimicos.

2.1 Protocolos experimentales en el modelo de Langendorff:

e 0,5 Hz: periodo de estabilizacién 15 min. y 60 min marcapaseo a 0,5 Hz (30
lat/min).

e 5 Hz: periodo de estabilizacion 15 min. y 60 min. marcapaseo a 5 Hz (300
lat/min)

e 8 Hz: periodo de estabilizacion 15 min. y 60 min. marcapaseo a 8 Hz (480

lat/min)
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0,5 Hz + KN93 2.5 uM (inhibidor especifico de CaMKIl): periodo de
estabilizacidon de 15 min. en ausencia de la droga y 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz
+ KN93.

5 Hz + KN93 2.5 uM: periodo de estabilizacién de 15 min. en ausencia de la
droga y 60 min. marcapaseo a 5 Hz + KN93.

8 Hz + KN93 2.5 uM: periodo de estabilizacion de 15 min. en ausencia de la

droga y 60 min. marcapaseo a 8 Hz + KN93.

0,5 Hz + MPG 2 mM (barredor de ROS): periodo de estabilizacién de 15 min. en
ausencia de la droga y 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz + MPG.

5 Hz + MPG 2 mM: periodo de estabilizacién de 15 min. en ausencia de la droga
y 60 min. marcapaseo a 5 Hz + MPG.

8 Hz + MPG 2 mM: periodo de estabilizacién de 15 min. en ausencia de la droga

y 60 min. marcapaseo a 8 Hz + MPG.

0,5 Hz + Nifedipina 1 uM (inhibidor de los canales de Ca2+ tipo L): periodo de
estabilizaciéon de 15 min. en ausencia de la droga y 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz
+ Nifedipina.

5 Hz + Nifedipina 1 uM: periodo de estabilizacion de 15 min. en ausencia de la
droga y 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Nifedipina.

8 Hz + Nifedipina 1 uM: periodo de estabilizacion de 15 min. en ausencia de la

droga y 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Nifedipina.

3. PREPARACION DE TEJIDOS

Finalizado cada uno de los protocolos experimentales, los corazones se retiraron del

sistema de perfusidon de Langendorff. La porcién ventricular fue homogenizada en la

proporcion de 1 g de tejido en 5 ml de buffer compuesto por Tris-HCI 0,5 M pH 7,5,
NaF 0,5 M, EDTA 0,1 M, EGTA 0,1 M, B Mercaptoetanol 0,10%, Tritén 10%,
Ortovanadato de sodio 1 mM, Pirosfosfato 0,1M, agua bidestilada, Pepstatina 1

mg/ml, Cocktail inhibidor de proteasas 1 pg/ml. El tejido fue homogeneizado durante 1

minuto a una temperatura entre 0 y 2 °C con el homogenizador Polytron. El

homogenato fue centrifugado 15 minutos a 3000 rpm a 4 °C, recuperandose el

sobrenadante de los cuales una alicuota fue utilizada para la determinacion de
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proteinas por el método colorimetro de Bradford (BioRad) por espectrofotometria a
595 nm (Bradford y col., 1976), usando albumina de suero bovino como estandar. El

remanente del sobrenadante fue almacenado a -80 °C hasta su posterior uso.

4. INMUNODETECCION POR WESTERN BLOT

Las muestras fueron mezcladas con un buffer de carga desnaturalizante para facilitar la
siembra en los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Los geles de poliacrilamida se
utilizaron al 10 y 15% (Porzio y col., 1977), para lograr una adecuada separacion de las
proteinas dentro del rango del peso molecular de interés (entre los 5 a 55 kDa), y se les
aplicé un campo eléctrico constante de 100 Volts por una hora. Esto permitio la
separacion por tamafio de las proteinas contenidas en la siembra. Conjuntamente con
las muestras, se sembré un marcador de peso molecular (Dual Color BIORAD) para
poder reconocer luego el peso de la fraccidén proteica de interés. Las proteinas, ahora
separadas en la matriz del gel de poliacrilamida, se trasfirieron a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF, Inmobilon Millipore), aplicando para ello un campo
eléctrico de 60 Volts durante una hora. Las proteinas, asociadas a la membrana de
PVDF por uniones electrostaticas, fueron incubadas con una solucion de proteina
conocida (como albumina o caseina) a modo de bloqueo, a fin de impedir la unién
electrostdtica inespecifica del anticuerpo primario con la superficie cargada de la
membrana, para poder detectar posteriormente la proteina de interés.

Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario monoclonal especifico
toda la noche a 4 °C, que reconoce el antigeno especifico en la membrana: contra el
estado fosforilado del residuo Thr286 de CaMKII (1:1000, Abcam, EE.UU), y Tyr189 de
p38MAPK (1:1000, Cell Signaling Technology, EE.UU), anti-p38MAPK total (1:1000, Cell
Signaling Technology, EE.UU) , la fraccién activada de Caspasa3 (1:500, Millipore,
EE.UU), anti-GAPDH (1:1000, Millipore, EE.UU), anti-Bax (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology, EE.UU) , anti-Bcl2 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU) y anti-
pPAKT (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, EE.UU). Las fracciones proteicas de interés
con el anticuerpo especifico unido, fueron detectadas con un anticuerpo secundario
especifico, conjugado con la peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase, HRP) para
asi visualizarlas por quimioluminiscencia. Para esto se utilizé un sistema de deteccién
comercial (ECL Plus, Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
deteccién se realizé con un equipo Chemidoc XRS (BIORAD, EE.UU), que captura y

digitaliza las imagenes. Con el uso del programa Scion Image (NIH, EE.UU) se realizé la
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densitometria de las bandas de interés (expresado en unidades arbitrarias, UA), y cada
proteina se normalizé respecto a la cuantificacion de la proteina total, o respecto a
una proteina de expresién contitutiva (gliceraldehido fosfato deshidrogenada, GAPDH).

Todos los tratamientos se expresaron como porcentaje del control.

5. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CARDIOMIOCITOS

Los cardiomiocitos fueron aislados segun la técnica descrita previamente (Palomeque y
col., 2006). Las ratas y los ratones fueron anestesiados con una inyeccién
intraperitoneal de pentobarbital sédico (35 mg/kg). Los corazones fueron removidos
del animal y unidos por la aorta a un aparato de perfusion tipo Langendorff, a través
de una canula. Los mismos fueron perfundidos en forma retrégrada a 37 °C, a una
presion constante de perfusién de 70-80 mmHg con una solucién de buffer HEPES con
la concentracién de Ca+2 correspondiente a cada especie (Rata 1 mM; Ratén 2,5 mM).
Todas las soluciones fueron ajustadas a pH 7,4 y burbujeadas continuamente con O, al
100%. Después de un periodo de estabilizacién de 4 minutos, la solucién de perfusion
fue cambiada por una libre de Ca+2 durante 6 minutos. Este periodo de perfusién es
de crucial importancia, ya que la integridad de los discos intercalares y la adhesién
entre las células es altamente dependiente de la concentracion de Ca+2 del medio y se
ha descrito que bajos niveles del ion reducen la adhesién entre las células (Bkaily y col.,
1984). Los corazones se perfundieron luego con una soluciéon de HEPES con CaCl, 50
UM vy colagenasa 300 U/ml, proteasa 0,1 mg/ml y albiumina del suero bovino al 1%
(BSA). Estas enzimas, junto con la BSA, permiten una digestion suave de la matriz
proteica celular para poder disgregar los cardiomiocitos. La perfusién continud hasta
gue los corazones presentaron flaccidez (14-18 min). Luego, los corazones fueron
separados del aparato de perfusion mediante un corte en la unién atrioventricular; el
tejido ventricular fue disgregado y separado del tejido aun no digerido. El tejido
disgregado se lavo varias veces con soluciones de HEPES al 1% de BSA y a
concentraciones crecientes de CaCl,. Después de cada lavado, los cardiomiocitos se
dejaron sedimentar por 10 minutos. Este proceso permitié la recalcificacién paulatina
de los mismos. Las células se mantuvieron en la solucién de HEPES con el Ca+2
correspondiente a cada especie y a temperatura ambiente (22-24 °C), hasta el
momento de ser usados (Gonano y col.; 2011). Los cardiomiocitos fueron sembrados a
una densidad de aproximadamente 2x10* células/ml en placas individuales de 35x10
mm y luego se marcapasearon con un sistema de electrodos de plata conectados a un

estimulador a 37 °C (Figura 10) de acuerdo con los diferentes protocolos
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experimentales que se detallan a continuacion.

©® O o
EStha d 37OC Estimulador o

Electrodos de plata

e

Cardiomiocitos aislados
sembrados en placas

Figura 10: Esquema representativo del modelo de estimulacién de cardiomiocitos aislados. Los
cardiomiocitos aislados se siembran en placas de petri individuales contenidos en una solucion buffer
HEPES a una concentracion de Ca2+ 1 mM, luego se colocan las tapas individuales adaptadas con
electrodos de plata conectados a un estimulador eléctrico y son marcapaseados durante 1 hora a
diferentes frecuencias (0,5, 5 y 8Hz). El experimento se realiza dentro de una estufa a una temperatura

constante de 37 °C.

5.1 Protocolos experimentales en cardiomiocitos aislados:

e 0,5 Hz: 60 min. marcapaseo a 0.5 Hz.
e 5 Hz: 60 min. marcapaseo a 5 Hz.

e 8 Hz: 60 min. marcapaseo a 8 Hz.

e 0,5 Hz + KN93 2.5 uM (inhibidor especifico de CaMKIl): 60 min. marcapaseo a
0,5 Hz + KN93.

e 5 Hz+KN93 2.5 uM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + KN93.

e 8 Hz+KN93 2.5 uM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + KN93.

e 0,5Hz+KN92 2.5 uM (analogo inactivo del KN93): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz
+ KN92.
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5 Hz + KN92 2.5 uM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + KN92.
8 Hz + KN92 2.5 uM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + KN92.

0,5 Hz + AIP 1 uM (péptido inhibidor de CaMKIl): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz +
AIP.

5Hz + AIP 1 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + AIP.

8 Hz + AIP 1 uM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + AlP.

0,5 Hz + SB202190 10 pM (inhibidor especifico de p38MAPK): 60 min.
marcapaseo a 0,5 Hz + SB202190.

5 Hz + $B202190 10 uM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + SB202190.

8 Hz + $B202190 10 M: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + SB202190.

0,5 Hz + MPG 2 mM (barredor de ROS): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz + MPG.
5 Hz + MPG 2 mM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + MPG.
8 Hz + MPG 2 mM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + MPG.

0,5 Hz + Nifedipina 100 nM (bloqueante del canal de Ca2+ tipo L): 60 min.
marcapaseo a 0,5 Hz + Nifedipina.

5 Hz + Nifedipina 100 nM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Nifedipina.

8 Hz + Nifedipina 100 nM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Nifedipina.

0,5 Hz + Tetracaina 25 puM (estabilizador del RyR2): 60 min. marcapaseo a 0,5
Hz + Tetracaina.
5 Hz + Tetracaina 25 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Tetracaina.

8 Hz + Tetracaina 25 pM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Tetracaina.

0,5 Hz + Carvedilol 1 uM (B-bloqueante con reconocido efecto estabilizador del
canal de Rianodina): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz + Carvedilol.
5 Hz + Carvedilol 1 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Carvedilol.

8 Hz + Carvedilol 1 pM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Carvedilol.

0,5 Hz + VKII86 1 uM (estabilizador del canal de Rianodina con minimo efecto
B-bloqueante): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz + VKII86.

5 Hz + VKII86 1 uM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + VKI186.

8 Hz + VKII86 1 uM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + VKI186.
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e 0,5 Hz + Apocinina 300 uM (inhibidor de la NADPHox): 60 min. marcapaseo a
0,5 Hz + Apocinina.
e 5 Hz + Apocinina 300 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Apocinina.

e 8 Hz + Apocinina 300 uM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Apocinina.

e 0,5 Hz + Acido Bongkrecico 10 uM (inhibidor especifico del poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial, mPTP): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz + Ac Bong.
e 5Hz+ Acido Bongkrecico 10 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Ac. Bong.

e 8Hz+ Acido Bongkrecico 10 pM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Ac. Bong.

e 0,5 Hz + Ruthenium Red 5 uM (inhibidor del uniporter mitocondrial): 60 min.
marcapaseo a 0,5 Hz + Ruthenium Red.
e 5 Hz+ Ruthenium Red 5 puM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Ruthenium Red.

e 8 Hz + Ruthenium Red 5 puM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Ruthenium Red.

e 0,5 Hz + Wortmanina 2 uM (inhibidor de PI3K): 60 min. marcapaseo a 0,5 Hz +
Wortmanina.
e 5 Hz + Wortmanina 2 pM: 60 min. marcapaseo a 5 Hz + Wortmanina.

e 8 Hz + Wortmanina 2 pM: 60 min. marcapaseo a 8 Hz + Wortmanina.

Para cultivo, los cardiomiocitos fueron sembrados a wuna densidad de
aproximadamente 2x10* células/ml en placas 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 procedié a cambiar la solucidon de HEPES por medio de cultivo
fresco (DMEM, GIBCO numero de catdlogo 10567-022), con el agregado o no de los
compuestos farmacoldgicos y/o vectores virales, de acuerdo a los distintos protocolos
gue se detallan en la seccién Resultados. Las células fueron incubadas en una estufa
con una atmodsfera de CO, al 5% por un periodo de 24 horas. Transcurrido este tiempo,

los cardiomiocitos se destinaron a los diferentes estudios.
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6. EVALUACION MORFOLOGICA DE LA VIABILIDAD CELULAR

Luego de 1 hora de marcapaseo rapido de los cardiomiocitos aislados o de 24 horas de
cultivo, se evalud la viabilidad celular a través de la morfologia, de acuerdo a la
relacién largo/ancho de la células (una célula con una relaciéon mayor o igual a 3 fue
considerada viable), como fue previamente descrito (Vila Petroff y col., 2007). En la
figura 11 se puede observar la estructura de un cardiomiocito viable, con sus
estriaciones propias y bordes definidos, y por el otro, un cardiomiocito muerto que ha
perdido la relacién de area vy las tipicas estriaciones, observdndose en forma circular.
En muchos de ellos se observa ademds la membrana con vesiculas, una caracteristica
tipica de apoptosis como ya se ha descrito en la introduccién.

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 20 campos al azar por cada pocillo de la placa. Las imagenes fueron
almacenadas en formato JPG vy se realizé el recuento de manera manual sobre cada

foto. Todos los datos de viabilidad celular se expresaron como porcentaje del nimero

total de células.

Figura 11: Se muestran imdgenes representativas de cardiomiocitos de rata vivo (izquierda) y muerto

(derecha), a 40X de aumento.
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7. MEDIDAS DE APOPTOSIS Y NECROSIS

La muerte celular por apoptosis se midio a través de la actividad de Caspasa3 y a través
del cociente Bax/Bcl2.

Como se menciond anteriormente la Caspasa3 es una de las cisteinas proteasas mas
frecuentemente activada durante los procesos apoptdticos y se vincula su actividad
con este fendmeno, ya que es una efectora final de la cascada apoptética (Kothakota y
col.,, 1997). La actividad de la misma fue determinada utilizando un anticuerpo
especifico que detecta la fraccién activada de Caspasa3 (1:500, Millipore, USA) y
normalizadas por una proteina de expresidon constitutiva (GAPDH).

Como se menciond en la introduccidn el cociente Bax/Bcl2 constituye un punto de
regulacion en la apoptosis. La familia de proteinas Bcl2 posee proteinas
proapoptdticas, como Bax y otras, y antiapoptoéticas Bcl2 entre otras, esta familia de
proteinas funciona principalmente protegiendo la integridad de la membrana
mitocondrial y controla la liberacién de las proteinas proapoptéticas, como el
Citocromo C (CitC).

La relacién entre proteinas pro y antiapoptdticas, tal como Bax/Bcl2 determina la
respuesta a una sefial de muerte. Cuando esta relacion aumenta, es indicativo de
activacion del proceso de apoptosis. El andlisis del grado de expresién de estas
proteinas se detect6é a través de los anticuerpos especificos anti-Bax (1:1000, Santa
Cruz Biotechnology, USA), anti-Bcl2 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA).

Para medir muerte celular por necrosis se utilizd la prueba de exclusién del colorante
azul de tripdn para determinar el numero de células viables presentes en una
suspension de células. Se basa en el principio de que las células vivas poseen
membranas celulares intactas que excluyen ciertos colorantes, como el azul de tripdan,
mientras que las células muertas no lo hacen. En este ensayo, una suspension de
células se mezcla simplemente con el tinte azul de tripan durante 1 a 2 minutos a
temperatura ambiente, la incubacidon no debe ser superior a 30 minutos ya que, puede
causar una disminucion en la viabilidad celular debido a la toxicidad del tripdn. Luego
las células se examinan visualmente en un microscopio dptico con luz transmitida para
determinar si las células ocupan o excluyen colorante. En el protocolo presentado aqui,
una célula viable tendra un citoplasma claro mientras que una célula no viable tendrd

un citoplasma azul (Strober, 2001).
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8. INFECCION CON ADENOVIRUS

Se utilizaron adenovirus recombinantes, portadores del gen CaMKllsc y de la proteina
fluorescente verde (GFP) (Ad.CaMKII.GFP), y en presencia del adenovirus portador del
gen de la B-galactosidasa también asociado a GFP (Ad.Bgal.GFP). Los adenovirus,
provistos por el Dr. Roger Hajjar del Mount Sinai Medical Center, New York, fueron
construidos siguiendo el método de He y colaboradores (He y col., 1998; Luo y col.,
2007). Una vez aislados, los cardiomiocitos fueron cultivados durante 24 horas en
presencia de Ad.CaMKII.GFP a una multiplicidad de infeccién (MOI, que representa el
numero medio de particulas de virus que infecta a cada célula) de 100. (Gonano y col.,
2011)

8.1 Verificacion de expresion de proteinas recombinantes

Para verificar la eficiencia de infeccion de los adenovirus recombinantes, se visualizd la
GFP en microscopio de fluorescencia excitando a las células a una longitud de onda de
480 nm y visualizando la luz verde emitida a 530 nm. De esta manera, las células que
se visualizan verdes por la expresién de la proteina fluorescente verde GFP, son las que

coexpresan la proteina de interés.

9. MEDIDA DE ESPECIES REACTIVAS DE O, (ROS)

La produccion intracelular de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) fue estudiada por
microscopia de epifluorescencia en un microscopio confocal (Microscopio Zeiss 410)
en cardiomiocitos aislados de rata Wistar macho de 3 meses de edad, pre-incubados
con 5 uM del indicador fluorescente, 5-(6)-clorometil-2",7 -diclorodihidrofluorescein
diacetato (CM-H2DCFDA, Invitrogen/Molecular Probes) por 30 minutos a 37 °C. Los
cardiomiocitos se excitaron con luz de un ldser de argdn de 488 nm mientras eran
perfundidos y marcapaseados a 0,5, 5 y 8Hz; y la fluorescencia emitida se registré a
510-560 nm. Dado que la excitacion luminica oxida al indicador sensible a ROS, la sefial
desarrolla un aumento constante bajo exposicién continua. Por ello las células son
excitadas con la menor intensidad de laser disponible y se toman imagenes cada 180
segundos, estimando la produccién de ROS en base a la pendiente del aumento en la

sefial fluorescente.
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10. MEDIDAS DE Ca2+ CITOSOLICO

Con el propésito de monitorear en tiempo real los niveles de Ca2+ citosdlico se
realizaron experimentos funcionales por microscopia de epifluorescencia en
cardiomiocitos aislados de rata Wistar macho de 3 meses. Estas células son incubadas
durante 12 minutos a temperatura ambiente con el indicador sensible a Ca2+ Fura-2
en una concentracién de 10 uM. Los experimentos en los que se registran cambios
répidos en la concentracion de iones intracelulares requieren tiempos de carga cortos
(10-30 minutos), baja concentracién del indicador, temperatura ambiente y alta
densidad celular. La combinacién de estos factores permite obtener la maxima
concentracién de moléculas internalizadas dentro de las células.

Luego del periodo de incubacién las células son centrifugadas a baja velocidad durante
1 minuto y luego resuspendidas en solucidn Hepes libre de indicador, lo cual descarta
aquellas moléculas del mismo que no ingresaron al compartimento intracelular.

El Fura-2 se utiliza en su forma permeante éster de acetoximetilo (AM), que hace que
se comporte como una molécula hidrofdbica capaz de atravesar con facilidad la
membrana plasmatica. Una vez dentro del citosol, las esterasas intracelulares
hidrolizan la unién éster liberando la porcion AM vy la forma acida activa del fluoréforo,
gue quedara retenida en el interior celular. Por esta razoén las células no son utilizadas
durante los 30 minutos posteriores a la incubacién con el indicador, para permitir la
desesterificacion intracelular del mismo y trabajar luego con células que contengan
una concentracion intracelular estable de Fura-2 (Palomeque y col., 2009).

Las células ya cargadas fueron colocadas sobre la platina de un microscopio invertido
(Nikon Diaphot 200) adaptado para la técnica de epifluorecencia. Las mismas fueron
perfundidas con solucion HEPES pH 7,4 a un flujo constante de 1 ml/minuto vy
estimuladas eléctricamente por campo con ondas cuadradas de 10 milisegundos
(mseg) de duracidn y una intensidad de 30 voltios enviado a través de dos electrodos
de platino colocados a cada lado de la cdmara de perfusién a una frecuenciade 0,5,5y
8 Hz.

Para obtener una sefial fluorescente sensible a Ca2+ citosdlico, las células fueron
iluminadas mediante una ldampara de Xendn filtrando el haz de luz para excitar a dos
longitudes de onda (340 nm y 380 nm) en forma alternada. La fluorescencia emitida
por las células fue registrada a > 510 nm registrada por un fotomultiplicador. La
excitacion alternada con dos longitudes de onda permite calcular un cociente entre la
sefal emitida por el indicador cuando es excitado con luz de 340 nm de longitud de

onda (en estas condiciones su emisidon varia segin se encuentre o no interactuando
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con moléculas de Ca2+) y la sefial emitida cuando es excitado con luz de 380nm de
longitud de onda (en esta condicidn la intensidad de sefial emitida es independiente de
la interaccién entre moléculas de fluoréforo y Ca2+). La obtencion de este cociente
permite normalizar la sefial fluorescente adquirida por la cantidad de moléculas de
fluordforo que se encuentran en condiciones de emitir sefial fluorescente a lo largo del
experimento, evitando artefactos derivados del apagamiento (“quenching”) del
fluoréforo o su salida de la célula. El cociente de fluorescencia emitida sera
considerada una medida del Ca2+ intracelular (Gonano y col., 2011). La figura 12
muestra un esquema de los componentes que conforman el equipo uilizado para las
mediciones de Ca2+ intracelular.

El contenido de Ca2+ en el reticulo sarcoplasmatico (RS) es estimado a partir de la
amplitud del aumento de Ca2+ obtenido mediante la aplicacion de un pulso de
cafeina. Esta maniobra consiste en la aplicacidn rapida de 15 mM/L de cafeina, lo cual
provoca la liberacion completa de los iones de Ca+ contenidas dentro del RS (Bers
2001; Gonanoy col., 2011).
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Figura 12: Esquema que muestra la disposicidn del instrumental utilizado para la determinacién del

Ca2+ intracelular por epifluorescencia.
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11. MEDIDAS DE ONDAS DE Ca2+

La microscopia confocal ha revelado que el Ca2+ es liberado del RS en “cuantos” que
se denominan “chispas” o en inglés “sparks” (Figura 13). Las “chispas” de Ca2+ ocurren
durante la diastole, a muy baja frecuencia y en ausencia de Ic; que las dispare. Pero
varios miles de chispas pueden ser sincronizadas por la Ic; durante la despolarizaciény
a través de las invaginaciones sarcolemales (tubulos en T), y el Ca2+ liberado se suma
temporal y espacialmente para dar lugar al aumento de Ca2+ citosédlico global
(transitorio de Ca2+) (Guatimosin et al, 2002). La fuga de Ca2+ por el reticulo
sarcoplasmatico (RS) resulta en ondas espontdneas de Ca2+ (“Ca2+ waves”).

Para estudiar la liberacidon de Ca2+ espontaneo por el RS en forma de ondas de Ca2+
utilizamos un microscopio confocal (Zeiss 410) en el que trabajamos con células
cargadas con 10 uM de Fluo-3 durante 10 minutos.

Para obtener la imagen de fluorescencia la célula fue excitada con luz de un laser de
argén a 488 nM y la luz emitida en el rango 510-560 nM fue registrada por un
fotomultiplicador.

En estos experimentos se realizan un barrido longitudinal de la célula que permite
obtener la resolucién espacial y temporal de la liberacién de Ca2+ por la célula.

Como se puede observar en la figura 13 esta técnica permite detectar la frecuencia de
ondas de Ca2+. La ocurrencia de ondas de Ca2+ se registra durante 60 segundos luego

de 1 hora de estimulacidn a las difrentes frecuencias (0,5, 5 y 8Hz).
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200 mseg

Figura 13: Medidas confocales de “chispas” de Ca2+ y Ca2+ intracelular. Las imdgenes se obtuvieron
realizando un escaneo en linea a lo largo del eje longitudinal del cardiomiocito. Se observan dos
escaneos sucesivos en los que no se aplicé un estimulo eléctrico. Se puede observar que en la imdgen
superior se registra un solo evento espontdneo (flecha blanca), en tanto que la imagen del panel inferior
se registran varios eventos espontdneos, “chispas” (flechas blancas), que son provocadas por la
liberacion espontdnea de Ca2+ por el RS y son de menor amplitud que las ondas de Ca2+ (flecha
amarilla).

12. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Para establecer las
diferencias significativas entre dos grupos experimentales se utilizé la prueba de T-
Student. Para la comparacién de mas de dos grupos se utilizé analisis de varianza
(ANOVA) de una via seguido del test de Newman-Keuls para comparaciones multiples.

Las diferencias se consideraron significativas a P < 0,05.
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RESULTADOS

* Induccion de apoptosis y necrosis por marcapaseo rapido (MR)

Viabilidad celular

En una primera etapa nos centramos en caracterizar el efecto del MR (entendiéndose
de aqui en adelante que cada vez que se refiere a MR sera a altas frecuencias, 5 y 8Hz)
sobre la viabilidad celular. En la figura 14 se observan imagenes representativas y
resultados promedios de cardiomiocitos aislados, mantenidos durante 1 hora sin
marcapasear (Control) o marcapaseados durante 1 horaa 0,5, 5 y 8Hz.

Como se puede observar en las imdagenes tipicas y en los resultados promedio,
marcapasear a los cardiomiocitos a baja frecuencia (0,5Hz) no afecta a la viabilidad
celular respecto a la de aquellos mantenidos sin estimular.

En cambio, marcapasear a los cardiomiocitos a alta frecuencia (5 y 8Hz), reduce
significativamente la viabilidad celular a un 25 + 3% y 13 + 2%, respectivamente (N= 16
P < 0,05).

Se obtuvieron resultados similares cuando los cardiomiocitos se cultivaron y
mantuvieron marcapaseados durante 24 horas. Por este motivo los siguientes
experimentos se realizaron con el protocolo de 1 hora de marcapaseo a baja y alta

frecuencia.
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Figura 14: Imdgenes representativas tipicas y resultados promedio mostrando que la frecuencia de

estimulacion alta (5 y 8Hz) reduce la viabilidad celular. * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz y Control sin
estimulo eléctrico.

Apoptosis

Para determinar si la muerte celular inducida por el MR mostrada en la figura 14, era al
menos en parte debido a la apoptosis, evaluamos esta via de muerte celular usando
distintos métodos. Dado que la activacién de caspasas es un paso critico en apoptosis,
se determind la actividad de Caspasa3 en las muestras de los corazones de rata Wistar
macho de 3 meses, perfundidos con el método de Langendorff y estimulados durante
1 hora a 0,5Hz modelo de baja frecuenciay, a 5y 8Hz alta frecuencias.

Como se puede observar en la figura 15, el aumento de la frecuencia de estimulacién
se asocia con un aumento de la actividad de Caspasa3a, indicativo de apoptosis (Figura
15A).

Por otra parte, cuando se midid la relaciéon entre las proteinas proapotéticas (Bax) y
antiapoptodticas (Bcl2) como otro indice de apoptosis, se observé que el cociente

Bax/Bcl2 aumentd significativamente al aumentar la frecuencia de estimulacion (Figura
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15B). Estos resultados confirman que el MR disminuye la viabilidad al menos en parte

al promover apoptosis.
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Figura 15: Western blots tipicos y resultados promedios mostrando el efecto del aumento de
frecuencia sobre: A) la activacion de Caspasa3a y B) la relacion de proteinas pro- y antiapoptoticas Bax y
Bcl2 (Bax/Bcl2). * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz N= 5 por cada grupo.

Necrosis

Por otro lado, también se evalué en nuestro modelo de MR si la necrosis juega un
papel en la muerte celular.

Para ello se utilizd el colorante azul de tripan, considerandose células muertas por
necrosis a aquellas que incorporaron el colorante y se observan de color azul.

Como se muestra en la figura 15, a 0,5Hz un 30 + 2% de células son azul de tripan
positivas y esta incorporacién del colorante aumenta significativamente en las células
mantenidas en altas frecuencias, 54 + 3% a 5Hz y 47 + 3% a 8Hz (N= 9 P < 0,05),
respectivamente.

Estos resultados sugieren que la necrosis es también en parte responsable de la

muerte celular inducida por MR.
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Figura 16: Fotos representativas y resultados totales del porcentaje de células positivas al colorante
azul de tripén (TB+) indicando que en el MR la necrosis también es responsable de la muerte celular. * P «

0,05 con respecto a 0,5Hz, N=9 por cada grupo experimental.

* Rol de CaMKIl y p38MAPK en la via apoptética inducida por MR

Actividad de CaMKIl y p38MAPK

A continuacién examinamos si el MR estaba asociado con activacién de las quinasas:
CaMKIl y p38MAPK. En la Figura 17 se observan los ejemplos tipicos y los resultados
promedios de Western blots en los que evaluamos el efecto del MR sobre la actividad
de CaMKIl y p38MAPK. Como se puede observar la alta frecuencia (5 y 8Hz) promueve

la activacion de estas quinasas.
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Figura 17: Relacién de p-CaMKIl/GAPDH y p-p38MAPK/p38MAPK, expresado como porcentaje de

0,5Hz, en corazones marcapaseados a 0,5, 5y 8 Hz N=5 para cada grupo, * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz.

Efecto de la inhibicidn de p38MAPK sobre la muerte celular inducida por
MR

Debido a que p38MAPK esta vinculada con la muerte por apoptosis en diferentes
modelos de injuria cardiaca (Kita y col., 2008; Su y col., 2007; Kuramochiy col., 2006), y
gue en nuestros resultados la actividad de p38MAPK aumenté significativamente a
altas frecuencias (5 y 8Hz) quisimos evaluar el posible rol de p38MAPK en la muerte
celular inducida por MR. Para ello utilizamos cardiomiocitos aislados de rata Wistar
macho de 3 meses de edad en presencia 10 puM del inhibidor de p38MAPK, el
SB202190 (SB), y evaluamos viabilidad celular.
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Figura 18: Imdgenes representativas y promedios de viabilidad celular en presencia y ausencia del
inhibidor de p38MAPK, SB202190 * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz, # P < 0,05 con respecto a 0,5Hz+SB
(N= 5 por grupo).

La evaluacion de la viabilidad celular de los cardiomiocitos aislados y marcapaseados a
las diferentes frecuencias mencionadas anteriormente en presencia y ausencia de
SB202190 demostré que la muerte celular inducida por MR no es prevenida al inhibir
la p38MAPK (Figura 18).

Estos resultados sugieren que p38MAPK no estaria implicada en la muerte celular

inducida por MR.

49



Efecto de la inhibicion de CaMKIl sobre la muerte celular inducida por
MR

Nuestro laboratorio y otros han demostrado que CaMKIl es un intermediario comun de
la apoptosis inducida por diversas injurias (Palomeque y col., 2009; Zhu y col., 2007;
Sapia y col., 2010; Vila Petroff y col., 2007).

Para evaluar el papel de CaMKIl en la muerte celular inducida por MR, evaluamos si
existe una relacién entre la activacion de CaMKIl y la muerte celular inducida por MR,
mediante la utilizacién de inhibidores farmacoldgicos de la quinasa, como el KN93 y el
péptido inhibidor AIP, un inhibidor estructuralmente distinto del KN93.

Para descartar efectos inespecificos del KN93 también evaluamos viabiliadad celular a
las distintas frecuencias de estimulacion en presencia de su analogo inactivo el KN92.
En la figura 19 se presentan los resultados promedio que muestran que los
cardiomiocitos aislados preincubados con KN93 y marcapaseados a altas frecuencias
durante 1 hora, estan protegidos de la muerte celular inducida por MR. Incluso se
puede observar que una dosis mas baja de KN93 (1 uM) también fue capaz de prevenir
la muerte celular inducida por MR. Por otro lado, los cardiomiocitos estimulados a alta
frecuencia en presencia del KN92 no fueron protegidos de la muerte celular inducida
por MR.
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Figura 19: Resultados promedio que muestran que el KN93 (2,5 uM y 1 uM) inhibidor farmacoldgico

especifico de CaMKIl previene la muerte celular inducida por MR, en cambio el KN92 (andlogo inactivo de
KN93) no protegio a las células de la muerte celular inducida por MR. N= 7 por cada grupo * P < 0,05 con
respecto a 0,5Hz; # P « 0,05 con respecto a 0,5Hz+KN92.
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Del mismo modo, como se observa en las imagenes tipicas y en los resultados
promedios mostrados en la figura 20, el AIP también fue capaz de prevenir la muerte

celular inducida por MR.
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Figura 20: Imdgenes tipicas y resultados promediomostrando que los cardiomiocitos marcapaseados a
las diferentes frecuencias en presencia del inhibidor farmacoldgico, AP especifico de CaMKII previene la
muerte celular inducida por MR. N= 7 por cada grupo * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz; # P < 0,05 con
respecto a 0,5Hz+AIP.

Para verificar si CaMKIl promueve la muerte celular al inducir la apoptosis durante el
MR, evaluamos si su inhibicién afecta la relacién de las proteinas involucradas en la
cascada apoptética. Las figuras 21 y 22 muestran imagenes representativas y
resultados promedio del efecto del KN93 sobre la actividad de CaMKII, Caspasa3ay la
relaciéon Bax/Bcl2. Como se puede observar, la presencia del KN93 previene el
aumento de la actividad de CaMKIl y posee un efecto protector debido a que previene

el aumento de los indices apoptdticos inducidos por MR.
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Figura 21: £/ KN93 previene el aumento de la actividad de CaMKIl inducido por el MR. N=5 por cada

grupo.
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Figura 22: Efecto protector del KN93 debido a su capacidad para prevenir la apoptosis inducida al

aumentar la frecuencia de estimulacion (5 y 8Hz). N=5 por cada grupo experimental.

Para confirmar la participacion de CaMKII en la muerte celular inducida por MR por un
método no farmacoldgico se utilizaron cardiomiocitos aislados de ratones transgénicos
machos de 3 meses de edad, los AC3-I que expresan un péptido inhibidor para CaMKI|
y su control negativo el AC3-C que expresan un péptido andlogo inactivo.

La figura 23 muestra imdagenes representativas y resultados promedios de

cardiomiocitos aislados y marcapaseados a las diferentes frecuencias (0,5, 5 y 8Hz). Los
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cardiomiocitos de ratones transgénico AC3-l a altas frecuencias de estimulacién (5 y
8Hz) estaban protegidos contra los efectos nocivos del MR en comparacién a los

cardiomiocitos que expresan el péptido de control (AC3-C).
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Figura 23: Efecto del MR sobre la viabilidad celular en cardiomiocitos aislados de ratones transgénicos
AC3-C y AC3-l. Los cardiomiocitos que expresan el péptido inhibidor para CaMKIl (AC3-1) fueron
protegidos contra los efectos deletéreos del MR a altas frecuencias (5 y 8Hz). N= 7 para cada grupo * P ¢
0,05 con respecto a 0,5Hz AC3-C.

Los resultados muestran que la inhibicion farmacoldgica de CaMKIl asi como la
utilizacion de ratones transgénicos que expresan un péptido inhibidor especifico para
CaMKIl previenen la muerte celular inducida por MR. Sugiriendo que CaMKIIl estd

directamente involucrada en la muerte celular inducida por MR.
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*Efecto de la sobreexpresion de CaMKII sobre la muerte celular inducida
por MR

La sobreexpresion de CaMKIl exacerba la muerte celular por MR

Para confirmar el rol de la CaMKIl en la muerte celular inducida por el MR, se
sobreexpresé la CaMKIl (Ad.CaMKIll) y la PB-galactosidasa (Ad.Bgal) utilizando
transferencia génica mediada por adenovirus. Para ello, una vez aislados, los
cardiomiocitos de rata Wistar macho de 3 meses fueron cultivados durante 24 horas ya
sea en presencia del adenovirus portador del gen CaMKllsc y de la proteina
fluorescente verde GFP (Ad.CaMKII.GFP) o en presencia del adenovirus portador del
gen de la PB-galactosidasa también asociado a GFP. Una vez confirmada Ia
sobreexpresién de estas proteinas a través de la visualizacion de proteina fluorescente
verde (GFP), las células Ad.CaMKIl y Ad.Bgal fueron marcapaseadas a diferentes
frecuencias (0,5, 5y 8Hz) durante 1 hora. En condiciones de CaMKIl sobreexpresada, el
MR a altas frecuencias (5 y 8Hz) indujo un mayor efecto deletéreo. Como se observa
en la figura 24, el numero de células muertas a altas frecuencias de marcapaseo (5 y
8Hz) fue significativamente mayor en cultivos en los que se sobreexpresoé la CaMKII
con respecto a aquellas en las que se sobreexpresd la B-galactosidasa, corroborando el
rol fundamental de CaMKII en la ruta de sefializacion hacia la muerte celular inducida
por MR.
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Figura 24: Estrategia de transferencia génica mediada por adenovirus. Fotografias representativas y
resultados promedio de cardiomiocitos transfectados con Ad.CaMKIl o Ad.Bgal. Las fotografias de panel
superior muestran la fluorescencia de GFP, que indica la eficiencia de transfeccion. Las fotografias del

panel inferior representan el efecto del MR en la viabilidad celular en cardiomiocitos con sobreexpresion
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de CaMKIl o de Bgal. El grdfico de barras muestra los resultados promedio de estos experimentos
indicando que las células que sobreexpresaron CaMKIll fueron mds susceptibles al efecto deletéreo del
MR que las células que sobreexpresaron B8gal * P « 0,05 con respecto a 0,5Hz B8gal y # P « 0,05 con

respecto a 0,5Hz en células que sobreexpresan CaMKI, N= 7 por cada grupol.

*Asociacion entre aumentos de Ca2+ intracelular, ROS y actividad de
CaMKill inducida por MR

El MR aumenta el Ca2+ y la produccidon de ROS intracelular

Debido a que CaMKII se activa por aumento del Ca2+ intracelular, y recientemente se
ha demostrado que también puede ser modulada por oxidacidon dependiente de ROS,
decidimos medir en cardiomiocitos aislados de rata Wistar macho de 3 meses de edad
y marcapaseados a las diferentes frecuencias (0,5, 5 y 8Hz), el Ca2+ intracelular y la
produccion de ROS intracelular.

En primer lugar, se evalué el Ca2+ intracelular en los cardiomiocitos que fueron
cargados con el indicador fluorescente Fura2-AM y estimulados eléctricamente a 0,5, 5
y 8Hz. En la figura 25, se puede observar que el MR aumenté significativamente tanto
el Ca+2 diastdlico como el sistdlico con respecto a la baja frecuencia de estimulacién
(0,5Hz).
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Figura 25: La figura representa los resultados promedio demostrando que el MR aumenta

significativamente el Ca2+ tanto diastdlico (barras rosas) como sistdlico (barras verdes), en comparacion
a 0,5Hz. N=5 * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz, N= 6.
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En segundo lugar, en la figura 26 se observan imagenes representativas del efecto del
MR sobre la produccién de ROS intracelular evaluado con el indicador fluorescente
CM-H2DCFDA. Las imagenes muestran que la alta frecuencia (5Hz) promueve un
aumento significativo en la produccion de ROS intracelular. Tomados en conjunto, los
resultados mostrados en la figura 25 y 26 indican que el MR puede producir los

estimulos necesarios para la activacién de CaMKII.
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Figura 26: Fotos representativas y resultados totales del efecto de la alta frecuencia (solo mostrados a
5Hz) sobre la produccion de ROS, evaluado con el indicador fluorescente CM-H2DCFDA. N=5 * P ¢ 0,05

con respecto a 0,5Hz.

Reducir la produccion de ROS previene la muerte celular_inducida por
MR

Dado que nuestros resultados muestran que el MR aumenta la produccion de ROS
intracelular y que estudios recientes indican que CaMKIl puede ser activada por
oxidacién (Erickson y col., 2008; Palomeque y col., 2009) a continuacidon examinamos si
el aumento de ROS estd involucrado en la reduccién de la viabilidad inducida por MR.
La figura 27 muestra el efecto del MR sobre la viabilidad celular en ausencia vy
presencia del barredor de ROS, MPG a una concentracién de 2 mM.

Como se puede observar, el MPG previno la muerte celular inducida por MR.
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Figura 27: Fotos representativas y resultados promedio representativas del efecto del MPG a elevadas

frecuencias de estimulacion. EI MPG previene, al menos en parte, la muerte celular inducida por MR. N=
7 * P ¢ 0,05 con respecto a 0,5Hz.

Consistentemente el MR, en presencia de MPG, no se asocia con un aumento de los
indices de apoptosis, Caspasa3a y la relacion del cociente Bax/Bcl2 (Figura 28). Por lo
tanto, estos resultados sugieren que la inhibicidn de la producciéon de ROS previene la

muerte por apoptosis inducida por MR.
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Figura 28: Los resultados promedio demuestran que en presencia del eliminador de ROS, MPG no hay

diferencias significativas con respecto a la actividad de las proteinas involucradas en la cascada

apoptodtica. N=5 por cada grupo experimental.

Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de que el MR al aumentar la

produccion de ROS intracelular, podria conducir en la oxidacién y activacién de CaMKI|

gue a su vez desencadenaria la cascada apoptotica.

Con el objetivo de confirmar esta hipdtesis, evaluamos si la produccién de ROS
inducido por MR activa a CaMKII.
Para ello, se evalué la actividad de CaMKIl en presencia del barredor de ROS, MPG.
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Figura 29: Blots representativos y resultados promedio muestran el efecto del MR sobre la actividad de

CaMKill en presencia de 2 mM del barredor de ROS, MPG. N = 5 * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz+MPG.

La figura 29 muestra bandas tipicas y resultados promedios que indican que la
activacion de CaMKIl inducida por MR se mantiene en presencia del barredor de ROS,
MPG. Estos resultados indican que el aumento de ROS inducido por MR no se
requeriria para la activacion de CaMKIl.

Descartada la activaciéon de CaMKIl por oxidacidon decidimos realizar experimentos
para confirmar si la activacién de CaMKIl durante el MR se debia a su modo de
activacion clasica, un aumento del Ca2+ intracelular. Para ello y teniendo en cuenta
gue al aumentar la frecuencia de estimulacién aumenta el ingreso de Ca2+ a la célula a
través de los canales de Ca2+ tipo L, examinamos el efecto del bloqueo de los canales
tipo L con 100 nM de Nifedipina sobre reduccién de la viabilidad celular, la activacién
de CaMKIll y el aumento de los indices apoptéticos inducidos por MR.

La figura 30 nos muestra que la presencia de Nifedipina en cardiomiocitos aislados y
marcapaseados a las diferentes frecuencias previene la muerte celular inducida por la
alta frecuencia (8Hz), por otro lado, en la figura 31 se observa que en corazones
perfundidos y marcapaseados a las diferentes frecuencias en presencia de Nifedipina a
una concentracién 1 puM, tanto la actividad de CaMKIl como de las proteinas
involucradas en la cascada apoptoética (Caspasa3a vy la relacién Bax/Bcl2) no presentan
diferencias significativas entre la baja frecuencia 0,5Hz con respecto a la alta

frecuencia 8Hz.
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Figura 30: Efecto de la inhibicién de Ca2+ sobre la viabilidad celular luego de un aumento en la

frecuencia de estimulacion. N=5 * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz.
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Figura 31: Resultados promedios muestran que no hay diferencias significativas en la actividad de

CaMKIl y de las proteinas involucradas en la cascada apoptética (Caspasa3a y la relacion Bax/Bcl2) en

presencia de Nifedipina a baja frecuencia 0,5Hz con respecto a alta frecuencia 8Hz N= 5 por cada grupo.

Estos resultados sugieren que la activacion de CaMKIl durante el MR es mediada por

un aumento de Ca2+ intracelular.
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Mecanismos dependientes de CaMKIl involucrados en la muerte celular
inducida por MR

En los cardiomiocitos los receptores de rianodina tipo 2 (RyR2) son cruciales para el
manejo fisioldgico del Ca2+ intracelular. Sin embargo, nuestro y otros laboratorios han
demostrado recientemente que el manejo del Ca2+ alterado y la pérdida de Ca2+ a
través del RyR2 pueden ser determinantes en la apoptosis de los cardiomiocitos en
diferentes condiciones patoldgicas (George y col., 2007; Zhang y col., 2010; Salas y col.,
2010). La pérdida de Ca2+ por el RS a través del RyR puede propagarse y resultar en
una liberaciéon masiva de Ca2+ del RS denominada onda de Ca2+ (Ca2+ “wave”). Estas
ondas de Ca2+ pueden conducir a la pérdida de cardiomiocitos por apoptosis o
necrosis, ya que se ha descripto que el Ca2+ perdido del RS podria ingresar a la
mitocondria, sobrecargandola de Ca2+ y gatillando asi la cascada apoptdtica (Salas y
col., 2010; Di Carloy col., 2014).

Para examinar si un mecanismo similar de induccién de apoptosis podria estar
mediando la muerte celular inducida por MR, utilizamos microscopia confocal para
obtener imagenes de ondas de Ca2+ indicadoras de la perdida de Ca2+ del RS. (Curran
y col.,, 2010). Luego de marcapasear a los cardiomiocitos de ratas a 0,5Hz (baja
frecuencia) y 5Hz (alta frecuencia), se detuvo la estimulacion y se midié las ondas de
Ca2+ durante 60 segundos. La figura 32 muestra imdagenes representativas de
fluorescencia y resultados promedio indicando que la frecuencia de ondas de Ca2+
aumenta al aumentar el MR. Por otro lado, se muestra ademas que el aumento de la
frecuencia de las ondas de Ca2+ inducido por MR puede ser prevenido en presencia

del inhibidor de CaMKII, KN93, lo que indica que estos eventos dependen de la

activacion de esta quinasa.
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Figura 32: Imdgenes tipicas de microscopia confocal de la linea de escaneo y resultados promedios a la

derecha, muestran que el MR aumenta significativamente la frecuencia de ondas de Ca2+ a altas
frecuencias (5Hz) y que este efecto se inhibe en presencia de KN93. * P < 0,05 N= 5.
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Al menos dos factores pueden aumentar la posibilidad de ocurrencia de ondas de
Ca2+, 1) un aumento de la carga del RS y 2) un aumento en la probabilidad de apertura
del RyR2.

Es conocido que CaMKII puede influir sobre ambos factores dado que puede fosforilar
tanto a PLB (fosfolambam) como a los RyR2. Es importante aclarar que la velocidad a la
que SERCA2a (Ca2+-ATPasa del reticulo sarcoplasmico), secuestra Ca2+ activamente
desde el citosol hacia el RS es controlada por PLB, SERCA2a es normalmente inhibida
por PLB, pero cuando PLB se fosforila aumenta el movimiento de Ca2+ hacia el RS.
Teniendo en cuenta estas posibilidades, evaluamos si CaMKIl promueve el aumento de
ondas de Ca2+ inducidas por MR por aumentar la carga del RS, por aumentar la
probabilidad de apertura del RyR o por ambos mecanismos.

Para evaluar el efecto de CaMKII sobre el contenido de Ca2+ del RS examinamos la
amplitud del transitorio de Ca2+ inducido por cafeina. La cafeina en altas
concentraciones (15 mM o mas) provoca la liberacién de todo el contenido de Ca2+ del
RS y su aplicacién es una técnica de uso habitual para estimar el contenido de Ca2+ del
RS (Bers 2001; Gonanoy col., 2011).

Consistentemente con otros estudios (Bers y col., 1996) como se puede observar en la
figura 33 aumentar la frecuencia de estimulacién de 0,5Hz a 5Hz en presencia y
ausencia del inhibidor de CaMKIl, KN93 no afecta la liberacién de Ca2+ inducida por
cafeina indicando que en cardiomiocitos de rata, el MR no aumenta el contenido de
Ca2+ del RS.
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Figura 33: Resultados promedios muestran que no hay diferencias significativas en el contenido de

Ca2+ del RS a alta frecuencia de estimulacion (5Hz) en presencia y ausencia del inhibidor KN93, N= 5.
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Estos resultados sugieren que el aumento de las ondas de Ca2+ inducido por MR vy
dependiente de CaMKIl seria entonces debido a un aumento en la probabilidad de
apertura del RyR2 inducido por CaMKII. Para confirmar si los RyR2 estan involucrados
en la muerte celular inducida por MR examinamos si la estabilizacién farmacoldgica de
los RyR2 reduce la muerte celular inducida por la alta frecuencia. Para estabilizar a los
RyR2 usamos una baja concentracion del anestésico local, Tetracaina, que reduce la
probabilidad de apertura de este canal (Venetucci y col., 2006). La figura 34 muestra
gue la incubacién con 25 uM de Tetracaina previene la muerte celular inducida por
MR. Estos resultados indican que los RyR2, posiblemente a través del aumento en la
pérdida de Ca2+ del RS, estarian funcionalmente implicados en la muerte celular

inducida por MR.
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Figura 34: Imdgenes representativas mostrando que la Tetracaina previene la muerte celular inducida

por MR. N= 7 por cada grupo* P < 0,05 con respecto a 0,5 Hz.

Para confirmar los resultados obtenidos con Tetracaina, utilizamos otros dos
compuestos conocidos por modular la probabilidad de apertura del RyR2, el B-
blogueante, Carvedilol y su andlogo, VKII86, que presenta un minimo efecto -

bloqueante (Zhou y col., 2011).
En la figura 35 se observan los resultados promedio del tratamiento con los
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estabilizadores del RyR2, Carvedilol y VKII86. Como se puede observar, ambos
compuestos previenen la muerte celular inducida por MR. Estos resultados confirman

gue los RyR2 estan funcionalmente involucrados en la muerte celular inducida por MR.
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Figura 35: Los resultados promedio muestran que la muerte celular inducida por MR se puede prevenir
mediante los estabilizadores del RyR2, Carvedilol (1 uM) o su andlogo VKII86 (1 uM) N= 8 por cada
grupo * P < 0,05 con respecto a 0,5 Hz.

La produccidon de ROS inducida por MR depende de CaMKII

Tomados en conjunto, los resultados hasta aqui mostrados indican que el MR reduce la
viabilidad celular por un mecanismo que requiere a CaMKIl, ROS y los RyR2.

Los resultados mostrados en la figura 29 indican que las ROS no se requieren para la
activacion de CaMKIl de modo que su produccién debe ser dependiente de CaMKIl o
producirse por una via independiente de esta quinasa. Para disecar entre estas dos
posibilidades, realizamos experimentos midiendo la produccién de ROS inducida por
MR en presencia y ausencia de KN93, KN92 y AIP.

Como se observa en las imagenes de fluorescencia tipicas y los resultados promedio
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presentado en la figura 36, el MR aumenta la produccion de ROS y este aumento es
prevenido por el inhibidor de CaMKII, KN93. Por otro lado, el MR no logré aumentar la
produccidon de ROS en presencia del inhibidor mas especifico de CaMKII, el AIP. En
cambio, el MR aumentd significativamente la produccién de ROS en presencia del
analogo inactivo del KN93, KN92. Paralelamente, se realizaron experimentos en
cardiomiocitos aislados de ratones transgénicos AC3-l en los que se midid la
produccion de ROS inducida por MR a las diferentes frecuencias de estimulaciéon. Se
observé que los cardiomiocitos de los ratones transgénicos controles AC3-C a 5 Hz
tuvieron un aumento de fluorescencia del 131 + 3% (N= 4) versus un 97 + 10% en los
AC3-1 (N= 4); estos resultados sugieren que la activacién de CaMKIl es necesaria para la

produccion de ROS inducida por MR.
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Figura 36: Imdgenes representativas de fluorescencia (CM-H2DCFDA fluorescencia) que muestran el
efecto del MR sobre la produccion de ROS en ausencia y en presencia de 2,5 uM KN93. Los resultados
promedios muestran el curso del tiempo de la produccion de ROS inducido por MR en ausencia y
presencia de KN93 y la pendiente normalizada CM-H2DCFDA (la pendiente de aumento de fluorescencia
registrada durante el periodo en el que la célula es marcapaseada a 5 u 8Hz es normalizado con respecto
a la pendiente de aumento de fluorescencia registrado durante el marcapaseo a 0,5 Hz) en ausencia y
presencia de KN93, KN92 (N=7) y AIP (N=6). KN93 y AIP redujeron significativamente el aumento de CM-
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H2DCFDA fluorescencia a 5 y 8 Hz mientras que la produccion de ROS aumento significativamentea 5y 8
Hz en presencia de KN92. * P < 0,05 con respecto a 5Hz+KN93 y 5Hz+AIP N= 7, * P < 0,05 con respecto a
8Hz+KN93 y 8Hz+AIP N=7; * P « 0,05 con respecto a 5Hz+KN93 y 5Hz+AIP N= 7, * P < 0,05 con respecto a
8Hz+KN93 y 8Hz+AIP N= 7.

En virtud de que el resultado de que CaMKIl promueve la produccion de ROS es
sumamente interesante y novedoso, a continuacion decidimos explorar el mecanismo

por el cual CaMKIl podria promover la produccion de ROS.

Rol de la producciéon de ROS inducida por MR

Consistentemente con nuestros resultados, otros estudios han mostrado un aumento
de la produccién de ROS inducida por MR (Heinzel y col., 2006; Yamamoto y col.,
2006). Sin embargo, la fuente de ROS todavia no esta completamente definida. Varias
lineas de evidencia han relacionado la produccién de ROS inducida por MR con la
activacion de la NADPH oxidasa (NADPHox) (Sanchez y col.,, 2005) y resultados
recientes indican que CaMKII puede activar varias isoformas de esta oxidasa (Pandey y
col., 2011; Nishio y col., 2012).

Por lo tanto, para determinar el posible origen de ROS, decidimos realizar
experimentos en cardiomiocitos aislados de rata Wistar macho de 3 meses de edad y
marcapaseados a las diferentes frecuencias (0,5, 5 y 8Hz) en presencia del inhibidor de
la NADPHox de membrana, Apocinina a una concentracion de 300 uM. Dado que
nuestros resultados muestran que la muerte celular inducida por MR es dependiente
de un aumento en la produccién de ROS (Figura 29), usaremos la disminucion de la
viabilidad celular como un sensor bioldgico de la produccién de ROS. Como se puede
observar en la figura 37 la presencia de Apocinina previene la muerte celular en

cardiomiocitos aislados inducida por MR.
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Figura 37: Grdficos promedios y representativos del efecto de la Apocinina. La presencia del inhibidor
de NADHPox previene la muerte celular en cardiomiocitos aislados y marcapaseados a altas frecuencias

(5 y 8Hz). N=5 por cada grupo * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz.

Estos resultados sugieren que las ROS producidos en nuestro modelo de MR podrian

provenir, al menos en parte de la activacion CaMKIlI-dependiente de la NADPHox.

Mecanismos involucrados en la modulacion de los RyR2 por MR

Dado que la funcién del RyR2 se puede modular al menos en parte, por modificaciones
post-traduccionales, incluyendo la fosforilacién y/o la oxidacion y que CaMKIl podria
favorecer ambas modificaciones ya sea, a través de su fosforilacién en el sitio Ser2814
o0 a través de un aumento en la produccién de ROS. Examinamos el rol de estas
modificaciones en el contexto de MR. Para examinar el rol de la fosforilacion del RyR2
usamos cardiomiocitos de ratones mutantes que tienen el sitio de fosforilacidén serina
2814 del RyR2 (especifico de CaMKIl) mutado a alanina (S2814a) y por lo tanto no
fosforilable.

En la figura 38 se observa que el MR produce una disminucion en la viabilidad celular
similar en cardiomiocitos de ratones mutantes (52814a) y en cardiomiocitos aislados

de ratones silvestres, indicando que la fosforilacion del RyR2 en el sitio especifico de
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CaMKIl, Ser2814, no estaria involucrado en la muerte celular inducida por MR.

Por otra parte, la figura 38 también muestra que los cardiomiocitos aislados de ratones
S2814a pre-tratados con el barredor de ROS, MPG estdn protegidos de la muerte
celular inducida por MR.

Estos resultados sugieren que seria la oxidacion y no la fosforilacién del RyR2 que
estaria modulando la actividad del receptor que resultaria en el aumento en las ondas

de Ca2+ asociadas con la muerte celular inducida por MR.
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Figura 38: Efecto del MR sobre la viabilidad celular en cardiomiocitos aislados con el sitio de
fosforilacion de RyR2, Serina 2814, mutado a Alanina (52814a). El MR reduce significativamente la
viabilidad de los cardiomiocitos $2814a del mismo modo que en su control silvestre la muerte celular sin
embargo, se previno, al menos en parte, en presencia del barredor de ROS, MPG N= 6 para cada grupo *
P < 0,05 con respecto a 0,5 Hz, # P < 0,05 con respecto a 0,5Hz $2814a+MPG.

Rol de la mitocondria en la muerte celular inducida por MR

Para examinar si el mecanismo que subyace a la muerte celular inducida por MR es

debido a que la liberacién espontdnea de Ca2+ del RS en forma de ondas de Ca2+
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promueve la sobrecarga de Ca2+ de la mitocondria, resultando en la apertura del poro
de transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP) y en consecuencia la activacién de
la cascada apoptética, inhibimos la entrada de Ca2+ a la mitocondria a través del
uniporter mitocondrial usando 5 pM de Ruthenium Red e inhibimos la aperura del
mPTP usando 10 uM de acido bongkrecico como se puede observar en las figuras 39 y

40, ambos inhibidores previnieron la muerte celular inducida por MR.
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Figura 39: Fotos representativas y grdficos promedio del efecto del Ruthenium Red (RR) en la muerte

celular inducida por MR. Se observa que a altas frecuencias la presencia del inhibidor RR previene la

muerte celular. N=5 por cada grupo * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz.
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Figura 40: Resultados promedio del efecto del Acido Bongkrecico. La presencia del inhibidor del mPTP

previene la muerte celular en cardiomiocitos aislados y marcapaseados a altas frecuencias (5 y 8Hz). N=
5 por cada grupo * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz.

*Rol de la via PI3K/AKT en la muerte celular inducida por MR

La inhibicion de la via PI3K/AKT exacerba los efectos deletéreos del MR
sobre la viabilidad de los cardiomiocitos

Se ha demostrado que a elevadas frecuencias de estimulacion eléctrica se promueve la
activacion temprana de la quinasa de supervivencia, AKT (Kuramochi y col., 2006).
Recientemente hemos demostrado que CaMKIl media la apoptosis inducida por el
digitalico, Ouabaina, y que este proceso se ve contrarrestado por la activacion de la via
PI3K/AKT que sirve para proteger contra un dafio mayor (Sapia y col., 2010). Para
examinar si la via PI3K/AKT también posee un papel protector en la muerte celular
inducida por MR, realizamos experimentos en cardiomiocitos aislados de rata Wistar
macho de 3 meses de edad, en presencia y ausencia de 1 mM del inhibidor de PI3K,
Wortmanina.

La figura 41 muestra el efecto del MR sobre la actividad de AKT y la viabilidad celular.
El MR aumentd significativamente la actividad de AKT y la inhibicién de la via de
sefializacion PI3K/AKT aumentd significativamente el nimero de células muertas en

comparacion a las marcapaseadas en ausencia del inhibidor. Estos resultados
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confirman que el MR ademds de la activacion de una cascada apoptética,
desencadenada por la activacion de CaMKII, activa simultdneamente una cascada
protectora que involucra la cascada PI3K/AKT. La activacion de esta via es, sin
embargo, insuficiente para prevenir completamente la muerte celular inducida por
MR. Experimentos controles mostraron que Wortmanina no afectd por si misma la

viabilidad celular en células en reposo.
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Figura 41: A) Blots representativos y resultados promedio muestran que el MR aumenta
significativamente la actividad de AKT (p-AKT) N=5 * P < 0,05 con respecto a 0,5Hz. B) Grdfico de barras
que muestra los resultados promedio (N= 8) del efecto del MR sobre la viabilidad celular, ya sea en
ausencia o presencia de 1 mM del inhibidor de PI3K Wortmanina (Wort). La inhibicidn de la via PI3K/AKT
aumento significativamente el numero de células muertas producidas por MR. N= 8 * P < 0,05 con
respecto a 0,5 Hz; # P < 0,05 con respecto a 5y 8 HZ sin Wortmanina.
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DISCUSION

La taquicardia sostenida en pacientes y modelos experimentales de animales
sometidos a estimulacién rapida promueve una remodelacién mecanica y eléctrica que
conduce a la insuficiencia cardiaca congestiva (IC) (Spinale y col., 1994; Valente y col.,
1998; Nakamura y col., 2002) y varios trabajos sugieren que la muerte celular por
apoptosis contribuye a este remodelamiento adverso (Kuramochi y col., 2006; Liu y
col., 1995; Hanna y col., 2004). Sin embargo, los mecanismos subcelulares que
subyacen a la muerte celular de los cardiomiocitos a altas frecuencias cardiacas aun no
se han determinado.

Utilizando un modelo celular de marcapaseo rapido (MR), Kuramochi y colaboradores
demostraron que la muerte celular inducida por MR es un evento temprano que se
asocia con la activaciéon de diferentes quinasas de estrés (Erk, AKT, JNK y p38MAPK)
(Kuramochi y col., 2006). Sin embargo, el estudio de Kuramochi y colaboradores no
proporcioné evidencia directa del rol causal de estas quinasas en la muerte celular
inducida por MR. Por otro lado, Hanna y colaboradores también observaron la
induccion temprana de apoptosis en un modelo canino de MR. Sin embargo, la
activacion de la sefalizacion de MAPK no se observd hasta 5 semanas después de
iniciado el MR (Hanna y col.,, 2004). Estos resultados sugieren que la via de
senalizacion de las MAPK no estaria involucrada en la muerte celular inducida por MR.

Esta conclusidn es consistente con nuestros resultados en los que observamos que el
MR reduce la viabilidad celular en asociacién con un aumento de la actividad de la
p38MAPK sin embargo, la inhibicion de esta MAPK con su inhibidor especifico,
SB202190 no previno la muerte celular inducida por MR. Estos resultados nos
permiten concluir que p38MAPK se activa frente al MR, pero no se encuentra

involucrada en la muerte celular inducida por MR.

Se sabe que el MR aumenta los niveles de Ca2+ intracelular (Allen y col., 1978) y
también ha sido descripto que la elevacion sostenida de Ca2+ intracelular promueve la
muerte celular de los cardiomiocitos (Orrenius y col., 2003). Por otro lado, también se
ha visto que el MR aumenta el estrés oxidativo (Heinzel y col., 2006) y evidencia
experimental demuestra que previniendo el estrés oxidativo con antioxidantes se
puede inhibir la apoptosis de los cardiomiocitos en un modelo de insuficiencia cardiaca
inducida por MR (Qin y col., 2003). Estos resultados sugieren que la elevacion de Ca2+

y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) podrian ser responsables de la
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activacion de la cascada apoptadtica inducida por MR.

La proteina quinasa |l dependiente de Ca2+-calmodulina (CaMKII) es una
treonina/serina quinasa ubicua que es activada candnicamente por la elevacion de
Ca2+ intracelular y recientemente, se ha demostrado que su actividad también puede
ser modulada por oxidacion dependiente de ROS (Erickson y col., 2008; Palomeque y
col., 2009). Por otra parte, la activacién sostenida de CaMKIl puede ser proapoptética
(zhang y col.,, 2004). De hecho, evidencia experimental de nuestro laboratorio
demuestra que la activacién de CaMKIl es un evento critico en la cascada de
sefializacion que conduce a la apoptosis en la injuria por isquemia/reperfusion, en la
toxicidad por digitdlicos y durante la estimulacién sostenida con Angiotensina Il (Angll)
(Vila Petroff y col., 2007; Sapia y col., 2010; Palomeque y col., 2009). Estos resultados
sugieren que CaMKIl podria ser el blanco del Ca2+ y de la produccién de ROS
intracelular que durante el MR podrian mantener sostenida la actividad de la quinasa,
favoreciendo asi el proceso de apoptosis. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud
la hipdtesis de que el MR aumenta el Ca2+ intracelular y la produccién de ROS, que

resulta en la activacion de CaMKII que promueve la apoptosis de las células cardiacas.

Los resultados presentados en esta tesis muestran por primera vez que CaMKIl media
la apoptosis inducida por MR y proporcionan evidencia que sugiere que el mecanismo
subyacente para la muerte celular inducida por MR implica la produccidon de ROS,
CaMKII-dependiente, que conduce, al menos en parte, a la oxidacién del receptor de
rianodina tipo 2 (RyR2), que resulta en la liberacion de Ca2+ del RS durante el periodo
diastdlico. Esta liberacion de Ca2+ diastélico, como ha sido demostrado anteriormente
por nuestro y otros laboratorios, resulta en la elevacion del Ca2+ mitocondrial y la
activacion de la cascada apoptética (Zhang y col., 2010; Salas y col., 2010). Nuestros
resultados muestran ademas que la muerte celular inducida por MR se puede prevenir
mediante agentes que reducen la probabilidad de apertura de los RyR2, sugiriendo la
posibilidad de utilizar estabilizadores de los RyR2 como una estrategia terapéutica para
reducir el remodelado adverso asociado con la taquicardia y para prevenir el deterioro

en la funcién cardiaca asociado con esta entidad patoldgica.

CaMKIl media la muerte celular inducida por MR

Los resultados de esta tesis, muestran claramente que el MR disminuye la viabilidad de
los cardiomiocitos mediante la promocién de apoptosis y necrosis (Resultados Figura

14, 15 y 16). Hemos demostrado que la estimulacion de células a 5 Hz y 8 Hz (alta
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frecuencia) durante 1 hora reduce significativamente la viabilidad celular en
comparacion con las que se mantienen a 0,5 Hz (baja frecuencia) o sin estimulacién
(control). Esta disminucion de la viabilidad es al menos en parte debido a apoptosis ya
gue la misma se encontré asociada con un aumento de la actividad de Caspasa3a, uno
de los efectores finales de la cascada apoptodtica, y con un aumento de la relacién de
Bax/Bcl2. Recordando que las proteinas proapoptodtica, Bax, y la antiapoptética, Bcl2,
forman heterodimeros que se localizan en la membrana externa mitocondrial, estos
resultados sugieren la participacién de las mitocondrias en el proceso de apoptosis.

Se ha demostrado que CaMKIl es un intermediario comun a través del cual diversos
estimulos deletéreos pueden desencadenar la apoptosis de los cardiomiocitos (Zhu y
col., 2007). Por otro lado, se sabe que el MR aumenta dos moduladores fundamentales
de la actividad de CaMKIl, el Ca2+ y las ROS (Vila Petroff y col., 2003; Heinzel y col.,
2006; Yamamoto y col., 2006). Por lo tanto, investigamos el papel que juega CaMKIl en
la muerte celular inducida por MR.

Confirmando resultados previos, observamos que bajo nuestras condiciones
experimentales, el MR aumentd significativamente el Ca2+ diastdlico y sistdlico, asi
como la producciéon de ROS en los cardiomiocitos aislados (Figura 25 y 26).
Consistentemente, observamos que el MR aumenté la actividad de CaMKII (p-CaMKII)
y que el KN93, un inhibidor farmacoldgico de CaMKIl previene la reduccién de la
viabilidad celular y el aumento de los indices de apoptosis (relacion Bax/Bcl2 y la
actividad de Caspasa3a) inducida por MR. Estos resultados sugieren que CaMKIl estaria
involucrada en la muerte celular y en la apoptosis inducida por MR. Confirmando la
participacién de CaMKIl en la muerte celular inducida por MR observamos que ratones
transgénicos que expresan el péptido inhibidor para CaMKII (AC3-I) estaban protegidos
de los efectos deletéreos de las altas frecuencias de estimulacion y que la
sobreexpresién de CaMKIl exacerba los efectos deletéreos del MR (Figura 24). Los
presentes hallazgos, combinando la inhibicién farmacolégica y la manipulacion
genética de CaMKIl descartan potenciales efectos inespecificos del KN93 vy
proporcionan evidencia sélida que indica que CaMKIl estd implicada mecanisticamente
en los efectos deletéreos del MR sobre la viabilidad celular.

Como se indicd previamente, nosotros planteamos la hipdtesis que el aumento de
Ca2+ intracelular y la produccion de ROS inducidos por MR, contribuyen a la activacién
sostenida de CaMKIl. Sin embargo, no pudimos observar una disminucién en la
actividad de CaMKIl cuando los protocolos de MR se realizaron en presencia del
barredor de ROS, MPG. En cambio, observamos que el aumento de la actividad de
CaMKIl y de la muerte celular inducido por MR se podian prevenir con un blogueante

de los canales de Ca2+ tipo L, Nifedipina, usado para inhibir la entrada de Ca2+
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producida durante el MR. Estos resultados indican que durante el MR, CaMKIl es
activada por la elevacién de Ca2+ intracelular y no por la oxidacion dependiente de
ROS.

Se han informado anteriormente resultados similares a los nuestros, mostrando un
aumento de la produccion de ROS inducida por MR (Heinzel y col., 2006). Sin embargo,
la fuente de estas ROS todavia no estd completamente definida. Varias lineas de
evidencia han relacionado la produccion de ROS inducida por MR con la activacion de
la NADPH oxidasa (Sanchez y col., 2005; Yamamoto y col., 2006) e informes recientes
indican que CaMKII puede activar varias isoformas de esta oxidasa (Nishio y col., 2012;
Pandey y col., 2011). Nuestros resultados muestran que inhibir CaMKII con KN93 o AIP
impide el aumento en la produccién de ROS inducida por MR mientras que el KN92 no
lo previene (Figura 36), indicando que la produccién de ROS inducida por MR es
CaMKIlI-dependiente. Confirmando estos resultados, los cardiomiocitos aislados de
ratones AC3-l no mostraron un aumento en la produccién de ROS inducida por MR en
tanto que, los AC3-C si lo hicieron. Mas aun, usando el inhibidor de la NADPH oxidasa,
Apocinina, pudimos prevenir la muerte celular inducida por MR (Figura 37). Teniendo
en cuenta los resultados que indican que la muerte celular inducida por MR es
mediada por CaMKIl, estos resultados sugieren que CaMKIl podria promover la

produccion de ROS a través de activar a la NADPH oxidasa.

Actualmente es ampliamente aceptado que la elevacidon de ROS es un factor critico
para el dafo cardiaco y la muerte celular (Kinugawa y col., 2000). En consecuencia, se
ha demostrado que los barredores de ROS atenuan la apoptosis (Qin y col., 2003) y la
disfuncidn contractil de los cardiomiocitos (Kinugawa y col., 2000). Nuestros resultados
muestran que el barredor de ROS, MPG, evita tanto el aumento de la muerte celular
asi como también el aumento de los indices de apoptosis (actividad de la Caspasa3ay
la relacion Bax/Bcl2), demostrando que las ROS estan involucradas en la muerte celular

y la apoptosis inducida por MR.

Los mecanismos subyacentes a la apoptosis dependiente de CaMKIl todavia no han
sido completamente dilucidados. Evidencia reciente de nuestro laboratorio obtenida
en el contexto de la isquemia y reperfusion, sugiere que CaMKIl puede promover
apoptosis al alterar el acoplamiento entre la liberacién de Ca2+ del reticulo
sarcoplasmatico (RS) y la retoma de Ca2+ por la mitocondria, resultando en la
sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y la apertura del poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial (mPTP) (Salas y col., 2010).
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Desde hace varios afios se conoce que la interaccién entre el RS y la mitocondria est3
implicada en el desencadenamiento de senales apoptdticas (Chen y col., 2005; Joiner y
col., 2012). Dando sustento al rol critico de la interaccion RS/mitocondria en la
apoptosis asociada con la activacion de CaMKII, Zhang y colaboradores concluyeron,
usando ratones transgénicos que carecen de fosfolambam (PLB) y sobrexpresan
CaMKIl&c, que CaMKII al aumentar la fosforilacion del RyR2 conduce a un aumento de
la pérdida de Ca2+ por el RS que eleva el Ca2+ mitocondrial y resulta en un aumento
en la muerte celular (Zhang y col., 2010). Otra evidencia que demuestra la importancia
de la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial en la muerte celular inducida por CaMKII
proviene del trabajo de Joiner y colaboradores (Joiner y col., 2012). En este trabajo se
mostré que CaMKIl también puede regular directamente la retoma mitocondrial de
Ca2+ a través del uniporter mitocondrial, que conduce a la sobrecarga de Ca2+
mitocondrial y la apertura del mPTP. Teniendo en cuenta estos antecedentes
exploramos que la muerte celular inducida por MR es al menos en parte debida a un
aumento en la liberacion de Ca2+ desde el RS a través de los RyR2, dependiente de
CaMKIl, con la consecuente retoma y sobrecarga de Ca2+ por la mitocondria. Para
probar que los RyR2 estan involucrados en la muerte celular inducida por MR,
utilizamos dos compuestos distintos, conocidos por reducir la probabilidad de apertura
de los RyR2, 1) el anestésico, Tetracaina, y 2) el B-bloqueante Carvedilol. Los resultados
muestran que, tanto la Tetracaina como el Carvedilol impidieron la muerte celular
inducida por MR (Figura 34 y 35). Ademads, obtuvimos resultados similares usando un
analogo del Carvedilol pero que presenta un minimo efecto B-bloqueante, el VKII86.
Estos resultados excluyen la posibilidad de que los efectos beneficiosos observados del
Carvedilol estén relacionados con su capacidad B-bloqueante y no con su accién como
un estabilizador del RyR2 (Figura 34) (Zhou vy col., 2011).

Para obtener una mayor comprensién del mecanismo subyacente a la apoptosis
inducida por MR dependiente de CaMKIl, evaluamos la frecuencia de ondas de Ca2+
como indice de pérdida de Ca2+ del RS y examinamos la contribucién de las
mitocondrias usando inhibidores de la retoma por el uniporter mitocondrial y del
mPTP, Ruthenium red y Acido bongkrecico, respectivamente. Los resultados muestran
gue el MR, aument¢ significativamente la frecuencia de las ondas de Ca2+ y que estos
eventos se redujeron significativamente por la presencia del inhibidor de CaMKII,
KN93. Ademds observamos que tanto el Ruthenium red como el Acido Bongkrecico son
capaces de prevenir la muerte celular inducida por MR. A pesar de que se ha
demostrado que el Ruthenium red es poco especifico (Hajnoczky y col., 2006),
tomados en conjunto estos resultados nos permiten concluir, al igual que Zhang y

colaboradores (Zhang y col., 2010) que la activacion de CaMKIl inducida por MR
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conduce, al menos en parte, a un aumento de la probabilidad de apertura del RyR2 y la
pérdida de Ca2+ por el RS, que resultaria en la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, la

apertura del mPTP y la consecuente activacion de la cascada apoptdtica.

La probabilidad de apertura del RyR2 puede ser modulada, al menos en parte, por
fosforilacién y/u oxidacién (Niggli y col., 2013). Asi, durante el MR, el aumento CaMKII-
dependiente, de la probabilidad de apertura del RyR2 podria ser debido a la
fosforilacion directa del sitio del RyR2 especifico de CaMKIl (serina 2814) y/o al
aumento de la produccion de ROS y la posterior oxidacién del RyR2. Para disecar entre
estas posibilidades utilizamos cardiomiocitos aislados de ratones mutantes con el sitio
Serina 2814 del RyR2 mutado a Alanina vy, por tanto, no fosforilable por CaMKII.
Sorprendentemente, estos cardiomiocitos no estaban protegidos contra la muerte
celular inducida por MR. Sin embargo, la muerte celular inducida por MR se previno
cuando estos cardiomiocitos se sometieron a MR pero en presencia del barredor de
ROS, MPG. Estos resultados indican que la fosforilacién CaMKII-dependiente del RyR2
no es suficiente para activar la cascada apoptética. En contraste, la capacidad del MPG
para prevenir la muerte celular inducida por MR en los cardiomiocitos aislados de
ratones mutantes S2814a sugiere que la oxidacién del RyR2 juega un rol central en el
aumento de la probabilidad de apertura del RyR2 que conduce a una pérdida de Ca2+
por el RS, y en consecuencia a la muerte de los cardiomiocitos en condiciones de MR.
En concordancia con esta interpretacion observamos que en presencia de MPG se
previene la muerte celular inducida por MR pero no la actividad de CaMKIl que

permanece aumentada.

Los resultados presentados en este trabajo de tesis, muestran el papel fundamental de
CaMKIl y los RyR2 en la muerte celular inducida por MR y sugieren que el uso de
inhibidores de la CaMKII podria ser de potencial beneficio terapéutico. Sin embargo, la
naturaleza ubicua de CaMKIl y sus efectos sobre distintos blancos proteicos
argumentan en contra de su uso como una herramienta terapéutica. Para ser efectiva,
la inhibicidn farmacoldgica de CaMKIl requeriria como minimo un compuesto selectivo
hacia la isoforma de CaMKIl cardiaca. Sin embargo, estos compuestos aun no estan
disponibles.

Por otro lado, la demostracién de que los RyR2 juegan un papel crucial en el desarrollo
de la muerte celular inducida por MR nos permite postular un enfoque terapéutico
alternativo, que implica el concepto de "estabilizacion de los RyR2". El término
"estabilizacion" se refiere a la posibilidad de reducir la apertura espontanea de los

RyR2 en el periodo diastélico sin afectar a la liberacién sistdlica. Asi, los compuestos
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gue son capaces de estabilizar los RyR2 podrian utilizarse para prevenir la muerte
celular inducida por MR sin los efectos indeseables de la inhibicién global de CaMKII.
En este contexto, Sacherer y colaboradores mostraron que el bloqueante JTV-519
(K201) es capaz de estabilizar a los RyR2 y reducir la pérdida de Ca2+ del RS inducida
por el digitalico Ouabaina (Sacherer y col., 2012) y estudios recientes de Zhuo y
colaboradores muestran que el Carvedilol y sus andlogos son capaces de prevenir las
arritimias inducidas por la sobrecarga y consecuente perdida de Ca2+ del RS (Zhuo y
col., 2011). Estos resultados, sumados a los mostrados en esta tesis en los que
pudimos prevenir la muerte celular inducida por MR, usando distintos estabilizadores
del RyR (Tetracaina, Carvedilol, VKII86) sugieren que el uso de estabilizadores de los
RyR2 podria ser un enfoque prometedor para el tratamiento de la muerte celular
inducida por MR u otras patologias que involucren la perdida de Ca2+ del RS a través
de los RyR2.

Rol de la via PI3K/AKT en la muerte celular inducida por MR

Se ha demostrado que el MR induce la activacién temprana de la via PI3K/AKT
(Kuramochi y col., 2006). Al igual que las observaciones de Kuramochi y colaboradores,
observamos en nuestros experimentos que el MR promueve la activaciéon temprana de
AKT (Figura 41A). En cardiomiocitos, la cascada de PI3K/AKT ha sido implicada en la
supervivencia en respuesta a la isquemia y reperfusion, el estrés oxidativo, la hipoxia,
la estimulacidon B-adrenérgica y también que protege contra la apoptosis (Kimura y
col.,, 2004; Remy y col., 2004; Rosenzweig y col., 1997). Por otro lado, ha sido
demostrado que la activaciéon de CaMKIl podria ser perjudicial en todas estas
situaciones (Couchonnal y col., 2008). Estos antecedentes sugieren la posibilidad que la
activacion croénica y deletérea de CaMKIl promueva la activacidon simultanea de la via
protectora PI3K/AKT. Consistentemente con esta posibilidad, cuando utilizamos 1 uM
del inhibidor de PI3K, Wortmanina, observamos que la inhibicion de la cascada de
PI3K/AKT exacerba los efectos deletéreos del MR. Estos resultados sugieren que la
muerte celular inducida por MR es contrarrestada por el efecto protector de la
activacion simultdnea de la cascada PI3K/AKT. De todos modos, la activacion de esta
via no es lo suficientemente efectiva como para prevenir completamente la muerte
celular inducida por MR. Interesantemente, hallazgos previos de nuestro laboratorio
han demostrado que durante otra intervencidn que promueve apoptosis de

cardiomiocitos CaMKII-dependiente, como es el tratamiento crénico con digitalicos,
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también se activa simultdneamente la sefializacién PI3K/AKT que juega un papel
protector al reducir el grado de apoptosis (Sapia y col., 2010). Estos resultados
sugieren que la sefializacién de PI3K/AKT podria estar corriente abajo de CaMKIl y
formar parte de un bucle de retroalimentacion negativa, en el que su activacion
requiera a CaMKIl y que una vez activada, la via PI3K/AKT, inhiba a CaMKII. Nuestros
resultados no permiten confirmar esta hipdtesis sin embargo, estudios recientes
indican que CaMKIl promueve la supervivencia dependiente de la via PI3K/AKT en
macroéfagos derivados de médula dsea tratados con TNFa (Tano y col., 2012). En apoyo
de esta posibilidad y un estudio reciente en el tejido nervioso muestra que el 6xido
nitrico (NO), un mensajero corriente abajo de sefalizacion de PI3K/AKT, puede
nitrosilar a CaMKIl e inhibir su actividad (Song y col., 2008). Estos antecedentes
sumados al hecho de que la sefializacion PI3K/AKT es capaz de rescatar de la apoptosis
CaMKII-dependiente inducida por diferentes condiciones experimentales, como por
ejemplo: MR y tratamiento crénico con digitalicos, nos lleva a especular que la

sefalizacion PI3K/AKT podria modular negativamente la actividad de CaMKII.

En resumen, como se observa en la representacion esquematica de la figura 42,
concluimos que la entrada Ca2+ inducida por MR activa a CaMKIl promoviendo
apoptosis, al menos en parte, mediante la produccion de ROS que altera la funcion del
RyR2, que en consecuencia conduce al aumento de la liberacion del Ca2+ diastélico y la
sobrecarga de Ca2+ mitocondrial. Por otro lado, el MR activa simultdaneamente una
cascada antiapoptética que implica a la via PI3K/AKT que es sin embargo, insuficiente
para suprimir completamente la muerte celular. Finalmente, nuestros resultados
muestran que la estabilizacion del RyR2 puede prevenir la muerte celular inducida por
MR y sugerimos el uso potencial de estos agentes (Carvedilol y VKII86) para el
tratamiento de la remodelacién adversa asociada con la taquicardia crénica tales como
la que se produce en pacientes con taquicardia supraventricular paroxistica o la

fibrilacion auricular.
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Proteccion
IP3K/AKT

Apoptosis y Necrosis

Figura 42: Esquema representativo que resume los principales y posibles eventos secuenciales que
conducen a la muerte celular inducida por MR. Las flechas gruesas representan las rutas preferenciales
mostrando que el MR induce el aumento de Ca2+ intracelular que activa a CaMKll, que a su vez fosforila
varios sustratos aguas abajo y adicionalmente promueve la produccion de ROS.Estos ROS oxidan el RyR2
favoreciendo la pérdida de Ca2+ por el RS que resultaria en la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, la
apertura del mPTP y la consecuente activacion de la cascada apoptética. MR (marcapaseo rdpido); PLB
(fosfolamban); RyR2 (receptor de rianodina tipo 2); NADPHox (NADPH oxidasa); mPTP (poro de

transicion de permeabilidad mitocondrial); Cyt C (citocromo C).
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CONCLUSIONES

Podemos concluir que el MR promueve la entrada de Ca2+ a la célula que
activaria a CaMKIl que en consecuencia promueve la activacion de la cascada

apoptotica.

La activacion de CaMKIl promueve la liberacidon de ROS y estos, a la oxidacién
del RyR2 resultando en la pérdida de Ca2+ por el mismo y la consecuente
sobrecarga de Ca2+ de la mitocondria que llevaria a la liberacion de Citocromo

Cy activacion de caspasas efectoras.

Ademas, el MR activa simultdneamente una cascada antiapoptotica, la via
PI3K/AKT, que protege, pero sin embargo es insuficiente para suprimir

completamente la apoptosis.

Finalmente nuestros resultados indican que los estabilizadores del RyR2
(Carvedilol y VKII86) pueden prevenir la muerte celular inducida por MR,
sugiriendo el potencial uso de estos agentes para el tratamiento de los efectos

adversos asociados con la taquicardia crénica.
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