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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AAR Area en riesgo (en inglés, area at risk)

AEC Acoplamiento excitacion-contraccion o excito-contractil

ANT Translocasa de nucle6tidos de adenina

BDM 2,3-butanediona monoxima

CaM Calmodulina

CaMKlI Calcio Calmodulina Quinasa tipo Il

CaMKs Quinasas dependientes de Ca2*y CaM

CAT Constriccion de la aorta transversa

CICR Liberacion de Ca2* inducida por Ca2+ (en inglés: Calcium induced Calcium
release)

Cier Extremo COOH terminal de la proteina

CTL Control o raton wild type (WT)

CypD Ciclofilina D

DAPI 4 ',6-diamino-2-fenilindol

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

HRC Proteina unidora de Ca2* rica en histidina (Histidine Rich Calcium binding
protein)

hs Horas

I/R Isquemia y Reperfusion

IAM Infarto agudo de miocardio

Iso Isoproterenol

jRS Reticulo sarcoplasmatico de la uniéon (en inglés, juntional RS)

LDH Lactato deshidrogenasa

LTCC Canales de Ca2* lentos (del inglés L-type Calcium Channels)

min Minuto/minutos
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mm Milimetro/milimetros

MME Membrana mitocondrial externa

MMI Membrana mitocondrial interna

mPTP Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
mseg Milisegundos

mV Milivoltios

NAD* Nicotinamida adenina dinucleétido forma oxidada
NADH Nicotinamida adenina dinucleétido forma reducida
NCX Intercambiador Na*/Ca2+

NHE Intercambiador Na*/H+

NRMI Registro Nacional de Infarto del Miocardio de EE.UU.
Nter Extremo NHs terminal de la proteina

Oge- Radical superéoxido

ON Oxido nitrico

PA Potencial de accion

PDFVI Presion diastélica final del ventriculo izquierdo
PDVI Presion desarrollada por el ventriculo izquierdo
PKA Proteina Quinasa A

PKC Proteina Quinasa C

PLN Fosfolamban

PLNDM Cepa doble mutante de PLN (ambos sitios de fosforilacion mutados a alanina)
PNA Péptido natriurérico auricular

Po Probabilidad de apertura

Pre-Isq. Preisquemia/Grupo de corazones preisquémicos.
R Reperfusion

RE Reticulo endoplasmico
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RIP-3
RNS
ROS

RS
RyR2
S16
S2814A
$2814D

SDS-PAGE

SERCA2a

SOICR

SR-AIP

STAL

T17

Tm
Tn
T

TUNEL

VDAC

VDCCs

\

Receptor-interacting protein-3

Especies reactivas del N2

Especies reactivas del oxigeno (en inglés, reactive oxygen species )

Reticulo sarcoplasmatico

Receptor de Rianodina tipo 2

Sitio de fosforilacion de fosfolamban en el aminoacido serina en posicion 16
Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser2814 fue reemplazado por alanina)

Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser2814 fue reemplazado por un residuo de
aspartato)

Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio

Ca2+-ATPasa del RS (en inglés, Sarco-Endoplasmic-Reticulum Ca2+ATPase tipo
2)

En inglés, Store Overload-Induced Calcium Release

Cepa mutante que expresa un inhibidor de la CaMKII dirigido especificamente
al reticulo sarcoplasmatico.

Sistema Tubular Axial-Longitudinal

Sitio de fosforilacion de fosfolamban en el aminoacido treonina en posicion
17

Tropomiosina

Troponina

Tdbulos T

En inglés, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
Voltios

Canal de aniones dependiente de voltaje

Canales de Ca2* dependientes de voltaje (en inglés, voltaje dependent calcium
channels)

Ventriculo izquierdo
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«El mejor cientifico esta abierto a la experiencia, y
ésta empieza con un romance, es decir, la idea de
que todo es posible».

Ray Bradbury (1920-2012)
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La palabra isquemia hace referencia a un riego sanguineo insuficiente de
los tejidos provocado por obstruccion del flujo arterial. La aterosclerosis coronaria
es el substrato patologico subyacente en la mayoria de los casos de isquemia
miocardica [Gimbrone MA, 2013]. La reduccion o el cese del suministro de sangre
al corazoén, conduce a la deplecion de oxigeno y sustratos metabdlicos alterando
la homeostasis celular. Si el tiempo de isquemia se prolonga y en ausencia de
circulacion colateral significativa, la totalidad del area afectada se convierte en
tejido necrético dando lugar a un infarto agudo de miocardio establecido (IAM) La
restauracion del flujo o reperfusion terapéutica del lecho afectado, si bien
necesaria, da origen a una serie de procesos capaces de sumar nuevas
alteraciones celulares. La entidad fisiopatolégica resultante de ambos eventos
(isquemia y reperfusion) se denomina injuria irreversible por isquemia y
reperfusion (I/R).

Para el conjunto de la poblacion mundial la enfermedad cardiovascular
representa la principal causa de muerte y esta situacion persistira mientras no
haya un cambio en la incidencia de los factores de riesgo (obesidad, hipertension,
sedentarismo, diabetes, etc.) [Mathers CD, 2006]. A pesar de los adelantos en el
tratamiento de la cardiopatia isquémica al haberse mejorado los procedimientos
de reperfusion, avanzado la tecnologia de los stent [Palmaz JC, 1997] y generado
nuevos y mas eficientes farmacos, un tercio de las muertes en el mundo adn es
producida por esta patologia [Mendis S, 2011]. Al igual que sucede con otras
enfermedades, el IAM tiene un alto impacto social no solo por la elevada
mortalidad, sino también por la pérdida de calidad de vida, la discapacidad, y la
disminucion de la actividad productiva de los pacientes, lo cual implica elevados
costos economicos [Blanco P, 2008].

En EE.UU. se estima que aproximadamente cada 42 segundos se produce
un IAM y el 34% de las personas que presentan un evento coronario terminaran
falleciendo a causa del mismo [Mozaffarian D, 2016].

En Argentina, unas 40.000 internaciones anuales son debidas a |IAM

[Piombo AC, 2011] y una de cada tres muertes es producto de esta patologia [Allin
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JG, 2010]. La relevancia del problema ha conducido a que las autoridades
sanitarias nacionales promulguen la Ley 25.501 de Control y Prevencion de las
Enfermedades Cardiovasculares (2009).

Actualmente, el objetivo terapéutico en el abordaje del IAM, es lograr una
optimizacion de las estrategias de restablecimiento del flujo sanguineo
permitiendo minimizar los efectos adversos que esta maniobra desencadena.

Para actuar sobre el dano que produce la reperfusion, es fundamental
conocer los procesos fisiopatologicos que tienen lugar durante la misma.

El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad profundizar en los
mecanismos y las consecuencias funcionales de la injuria por I/R miocardica
centrandonos en el rol que cumple la isoforma Il de la proteina quinasa

dependiente de Ca2*y calmodulina (CaMKII).

CONSIDERACIONES SOBRE LA FISIOLOGIA CARDIACA

LA ESTRUCTURA DEL CORAZON

El corazon es una bomba muscular de cuatro camaras, cuya funcion
primordial consiste en llevar a cabo ciclos de contraccion y relajacion en forma
regular y coordinada, favoreciendo el movimiento de la sangre en el interior del
sistema circulatorio. Dicha funcion depende en forma critica de los miocitos
cardiacos (Figura 1). Estas células, predominantemente mononucledas, de un
tamano que oscila entre 15 a 20 um de diametro y 80 a 120 um de longitud,
conforman el parénquima del corazén [Scholdz D, 1994]. Ellas funcionan como
una estructura sincitial altamente coordinada, producto de la existencia de los
discos intercalares que las relacionan. En estos residen las proteinas llamadas
conexinas las cuales forman canales de baja resistencia (conexones), que
constituyen la base funcional del acoplamiento eléctrico entre los miocitos [Kleber
AG, 2014].

11
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Los miocitos
representan
aproximadamente el
30% de la celularidad
cardiaca [Nag AC,
1980], pero dado su

gran tamano,

Miocito Discos

Nucleo cardiaco intercalares

constituyen cerca del
90% de la masa
miocardica total. El

10% restante esta

. Figura 1. Estructura histologica del miocardio normal tehido con Hematoxilina-
formado por 1€jidO Eosina. En un corte longitudinal se observan los miocitos cardiacos como células
. L . musculares estriadas con ramificaciones (flecha amarilla). Los cardiomiocitos estan
intersticial [Egh bali M, relacionados entre si a través de los discos intercalares. En el recuadro inferior se

muestra un corte transversal del miocardio con el nicleo del miocito ubicado
1991] compuesto por centraimente.

células no miociticas y por la matriz extracelular (MEC). Este tejido constituye el
andamiaje que sustenta a los miocitos y es un elemento con influencia directa en
la funcién diastolica y sistolica [Weber KT, 1999].

Las células no miociticas son fibroblastos (95%), [Eghbali M, 1991],
macrofagos residentes, células plasmaticas, neuronas y células relacionadas con
la vasculatura cardiaca (células endoteliales, células musculares lisas y pericitos)
[Jugdutt BI, 2003].

La matriz extracelular esta constituida por colageno fibrilar como principal
proteina estructural, y por otros componentes que incluyen glucosaminoglucanos
y proteoglucanos, integrinas, fibronectina y laminina [Jugdutt Bl, 2003]. El
colageno tipo | es el mas abundante en el corazdn, encontrandose también
colageno tipo lll en una relacion aproximada de 1,6 a 1 [Bonow RO, 2013].

Se utiliza la denominacion de fibra muscular cardiaca para hacer referencia
a la estructura constituida por un grupo de cardiomiocitos que se mantienen

unidos por la accion del tejido conjuntivo circundante.

12
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EL APARATO CONTRACTIL DEL MIOCARDIO

El mdsculo cardiaco al

igual que el esquelético, al ser i :
observado en el microscopio
Optico, presenta un aspecto
estriado resultado de la
presencia de estructuras

repetidas en serie denominadas

sarcomeros (Flgu ra 2 y Flgura 3 Figura 2. Corte de miobardio téﬁido éon Hematoxilina férricakd,o‘nde se

. . resaltalaestructura estriada.
A). El sarcomero esta

constituido a su vez por miofilamentos, delgados y gruesos, componentes basicos
del aparato contractil cuyo deslizamiento genera la contraccion muscular [Moss
RL, 2004]. La disposicion de los miofilamentos, determina la formacion de bandas
claras (o bandas |, de Isotrépicas) formadas Unicamente por filamentos finos y
bandas oscuras (también llamadas A, de Anisotropicas) donde se superponen
filamentos finos y gruesos (Figura 3 A). El sarcomero comprende dos zonas | y una
zona A y esta delimitado por las lineas Z, lugar de union de los filamentos
delgados adyacentes. Los filamentos delgados estan compuestos principalmente
por actina, acompanada por un complejo proteico regulador: la troponina (Tn) y la
tropomiosina (Tm). La Th se compone a su vez de tres subunidades: la TnC que se
une al Ca2+, la Tnl que inhibe la actividad ATPasa del complejo actina-miosina, y la
TnT que interactia con Tm (Figura 3 B) [Takeda S, 2003].

El filamento grueso esta formado principalmente por miosina, una proteina
de gran tamano que consiste en dos cadenas pesadas idénticas y dos pares de
cadenas ligeras: la cadena ligera esencial (MLC1) y la cadena ligera reguladora
(MLC2) [Trahair T, 1993; Moss RL, 2006]. Cada cadena pesada de miosina
consiste en una region globular o cabeza (S1) y una cola larga a-helicoidal (S2).
Las cabezas globulares se unen a la actina, formando puentes cruzados entre los
dos tipos de filamentos (Figura 3 B) [Moss RL, 2004].

13
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La interaccion A

entre filamentos finos y
gruesos para producir la
contraccion, es
precedida por un
aumento del Caz+
citosolico (ver luego).
Este i6n se une
entonces a la TnC,
dando lugar a cambios
conformacionales en el
complejo Tn-Tm que
liberan el blogueo sobre
la actina y permiten la
formaciéon de enlaces
cruzados actina-miosina,
la hidrolisis de ATP y la
produccion de fuerza
[Jin W, 2008]. Durante
la relajacion o diastole,
el Ca2* se disocia de la
TnC y es secuestrado
por el reticulo
sarcoplasmatico (RS). El
complejo Tn-Tm

entonces adopta una

Tesis Doctoral

I Banda A I
Banda | i Blﬁia i Banda |
L Sarcémero I

. Filamento
grueso

Figura 3. Estructura del sarcomero. (A) Microfotografia electronica
mostrando las diferentes areas. La banda H esta formada exclusivamente
por miosina. La linea central denominada linea M (por la proteina
miomesina) permitiria la cohesion de los filamentos gruesos. Mito:
mitocondria. (B) Diagrama que muestra la organizacion estructural de los
filamentos finos, gruesos y sus proteinas reguladoras. TnT, troponina T; TnC,
troponina C; Tnl, troponina I; Tm, tropomiosina; S1, porcion globular de la
miosina; S2, cola helicoidal de la miosina; MLC1, cadena liviana esencial;
MLC2, cadena ligera reguladora.

conformacion que vuelve a bloquear la interaccion actina-miosina [Bers DM,

2002].
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ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION

La concepcion de que la dinamica muscular estaba impulsada por actividad
eléctrica tiene sus origenes en las observaciones de Luigi Galvani quien demostro,
hace unos 200 anos, que la estimulacion eléctrica del muisculo esquelético del
miembro inferior de sapo conducia a su contraccion [Galvani LA, 1791].

Recién casi 80 anos mas tarde, Bernstein registra el primer potencial de
accion (PA) en el nervio [Bernstein J, 1868] determinando, con posterioridad, que
el PA precede al inicio de la contraccion en el musculo esquelético [Bernstein J,
1871]. Estas observaciones son las que dieron lugar al paradigma que sustenta el
ciclo de funcionamiento muscular y que hoy conocemos como el acoplamiento
excitacion-contraccion o excito-contractil (AEC). Cerca de una década mas tarde,
tendria lugar otro hito fundamental entre los descubrimientos cientificos que nos
llevarian a comprender la naturaleza del funcionamiento cardiaco, surgido del
hallazgo accidental realizado por Sydney Ringer [Ringer S, 1883]. Este fisidlogo
cardiovascular se encontraba estudiando los efectos de distintas soluciones
salinas conteniendo CINa, K* y un buffer bicarbonato, sobre la contractilidad
miocardica. En este medio el corazon aislado dejaba de latir en poco tiempo.
Afortunadamente un dia, ante la falta de agua destilada, sus soluciones
experimentales fueron preparadas con agua procedente de la canilla lo cual se
tradujo en la contraccion vigorosa del corazén por varias horas. Ringer considero
como un factor importante y causal la proporcion substancial de Ca2+ presente en
esa agua concluyendo lo siguiente: “el oxido de calcio o calcio bicarbonato, o
cloruro de calcio, anadido a la solucion salina, puede prevenir el debilitamiento y
la detencion del ventriculo que se produce con solucion salina sola”. Como
podemos observar en la descripcion de Ringer, el Ca2* es el elemento clave para
el AEC.

15
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La denominacion
de AEC se utiliza para
describir al conjunto de
fendmenos que se inician
con la despolarizacion de
la membrana plasmatica
y se continlan con la
contraccion y posterior
relajacion cardiaca. El
potencial de  accion
originado en el nédulo
sinusal se propaga por
todo el corazdn
determinando finalmente
la contraccion del
miocardio a una
frecuencia  aproximada
de 70 latidos por minuto.

La despolarizacion
del sarcolema es
producida por la apertura
de los canales rapidos de
Na* y el consecuente
ingreso de éstos iones,
llevando en un miocito

ventricular, el potencial

Tesis Doctoral

A Potencial de accion

o o 1.. ....... °

2+
...... Ca ® Sarcolema

Contraccign ¥
y 4f Miofilamentos

B ® & N ...*. ° . ® :ﬁ:"z'

o © ° Ca” * garcolema

Figura 4. Esquema que representa los principales eventos que se producen
durante el AEC. (A) Procesos que intervienen en la contraccion (en rojo): 1)
Ingreso de Na' y despolarizacion, 2) Apertura de los LTCC e ingreso de Ca®, 3)
Apertura de los receptores de RyR2 y aumento del [Ca®'], 4)Union del Ca™ a la
TnC y contraccion muscular. (B) Procesos que intervienen en la relajacién (en
verde): a) Recaptura de Ca’*por SERCA2a hacia el RS, b) NCX en su modo directo,
c) Ca**ATPasa de membrana extruyendo Ca*'de la célula y d) Ingreso de Ca*‘a la
mitocondria.

de membrana desde -80 mV (potencial de reposo) hasta aproximadamente +35

mV. Este fendmeno induce una entrada de Ca2* a la célula por los Ilamados

canales de Ca2* lentos (del inglés L-type Calcium Channels, LTCC) cuya apertura

depende del voltaje de la membrana (-20mV). Esta etapa es clave en la

contraccion cardiaca, ya que determina el acople entre el estimulo eléctrico y la
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respuesta contractil. Luego, el Ca2* que ingresa interacciona con los canales
liberadores de Ca2* del reticulo sarcoplasmatico (RS) llamados receptores de
rianodina tipo 2, (RyR2), provocando la salida de mas Ca2* desde el RS hacia el
citoplasma. La liberacion de Ca2* inducida por Ca2* (en inglés: Calcium induced
Calcium release -CICR), es la responsable de la contraccion del cardiomiocito
[Fabiato A, 1983].

A continuacion, como fue ya descripto, el aumento de Ca2+ citoplasmatico a
través de su interaccion con la Troponina C (Tn-C) produce el acortamiento del
sarcomero. El concepto de AEC también comprende los fendmenos relacionados
con la relajacion de los miocitos, lo cual implica la disminucion del Ca2* citosoélico.
Este descenso en la [Ca2*]i se produce por: a) su recaptacion hacia el RS a través
de la bomba de Ca2+ denominada SERCA2a (Sarco-Endoplasmic-Reticulum
Ca2*ATPase type 2a) regulada por la proteina fosfolamban (PLN), b) la extrusion
hacia el exterior de la célula por intermedio del intercambiador Na*/Ca2* (NCX) o
¢) por la bomba de Ca2*sarcolemal y d) la captacion mitocondrial (Figura 4).

Como consecuencia de los mecanismos descriptos la concentracion intracelular

de Ca2* oscila normalmente-entre 100nM y 1 uM con cada latido.

LA MEMBRANA PLASMATICA Y LOS TUBULOS TRANSVERSOS

Como cualquier otro A
tipo celular, los miocitos
cardiacos estan rodeados
de una bicapa lipidica en

la que se encuentran

inmersas gran diversidad

de protel'nas con variadas Figura 5. Tubulos T. (A) Reproduccion de una figura de Nystrom G. (1897) mostrando

miocardio de conejo inyectado con tinta de la India. (B) Imagen de microscopia
confocal de fluorescencia que muestra los tlbulos T en un miocito de rata aislado y
tenido con el marcador de membrana Di-8 ANNEPS (panel superior). En el panel

b t.t | inferior se puede observar la reconstrucciéon 3D a partir de 30 secciones de 0,2 um.
membrana constituye el goa 2013).

funciones biologicas. Esta

limite celular y conforma una barrera de permeabilidad selectiva entre citosol y

espacio extracelular.
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El sarcolema presenta profundas invaginaciones perpendiculares a la
superficie celular cuya integridad es de gran relevancia para el AEC normal: los
tubulos transversos o Tubulos T (TT). Las primeras evidencias de estas estructuras
tienen mas de un siglo y fueron reveladas por un estudio pionero llevado a cabo
por Nystrom en 1897. Utilizando microscopia de luz blanca [Nystrom G, 1897] y
valiéndose de tinta de la India para marcar el espacio extracelular, pudo observar
lineas oscuras que cruzaban las fibras cardiacas con un intervalo regular (Figura 5
A). Analisis ultra estructurales muestran que la mayor parte del volumen de los
tibulos T (60%) se encuentra a nivel de la linea Z del sarcomero y el 40% restante
en otros sitios a lo largo de las miofibrillas [Soeller C, 1999] (Figura 5 B). También
han sido reconocidos tubulos longitudinales que relacionan unos 5 tubulos
transversos contiguos [Ferrantini C, 2013]. La presencia del componente
longitudinal, ha dado lugar a la denominacion moderna de Sistema Tubular Axial-
Longijtudinal (STAL). ElI STAL corresponde aproximadamente a la tercera parte del
total de la superficie de la membrana [Stewart JM, 1978]. En conjunto estas
invaginaciones permiten la rapida propagacion del potencial de accion desde la
superficie, al interior de la célula en menos de 40 mseg [Hill AV, 1949]. En el
presente texto se utilizara de forma indistinta la denominacion TT y STAL.

Como veremos mas adelante, es la despolarizacion a través del STAL, la
que conduce a la liberacion de Ca2* a partir del RS desencadenando la
contraccion del miocito cardiaco. La relacion estructural entre STAL y RS, fue
propuesta alrededor de los “60s a partir de un trabajo llevado a cabo por Franzini-
Armstrong y Porter en musculo esquelético. Sus estudios determinaron que el
STAL era una continuidad de la membrana plasmatica independiente del RS pero
estrechamente relacionada con el mismo [Franzini-Armstrong C, 1964].

En los miocitos ventriculares de mamifero aproximadamente el 80% de los
canales de Ca2* regulados por voltaje y el 63% de la proteina que conforma el NCX
se encuentran en los TT [Despa S, 2003, Brette F, 2004;]. Estos tubulos

establecen una estrecha relacion con el RS permitiendo el CICR.
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CANALES DE Ca2* OPERADOS POR VOLTAJE

El estudio de los canales de Ca2* dependientes de voltaje (voltage
dependent calcium channels, VDCCs) se desarroll6 tempranamente durante la
década de los '50 y se a,
I

considera a Bernard

Katz, Susumu Hagiwara _
y Harald Reuter como los =
pioneros en este campo

[Dolphin AC, 2006].

caracterizacion , Sy

molecular de  estos OO

mms‘
» nnm i

canales se produjo tres . C}

décadas mas tarde como r%i@

resultado de los estudios

de Campbell KP (1988).
Los VDCCs son

complejos proteicos de

Figura 6. Esquema de la estructura del LTCC cardiaco. E| canal esta constituido
por la unidad formadora del poro alc y por proteinas accesorias B, &29, y y
que forman en su Calmodulina (CaM). También se observan los sitios consenso de fosforilacion para
CaMKIl y proteina quinasa A (PKA). Ambas fosforilaciones son capaces de
Conjunto un canal incrementarelingresode Ca’ por este canal (Modificado a partir de Bodil, 2005).

mualtiples  subunidades

funcional (Figura 6). La subunidad principal se denomina Caval y consiste en
cuatro dominios compuesto por seis segmentos transmembrana (S1 a S6). A lo
largo del canal se reconocen multiples sitios de union para diferentes
subunidades auxiliares (B, ®2d y y) responsables de su modulacion y regulacion
(Figura 6).

En la subunidad Caval los segmentos S5 y S6 de cada dominio son
responsables de la constitucion del poro, mientras que los bucles de unidén entre
dichos segmentos poseen residuos de acido glutamico que le confieren la gran
selectividad al Ca2* [Yang J, 1993]. Los segmentos S4 contienen lisinas y

argininas cargadas positivamente y de ellos depende la regulacion del canal por
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voltaje [Bezanilla F, 2002]. Finalmente, el segmento S6 también participa en la
inactivacion del canal [Stotz SC, 2004].

Al menos diez tipos de Caval han sido identificados [Catterall WA, 2000] y
depende del tipo de subunidad presente la intensidad de corriente que atraviesa
el canal y el valor del voltaje en que éste se activa. Desde el punto de vista
electrofisiologico, los VDCCs cardiacos pertenecen a dos grandes familias: canales
tipo-T (cinética de activacion transitoria rapida) y tipo-L (por “Long lasting”, cinética
de activacion lenta).

Los canales de Ca2* tipo-T han sido localizados predominantemente en las
regiones cardiacas con propiedades de marcapaso, como el nédulo sino-auricular,
el auriculoventricular y el sistema de fibras de Purkinje. Su ubicacion indica que la
corriente que los atraviesa participa en la génesis de la despolarizacion diastélica
espontanea presente en la fase 4 del potencial de accion de las células
marcapaso [Mesirca P, 2015]. En acuerdo con esto, estudios en ratones
transgénicos que presentan inactivacion genética del canal de Ca2+ tipo-T Cav3.1
evidencian bradicardia moderada y disminucion de la conduccion
auriculoventricular [Mangoni ME, 2006].

Los canales de Ca*? tipo-L (LTCC), son llamados también receptores de
dihidropiridinas por su sensibilidad a las 1,4 dihidropiridinas, como la nifedipina.
Estos canales estan asociados al transporte de Ca2* a través de la membrana
plasmatica y del STAL en proximidad del RS y por lo tanto, participan en el
mecanismo que lleva a la contraccion de los miocitos. Sin embargo, los canales de
Ca*2 tipo-L también se encuentran implicados en el automatismo cardiaco, como
lo demostro la aparicion de bradicardia inducida por el uso de dihidropiridinas en
el raton anestesiado [Lande G, 2001].

En el miocito ventricular adulto, el principal canal tipo-L expresado es el
Cavl.2alc. Los extremos N y C terminal son citoplasmaticos, siendo el C
fundamental para determinar la localizacion del canal en la membrana plasmatica
[Fang K, 2011], y la interaccion con proteinas moduladoras tales como la
calmodulina (CaM), CaMKIl y PKA [Anderson ME, 2007; Harvey RD, 2013]. La
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pérdida de dicho segmento determina una reduccién importante de la corriente a
través del canal [Fu Y, 2011].

La apertura de estos canales acontece cuando el potencial de membrana
se despolariza y alcanza aproximadamente los -20 mV. Una vez abiertos,
muestran una elevada conductancia para luego sufrir una lenta inactivacion
dependiente de voltaje y de Ca2* [Treinys R, 2008; Best JM, 2012]. Esto, limita la
cantidad de Ca2* que ingresa en cada potencial de accion para inducir el CICR. Se
ha descripto también una facilitacion mediada por Ca2* y una inactivacion
dependiente de la union del Ca2+ a CaM [Halling DB, 2005].

Raramente los LTCC tienen aperturas espontaneas, y cuando lo hacen,
provocan aumentos locales de Ca2* subsarcolemal que constituyen lo que se ha
denominado "Ca2* sparklets". Las areas con Ca2* sparklets persistentes son
producto de la apertura de al menos 6 LTCC adyacentes [Navedo MF, 2010].
Aunque se requieren mas investigaciones para determinar su verdadero rol
fisiologico, estarian vinculados a mecanismos de senalizacion celular que
requieren incrementos localizados de la [Ca2+*] subsarcolemal.

Estos canales tienen ademas otras funciones que incluyen: el control de la
duracion del PA, la regulacion humoral (participando en la liberacién de péptido
natriurético auricular, PNA) y la regulacion de la expresion génica [Best JM, 2012;
Shaw RM, 2013].

RETICULO ENDOPLASMICO (RE) Y RETICULO SARCOPLASMATICO (RS)

El RE es una organela de importancia critica para todas las células
eucariotas. Consiste en un sistema continuo de membranas que puede ser
dividido en al menos tres dominios que desarrollan distintas funciones [Voeltz GK,
2002]:

1.- El RE rugoso, sitio donde las proteinas integrales de membrana y de
secrecion, son sintetizadas. Esto constituye aproximadamente el 30% de las

proteinas de la célula [Minamino T, 2010].
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2.- EI RE de Membrana plasmatica

transicion, lugar desde

donde los polipéptidos

recién sintetizados

\ LTCC
inician su camino a & RyR2
través de la via secretora. » NCX

3- El RE liso, %SERCAza

region especializada en

determinadas vias APLN

metabdlicas como la .
Tubulo T

biosintesis de lipidos vy

zona donde se almacena RS de la unién

RS longitudinal
la mayor parte del Ca2+ 2

. Figura 7. Regiones del RS y sus principales proteinas. Se representan en
intracelular, alcanzando el esquema las principales divisiones del RS y la distribucion de las
. proteinas involucradas en el AEC. Los RyR2 predominan en el RS de unién,
concentraciones entre 50  los canales de Ca*'tipo L (LTCC)y el NCX en el Tbulo T. En el RS longitudinal
abundan las bombas de Ca®* SERCA2a, acompafadas de su principal
a 250 uM [Bers DM, proteinareguladora, fosfolamban (PLN) (véase mas adelante).
2001].

El RS, se describe habitualmente como una forma especializada del RE liso,
gue alcanza su maxima expresion en las células musculares, y cuya funcion es el
secuestro y la liberacion de Ca2+. En el RS pueden ser reconocidas diferentes
zonas (Figura 7):

El RS reticular (network RS) esta formado por tubulos interconectados que
cruzan entre los TT rodeando a las miofibrillas y a las mitocondrias.

RS corbular (fr.Corbeille, canasto) es una protrusion del RS reticular que
expresa RyR2 pero que no interacciona con el sarcolema. Algunos autores se
refieren al conjunto del reticular y el corbular como RS Longitudinal (LRS)
caracterizandose éste por un claro predominio de SERCA2a [Drago GA, 1998].

El RS de la union o jRS (juntional RS) se encuentra en intima aposicion con
los TT. El compartimiento delimitado por ambas estructuras (= 12 a 15 nm), es la
hendidura diadica y corresponde al sitio donde interactian los LTCC localizados

en el TT y los RyR2 del jSR produciendo el CICR [Bers DM, 2002]. Las hendiduras
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diadicas se hallan en grupos a intervalos irregulares a lo largo de las lineas-Z y su

tamano y nimero es variable [Vega AL, 2011].

Ca2+-ATPasa DEL RS (SERCA2a)

Una vez ocurrida la contraccion del miocito cardiaco, el Ca2* debe ser
removido del citosol para dar comienzo a la relajacion muscular. En los mamiferos
el mecanismo mas importante en este proceso es la recaptura del Ca2* al interior
del RS, por la bomba de Ca2+ llamada SERCA [Bers DM, 2002], flujo que se realiza
en contra del gradiente de concentracion del i6n. Actualmente se conocen 3
genes que codifican las bombas dando lugar a los subtipos SERCA 1, 2y 3, a
partir de las cuales, por splicing alternativo se generan al menos 10 isoformas
[Periasamy M, 2008]. SERCA pertenece a la familia de ATPasas tipo P [Sweadner
KJ, 2001], llamada asi por dar lugar a un intermediario fosforilado durante el ciclo
de transporte.

Estructuralmente es una proteina transmembrana que posee una masa
molecular de 110

kDa de la cual el Dominio N

0, H Porcion
70% se localiza citosélica
Dominio A
del lado Dominio P

. P Porcion
citosolico de la citosdlica N

membrana. Se Porcion

transmembrana

reconocen tres Bucles luminales :‘ “Rs

transmembrana

Bucles luminales

regiones distintas o
Figura 8. Estructura tridimensional y desplegada de SERCA. Se representan los tres dominios

s~a- A N, Py los segmentos transmembrana. Se sefala la posicion aproximada del residuo
en esta prOtema' fosforilado durante el ciclo de transporte (Aspartato 351) (Modificado de Olesen C, 2007 y Shao

CH,2011).
una cabeza

citoplasmatica, la porcion de hélices transmembrana (donde se encuentran los
sitios de union al Ca2*) y los bucles luminales (Figura 8). A su vez, la porcion
citoplasmatica reconoce 3 dominios: un dominio de union de nucleétidos (N) al

que se une el ATP, un dominio de fosforilacién (P) donde se localiza un residuo
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altamente conservado de acido aspartico que es fosforilado durante los ciclos de
transporte y el dominio actuador A (o accionador) (Olesen C, 2007) (Figura 8).

En corazdn se expresan los subtipos SERCA2a, SERCA2b y SERCA2c
[Vangheluwe P, 2006; Periasamy M, 2008; Kranias EG, 2012] diferenciados por el
extremo C terminal, siendo el primero el mas abundante en miocardio. A través de
herramientas genéticas se ha confirmado la crucial importancia de SERCA2a, en
el manejo del Ca2+* cardiaco. En primer lugar la ausencia absoluta de expresion de
esta proteina (SERCA27/-) conduce a la muerte temprana durante el desarrollo
[Periasamy M, 1999], mientras su sobreexpresion en ratones aumenta la
contractilidad y la relajacion sin causar otras alteraciones significativas [Baker DL,
1998]. La deficiencia heterocigota (ratones SERCA2+/-) permite obtener animales
viables que tienen menor contractilidad y carga de Ca2* del RS. La funcion
cardiaca de estos ratones es normal en condiciones basales, pero presentan un
deterioro significativo cuando se los expone a situaciones de sobrecarga
hemodinamica [Schultz J, 2004].

Finalmente, la inhibicibn Lumen Lumen
del RS Citosol del RS Citosol
especifica del mecanismo de -
- D N R A
splicing que da lugar a |la . . L]
.- . 2+
produccion de SERCA2a, sin / by
ADP oH
modificacion de la produccion de e o
otras isoformas, conduce a mayor C ) m B
i i i 0, Lumen Citosol Lumen Citosol
mortalidad embrionaria (40%) y ;Re del RS

los animales que sobreviven

. . . . Figura 9. Ciclo de bombeo de Ca® por la SERCA 2a. (A) Los sitios
evidencian moderada hipertrofia de unién al Ca* se localizan cerca del centro de la porcion
B L . transmembrana siendo soélo accesibles desde el citoplasma
cardiaca concéntrica Yy deterioro (estado E1). (B) Tras la unién del Ca™ a los sitios citoplasmaticos se
produce la hidrélisis del ATP y la bomba se fosforila en el aspartato
en la funcion diastolica y sistélica. de la posicion 351. Este fenémeno inicia una serie de cambios
conformacionales que determinan que el Ca>" pierda el contacto
Por lo tanto, la funcidbn de conelcitoplasmaa lavezque ganaacceso al lumen del RS (estado
E2) hacia donde es liberado al perder la bomba afinidad por el ion.
i (C) Este sitio posteriormente es ocupado por protones. La liberacion
SERCA2a es crucial para el del fosfato de la SERCA2a y la union de una nueva molécula de ATP
(D) da lugar nuevamente al estado conformacional E1 liberando los
protones al citoplasma para dejar libres los sitios de unién al Ca*'y

comenzar un nuevo ciclo (A) [Olesen C, 2007; Levy D, 1990].

miocito cardiaco y sélo puede ser
parcialmente compensada por

otras isoformas [Hexen M, 2001].
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El proceso de transporte del Ca2* por parte de SERCA se basa en cambios
ciclicos entre dos estados conformacionales principales que se denominan E1 y
E2. Este mecanismo consta de multiples pasos que se resumen en la Figura 9.

La cantidad de iones Ca2* que remueve la SERCA2a del citosol durante el
proceso de relajacion varia en distintas especies [Bers DM, 2002]. Asi, en el
miocardio de conejo (similar al humano), SERCA2a es responsable de recapturar
aproximadamente el 70% del Ca2+* utilizado en el proceso de la contraccion
mientras que, en el miocardio de rata y raton, la retoma es del 92% debido a que
presentan mayor nimero de bombas. La abundancia de SERCA2a permite una
mayor velocidad de relajacion, de modo tal que la recaptacion dura pocos
milisegundos. Esto explica las frecuencias cardiacas superiores a 500
latidos/minuto presentes por ejemplo en los ratones.

Al igual que la mayoria de las proteinas que intervienen en el manejo del
Ca2* intracelular, la funcion de SERCA2a se haya estrictamente regulada. Entre las
proteinas descriptas que cumplen esta funcion se encuentran: a) del lado luminal,
la proteina unidora de Ca2* rica en histidina (HRC) y la calreticulina. b) del lado
citosolico, fosfolamban (PLN), S100A y sarcolipina las cuales interaccionan con los
dominios transmembrana o la porcion citosélica de la SERCA2a. [Kranias EG,
2012].

En los siguientes parrafos se describira detalladamente la proteina

fosfolamban (PLN) estrechamente relacionada con nuestro objeto de estudio.

FOSFOLAMBAN (PLN)

Como se menciond previamente, la actividad de la SERCA2a se encuentra
modulada por multiples proteinas. Sin embargo PLN, es la que ejerce un control
mas significativo. Su nombre deriva del griego “fosfato” y “lambano” que significa
“gue recibe fosfatos” [Katz AM, 1998]. Esta proteina puede hallarse en forma de

mondmero o bien constituyendo estructuras oligoméricas.

25



Mariano Nahuel Di Carlo Tesis Doctoral

El monémero de PLN (Figura 10)

1 @E)
esta constituido por 52 aminoacidos; %3
Su secuencia y estructura ya han sido /@7
) Subdominio la iy
determinadas y posee un peso - o @8
= PKAIPKG™ ,, & -
molecular de 6080 Da. § EMKl 20%3
Estructuralmente puede dividirse en B8
dos dominios: A) un dominio | Subdominio Ib OO
(hidrofilico) que abarca los aminoacidos I Q}G’%@gf Citosol
34KN\ J
1 al 30 y que se divide a su vez en dos OQ (Fé c,; QQ
A N L )39
subdominios: la (1-20) y Ib (21-30). El Dominio I ‘“_@ @@
(%L(D@Ae
la es una hélice alfa que presenta tres OO « W~ (v OO
M\
sitios fosforilables: Serinal0 fosforilado — 2

por la proteina quinasa C (PKC) sin Figura 10. Estructura del monémero de PLN.
relevancia fisiol6gica conocida, (Modificadade: Mael.ennan'DH,: 2603},

Serinal6 (S16) fosforilado por la proteina quinasa A (PKA) y Treoninal7 (T17)
fosforilado por CaMKIl [Simmerman HK, 1986; Drago GA, 1994]. Si bien se ha
demostrado indirectamente la fosforilacion del sitio S16 por la proteina quinasa G
(PKG) su relevancia fisioldgica in vivo aln debe ser esclarecida [Huggins JP,
1989]. El subdominio Ib corresponde al pie o tallo. B) EI dominio Il (hidrofobico)
comprende los aminoacidos 31 a 52 conformando una hélice alfa transmembrana
gue ancla esta proteina a la membrana del RS. Dentro de esta region han sido
identificados residuos de cisteina, leucina e isoleucina que son criticos para la
formacion del homopentamero (ver luego) [MacLennan DH, 1998]. Esta zona
participa ademas, en el efecto inhibitorio de PLN sobre la SERCA, [Kimura Y,
1997].

Una caracteristica destacada de PLN es que tiene una tendencia natural a
formar homopentameros, resistentes a la accion del detergente dodecil sulfato
sodico (SDS) a temperatura ambiente. De este modo, cuando se estudia esta
proteina a través de electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS,
habitualmente se encuentra en esa conformacion (80-90%) [MacLennan DH,
2003] de aproximadamente 25 kDa.
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La PLN .
SERCA Pentamero
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fundamentalmente il
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que tiene capacidad Figura11.Regulacién de laSERCA2a por PLN. En su estado monomérico PLN se une a
la SERCA2 disminuyendo su actividad. La fosforilacion de PLN conduce a la formacion de
de interaccionar en pentamerosfinalizando el efectoinhibitorio. (Adaptado de Kranias EG, 2012).

forma directa con la SERCA2a reduciendo su actividad. Esto ha sido comprobado
a través de experimentos de mutagénesis, los cuales mostraron que aquellas
mutaciones que favorecen el estado monomeérico sobre el oligomérico se asocian
a una mayor inhibicién de la SERCA2a [Kimura Y, 1997]. Se ha estimado que en
condiciones normales in-vivo, aproximadamente un 40% del total de las SERCA2a
se encuentra regulado por PLN (Brittsan AG, 2000).

La principal consecuencia de la formacion del heterodimero SERCA2a/PLN
es disminuir la afinidad de SERCA2a por el ion Ca2* [Cantilina T, 1993; Mattiazzi A,
2014], siendo esta inhibicion de tipo no competitivo. PLN ejerce su efecto
inhibitorio uniéndose a SERCA2a en su conformacion E2 (estado de baja afinidad
por el Ca2?*) prolongando su permanencia en ese estado [Cantilina T, 1993]
(Figura 11). Algunos estudios sugieren que los sitios de interaccion del Ca2* y PLN
con la SERCA2a serian mutuamente excluyentes y por lo tanto la inhibicion de la
bomba estaria mediada directamente por impedir la union de este ion a la misma.
[Chen Z, 2003].

La fosforilacion de fosfolamban por PKA o CaMKiII libera a la SERCA2a de su
inhibicion lo cual incrementa 2 a 3 veces la actividad de esta bomba. El aumento
resultante de la actividad de la SERCA2a incrementa la retoma de Ca2* hacia el
RS y por lo tanto la velocidad de relajacion. Esto conduce a un aumento en la
carga del RS que se traduce en una mayor contractilidad. Estos fendmenos
explican la respuesta inotropica y lusitropica positiva frente a la estimulacion beta

adrenérgica [Mattiazzi A, 2014].
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Nuestro conocimiento sobre la participacion de PLN en la regulacion del
AEC en situaciones fisiopatoldgicas se ha visto nutrido por el desarrollo de
multiples modelos genéticos de ablacion, sobreexpresion y mutaciones de esta
proteina. La sobreexpresion de PLN en ratones, se asocia a una menor actividad
de la SERCA2a, menor carga del RS y disminucion de la contractilidad con
enlentecimiento de la relajacion [Kadambi VJ, 1996]. Por el contrario, la
eliminacion completa de PLN, (ratones PLN knock-out), produce un aumento de la
afinidad de la SERCA2a por el Ca?*, asociado a un incremento de la actividad
contractil y de la velocidad de relajacion [Luo W, 1994].

La disponibilidad de ratones que presentan mutaciones puntuales en los
distintos sitios de fosforilacion, ha permitido clarificar la participacion de cada uno
de ellos en la regulacion de la actividad de la SERCA2a. Cuando el sitio S16 es
mutado a alanina (S16A) y por lo tanto no puede ser fosforilado por PKA, se
reduce significativamente la respuesta maxima a la estimulacion B-adrenérgica
[Chu G, 2000]. En estos ratones, se pierde ademas la fosforilacion del sitio T17 de
PLN que ocurre habitualmente en respuesta a la estimulacion por catecolaminas.
Esto sugiere que, en presencia de estimulacion B-adrenérgica la fosforilacion del
sitio S16 es un prerrequisito para la fosforilacion de T17 [Chu G, 2000; Said M,
2002]. Cuando solamente el sitio T17de PLN (T17), es mutado a alanina (T17A)
no se afecta la respuesta maxima a la estimulacion B-adrenérgica confirmando
gue ella depende fundamentalmente de S16 [Luo W, 1998]. El residuo T17 puede
sin embargo, fosforilarse independientemente de S16 ante incrementos de Ca2*
intracelular e inhibicion de fosfatasas por acidosis, condiciones ambas que
caracterizan a la injuria por isquemia y reperfusion [Vittone L, 1998; Vittone L,
2002].

RECEPTOR DE RIANODINA (RyR)

Los receptores de rianodina (RyR) son los canales idbnicos mas grandes que
se han identificado hasta el momento y se encuentran localizados

predominantemente en la membrana del RS. El nombre de RyR guarda relacion
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con la elevada afinidad del canal por un alcaloide vegetal llamado rianodina, que
se obtiene de la planta Ryania speciosa [Inui M, 1987]. La importancia de estos
canales en la fisiologia y el desarrollo del corazén, se pone de manifiesto en
experimentos en los cuales se realiza la ablacibn completa de la proteina,
intervencion que conduce a la muerte en etapas tempranas del desarrollo
embrionario [Takeshima H, 1998]. En los mamiferos han sido descriptas hasta la
fecha tres isoformas de RyR cuya denominacion, RyR1, RyR2 y RyR3 se debe al
orden en el cual fueron descubiertas [Lanner JT, 2012]. Clasicamente se acepta
que RyR1 se expresa predominantemente en el musculo esquelético, siendo el
RyR2 la forma mayoritariamente cardiaca, en tanto que RyR3 fue aislado de
cerebro, mas especificamente de neuronas corticales e hipocampales. Cabe
aclarar, sin embargo, que ninguna de las isoformas es tejido especifica [Lanner,
2012].

El RyR2 cardiaco es un gran complejo macromolecular que consiste en un
homo-tetramero conformado por subunidades que poseen aproximadamente
5000 aminoacidos y una masa molecular de 565 kDa [Bers, 2001, 2004]. Este
complejo tiene una pequena porcion transmembrana que corresponde al extremo
Cier de los mondmeros (10% del total) y atraviesa la membrana entre 4 y 10 veces,
segun los distintos modelos, conformando un poro que permite la salida de Ca2*
del RS [Tinker A, 1995]. El 90% restante del RyR2 protruye dentro del citosol,
observandose en las imagenes de microscopia electronica, un aspecto similar al
de un hongo. EI dominio N citoplasmatico, tiene la capacidad de regular el
mecanismo de compuerta de la porcion Cier y actlla como anclaje para multiples
proteinas reguladoras que contribuyen a crear un verdadero “complejo de
senalizacion macromolecular” [Zalk R, 2007]. Se incluyen en este complejo las
siguientes proteinas: FK-506 (calstabina o FKBP12.6), homer, S100A1, sorcina,
PKA y su proteina de anclaje mAKAP, calmodulina (CaM), CaMKII, fosfatasas 1y
2A y fosfodiesterasa 4D3. El lado luminal del RyR2 se encuentra asociado a otras
proteinas con clara influencia en el funcionamiento del canal: juntina, triadina,

calsecuestrina y la proteina rica en histidina (HRP) [Camors E, 2014] (Figura 12).
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génesis de las mismas se requiere al menos la apertura sincronizada de 6 RyR2

[Rueda A, 2014].

Los canales de RyR2 se abren a concentraciones de Ca2+ citoplasmaticas

entre 1y 10 uM y son inhibidos por concentraciones mas elevadas de 1 a 10 mM
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[Fill M, 2002]. Esta respuesta al Ca2* sugiere la presencia de un sitio activador
con alta afinidad y un sitio inhibidor con baja afinidad para el idbn que estarian
localizados en la faz citoplasmatica del RyR2 [Meissner G, 2004].

Siendo el Ca2* el agonista enddgeno principal del RyR2, la liberacion de
Ca2+ durante el CICR determinaria en principio, la liberacion de mas Ca2+ y un
mecanismo de retroalimentacion positiva que podria mantener al canal abierto
indefinidamente y vaciar las reservas de Ca2* del RS [Stern MD, 2004]. Sin
embargo los depodsitos de Ca2* luminales, también parecen desempenar un rol
modulador de la apertura o cierre de los RyR2. En primer lugar, el agotamiento de
las reservas de Ca2* luminal del RS induce la desactivacion del RyR2 habiéndose
propuesto que este mecanismo funcionaria como un freno a la mencionada
naturaleza auto-regenerativa del CICR [Rueda A, 2014; Kunitomo Y, 2011]. Por
otra parte, cuando las reservas de Ca2* dentro del RS se elevan por encima de un
nivel critico, los canales de RyR2 comienzan a abrirse y se incrementa la pérdida
diastolica de Ca2*, mecanismo que ha sido llamado Store Overload-Induced
Calcium Release (SOICR) [Chen W, 2014]. La base biolégica de este fendmeno es
poco clara, pero se acepta la existencia de un sitio luminal sensible al Ca2+ que
aumenta su probabilidad de apertura (Po). Dos hallazgos experimentales
sustentan esta afirmacion: en primer lugar el RyR2 responde al aumento del Ca2*
luminal aln en ratones carentes de calsecuestrina (considerada hasta entonces el
anico mecanismo sensor del Ca2+ presente en el interior del RS) [Chen W, 2014].
En segundo lugar, la descripcion de una mutacion del RyR2 (A4860G) que provoca
una disminucion de la respuesta del canal al Ca2* luminal, sin afectar la
estimulacion por Ca2* a nivel citosolico [Jiang D, 2007].

Ademas de la modulacion ejercida por el Ca2+ y las proteinas accesorias, €l
RyR2 puede ser blanco de multiples modificaciones post-traduccionales entre las
que podemos mencionar las oxidaciones reversibles e irreversibles del canal
capaces de modificar su funcion [Donoso P, 2013]. EI RyR2 también es
susceptible a sufrir fosforilacion, como revelaron los estudios de Takasago et al.
(1989) y el estudio de este mecanismo de regulacion es uno de los objetivos

fundamentales del presente trabajo de tesis.
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Analisis de simulacion computacional, basados en las secuencias consenso
de fosforilacion conocidas, muestran que el RyR2 puede ser fosforilado por lo
menos en 100 residuos por la accion combinada de la PKA, CaMKIl, PKG, y PKC,
entre otras quinasas [George CH, 2008].

Experimentalmente se han identificado al dia de hoy, tres sitios de
fosforilacion en el canal de RyR2. El primero en ser descripto fue el residuo Serina
2808 (52808) en el raton y el humano (S2809 en la rata y el conejo) reportado
por Witcher en 1991. Es considerado un sitio mayormente dependiente de PKA
[Camors E, 2014]. Una particularidad de este sitio es su elevada fosforilacion
constitutiva basal (50 al 75%) [Huke S, 2008] lo que ha conducido a dudar del
papel regulador que pudiera cumplir la variacion en su fosforilacion.

El segundo sitio de fosforilacion fue descripto por X. Wehrens en 2004: el
Serina 2814 (S2814) en el humano y el raton (S2815 en la rata y el conegjo),
fosforilado por CaMKII. A diferencia del sitio 2808, el sitio S2814 presenta bajos
niveles de fosforilacidon basal. Actualmente se dispone de ratones transgénicos
con este residuo mutado a Alanina (ratones S2814A) en los cuales la posibilidad
de fosforilacion se encuentra abolida [Chelu, 2009] y ratones en los que este
residuo estd sustituido por Acido Glutdmico simulando una fosforilacion
constitutiva [van Ortt, 2010]. Estos animales seran determinantes en la
comprobacion de la hipbtesis del presente trabajo de Tesis.

Por dltimo, el residuo Serina 2030 (S2030) en roedores (S2031 en conejos
y humanos) fue descripto en 2005 por Xiao B. Este sitio es blanco de la proteina
quinasa A (PKA) al menos in vitro [Camors E, 2014].

¢Cuales son las consecuencias funcionales de la fosforilacion de dichos
residuos? En primer lugar nos centraremos en el rol desempenado por la
fosforilacion del sitio S2808 que hasta el dia de hoy, continla siendo
controvertido [Backx PH, 2014].

Marx y colaboradores demostraron que la hiperfosforilacion del RyR2
mediada por PKA en el residuo S2808 incrementaba la probabilidad de apertura
del canal, producto del desplazamiento de una proteina estabilizante, la
calbindina (o FKBP12.6) [Marx SO, 2000]. La disociacion de calbindina
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favoreceria la pérdida diastolica de Ca2+* (calcium leak) dando lugar a chispas y a
otros eventos no regulados de liberacion de Ca2+ desde el RS. Este mecanismo
podria explicar por qué durante la insuficiencia cardiaca, el aumento
compensador del tono simpatico y la activacion de PKA, producen deplecion de
Ca2* del RS, deterioro contractil y arritmias. [Wehrens XHT, 2005]. Sin embargo, la
generacion de un ratébn con una mutacion en el sitio 2808 que reemplaza la
Serina por Alanina, impidiendo asi su fosforilacion (S2808A), no confirmé esa
suposicion ya que, en estos ratones, la ausencia de fosforilacion no los protegio
de la disfuncién post-infarto. Esto llevd a concluir que la fosforilacion del S2808
seria irrelevante en el desarrollo de esa patologia [Zhang H, 2012]. En un modelo
transgénico de cardiomiopatia en ratones S2808A, la falta de fosforilacion del
sitio no mejord sino por el contrario acelerd el deterioro estructural y funcional en
estos animales [Liu B, 2014]. Este hallazgo también apoya la hipotesis de la
ausencia de participacion de la hiperfosforilacion del RyR2 en la progresion hacia
la insuficiencia cardiaca.

Adicionalmente Shan J, y col. demostraron que la fosforilacion del RyR2 por
PKA en S2808 incrementaba el inotropismo y el cronotropismo en respuesta al
isoproterenol sugiriendo que esta fosforilacion tendria un papel en la respuesta
simpatica al estrés (“fight or flight response”). [Shan J, 2010]. Estos resultados no
fueron sin embargo, validados por otros autores [MacDonell SM, 2008]

Por otro lado, la desfosforilacion de este sitio por fosfatasas exdgenas
resultdé en una mayor actividad del canal con aumento en la liberacion diastélica
de Ca2*[Terentyev D, 2003].

De lo expuesto se desprende que aln se necesitan mas estudios para
establecer el verdadero rol de la fosforilacion/desfosforilacion del sitio S2808 en
situaciones tanto fisiolégicas como patolégicas.

Consideraremos a continuacion los aspectos mas relevantes relacionados
con la fosforilacion del sitio S2814 del receptor de RyR2, blanco de la CaMKII.

Las primeras evidencias directas de la influencia de esta quinasa sobre el
RyR2, provienen de experimentos realizados utilizando canales reconstituidos en

bicapas lipidicas [Witcher DR, 1991]. Estos revelaron que el agregado de CaMKI|
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producia aumento de la P, e incremento del tiempo de apertura. La
sobreexpresion de CaMKIldc (la principal isoforma cardiaca) daba lugar a
manifestaciones funcionales y bioquimicas tipicas de la insuficiencia cardiaca. Se
observé una disminucion de la carga de Ca2* del RS y un aumento en la
frecuencia de chispas producto de la existencia de una pérdida de Ca2* diastélica
incrementada, que pudo ser bloqueado utilizando un inhibidor de la CaMKiIl, el
KN-93 [Maier LS, 2002].

En el ano 2004 se realiza la inmunodeteccion del sitio S2815 y se
establece que su fosforilacion activa el canal, por un mecanismo de
sensibilizacion dependiente de Ca2* [Wehrens XH, 2004].

La obtencion de ratones transgénicos en los que se habia sustituido el
residuo Serina por Alanina impidiendo su fosforilacion (S2814A) [Chelu MG, 2009]
revelaria, anos mas tarde, que, tanto in-vivo como in-vitro, se bloqueaba el
denominado efecto Bowditch, también llamado relacion fuerza frecuencia. Por lo
tanto, en estos animales se pierde el ascenso del Ca2+ citosélico caracteristico de
la respuesta al incremento de la frecuencia, no pudiendo adaptar el volumen
minuto cardiaco a la demanda del ejercicio [Kushnir A, 2010].

Los datos obtenidos a partir de biopsias cardiacas humanas, también
sustentan un papel activador de la CaMKIl sobre el RyR2. En pacientes con
miocardiopatia dilatada no isquémica, aumenta la fosforilacion del sitio S2815. Lo
mismo ocurre en los ratones sometidos a sobrecarga hemodinamica por
constriccion de la aorta transversa (CAT) sugiriendo que la fosforilacion del sitio
S2815 participa en la pérdida espontanea de Ca2+* en diastole y en el desarrollo
de insuficiencia cardiaca de origen no-isquémico [Respress JL, 2012]. Cuando los
experimentos de CAT fueron realizados en ratones S2814A se observé una menor
frecuencia de chispas semejante a la disminucion observada blogueando
farmacolégicamente la CaMKII. Resultados similares se obtuvieron en ratones que
presentaban ablacion de la CaMKII, cuando fueron sometidos a CAT [Ling H,
2009].

La seudofosforilacion constitutiva del RyR2 por sustitucion de la Serina por

un Acido glutamico en la posicion 2814 (S2814D), no produce grandes
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alteraciones en condiciones basales, aunque los animales desarrollan
miocardiopatia dilatada aproximadamente al ano [van Oort RJ, 2010]. Estos
ratones presentan una mayor incidencia de chispas de Ca2* y una reduccion
esperable de la carga de Ca2* del RS, sin embargo mantienen una contractilidad
similar a los ratones controles gracias a una mayor liberacion fraccional de Ca2*
gue les permite alcanzar un transitorio de Ca2* normal en cada latido [van Oort
RJ, 2010].

En base a las evidencias presentadas y a modo de resumen, podemos
concluir que la fosforilacion del residuo S2814 por CaMKIl aumenta la liberacion
de Ca2+ por el RyR2, existiendo, en principio, un consenso significativo entre los
grupos de investigacion respecto a su funcion.

El sitio S2030 (0o 2031 segun la especie), dependiente de PKA, es el mas
recientemente descripto. A diferencia del sitio S2808, éste presenta un bajo nivel
de fosforilacion basal. El aumento de su fosforilacion incrementaria la sensibilidad
del RyR2 al Ca2* luminal [Xiao B, 2006]. Sin embargo, algunos trabajos no han
podido demostrar un efecto funcional medible de tal modificacion. Sera necesario
un mayor numero de estudios para determinar su significado fisiologico in-vivo.

Los mecanismos activados o inhibidos por las fosforilacidon descriptas
finalizan por accion de distintas fosfatasas Se acepta actualmente que la
fosfatasa PP1 desfosforila los residuos S2808 y S2814, mientras que la PP2A
sblo actla sobre el S2814 [Huke S, 2008]. Ambas enzimas estan formando parte

del “mega complejo” que constituye el canal de RyR2 (Figura 12).

CALMODULINA

La Calmodulina (CaM, del inglés Calcium modulatory protein) es una
proteina con alta afinidad y especificidad por el Ca2* que se activa en respuesta a
incrementos intracelulares de este i6n, regulando la actividad de numerosos
sustratos, entre ellos la CaMKII [Clapham DE, 2007].

La CaM es una proteina que se expresa en forma ubicua en todas las

células eucariotas. Posee una estructura semejante a una mancuerna, con dos
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dominios globulares en los extremos (Figura 14). Cada uno de los dominios cuenta
con dos sitios de unién para el Ca2* [Vetter SW, 2003].
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intracelular determina,
entre otros efectos, la activacion de una familia de quinasas dependientes de Ca2*
y CaM (CaMKs) que incluye al menos 81 proteinas del proteoma humano
[Manning G, 2002]. Tres de ellas son las quinasas multifuncionales: CaMKI,
CaMKIl, y CaMKIV.

Las CaMKs son enzimas que catalizan la fosforilacion de otras proteinas en
residuos de serina y treonina. Por medio de este mecanismo de regulacion

reversible participan de diversos aspectos de la senalizacion celular: la liberacion
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de neurotransmisores, el AEC del musculo, el metabolismo y la expresion génica
[Tokumitsu H, 1999].

En el corazébn se han detectado la CaMKI y la CaMKIl. La CaMKI es
monomeérica, se encuentra en el citoplasma y su rol en miocardio aln no ha sido
dilucidado [Uemura A, 1998; Colomer JM, 2003]. La CaMKIl fue la primera
descripta entre aquellas cuya actividad depende del complejo Ca2+-CaM
[Schulman H, 1978]. Es una proteina multimérica (homo- o heteromultimérica)
constituida por 6 a 12 subunidades, siendo esta Ultima conformacion la mas
frecuentemente observada en condiciones fisiologicas [Hoelz A, 2003]. El
dodecamero se organiza en dos anillos hexaméricos que se apilan uno encima del

otro [Gaertner TR, 2004] (Figura 15).
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Figura 16. Esquema de la estructura de una subunidad de la
CaMKIl. Se muestra los 3 dominios constituyentes del
extremo Cir, uUn dominio Monomero, ampliandose la region regulatoria para resaltar los

residuos aminoacidicos implicados en la modulacién de la
catalitico, serina/treonina actividad de esta quinasa (T287, T306 y T307; M281y M282).
Modificado de Erickson JR, 2008.

dominio de asociacion en el

guinasa que corresponde al
extremo Nier y un dominio regulador (Figura 16). Entre este Gltimo y el dominio Crer
de asociacion se encuentra una region conectora de longitud variable (especifica
segun la isoforma). La longitud de esta region es importante debido a que cuanto
mas extensa es, mejor accede a ella el complejo Ca2*/CaM [Chao LH, 2010]. Este
hecho podria explicar la diferente sensibilidad de las isoformas a iguales
concentraciones de Ca2* intracelulares [De Koninck P, 1998].

Los mondomeros constituyentes se encuentran relacionados entre si a
través del dominio Cir de asociacion, dando lugar al auto ensamblaje incluso en
ausencia de los otros dominios de la enzima [Hoelz A, 2003]. Este dominio podria

ademas participar en la interaccion con otras proteinas [Hoch B, 1999].
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El multimero puede estar constituido por subunidades
a, B, 8,y vy codificadas cada una por distintos genes [Braun AP, 1995; Kanaseki T,
1991]. De las 4 subunidades mencionadas, la ay la B son de localizacion
preferentemente nerviosa mientras que las demas se encuentran ampliamente
distribuidas en multiples tejidos [Tobimatsu T, 1989]. Algunas de ellas presentan
variantes de corte y empalme alternativos (splicing) y varias de ellas, como la 6B
contienen senales que las dirigen al nlcleo. En el corazén ha sido demostrada por
Northern blot la presencia de subunidades o y vy [Tobimatsu T, 1989]. La
subunidad yse encuentra en escasa cuantia, siendo la isoforma & la
predominante en mamiferos incluido el humano [Hoch B, 1999; Maier LS, 2002].
La isoforma o presenta dos variantes principales de splicing reconocidas hasta la
fecha: la 6g que modula la expresion de genes pro-hipertroficos y la senalizacion
nuclear de Ca2* [Mishra S, 2011] y la d¢c, asociada con la fosforilacion de proteinas
involucradas en el manejo del Ca2* intracelular a nivel del RS como PLN y RyR2.
En condiciones basales, en ausencia del complejo Ca2*+-CaM, el dominio catalitico
se encuentra inactivo por su unién al dominio regulatorio (auto-inhibicion) En este
altimo se halla presente un aminoacido importante en el funcionamiento de la
CaMKIl, el residuo Treonina 287 (T287). La union del complejo Ca2+-CaM al
dominio regulatorio, determina un cambio conformacional que interrumpe la
interaccion auto-inhibitoria, permitiendo que el sitio catalitico se despliegue
dejando libre los sitios de union para el ATP y el sustrato. La subunidad ahora
activa, puede auto-fosforilar el residuo T287 antes mencionado (Figura 17). Esta
fosforilacion tiene dos consecuencias fundamentales: en primer lugar, aumenta
unas 1000 veces la afinidad por el complejo Ca2+-CaM [Meyer T, 1992] debido a
un cambio conformacional que estabiliza la interaccion entre la CaMKIIl y la CaM,
[Anderson ME, 2007]. En segundo lugar, aunque el complejo Ca2*-CaM se disocie
al descender los niveles de Ca2*, la enzima se mantiene activa (en un 20-50%) por
auto- fosforilacion [Griffith LC, 2004].

38



Mariano Nahuel Di Carlo Tesis Doctoral
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Figura 17. Mecanismos de activacion propuestos para CaMKIl. Con fines

proceso denominado explicativos se muestran los posibles mecanismos de activacion de una Unica

y Y L. subunidad de la CAMKII. La forma de activacion clasica por medio de la unién del

sellado” que limita la complejo Ca*-Calmodulina y las modificaciones post-traduccionales que permiten a la
enzima mantenerse activa en ausencia de niveles elevados de Ca”": la fosforilacién de

activacion maxima T287 (ATP), la oxidacion (M281, M282), la O-GIcNAc (5280) y la S-nitrosilacion (sitio adn
no identificado). (Modificado de Rellos P, 2010y Erickson JR, 2014).

persistente de esta

quinasa [Hudmon A, 2002]. A su vez la actividad de la enzima se ve limitada

cuando el fosfato en T287 es removido por accion de fosfatasas tales como PP1,

PP2A, PP2C y la CaMKP, proteina fosfatasa con especificidad para la familia de

CaMK, [Ishida A, 2003].

Las formas descriptas de activacion a través del complejo Ca2+-CaM vy la
auto-fosforilacion del residuo T287 se conocen hace mas de dos décadas, sin
embargo, en los ultimos anos, nuevos modos de regulacion de la actividad de
CaMKII por modificaciones post-traduccionales han sido identificados.

En primer lugar la CaMKII podria mantenerse activa en forma auténoma
(aun tras la disociacion del complejo Ca2+-CaM) por modificaciones producidas por
incremento en las especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species). Los ROS oxidan los aminoacidos metionina en posicion 281y 282 (para
la CaMKIId) ubicados en el dominio regulador y muy proximos al sitio de
fosforilacion T287 [Erickson JR, 2008]. El analisis cristalografico de la proteina
sugiere que la oxidacion de la metionina en posicion 282 mantiene activa a la

CaMKIl impidiendo la re-asociacion entre los dominio catalitico y regulador [Rellos
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P, 2010]. La metionina sulfoxido reductasa A (MsrA) es la enzima responsable de
reducir los residuos de metionina oxidados, lo cual permite dar fin a la
senalizacion persistente de CaMKIl inducida por ROS [Erickson JR, 2008].

Hallazgos mas recientes, describen otro potencial mecanismo para la
activacion de CaMKIIl. Las evidencias sugieren que el 6xido nitrico (ON) podria
mediar la S-nitrosilacion de la quinasa en residuos cisteina del dominio regulatorio
[Gutierrez DA, 2013]. Sin embargo aun son controvertidas las consecuencia de
dicha modificacion sobre la actividad de la enzima [Erickson JR, 2014].

Se ha descripto que, en condiciones de hiperglucemia, la O-N-
acetilglicosilacion (O-GIcNAc) del residuo S280 catalizada por la enzima O-GIcNAc-
transferasa, conduce a la activacion persistente de esta quinasa [Erickson JR,
2014]. Este modo de activacion no candnica de la CaMKIl cobraria relevancia en
el contexto de la diabetes. La O-GIcNAc de CaMKIIl podria desempenar un papel
critico en el remodelamiento estructural y eléctrico del corazén del paciente
diabético. Todos los mecanismos de activacion mencionados se han resumido en

la Figura 17.

EL DANO MIOCARDICO POR ISQUEMIA Y REPERFUSION

El corazébn de un adulto sano posee un tamano relativamente pequeno
(=300 gr), a pesar de lo cual requiere para su funcionamiento normal unos 30 Kg.
de ATP [Ferrari R, 2003], de los 50 Kg totales que se producen a diario
[KUhlbrandt W, 2015]. Debido a su gran demanda energética el corazon depende
criticamente del constante aporte de nutrientes y oxigeno.

Cuando una arteria coronaria se obstruye, el territorio miocardico cuyo riego
dependia de la misma se encuentra en peligro constituyendo lo que conocemos
como area en riesgo (AAR, del inglés area at risk). Si la duracion del periodo
isquémico es breve y no supera los 15-20 minutos se logra prevenir la muerte
celular en forma completa [Braunwald E, 1982; Buja LM, 2013]. Por el contrario si

el tiempo de isquemia se prolonga la totalidad del AAR se transformara en tejido
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necrético dando lugar a un infarto de miocardio establecido. La base de la
patologia derivada del infarto agudo de miocardio (IAM) es la muerte de los
cardiomiocitos [Ruiz Meana M, 2009]. El tamano final del infarto determinara el
grado de remodelado adverso del ventriculo izquierdo, la posible progresion a
insuficiencia cardiaca y consecuentemente el pronéstico del paciente [Heusch G,
2014].

Cuando la obstrucciéon coronaria es diagnosticada en un paciente,
dificilmente la reperfusion del tejido se instaure antes de haber ocurrido muerte
celular. Grandes ensayos clinicos han demostrado que la reperfusion a través de
la terapia trombolitica precoz luego del IAM, se asocia con una mejor funcion
ventricular y mayor sobrevida [Hasche ET, 1995]. En respuesta a la restauracion
del flujo habra células que son capaces de recuperar el control de la homeostasis
y sobrevivir, mientras que otras no logran corregir el desequilibrio, sino que lo
empeoran y mueren. Con el término injuria por reperfusion se hace referencia a
los efectos deletéreos que se encuentran ligados a la reperfusion, que no fueron

productos del periodo de isquemia anterior y que pueden ser revertidos por una

intervencion  aplicada en el 80
momento de la reperfusién [Piper Isquemiaenausghciadereperfusién
HM, 1998]. Clasicamente se < 60f @
incluyen dentro de la injuria por g
reperfusion: la disfuncidén mecanica ; 40 + )
del  ventriculo izquierdo, las § ?)m Isquemia con repeésién
arritmias de reperfusion y la muerte ® 20t g; :

Q.
celular [Braunwald E, 1982; 5 é - !/Sg:tergtieag?; r(;ezecpaer(rjfil:)Si;’)onteccién
Valverde C.A., 2006; Said M, 2011]. 0

Se estima que la injuria por Figura 18. Grafico que muestra la reduccion en el tamaio

reperfusion es responsable de delinfartologrado porlareperfusionsiny con estrategias

de cardioproteccion tras un episodio de isquemia
aproximadamente el 50% de la prolongado. El miocardio infartado se evidencia por el color
rosa/blanco, mientras que el miocardio viable se tine de
color rojo. El tamano del infarto se expresa como porcentaje

2010], hecho por el cual Braunwald delasuperficietotal. (Modificado de Yellon DM, 2007).

superficie final del infarto [Yetgin T,

E. hace referencia a la misma como una “espada de doble filo” [Braunwald E,
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1985] (Figura 18). La pérdida de células irreversiblemente danadas como
consecuencia de ambos eventos, isquemia y reperfusion es lo que se conoce
como injuria irreversible por |/R.

Los siguientes son los mecanismos descriptos que conducen a la muerte

del miocito cardiaco como consecuencia de la I/R.

a) Sobrecarga de Ca2*
Como detallamos previamente, la interrupcion en el flujo sanguineo

conduce al cese de la fosforilacion oxidativa por falta de oxigeno, causando
disminucion de ATP y fosfato de creatina. Consecuentemente, se activa la
glucélisis anaerdbica, en un intento por satisfacer la demanda energética pero
ésta es incapaz de producir el nivel requerido de ATP. Este hecho se combina con
la disminucion del pH intracelular e intersticial producto de la acumulacion de
acido lactico generado por la via glucolitica [Kalogeris T, 2012]. En el corazdn
aislado de rata, al producirse la isquemia, el pH intracelular que normalmente es
de 7.2, comienza a declinar alcanzando a los 20 minutos, valores cercanos a 6.4
[Hendrikx M, 1994].

La reperfusion restaura rapidamente el pH intersticial induciendo la
activacion del intercambiador Na*/H* (NHE) que, al expulsar los protones en un
intercambio con Na*incrementa la concentracion intracelular de este ion. En este
contexto el aumento de [Na*]i puede agravarse debido a la alteracion estructural
de la Na*/K+ ATPasa por oxidacion o degradacion proteolitica afectando el
funcionamiento de la bomba [Garcia-Dorado D, 2012]. El aumento de [Na*];
induce la despolarizacion de la membrana y la activacion del intercambiador
Nat*/Ca2* (NCX) en su modo reverso provocando un ingreso neto de Ca2+ durante
la reperfusion que puede contribuir directa o indirectamente a la muerte celular
(Figura 19). El aumento de [Na*]i intracelular determina también, el hinchamiento
celular y este estrés osmoético puede contribuir a la muerte del miocito

predisponiendo a la ruptura del sarcolema.
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miocito (hipercontractura), reperfusion. Se esquematizan los siguientes sucesos: (1) Reperfusion con
restablecimiento del pH extracelular y reoxigenacion, (2) Sobrecarga citosélica
provocando un marcado deca”, (3)Incremento de los ROSy del Ca* mitocondrial (4) Apertura del mPTP
. o (5) Muerte celular (Modificado de Walters AM, 2012).
acortamiento miofibrilar vy
dano del citoesqueleto. Esto se traduce funcionalmente en un aumento de la
presion diastolica final y rigidez parietal producto del simultaneo incremento en la
produccion de ATP y los altos niveles de Ca2* intracelular [Piper HM, 2004]. Las
fuerzas mecanicas que resultan de la hipercontractura de las células adyacentes
producen la ruptura de la membrana celular y conducen a la necrosis [Piper HM,
1998]. El uso experimental de 2,3-butanediona monoxima (BDM), un inhibidor de
la actividad de la miosina, en los corazones sometidos a |/R reduce el tamano del
infarto y la liberacion de la enzima intracelular lactico-deshidrogenasa [Garcia-
Dorado D, 1992].
Otra consecuencia de la sobrecarga de Ca2+ intracelular es la activacion de

una familia de tiol proteasas no lisosomales dependientes de Ca2* llamadas
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calpainas [Inserte J, 2012]. Varias son las alteraciones que la activacion de estas
enzimas produce en la I/R. En primer lugar, clivan componentes del citoesqueleto
como la a-fodrina y la ankirina, conduciendo a un aumento de la fragilidad de la
membrana plasmatica y por lo tanto a una reduccion en la tolerancia a la
hipercontractura celular y al estrés osmoético [Inserte J, 2004]. Ademas la
protedlisis de otros componentes celulares como la Troponina C, la Troponina |y
la desmina contribuyen a la disfuncion contractil caracteristica de la reperfusion.
Mdltiples dianas adicionales han sido descriptas como blancos de las calpainas
activadas por la I/R [Inserte J, 2012].

Parte del exceso de Ca2* citosoOlico puede ser internalizado por las
mitocondrias a través del uniporter mitocondrial, permitiendo la llegada de estos
iones a la matriz mitocondrial, donde contribuyen a la apertura del llamado poro
de permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP, en inglés) (Figura 19). En la
formacion de este poro participan principalmente tres proteinas: el canal de
aniones dependiente de voltaje (VDAC) en la MME, la translocasa de nucle6tidos
de adenina (ANT) en la MMl y la ciclofilina (CypD) en la matriz [Baines CP, 2009].
El mPTP es un canal de elevada conductancia, que une directamente el
citoplasma con la matriz mitocondrial permitiendo el pasaje libre de iones, agua y
moléculas de hasta 1,5 kDa [Zoratti M, 1995].

La apertura del mPTP determina el colapso del gradiente de protones lo que
conduce a un desacople de la fosforilacion oxidativa y al bloqueo de la sintesis de
ATP, comprometiendo la supervivencia de los cardiomiocitos. La gran cantidad de
solutos presentes en la mitocondria provoca el influjo de agua hacia la matrizy la
consecuente edematizacion de la misma que, al sobrepasar la escasa capacidad
de estiramiento de la MME, lleva finalmente a la rotura mitocondrial [Gustafsson
AB, 2008]. Si bien la ruptura mitocondrial puede determinar la liberacion del
citocromo c y otras proteinas pro-apoptoticas en el citosol, se cree que la apertura
del mPTP conduce a la muerte celular, principalmente por necrosis [Halestrap AP,
2006; Walters AM, 2012].
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b) Aumento en la produccion de ROS/RNS
Aunque en condiciones normales, pequenos niveles de radical superoxido

(02+-) son generados por las células, el restablecimiento del flujo sanguineo al
tejido isquémico no sélo permite la reanudacion de la fosforilacion oxidativa y la
produccion de ATP, sino que también da lugar a un aumento en la generacion de
ROS y especies reactivas del N2 (RNS). Estas moléculas son capaces de
interaccionar con constituyentes celulares tales como lipidos de membrana,
proteinas y ADN, danandolos [Mozaffari MS, 2013]. Este fendmeno ha sido
denominado la “paradoja del oxigeno” [Hearse DJ, 1973].

En el corazon aislado y perfundido de rata sometido a una isquemia global
de 40 min se demostrdé un incremento de mas de 4 veces en la generacion de
02e- al principio de la reperfusion [Koyama T, 2013]. Durante la I/R: existen
multiples fuentes potenciales de ROS: la actividad del citocromo P450, el
desacople y dano de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, la
xantina oxidasa, la NAD(P)H oxidasa y la actividad de las 6xido nitrico sintasas
desacopladas [Kalogeris T, 2012]. Entre los diferentes tipos de ROS, el papel
deletéreo del 0O2e- ha sido claramente demostrado al evidenciarse una
disminucion del dano en ratones sometidos a I/R que sobreexpresan la
superoxido dismutasa (SOD) [Horie Y, 2001]

Debido a que el 02¢- tiene una vida media extremadamente corta sélo
seria capaz de afectar a aquellos componentes celulares que se encuentran muy
proximos al sitio de produccion. Por el contrario, el H202 es menos reactivo pero
puede cruzar membranas y actuar como segundo mensajero [Breton-Romero R,
2014] formando ademas otras especies altamente reactivas como el radical
hidroxilo (* OH) [Fenton JHJ, 1894].

Las RNS, derivan del 6xido nitrico (ON) y también desempenan un papel en
la injuria por I/R. De hecho la interaccion entre ROS y RNS puede extender la
lesion a través de la formacion de nuevas especies con gran poder pro-oxidante
como el peroxinitrito [Kalogeris T, 2012]. Este mecanismo puede llevar a la
disminucion de la biodisponibilidad de ON, el cual, en bajos niveles, tiene funcion

senalizadora y cardioprotectora [Pacher P, 2007; Lima B, 2010].
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c) Muerte celular

En el corazon, producto de la
incapacidad de una replicacion
celularcompensadora significativa,
la muerte celular se convierte en el
eje central que subyace a gran
parte de la fisiopatologia
cardiovascular.

La descripcion de la muerte
celular adolece de un serio
problema y es que la comunidad
cientifica todavia no ha adoptado
un sistema de clasificacion que
esté basado mas en los parametros
bioquimicos que en el aspecto
morfolégico. En el presente trabajo
se utilizara la terminologia y
lineamientos establecidos por el
Comité de Nomenclatura de Muerte
Celular [Galluzzi L, 2012].

Tres formas principales de
han sido

muerte celular

clasicamente descriptas en la
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Figura 20. Principales mecanismos de muerte celular en la injuria por I/R

miocardicay sus caracteristicas mas relevantes.

injuria por I/R miocardica: la necrosis, la apoptosis y la autofagia [McCully JD,

2004] (Figura 20 y 22). Sin embargo, actualmente se han descripto al menos 13

tipos diferentes de muerte celular (catastrofe mitética, anoikis, entosis, pyroptosis,

necroptosis, etc) [Galluzzi L, 2012].

c.i) Necrosis

Las caracteristicas fundamentales de

la necrosis desde el

punto de vista

morfolégico incluyen: la edematizacion de las células y sus organelas, la
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disociacion de los ribosomas del RE rugoso, la pérdida de la integridad estructural
de la membrana plasmatica, y tardiamente desintegracion y condensacion nuclear
de la cromatina. La ruptura de la membrana plasmatica conduce a la liberacion
masiva del contenido de la célula al espacio intersticial lo que genera una
respuesta inflamatoria secundaria [Ziegler U, 2004]. Es de destacar que esta
liberacion del contenido celular tiene valor diagnostico en la practica clinica y es
un marcador de la presencia de necrosis miocardica. El grado de necrosis puede
evaluarse a través de la medicion de enzimas liberadas como la
lacticodeshidrogenasa (LDH), la creatinfosfoquinasa (CK) y sus isoenzimas y
proteinas no enzimaticas como las troponinas cardiacas [Dos Santos A, 1999; Bel
MS, 2003].

Dadas sus caracteristicas morfolégicas, clasicamente la necrosis se ha
considerado un proceso de muerte pasivo, accidental y no regulado, consecuencia
directa de un estrés abrumador para la célula. Por lo tanto se creyd que no podia
ejercerse ningun control sobre ella. [Kalogeris T, 2012, Kung G, 2011]. Sin
embargo, en la Gltima década distintas lineas de investigacion han puesto en
evidencia que este tipo de muerte es un proceso que también puede ser regulado
[Whelan RS, 2010, Jouan-Lanhouet S, 2014] y esta forma de “necrosis
programada” ha recibido el nombre de Necroptosis [Degterev A, 2005]. Esta via se
inicia con la activacion de receptores por parte de serina/treonina quinasas
denominadas “proteinas que interactian con el receptor” (del inglés, receptor
interacting proteins, RIPs) [Smith CC, 2011], aumentando la produccion de ROS
los cuales contribuyen a la apertura del poro de transicion mitocondrial (mPTP)
danando irreversiblemente las mitocondrias. [Morgan MJ, 2008, Vandenabeele P,
2010, Marshall KD, 2014].

Actualmente no se conoce la contribucion relativa de la forma no regulada
frente a la necrosis programada, pero esta uUltima ha sido demostrada en el infarto
de miocardio y otras entidades como la insuficiencia cardiaca y el accidente
cerebrovascular [Whelan RS, 2010].
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c.ii) Apoptosis

Los hallazgos morfolégicos mas caracteristicos de la apoptosis son la
condensacion de la cromatina (picnosis) y la fragmentacion nuclear en las fases
mas tardias (cariorrexis). Los cambios nucleares se acompanan de una
degradacion internucleosomal del material genético, generando fragmentos de
ADN de doble cadena de 180 a 200 pares de bases. Las células apoptoticas
presentan encogimiento celular con pérdida del contacto con sus vecinas vy
aparicion de protrusiones en la superficie de la membrana plasmatica
denominadas vesiculas o ampollas. La membrana plasmatica y organoides
celulares incluyendo las mitocondrias, se preservan, al menos, durante las fases
iniciales. Finalmente las vesiculas se desprenden de la superficie celular
llevandose consigo parte del citoplasma, organelas y/o fragmentos nucleares
dando origen a los cuerpos apoptoéticos, que seran capturados por fagocitos o
células vecinas. Como los componentes celulares no escapan de la célula, no se
produce respuesta inflamatoria. Sin embargo, si los cuerpos apoptéticos no son
fagocitados, sufren cambios similares a la necrosis, con liberacion de su
contenido al exterior, lo que ha sido llamado “necrosis secundaria” [Ziegler U,
2004; Kroemer G, 2008].

En la produccion de apoptosis han sido descriptas principalmente dos vias
de senalizacion: una via extrinseca (también conocida como "via del receptor de
muerte"), en la que la apoptosis se desencadena por la activacion inducida por un
ligando (Fas, TNF, etc.) interactuando con el llamado “receptor de muerte” en la
superficie celular; y una via intrinseca (también llamada "via mitocondrial"),
resultante de una cascada intracelular de eventos entre los cuales se destaca la
permeabilizacion de la MME que determina la salida al citosol de una serie de
componentes pro-apoptoticos que normalmente se encuentran confinados al
espacio intermembrana [Crow MT, 2004; Kalogeris T, 2012]. Las proteinas
liberadas incluyen entre otras al citocromo ¢, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, y la
endonucleasa-G (EndoG). La permeabilidad de la mitocondria se encuentra

estrechamente regulada por una familia de proteinas denominada Bcl-2, dentro
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de la cual estan incluidos miembros antiapoptéticos como Bcl-2, Bcl-xL y
proapoptoéticos: Bax, Bak, Bad, Bim, Bik, Blk, Puma y Noxa [Broughton BR, 2009].

Bax y Bak son necesarios para iniciar la activacion de la via intrinseca, ya
que los animales deficientes en estas proteinas son resistentes a la apoptosis por
ese mecanismo [Wei MC, 2001]. A través de un proceso no totalmente
establecido los estimulos apoptoticos activan Bax y Bak. La activacion de Bax
conlleva su translocacion desde el citosol a la mitocondria, y su insercion en la
MME, facilitando la salida del citocromo ¢ entre otros componentes [Suzuki M,
2000]. En el caso de Bak, ya esta anclado en la MME, interaccionando con la
proteina llamada VDAC

B Via Intrinseca A Via Extrinseca
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desencadenada por un estrés mitocondrial. La permeabilizacion de la MME libera
consecuente liberacion factores pro apoptéticos como Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 y el citocromo c.
Finalmente se da lugar a la formacion del apoptosoma, que activa a la caspasa 9, la
cual a su vez es capaz de clivar y activar a la caspasa 3. Membrana mitocondrial
externa, MME.

proapoptoéticos [Crow MT, 2004] (Figura 21).

de componentes

En cuanto a los principales miembros antiapoptéticos, Bcl-2 se encuentra
constitutivamente en la MME, el RS y la envoltura nuclear [Krajewski S, 1993]. Se
acepta que la relacion Bcl-2 o Bcel-xL / Bax o Bak es determinante para que la

célula inicie o no la cascada apoptética [Oltvai ZN, 1993].
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Las dos vias de apoptosis requieren de la activacion posterior de un grupo
de enzimas denominadas caspasas, que se encuentran normalmente en la célula
como zimdgenos inactivos (procaspasas). Las caspasas se pueden dividir en dos
subgrupos en funcion de su estructura y de la secuencia temporal de activacion
durante la muerte celular [Fink SL, 2005]: las caspasas iniciadoras 2, 8, 9y 10
qgue activan a su vez al otro grupo de caspasas, las efectoras 3,6,y 7.

Para activar las caspasas el citocromo c liberado al citoplasma, interacciona
con una proteina denominada APAF-1 (del inglés, apoptotic protease activating
factor-1) que al unirlo se oligomeriza y recluta a la procaspasa-9 para dar lugar a
la formacion de una estructura denominada apoptosoma [Jiang X, 2000; Acehan
D, 2002] con la consecuente activacion de la caspasa-9. Una vez activada, la
caspasa-9 cliva a la procaspasa-3 [Slee EA, 1999]. La caspasa 3 es la encargada
de llevar a su fin el programa de muerte celular a través de la escision de al
menos 45 proteinas diferentes: proteinas citoplasmaticas, del citoesqueleto y de
unién celular, nucleares, del metabolismo, de reparacion del DNA, quinasas,
involucradas en la senalizacion celular, proteinas reguladoras del ciclo celular, y
proteinas de la propia apoptosis (Bcl-2 y Bel-xL,) [Earnshaw WC, 1999].

Un segundo grupo de proteinas pro-apoptoéticas son liberadas por la
mitocondria permeabilizada: AIF (del inglés, Apoptosis-inducing factor), la
endonucleasa G y la CAD (del inglés, Caspase-Activated DNase) que necesita ser
activada por la caspasa 3. Todas ellas se translocan al nulcleo causando la
fragmentacion del ADN en segmentos de 50-300 kb [Joza N, 2001] y la
condensacion de la cromatina caracteristica de la apoptosis [EImore S, 2007].
Normalmente las células se encuentran protegidas de la apoptosis por medio de
un grupo de proteinas denominadas “inhibidores de la apoptosis” que incluyen a
XIAP (del inglés, X-linked inhibitor of apoptosis) y a clAP 1y 2 (del inglés, cellular
inhibitor of apoptosis 1 and 2) capaces de inhibir a la caspasa 3, 7 y 9 [Deveraux
QL, 1998].
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c.iii) Autofagia

La “muerte celular autofagica” se
define morfolégicamente como la muerte
que se produce en ausencia de
condensacion de la cromatina, pero
acompanada por vacuolizacion autofagica
masiva del citoplasma (Figura 22)
[Galluzzi L, 2012].

La autofagia es un proceso

fisiologico por el cual la célula a través de
» Figura 22. Microscopia electronica de una
la formacion de un “autofagosoma” célula que presenta muerte celular autofagica
. . (Barra = 1 um). (Tomado de Nikoletopoulou V,

secuestra componentes citoplasmaticos 2013)

danados o en exceso para su eliminacion [Gustafsson AG, 2008]. La autofagia
proporciona a la célula una herramienta para afrontar condiciones adversas,
(privacion de nutrientes, la hipoxia, etc.), proveyéndole de aminoacidos y acidos
grasos que le permiten mantener la homeostasis. [Kalogeris T, 2012]. La
deficiencia de este mecanismo en los miocitos puede conducir al desarrollo de
cardiomiopatia (enfermedad de Danon) [Gustafsson AG, 2008]. Por lo antes
expuesto, la autofagia es un mecanismo de supervivencia mas que de muerte
celular. Sin embargo, la autofagia no controlada podria contribuir a la lesion por
I/R [Kalogeris T, 2012]. Se ha descripto que este proceso tendria un rol dual
siendo beneficioso en la isquemia, pero deletéreo en la reperfusion [Matsui Y,
2007]. La participacion de la autofagia en la lesion por isquemia y reperfusion es

actualmente objeto de investigacion siendo los resultados aun contradictorios.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Trabajos previos desarrollados en nuestro laboratorio demostraron que
CaMKIl desempena un papel clave en la lesion por isquemia y reperfusion (I/R)
[Vila Petroff M, 2007] y que las fosforilaciones dependientes de esta quinasa a
nivel del reticulo sarcoplasmatico (RS) son relevantes en el mecanismo de muerte
celular y disfuncion contractil que este proceso origina [Salas MA, 2010].
Considerando que CaMKIl presenta dos sitios blanco a ese nivel, T17 de PLN y
S2814 del RyR2, planteamos como hipotesis en este trabajo lo siguiente:

El efecto deletéreo de la activacion de CaMKlIl en la injuria por /R se debe
a las consecuencias funcionales de la fosforilacion de su o sus sustratos a nivel
del RS.

OBJETIVOS

General:

e Establecer el papel desempenado por las fosforilaciones dependientes de
CaMKII a nivel del RS en el dano por I/R:

Particulares:

En un protocolo de I/R:

e Determinar el patron de expresion y fosforilacion de CaMKIl y sus sustratos a
nivel del RS: PLN y RyR2.

* Analizar a través del uso de ratones transgénicos, las consecuencias que. sobre
la actividad contractil y la viabilidad celular, produce el bloqueo simultaneo de las
fosforilaciones de CaMKIl a nivel del RS.

 Discriminar el rol particular que cumple en el proceso de dano miocardico, cada
una de las fosforilaciones dependientes de CaMKIl en PLN y RyR2, a través de

ratones con mutaciones especificas.
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Para estudiar las hipotesis propuestas en este trabajo de Tesis Doctoral, se
combinaron medidas de parametros mecanicos, determinaciones de viabilidad
por microscopia de fluorescencia, estudios de corrientes de Ca?2*,
caracterizaciones histolégicas y determinaciones bioquimicas. Se usaron
herramientas farmacolégicas y ratones transgénicos para la diseccion de los
distintos mecanismos propuestos.

Los experimentos con animales fueron realizados de acuerdo con las
normas de la Guia de Mantenimiento y Uso de Animales de Laboratorio (NIH,
2011). Los protocolos experimentales que se desarrollaron fueron aprobados por
el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata (Nro.
T05022014).

ANIMALES
Los experimentos presentados se realizaron en los siguientes ratones

knock-in machos, de 3-4 meses de edad y de un peso entre 25-30 gramos:

a) Ratones SR-AIP: expresan un inhibidor selectivo de la actividad de CaMKIl (AIP)
dirigido al RS. Esta cepa fue provista por el Dr. J. Dedman con quien mantenemos
una cooperacion cientifica [Ji Y, 2003].

b) Ratones PLNDM: expresan una forma mutada de fosfolamban (PLN) en la que
los residuos fosforilables por PKA y CaMKIIl, S16 y T17 respectivamente, fueron
sustituidos por alanina (PLNDM) para impedir su fosforilacion [Brittsan AG, 2000]
(obtenidos de la Universidad de Missouri / Harlan, Mouse Regional Resource
Center, NIH).

c) Ratones Ser2814A: expresan una forma mutada del RyR2 en la que el residuo
Serina en la posicion 2814 fue sustituido por alanina para impedir su fosforilacion
por CaMKII Estos ratones fueron provistos por el Dr. Xander Wehrens con quien ya

hemos publicado trabajos en colaboracion [Chelu MG, 2009]
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d) Ratones Ser2814D: expresan una forma mutada del RyR2 en la que el residuo

Serina en la posicion 2814 fue sustituido por acido aspartico para imitar la

fosforilacion constitutiva por CaMKIIl. Esta cepa fue provista también por el Dr.

Xander Wehrens [van Oort RJ, 2010].

Como controles (CTL) fueron utilizados los siguientes ratones: Wild Type (WT) de la
misma cepa que los S2814A y S2814D, BALB/c para los SR-AIP y C57BL/6 para

los PLNDM.

PERFUSION DE CORAZONES DE RATON. TECNICA DE LANGENDORFF.

Los animales fueron anestesiados con
una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico a una dosis de 50 mg/kg comprobandose
el arribo al plano profundo de anestesia a través
de la pérdida del reflejo podal y corneal.

Una vez realizada la toracotomia, se
canuld la aorta y el corazon aislado fue
perfundido por la técnica de Langendorff [Liao R,
2012] a temperatura (37°C) y flujo coronario
constante (3-4 ml/min) hasta alcanzar una
presion de perfusion coronaria entre 80 y
100mmHg. Luego del pinzamiento del nédulo A-
V, se fijo la frecuencia cardiaca en 300
latidos/min mediante electrodos punzados en el
ventriculo derecho. Para perfundir, se empled

una solucién tampon de bicarbonato con la

Figura 23. Corazon de raton montado en un
sistema de Langendorff y perfundido en forma
retrograda a través de la aorta. La flecha indica la
canula que en su extremo tiene un balén que se
introduce en el VI, para registrar los parametros
contractiles del corazon durante todo el protocolo.

siguiente composicion (en mM): 128,3 CINa; 4,7 CIK; 2,5 ClICaz; 20,2 HCO3Na; 0,4
H2PO4Na; 1,1 MgSO04; 11,1 glucosa y 0,04 EDTANa». Esta solucion se equilibrd con

95% 02-5% de CO> hasta lograr un pH de 7,4.

La actividad mecanica se registré digitalmente, mediante la introduccion en

el ventriculo izquierdo (VI) de un baldén de latex conectado a un transductor de
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presion (ADInstruments MLT 0380, CO, EE.UU.). El balon se llend con solucion
acuosa hasta conseguir una presion diastolica final (PDFVI) de aproximadamente
5-10 mmHg. La contractilidad del VI se evalu6 midiendo la presion desarrollada
(PDVI).

Una vez montados en el equipo de Langendorff (Figura 23), los corazones
fueron perfundidos y estabilizados durante 10 minutos (Pre-Isquemia, Pre-Isq)
sometiéndolos a continuacion, a la interrupcion total del flujo coronario (isquemia
global normotérmica, Isq.) durante un periodo de 45 minutos. En este lapso el
corazbn dej6 de ser estimulado eléctricamente. Finalizada la isquemia, se
restaurd6 la perfusion coronaria (reperfusion, R) por 120 minutos,

simultaneamente con la estimulacion eléctrica (Figura 24).
Pre-Isq. Isquemia Reperfusion /

{ 10° r 45 t 120°

Figura 24. Protocolo experimental utilizado en el corazon de raton.

/

Al final de la reperfusion o a distintos tiempos durante la misma y
dependiendo del estudio a realizarse, los corazones fueron:

a) Tenidos para determinar el area de infarto (tincion con TTC)

b) Preservados en una solucion de formol tamponado (pH 7) y
posteriormente procesados para estudios histolégicos con microscopia optica de
fluorescencia (TUNEL).

c) Congelados en N2 liquido y conservados a -80° C para realizar las
determinaciones bioquimicas de expresion y fosforilacion de las proteinas de
interés (PLN, RyR2, Bax/Bcl-2, CaMKII).

Se recolectd ademas el efluente de los primeros 10 min de reperfusion

para determinar la actividad de la enzima lactico deshidrogenasa.

Cabe senalar que la utilizacion de la perfusion ex-vivo de los corazones por
medio de la técnica de Langendorff, tiene la ventaja de evitar la variabilidad del
modelo in-vivo debida a factores tales como la influencia neurohumoral, del

sistema de coagulacion, inmunitario, etc. [Bernal DR, 2004].
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DETERMINACION DEL AREA DE INFARTO

Al finalizar los 120

2 Tincion con TTC: las areas rojas
indican el tejido viable y las
blancas el infartado.

0000
A A

Apice Bases

min de reperfusion, el
corazbn fue perfundido
durante 7 min mas, con
una solucion fosfato (pH

7,4) conteniendo 1% de

cloruro de trifeniltetrazolio

(TTC). Con esta tincion, en 3

el tejido viable el — ,
; Calculo del Area
colorante es convertido ~=mbd de Infarto

por las deshidrogenasas

intracelulares en un

initado d | . Figura 25. Medicion del area de infarto a través de la tincion de TTC. (1)
precipitado de color rojo. Tincion y niveles de corte, (2) secciones de un corazoén tenido con TTC y (3)
. .. digitalizacion y cuantificacion del area de infarto.
Por el contrario el tejido

no viable permanece de color blanco. Estando aln el corazoén en el sistema de
Langendorff, se lo sumergié en una camara conteniendo la misma solucién de TTC
durante otros 7 min. Al finalizar la tincion, el corazon aislado del sistema de
perfusion, fue mantenido a -20°C durante 1 hora con el fin de dar firmeza al tejido
para luego ser cortado transversalmente en seis secciones (de aproximadamente
1 mm de espesor) a lo largo del eje longitudinal del VI, desde el vértice a la base.
Para visualizar mejor las areas de infarto las secciones fueron almacenadas en
solucion de formaldehido al 10% durante 48 horas (Figura 25). Pasado este
tiempo las secciones fueron escaneadas y el area de infarto calculada mediante
planimetria utilizando el software Scionlmage (ScionCorp, EE.UU.). El grado de
infarto se expresd6 como porcentaje del area de riesgo, que en nuestra
preparacion, al ser un isquemia global, corresponde al area total del corazén
[Suzuki M, 2002].

DETERMINACION DE LA LIBERACION DE LACTICO DESHIDROGENASA (LDH)
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Para evaluar la muerte
de las células miocardicas se
midid por espectrofotometria
la actividad de la LDH en el
efluente coronario. Esta
enzima intracelular se libera
en la necrosis. Se tomaron
muestras a diferentes
tiempos durante el protocolo:

Preisquemia y a 1, 5 y 10

minutos de Reperfusion. Figura 26. Espectrofotometro Shimadzu UV-300.

La LDH cataliza la reduccion del piruvato por NADH, obteniéndose lactato y
NAD+. La concentracion de la enzima puede ser determinada a partir de la
velocidad de desaparicion del NADH, medido a 340 nm de longitud de onda. En
estas determinaciones se utilizd un kit comercial (Wiener lab, Germany)

Durante el procedimiento, la muestra tratada segln las especificaciones del
kit fue vertida en una cubeta plastica adecuada para el espectrofotometro
(Shimadzu UV 300, Figura 26), leyéndose la absorbancia cada 30 segundos por
un periodo de 3 min. Con los datos obtenidos se realizd el calculo de los
resultados segun las especificaciones del fabricante. Todas las reacciones fueron

llevadas a cabo a temperatura ambiente.

DETERMINACION DE APOPTOSIS
Con el fin de identificar los nucleos de las células apoptoticas se utilizo la

técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated X-dUTP nick
end labeling). Corazones fijados e incluidos en parafina fueron cortados con un
micrétomo en secciones de 5 ym de espesor. Se procedid luego a desparafinizar e
hidratar los cortes a través del pasaje por xilol (x2), alcohol 100 (x2), alcohol 96,

alcohol 50 y finalmente agua destilada.
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Los extremos terminales del ADN fragmentado por las caspasas, fueron
detectados utilizando un kit comercial (In situ Cell Death Detection kit, Roche,
Suiza). En esta reaccion la deoxi-nucleotidil-transferasa fija a los extremos del ADN
el nucleétido dUTP conjugado con un marcador fluorescente. Se realizé ademas la
tincion del ADN de todos los nucleos con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Las
secciones tenidas fueron capturadas con una camara de video RGB digital
(Evolution VF, QImaging, Canada) conectada a un microscopio (Olympus BX-50,
Tokio). Veinte areas de gran aumento (objetivo 40X) fueron elegidas al azar y
fotografiadas analizandose aproximadamente 500 miocitos por seccion. Las
imagenes fueron procesadas con un programa digital analizador de imagenes
(Image-Pro Plus V6.0, Silver Spring, MA) y el porcentaje de nucleos TUNEL-
positivos respecto al total de nudcleos fue calculado por dos investigadores
independientes (estudio doble ciego). Se identificaron los miocitos cardiacos en
base a sus caracteristicas morfologicas (nucleos con forma eliptica y citoplasma

estriado) y parametros morfométricos [Gerdes AM, 1991].

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS
Los corazones congelados a distintos tiempos de reperfusion (3, 15 y/o

120 min) fueron utilizados para evaluar la expresion de las siguientes proteinas:
CaMKII, PLN, RyR2, Bax, Bcl-2 y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
siendo esta Ultima empleada como control de carga de las proteina sembradas.
Simultaneamente se estudio la fosforilacion de los siguientes sitios: residuos S16
(sitio PKA) y T17 (sitio CaMKII) de PLN, residuos S2808 (sitio PKA) y S2814 (sitio
CaMKII) del RyR2 vy el residuo fosforilable T286 de CaMKII (p-CaMKII).

Preparacion de homogenatos
El tejido ventricular pulverizado de raton resuspendido en 4 volimenes de

un medio buffer (ver tabla |) fue disgregado utilizando un homogenizador

(Polytron, Brinkman Instruments).
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Componente Concentracion

KH2PO4
NaF

EDTA
Sacarosa
Pepstatina

Tabletas de cocktail inhibidor de proteasas

Complete (Roche)

Tabla I. Composicion del medio buffer utilizado en la homogeneizacion.

Todo el procedimiento se realiz6 a 4°C. Luego de homogeneizadas las
muestras se transvasaron a tubos Eppendorff de 1500 ul para su centrifugacion a
12000g durante 10 min. Se descarto el pellet y en el sobrenadante se determiné
la concentracion de proteinas por el método de Bradford (Bio-Rad Laboratorios,
Inc. USA) utilizando albdimina bovina como estandar [Bradford MM, 1976].

A partir de las proteinas obtenidas se procedi6 del siguiente modo:

Para la valoracion de pCaMAKII, PLN total y sus formas fosforiladas, 30 ug de
proteina se combinaron con un volumen apropiado de buffer de la muestra (SDS
sample buffer) siendo resueltos mediante electroforesis utilizando geles de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) siguiendo la técnica descripta
por Porzio y Pearson [Porzio MA, 1977]. La composicion del gel de resolucion fue:
acrilamida 10% (con una relacion acrilamida:bisacrilamida 30:1); Tris/Glicina 400
mM (1:3) pH: 8,8; Glicerol 5%; SDS 0,1 % y EDTA 0,2 mM. La composicion del gel
de apilamiento fue: acrilamida 4%; Tris-HCI 125mM pH 6,8 y SDS 0,1%. Las
corridas electroforéticas se realizaron a voltaje constante (120 V) en buffer
conteniendo: Tris 50 mM, Glicina 150 mM, SDS 0,1% (pH: 8,3). La transferencia
semiseca de las proteinas a la membrana PVDF (membrana de polivinilo
Immobilon-P, Millipore) se realizdé en presencia del siguiente buffer: Tris 25 mM,

Glicina 192 mM, Metanol 10%, a voltaje constante (12 V) durante una hora.
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Terminada la transferencia, las membranas se bloquearon con buffer Tris-salino
TBS: (Tris 50 mM - CINa150 mM, pH 7,4) con 5% de leche descremada durante 1
hora, sin o con el agregado de 0,1% Tween seglin los distintos anticuerpos.
Posteriormente las membranas se incubaron a 4°C, de 5 a 15 hs dependiendo del
anticuerpo primario utilizado, con las siguientes diluciones de los mismos: para
PLN fosforilada en su residuo T17 (pT17 PLN) y en su residuo Serl6 (pS16 PLN)
(Badrilla) 1:5000 en TBS-5% leche, para la deteccion de PLN total
(AffinityBioReagents) 1:2000 en TBS-1% leche, en el caso de pCaMKIl (Abcam)
1:1000 en TBS-0,1% Tween-1% albumina.

Para la inmunodeteccion de Bax, Bcl-2 y GAPDH, 40 pg de proteinas se
resolvieron en geles de poliacrilamida-SDS preparados de acuerdo a la técnica
Laemmli [Laemmli UK, 1970]. El gel separador contenia: acrilamida 7,5%; Tris 1,5
M pH: 8 y SDS 1% con un porcentaje de acrilamida de 15%. La corrida
electroforética se desarrolld a voltaje constante (120 V) (Figura 28) en buffer
conteniendo: Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% (pH 8,3). Los geles se
transfirieron a membranas de PVDF y se blogquearon como se indicé mas arriba.
Posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios. Para
la deteccion de Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology) se utilizd una dilucion 1:1000
preparada en TBS-0,1% Tween-1% leche, para la de Bax (Santa Cruz
Biotechnology) se emple6é una dilucion 1:2000 en TBS-0,1% Tween-1% leche y
para GAPDH (Millipore) 1:5000 en TBS-0,1% Tween-1% leche.

La deteccion de RyR2 y sus formas fosforiladas (S2814 y S2808) se llevo a
cabo del siguiente modo: 100 ug de proteinas con un volumen apropiado de
buffer de la muestra se separaron en geles de poliacrilamida-SDS preparados
segun la técnica de Laemmli utilizando un porcentaje de acrilamida de 3% para el
gel apilador y 6% para el gel separador. La corrida electroforética transcurrié a
voltaje constante de 120 V. Los geles se transfirieron a membranas de PVDF
(transferencia humeda a voltaje constante de 25 V, a 4°C durante 15 hs); luego
las membranas se bloquearon con buffer TBS-5% leche-0,1% Tween durante 1 h.

Posteriormente se incubaron 5 hs a 4°C con los anticuerpos primarios en dilucion
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1:5000 en TBS-0,1% Tween-1% leche para RyR2 (Affinity Bioreagents), RyR2
fosforilado en Ser2808 (pS2808, Badrilla) y en Ser2814 (pS2814, Badrilla).

En todos los casos se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a
peroxidasa. La inmunorreactividad se visualizd mediante el kit de deteccion de
guimioluminiscencia basado en peroxidasa, ECL Plus (AmershamBiosciences,
Pittsburgh, PA, EE.UU.). La intensidad de senal de las bandas en las
inmunotransferencias se cuantifico por densitometria utilizando el software Image
J(NIH, EE.UU.)

AISLAMIENTO DE MIOCITOS
Para la determinacién de las corrientes de Ca2* a nivel celular, corazones

aislados y montados en un sistema Langendorff fueron perfundidos a 37°C con
una solucion de buffer HEPES conteniendo (en mM): 146.2 CINa, 4,69 CIK, 1
CloCa, 10 HEPES, 0.35 H2POsNa, 1,05 SOsMg, 11 Glucosa). La solucion fue
gaseada constantemente con Oz al 100% (al igual que el resto de las soluciones
utilizadas) [Vila-Petroff, 2007]. Después de un periodo de 4 min de perfusion, la
solucion fue reemplazada por otra libre de Ca2* durante 6 min. Transcurrido este
tiempo, se adicioné a la solucion de HEPES, 50 uM de Cl2Ca, colagenasa (300
U/ml), proteasa (0,1 mg/ml) y albumina de suero bovino al 1% (BSA), con el
objetivo de iniciar la separacion de los miocitos. La perfusion se mantuvo hasta
que se evidencio flaccidez en el tejido miocardico (14-18 min). Luego, se separo el
tejido ventricular realizando un corte a nivel de la unién auriculo-ventricular y los
ventriculos fueron cortados en pequenas piezas. El tejido fue posteriormente
inmerso en la solucion de enzimas proteoliticas descripta, en constante agitacion
a 37°C entre 5 a 10 min dependiendo del grado de digestion evaluado por
microscopia. Los miocitos libres fueron lavados sucesivas veces con solucion de
HEPES al 1% de BSA y a concentraciones crecientes de CloCa hasta llegar a una
concentracion final de 1 mM. Las células fueron mantenidas en estas

condiciones, a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
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MEDICION DE LA CORRIENTE DE Ca2* (Ica2+) EN MIOCITOS AISLADOS
Los miocitos ventriculares aislados se

colocaron en una camara de perfusion
conteniendo la solucion de HEPES vya
descripta para el aislamiento. Se utiliz6 la
técnica llamada patch-clamp en configuracion
whole-cell. Basicamente, se accede a la
membrana celular con una micropipeta de
vidrio y se forma un sello de alta resistencia y
estabilidad mecanica. Luego el sello se
rompe por succion accediéndose al interior
de toda la célula. Esto permite el intercambio
de moléculas entre el citoplasma y la solucion

interna con la cual se llena la pipeta y realizar

los registros de corriente macroscopica

{ Hs
(voltage-clamp) con un amplificador de patch-

Sy Uesa
Figura 27. Equipo de Patch-clamp. En el
clamp (Axopatch 200A, Axon Instruments) monitor superior se observa un miocito

formando el sello con la micropipeta.
[Aiello EA, 2001] (Figura 27). La punta de la

pipeta se posiciond encima de la célula conteniendo una solucion similar al
citoplasma compuesta por (en mM): 140CsCl, 1CIoMg, 5Na2ATP, SEGTA, 10Hepes,
pH ajustado a 7.2 con OHNa. Se utiliz6 como electrodo de referencia un alambre
de Ag/AgCl en contacto con la solucion extracelular.

Las corrientes (filtradas a 1 kHz) se registraron directamente a través de un
convertidor analogico-digital (Digidata 1200, Axon Instruments) que permite enviar
las senales de potencial adecuadas al amplificador y digitalizar las senales de
corriente recibidas de éste. El control de instrumentos y registro de senales se

realiza mediante el software pClamp y Axotape (Axon Instruments).
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Para llevar a cabo
estas determinaciones,
se generaron pulsos
despolarizantes (250
mseg) fijando el voltaje
a 0,2 Hz. El potencial de

mantenimiento utilizado

Tesis Doctoral

250 mseg ey

-40 mV

50 mseg
-80 mV

Figura 28. Protocolo utilizado en medicion de la corriente de (.3a2+ (iCa)en
miocitos aislados. Protocolo 1: Pulso de voltaje a OmV para ver corriente
pico.

fue de -80 mV para prevenir la inactivacion lenta y minimizar la caida de corriente.

Se empled un prepulso de 50 mseg a -40 mV, para inactivar los canales de Na*y

el potencial de los canales tipo T de Ca2+. Se utilizaron 2 protocolos involucrando

el pulso de prueba (Figura 28 y 29), el primero consistié en un Unico pulso a O mV

con el objetivo de evaluar la
corriente pico de Ca2t. El
segundo protocolo se
confeccion6 con escalones
de 10 mV, comenzando en -
80 mV vy finalizando en +60
mV, con el objetivo de
visualizar la dependencia de

la corriente al voltaje. Las

250 mseg T
+o0 m

-40 mV
50 mseg

-80 mV

Figura 29. Protocolo utilizado en medicion de la corriente de ca” (iCa)en
miocitos aislados. Protocolo 2: Pulsos despolarizantes para ver la
dependencia de la corriente al voltaje (curva l/V).

corrientes evocadas por los pulsos de prueba mostraron una cinética de

activacion e inactivacion consistentes con las corrientes de Ca2* tipo L. Para cada

célula, se registré la corriente capacitiva de la membrana, normalizando las

corrientes por la capacitancia de la célula.
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, se presentan de acuerdo

a los objetivos planteados:

DETERMINACION DE LA PARTICIPACION DE LAS FOSFORILACIONES
DEL RS DEPENDIENTES DE CAMKII EN LA INJURIA POR I/R

Para llevar a cabo A B
. - pT287 CaMKII | -
este primer objetivo, j S0 kDa
. GAPDH E-% kDa
realizamos
Protocolo: 600
experimentos con el fin 10° 45’ 3’ 8 500l
) [ Pre-Isq. Isquemia 5
de examinar la 3 4001
(2]
. . . . ! '® 300}
existencia de cambios Pre-Isg. Smin &
o 200}
- ©
en el patron de = 100}
fosforilacion del residuo 0
T287 de CaMKIl, indice <&

. . Figura 30. La reperfusion incrementa la auto-fosforilacion de

de Su activacion. caMKiIL. (A) Esquema del protocolo experimental: las flechas indican los
. momentos en los cuales fueron congelados los corazones para su

Corazones aislados de anzjisis. (B) Western Blots representativos y resultados promedio de la

auto-fosforilacion de CaMKII. Los datos representan la media + ES de 3
ratones C57BL/6 fueron 5 5corazones * P< 0,05 vs. Pre-Isq.

sometidos a un protocolo de I/R (145 minutos/R3 minutos). La eleccion del tiempo
de reperfusion se baso en resultados de experimentos previos, realizados en rata,
donde se comprobd que la maxima fosforilacion del sitio T17 de PLN, sustrato
especifico de CaMKIl, se producia a los 3 minutos del comienzo de la R [Vila
Petroff M, 2007]. En la Figura 30 se pueden observar los resultados obtenidos. Un
incremento significativo en los niveles de autofosforilacion de CaMKII respecto a
los niveles pre-isquémicos fue evidente a los 3 minutos de R.

Habiendo demostrado que CaMKIl esta activada al comienzo de la R,
decidimos caracterizar la expresion y fosforilacion de sus proteinas blanco en el
RS, (T17 de PLN y S2814 del RyR2), a distintos tiempos durante la R. Para valorar
la posible activacion adrenérgica en nuestro modelo, también evaluamos la
presencia de fosforilaciones de los sitios dependientes de PKA, S16 de PLN y
S2808 del RyR2.
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Con el fin descripto, corazones de ratones C57BL/6 fueron congelados al

final de la pre-isquemia y al cumplirse los 3y 15 minutos de R.

Esta serie de
experimentos permitiod
detectar un incremento
en la
fosforilacion del

T17 de PLN a

significativo,
sitio

los
tiempos estudiados de
R sin cambios en los
niveles de expresion de
PLN (Figura 31).

El aumento
observado en la
fosforilacion de T17 se
correspondid
temporalmente con un
incremento significativo
de la fosforilacion del
S2814 (el

RyR2 a los 3 minutos

residuo

%

Protocolo:
A
10° 45° 15°
m Isquemia R
Pre-Isq. 3minR 15 min R
B Reperfusion
Pre-Isq. 3 min 15 min
pWPLN‘ W e S SR @D W e @S =24 KDa
pS16PLN‘ R e A A —— — = 24 kDa
PLN s S S s s ---‘ = 24 kDa
GAPDH’-—--- - —— —‘ = 36 kDa
(04 Fosforilacion de PLN D Expresiéon de PLN
300 150
* EpT17 PLN
@ 2501 EapS16PLN  ©
g =
Q 200f 2100
g g
© 150 ©
o o
g 100+ 3 50F
X 5ot S

Pre-Isq.

3 min

15 min

Reperfusion

Figura 31. La reperfusion incrementa la fosforilacion de PLN dependiente de
CaMKILl. (A) Esquema del protocolo experimental: las flechas indican los momentos en
los cuales fueron congelados los corazones. (B) Western Blots representativos de la
inmunodeteccion de pT17, pS16, PLN total y GAPDH. (C) Resultados promedio de la
fosforilacion del sitio T17 y S16 y (D) de la expresion de PLN. Los datos representan la

media + ES de 3-4 corazones por grupo. * P< 0,05 vs. Pre-Isq.

Pre-Isq. 3 min 15 min
Reperfusion

de reperfusion que persistid a los 15 minutos aunque sin alcanzar diferencias

estadisticas. La expresion de la proteina RyR2 presentd un descenso significativo

a los tiempos estudiados, dato que coincide con resultados previos de nuestro
grupo y otros [Salas MA, 2010; Pedrozo Z, 2010] (Figura 32).

Al examinar la fosforilacion en los sitios PKA dependientes, S16 de PLN y

S2808 del RyR2, no se detectaron cambios respecto a los niveles pre-isquémicos

(Figuras 31y 32). En base a estos resultados descartamos en nuestro protocolo la

participacion de una via dependiente de PKA, que pudiera estar influyendo en el

efecto deletéreo.
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Una vez comprobado que durante la I/R se producia activacion de CaMKiIl y
fosforilacion de sus sustratos en el RS, decidimos establecer el grado de

participacion de estas fosforilaciones en la produccion del dano.

A Reperfusion
Pre-Isq. 3 min 15 min

PS2814 RyR2 s seve snun sns ammms s s mess | =565 kDa

PS2808 RyR2 (M W s s b et s = =565 kDa

RYR2 M S v s st s o @ | =565 kDa

GAPDH

s 36 kDa
B Fosforilacion de RyR2 C  Expresion de RyR2
300 % 150 -
1 pS2814 RyR2
250 - 1 pS2808 RyR2
@© ©
1= E= . T
g 200 g 100
=} >
@ 3 *
© 150 o % T
© N T
[ (]
S 100 ° 50F
R R
50
0 - . 0
Pre-Isq. 3 min 15 min Pre-Isq. 3 min 15 min
Reperfusion Reperfusion

Figura 32. La reperfusion incrementa significativamente la fosforilacion dependiente de
CaMKIl en RyR2. (A) Western Blots representativos de la inmunodeteccion de, pS2814,
pS2808, RyR2 total y GAPDH. (B) Resultados promedio de la fosforilacion de los sitios S2814 y
S2808 y (C) de los niveles de expresion de RyR2. Los datos representan la media + ES de los
valores de 7 a9 corazones por grupo. * P< 0,05 vs. Pre-Isq.

Realizamos experimentos de |/R en ratones de la cepa SR-AIP. Estos
ratones, como ya fue descripto, expresan un inhibidor especifico de la CaMKII
(AIP) limitado al RS. Se examiné la fosforilacion de T17 de PLN al inicio de la
reperfusion, evaluandose ademas, la recuperacion contractil, el tamano del
infarto, la liberacion de LDH y la presencia de apoptosis una vez finalizado el
protocolo.

Como era esperable, la inmunodeteccion de la fosforilacion de T17 en

ratones SR-AIP, no mostré cambios respecto a los valores pre-isquémicos. Sin
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embargo se detectd un aumento en la fosforilacion de este sitio en los ratones

controles (CTL) al inicio de la reperfusion (Figura 33).

Comprobada la ausencia de actividad de la quinasa en estos ratones, y con

los antecedentes del rol deletéreo de CaMKIl en la I/R, esperabamos que los

ratones SR-AIP, mostraran mayor tolerancia al protocolo experimental.

El analisis de la funcion ventricular
durante la reperfusion, reveld una mejor
recuperacion de la presion desarrollada
por el ventriculo izquierdo (PDVI) y un
descenso en los valores de la presion
diastolica final (PDFVI), en los SR-AIP
respecto a los controles (Figura 34 Ay B).
El area de infarto medida por la tincion
con TTC, fue menor en los ratones SR-AIP
(Figura 34 Cy D)y esto se correspondid
con una disminucion en la liberacion de la
enzima LDH en el efluente de reperfusion,
indicando atenuacion de la necrosis.

La evaluacion del grado de

apoptosis por medio de Western Blot

Pre-Isq. 3minR
pT17 PLN [ S S [ ] - 24 kDa

PLNl— —”- -|-24kDa

& Q R
<) < <) <
& &
1400
ElcTL
3 sr-AIP *

-

N

o

o
T

1000
800
600
400
200

% Control Preisquémico

Pre-Isq. 3minR

Figura 33. Ausencia de fosforilacion de T17 de
PLN en ratones SR-AIP. Western Blots
representativos y resultados promedio de la
inmunodeteccion de pT17 de PLN a los 3min de
reperfusion. Los datos representan la media +
ES delos valores de 3 a 6 corazones por grupo. *
P< 0,05 vs. Pre-Isq.

(cociente Bax/Bcl-2) y de microscopia de fluorescencia (TUNEL) demostr6 menor

incidencia de este tipo de muerte celular en los ratones con inhibicion de las

fosforilaciones dependientes de CaMKIl en el RS (Figura 34 E, Fy G).
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CTL SR-AIP
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Figura 34. La inhibicion de las fosforilaciones dependientes de CaMKII a nivel del RS reduce
el daio en la injuria irreversible por I/R. (A) Transcurso en el tiempo de la presion desarrollada
por el ventriculo izquierdo (PDVI) y (B) de la presion diastolica final (PDFVI). (C) Rodajas
representativas y valores promedio del area de infarto. (D) LDH liberada durante los primeros 10
minutos de la reperfusion. (E) Western Blots y resultados promedio del cociente Bax/Bcl2. (F)
Imagenes representativa de la tincion de TUNEL donde se senalan nicleos apoptéticos y (G)
resultados promedio del ensayo. Los datos representan la media + ES de n = 7-13 corazones por
grupo. * P<0.05 vs CTL. #P=<0,05 vs. Pre-Isq.
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En la Figura 35 se esquematizan los resultados obtenidos en los
experimentos hasta aqui presentados. El diagrama pone de relieve que la
activacion de CaMKII en corazones sometidos a I/R, ejerce un efecto deletéreo a

través de la fosforilacion de sus proteinas blanco a nivel del RS.

Raton CTL

El aumento en Ia
fosforilacion de los
CaMKaI|
RS
incrementa la injuria
irreversible por I/R.

Raton SR-AIP

La inhibicion de la
fosforilacion de los
yRz sustratos especificos

de CaMKIl pr
la injuria po

IR,

Figura 35. Efecto de la activacion de los sustratos de CaMKII a nivel del RS en isquemia y reperfusion.
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DISECCION DEL ROL DESEMPENADO POR CADA UNA DE LAS
FOSFORILACIONES DEPENDIENTES DE CAMKII A NIVEL DEL RS

El siguiente objetivo fue dilucidar qué nivel de participacion tenia cada una
de las proteinas blanco de CaMKIl en el RS, PLN y RyR2, en la produccion del

dano miocardico producido durante la I/R.

Para estudiar la relevancia que en el proceso deletéreo pudiera tener la
fosforilacion de PLN dependiente de CaMKlII, realizamos experimentos en ratones
transgénicos doble mutantes de PLN. En ellos, tanto el sitio dependiente de PKA
(816) como el de CaMKII (T17) han sido mutados a alanina impidiendo su
fosforilacion (PLNDM). La incapacidad de PLN de ser fosforilada determina un
efecto inhibitorio permanente sobre la actividad de la SERCA2a

En primer lugar y para comprobar la presencia de la mutacion, se estudio la
fosforilacion de T17 de PLN en presencia del agonista -adrenérgico Isoproterenol
(Iso) a una dosis que induce la maxima fosforilacion de esta proteina (300nM)
[Said M, 2002]. Como se observa en la Figura 36, los corazones provenientes de
ratones controles (CTL) tratados con Iso, presentaron un aumento del 80% en la
fosforilacion de T17, en tanto que no hubo niveles detectables de fosforilacion en

los corazones de ratones PLDM.
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pT17 PLN |.—- — |-24kDa

GADPH ‘

=36 kDa

240 ¢ Figura 36. Ausencia de fosforilacion de
T17 de PLN en ratones PLNDM
sometidos a estimulaciéon B-
adrenérgica. Western Blots
representativos y resultados promedio de
la fosforilacion de T17 de PLN en ausencia
(-)y presencia (+) de Isoproterenol 300nM
en corazones de ratones CTL y PLNDM
(Iso 300nM) . Los datos representan la
media + ES de los valores de 3-4
corazones por grupo. * P< 0,05 vs CTL.
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En la Figura 31 ya se mostré que, a diferencia de lo que ocurre con T17, la
fosforilacion de S16 de PLN no presenta cambios durante el protocolo de I/R. Por
lo tanto el efecto que observemos en estos ratones podra ser atribuido a la falta
de fosforilacion de T17.

En experimentos posteriores, corazones aislados de ratones controles y
transgénicos fueron sometidos al protocolo de I/R, evaluandose parametros
contractiles y de viabilidad celular (Figura 37).

En los corazones de PLNDM se observé un mayor deterioro mecanico que
en los de ratones controles manifestado por una menor PDVI y un incremento en
la PDFVI (Figura 37 Ay B) durante la reperfusion.

Los resultados indican que los ratones PLNDM muestran una disminucion
de la viabilidad celular evidenciada por una mayor extension del area de infarto
respecto al grupo control, lo cual se correlaciond con un aumento en los niveles de
LDH en el efluente de reperfusion (Figura 37 Cy D). Lliamativamente, al analizar la
relacion entre proteinas pro y antiapoptoticas (Bax/Bcl-2 respectivamente) y
cuantificar los nucleos apoptéticos por la técnica de TUNEL, no se encontraron
diferencias en el grado de apoptosis entre las dos cepas de ratones (Figura 37 E,
FyQ).

Una caracteristica presente en estos ratones transgénicos que debimos

tener en cuenta al momento de sacar conclusiones de los experimentos
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realizados, es la presencia de un aumento del 20% en la corriente de Ca2+a través
de los canales tipo L (LTCC) [Brittsan AG, 2003]. Esta mayor entrada de Ca2* ha
sido interpretada como un mecanismo compensador que les permite mantener
una contractilidad basal similar a la de los ratones controles. Se decidid explorar
entonces si este aumento de la corriente de Ca2* contribuia al aumento del dano

observado en los ratones PLNDM expuestos a I/R.
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Figura 37. La ausencia de fosforilacion de PLN incrementa la injuria por I/R. (A) Transcurso en
el tiempo de la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) y (B) de la presion
diastélica final (PDFVI). (C) Rodajas representativas y valores promedio del area de infarto. (D)
LDH liberada durante los primeros 10 minutos de la reperfusion. (E) Western Blots y resultados
promedio del cociente Bax/Bcl2. (F) Imagenes representativa de la tincion de TUNEL donde se
sefalan nucleos apoptéticos y (G) resultados promedio del ensayo. Los datos representan la
media £ ES de n=7-14 corazones por grupo. * P=0.05 vs CTL. #P=0,05 vs. Pre-Isq.
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los resultados promedio

de la corriente de Ca2* al pico registrada en miocitos de PLDM antes y después de
agregar la dosis senalada de nifedipina observandose la disminucion de
aproximadamente 20% en la densidad de la misma.

Una vez establecida la dosis de nifedipina efectiva, corazones aislados de

ratones PLNDM fueron sometidos a I/R en presencia o ausencia del bloqueante
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evaluandose la viabilidad celular y la contractilidad. La Figura 38 C y D muestra
que, en presencia o ausencia de nifedipina, la recuperacion contractil al final de la
reperfusion fue similar (PDVI y PDFVI). El tamano del infarto y la liberacion de LDH
tampoco difirieron por la administracion del inhibidor (Figura 38 E y F). Es de
destacar que la concentracion empleada de nifedipina provocé una ligera
disminucion de la PDVI durante el periodo de estabilizacion, aunque ésta no
alcanz6 niveles significativos. Estos experimentos permiten afirmar que el
deterioro contractil y la menor sobrevida celular presentes en los ratones PLNDM
sometidos a I/R, no es debido al aumento compensador de la corriente de Ca2*

tipo L.

En conjunto, los experimentos realizados en ratones PLDM sugieren que la
fosforilacion del sitio T17 de PLN, no es responsable del efecto deletéreo
producido por la activacion de CaMKII al inicio de la reperfusion. Por el contrario,
esa fosforilacion parece cumplir un rol beneficioso, limitando el tamano del

infarto.

A continuacion evaluamos el grado de participacion que, en el dano por I/R,
pudiera tener el otro blanco de CaMKIl a nivel de RS, el RyR2 (52814). Una de las
estrategias empleadas para cumplir con este objetivo fue realizar experimentos en
ratones knock-in, en los que el sitio de fosforilacion S2814 del RyR2 esta mutado
a alanina y por lo tanto no puede fosforilarse (S2814A) [Chelu, 2009]. Utilizar
ratones con ésta modificacion genética, nos permitiria corroborar lo descripto por
otros investigadores en cuanto a que el aumento en la fosforilacion del RyR2, por
conducir a la pérdida diastélica de Ca2*, es un factor determinante en la patogenia
de diversas enfermedades cardiovasculares [Ling H, 2013; Sossalla S, 2010].

Los resultados obtenidos aplicando nuestro protocolo experimental se

observan en la Figura 39.
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Figura 39. Impedir la fosforilacion dependiente de CaMKIl en el RyR2, protege de la
injuria por I/R. (A) Transcurso en el tiempo de la presion desarrollada por el ventriculo
izquierdo (PDVI) y (B) de la presion diastolica final (PDFVI) durante el protocolo de I/R.
(C) Rodajas representativas y valores promedio del area de infarto. (D) LDH liberada
durante los primeros 10 minutos de la reperfusion. (E) Western Blots y resultados
promedio del cociente Bax/Bcl2. (F) Imagenes representativa de la tincion de TUNEL
donde se senalan nucleos apoptoticos y (G) resultados promedio del ensayo. Los datos
representan la media + ES de n = 5-12 corazones por grupo. * P< 0.05 vs. CTL. #P<
0,05 vs. Pre-Isq.
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La prevencion de la fosforilacion del RyR2 en los corazones de ratones
S2814A se tradujo en una mejor recuperacion contractil evidenciada por un
aumento de la PDVI acompanado de disminucion de la PDFVI respecto a los
corazones controles. Cabe senalar que no hubo diferencias en la contractilidad
basal entre ambas cepas.

Al evaluarse la viabilidad celular, se observo que los corazones de ratones
S2814A presentaban un menor tamano de infarto que los CTL (12,6 + 1,2% y
24,6 + 2,2% respectivamente) (Figura 39 C). Coincidentemente, hubo una
reduccion significativa de los niveles de LDH en el efluente coronario durante los
primeros 10 minutos de reperfusion (Figura 39 D). Para evaluar si, impedir la
fosforilacion del RyR2 afectaba también el grado de apoptosis, se examind por
Western Blot la relacion Bax/Bcl-2 y el nimero de nucleos apoptoéticos (TUNEL).
Ambos parametros resultaron significativamente menores en el grupo S2814A

respecto a los corazones CTL (Figura 39 E, Fy G).

Los resultados de este grupo de experimentos sugieren que la fosforilacion
del residuo S2814 del RyR2 seria responsable de las acciones deletéreas
producidas por la activacion de CaMKIl durante las fases tempranas de la

reperfusion.

Con la finalidad de dar mayor sustento a estos hallazgos, realizamos
experimentos en ratones transgénicos donde el sitio de RyR2 fosforilable por
CaMKII, S2814, estaba mutado de forma tal de imitar una fosforilacion
constitutiva del mismo (S2814D) [van Oort, 2010]. Los resultados obtenidos se

observan en la Figura 40.
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Figura 40. La fosforilacion constitutiva dependiente de CaMKIl en el RyR2 incrementa la
injuria por I/R. (A) Transcurso en el tiempo de la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo
(PDVI) y (B) de la presion diastélica final (PDFVI) durante el protocolo de I/R. (C) Rodajas
representativasy valores promedio del area de infarto. (D) LDH liberada durante los primeros 10
minutos de la reperfusion. (E) Western Blots y resultados promedio del cociente Bax/Bcl2. (F)
Imagenes representativa de la tincion de TUNEL donde se senalan nucleos apoptoticos y (G)
resultados promedio del ensayo. Los datos representan la media + ES de n = 7-12 corazones por
grupo. * P<0.05vs. CTL. #P< 0,05 vs. Pre-Isq.

Estos ratones transgénicos presentaron una contractilidad basal similar al

grupo CTL y la recuperacidon mecanica post-isquémica evaluada a través de la

81



Mariano Nahuel Di Carlo Tesis Doctoral

PDVIy la PDFVI no difirié de los CTL (Figura 40 Ay B). Sin embargo, el tamano del
infarto medido al final del protocolo de I/R fue significativamente mayor en los
ratones transgénicos, como se muestra en la figura Figura 40 C. Un hallazgo
interesante fue que la liberacion de LDH en los S2814D ya en el periodo
preisquémico, superd significativamente a la de los controles, y esa diferencia
continué hasta los 5 minutos de reperfusion, desapareciendo en las muestras
obtenidas a los 10 minutos de R (Figura 40 D). Coincidentemente, la muerte de
las células por apoptosis evaluada por la relacion Bax/Bcl2 y el nimero de
nlcleos TUNEL positivos estuvo también incrementada en los ratones S2814D,

como se observa en la Figura 40 E, Fy G.

Analizados en conjunto, los resultados obtenidos en los experimentos
realizados con los ratones transgénicos S2814A y S2814D muestran que la
fosforilacion dependiente de CaMKIl en el residuo S2814 del RyR2 es un evento

crucial en la senalizacion celular que determina el dano cardiaco resultante de la

I/R.

Con el fin de descartar que los resultados obtenidos en los ratones con
mutaciones en el RyR2 fueran debidos a un diferente nivel de activacion de
CaMKIl en las distintas cepas, se evalud en ellas, la autofosforilacion de la
quinasa en el sitio T287 (autoactivacion) y la fosforilacion de su sustrato, T17 de
PLN.

En la Figura 41 se puede observar que las tres cepas presentaron un nivel
similar de autofosforilacion de CaMKIl y del sitio T17 de PLN, a los 3 minutos de
reperfusion Esto confirma que las diferencias observadas entre ratones
Ser2814A, Ser2814D y CTL, no pueden ser explicadas, por cambios en la

activacion de la CaMKII ni por mayor o menor actividad de la SERCA2a.
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Figura 41. Actividad de CaMAKII en las diferentes cepas. (A) Esquema del protocolo
experimental: las flechas indican los momentos en los cuales fueron congelados los
corazones. (B) Western Blots representativos de la fosforilacién de T17 de PLN, PLN
total y de la autofosforilacion de CaMKIl en preisquemia (Pre-Isq.) y a los 3 minutos de
reperfusion. (C y D) Resultados promedio de estos experimentos. Los datos
representan la media + ES de n= 3-8 corazones por grupo. * P < 0,05 vs. Pre- Isq.

Ante la posibilidad de que isquemias y/o reperfusiones tan prolongadas,

pudieran provocar un deterioro contractil tal, que nos impidiera evidenciar

mayores diferencias mecanicas entre los grupos, se realizé una nueva serie de

experimentos a tiempos de I/R mas cortos.

Corazones aislados de ratones CTL, S2814A y S2814D fueron sometidos a

un protocolo de 20 minutos de isquemia seguidos de 60 minutos de reperfusion

evaluandose la recuperacion mecanica post-isquémica. En la Figura 42 se

observa que el patron de recuperacion contractil en las cepas estudiadas, es

analogo al observado tras 45 minutos de isquemia y 120 minutos de R.

Comparado con los corazones de ratones controles, la recuperacion contractil de

la PDVI es similar en los S2814D y significativamente mayor en los S2814A.
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Figura 42. Recuperacion mecanica en corazones sometidos a 20 minutos de isquemia y 60 min de
reperfusion. (A) Esquema del protocolo experimental usado. (B) Transcurso en el tiempos de la presion
desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI), en ratones CTL, S2814D y S2814A. Los datos representan
lamedia £ ESde n=3-6 por grupo. *P< 0,05 vs. CTL. #P< 0,05 vs. S2814D.

Los resultados de este trabajo de tesis muestran por primera vez que la
fosforilacion de S2814 de RyR2 juega un papel preponderante en el efecto
perjudicial resultante de la activacion de la CaMKIl en el contexto de la injuria
irreversible por I/R. Se demuestra ademas que la fosforilacion de PLN
dependiente de CaMKIIl no participa de los efectos adversos de la I/R, sino que

por el contrario se opone a ellos.
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Breve resumen de los resultados presentados

Los resultados de este trabajo de Tesis muestran que, la activacion de la
CaMKIl durante la injuria irreversible por |I/R, ejerce sus efectos deletéreos a
través de la fosforilacion del sitio S2814 del RyR2. La imposibilidad de
fosforilacion en este sitio (ratones S2814A) se asocidO a una reduccion en la
extension de la necrosis, en el niumero de nulcleos apoptoticos y a una mejor
recuperacion contractil respecto a los controles.

La fosforilacion del sitio T17 de PLN parece representar un mecanismo
protector frente a la injuria por |I/R oponiéndose a los efectos deletéreos
producidos por la activacion de la CaMKII. La falta de la fosforilacion de PLN en
los ratones PLNDM sometidos a I/R, resultd en una sobrevida significativamente

menor del tejido miocardico.

Eleccion del protocolo de I/R empleado en los experimentos

El preparado de corazon aislado y perfundido por la técnica de Langendorff
es una herramienta experimental de valor indiscutible para el estudio del
metabolismo, la reactividad vascular y las terapias farmacoldgicas en el corazon.
Con el advenimiento de la era gendmica, esta preparacion ha ganado importancia
como herramienta de investigacion ex-vivo, para estudiar el impacto de la
modificacion genética en el corazon intacto. Probablemente, esta preparacion
seguira siendo relevante en el futuro como puente entre los ensayos in-vitro e in-
vivo [Laio R, 2012].

El protocolo empleado para la mayor parte de los experimentos de este
trabajo (I145min/R120min) estuvo fundamentado en evidencias experimentales
previas de nuestro laboratorio que demostraron la activacion de CaMKIl a esos
tiempos [Villa Petroff M, 2007] estableciendo ademas un nexo entre esta enzima,

sus fosforilaciones en el RS y el efecto deletéreo resultante de la |I/R [Salas MA,
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2010]. El presente trabajo es una continuacion de esa linea de investigacion por
lo cual decidimos completar el estudio utilizando el mismo protocolo.

Aunque los tiempos de I/R empleados implicaron un importante deterioro
contractil durante la reperfusion, esto no fue un impedimento para detectar las
diferencias entre los distintos grupos experimentales. Mas aln, estas pudieron ser
reproducidas aplicando protocolos con menores tiempos de isquemia vy
reperfusion (Figura 42). Varios autores han usado protocolos idénticos [Qian J,
2009] o similares [Martinez Demaria DR, 2003; Lam CK, 2013] a los empleados
en este trabajo de Tesis.

A pesar de las diferencias existentes entre una isquemia global, como la
que se utilizé en nuestro protocolo y una regional como suele ser la isquemia que
se presenta frecuentemente en la clinica, el tiempo elegido es compatible con una
situacion médica real. Datos del Registro Nacional de Infarto del Miocardio (NRMI)
de Estados Unidos senalan que solamente el 20% de los pacientes acude al
hospital dentro de la hora de inicio de los sintomas [Weaver WD, 1992]. Datos
similares han sido publicados recientemente en Espana [Alconero-Camarero AR,
2013].

La activaciéon de CaMKIl y sus consecuencias en el contexto de la injuria por
I/R

Modelos animales de I/R cardiaca como el desarrollado en la presente
Tesis, han mostrado directa o indirectamente la activacion de la CaMKIl en
respuesta a la isquemia seguida de reperfusion. Dicha activacion, medida a través
de la fosforilacion de T17 se produjo tanto en protocolos de I/R capaces de
provocar atontamiento miocardico [Vittone L, 2002, Said M, 2003] como en
aquellos que llevaban a la muerte celular [Villa Petroff M, 2007; Salas MA, 2010;
Di Carlo, 2014]. Como fue ya explicado, la activacion de CaMKII, se produce al
inicio de la reperfusion por el incremento en el Ca2* citosélico debido al NCX

actuando en su modo reverso ya que puede ser anulada reperfundiendo con O
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Ca2* mas EGTA o con el blogueante del modo reverso del NCX, KBR-7943 [Vittone
L, 2002; Salas MA, 2010].

En esta Tesis, la activacion de la quinasa se detectd no solo través de su
sustrato pT17 sino también por la autofosforilacion de la misma en el sitio T287.

En coincidencia con nuestros resultados, otros investigadores empleando
un modelo murino de isquemia regional in-vivo, observaron un aumento de la
actividad de CaMKIl y/o de la fosforilacion de sus sustratos a tiempos tempranos
de reperfusion pero, en contradiccion con nuestros hallazgos, los valores
permanecieron elevados hasta los 120 min de reperfusion. Es posible que en este
preparado, los mecanismos neurohumorales (catecolaminas, angiotensina Il, etc)
puedan haber contribuido al sostenimiento de dichas fosforilaciones [Ling H,
2013].

Por otro lado, en un trabajo recientemente publicado utilizando un modelo
de isquemia global (I30/R40) se observo una disminucion de los niveles de la
forma autofosforilada (T287-CaMKIl) y de la oxidada (Ox-CaMKIl) respecto al grupo
control no isquémico, en la reperfusion tardia [Rajtik T, 2016]. La cinética de
activacion de CaMKII por fosforilacion ya habia sido demostrada por nuestro grupo
(Salas y col, 2010) y estos hallazgos sugieren que la activacion de CaMKIl por
oxidacion sigue el mismo patrén.

A pesar de que la mayor parte de las investigaciones sobre el tema,
muestran que la CaMKII esta involucrada en el contexto de la injuria por I/R, los
resultados informados son diversos. Esta discordancia se debe entre otras
razones, a que la quinasa ejerce un rol dual, beneficioso o detrimental
dependiendo de la duracion de la isquemia y de la reperfusion.

La activacion de CaMKIl en la injuria por I/R reversible tiene un efecto
beneficioso sobre la funcion contractil que ha sido atribuido a la mejora en el
manejo del Ca2+ intracelular debida a la fosforilacion de T17 de PLN [Said, 2003].
Por otro lado, varios trabajos indican que durante la injuria por I/R irreversible la
activacion de CaMKII favorece el dano miocardico. Este efecto ha sido confirmado

por experimentos de I/R utilizando un inhibidor de la enzima como el KN-93 que
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muestran una mayor viabilidad celular y mejoramiento de la funcién contractil
[Zhang R et al., 2005; Vila-Petroff et al., 2007; Salas et al., 2010; Rajtik T, 2016].

Sin  embargo, recientemente Weinreuter y col, utilizando ratones
transgénicos knock-out para CaMKIId sometidos a un protocolo de I/R in-vivo (1 h
I/24 hs R) no encontr6 diferencias significativas con los ratones controles en
cuanto al tamano de infarto, la liberacion de LDH y el recuento de nucleos
apoptéticos. Los autores concluyeron que CaMKIId no desempena ningun papel
en el dano miocardico agudo aunque senalan que al examinar los corazones a las
5 semanas de realizada la I/R fue evidente, en los ratones transgénicos, una
reduccion en el remodelamiento adverso post-infarto [Weinreuter M, 2014]. Una
posible explicacion para la discrepancia con los resultados aqui presentados y con
los de otros grupos, es la utilizacion de un protocolo diferente de I/R aunque
podria influir también el perfil genético de las cepas utilizadas [Reichelt ME 2009;
Barnabei MS, 2010]

Recientemente se ha descripto una nueva via que confirma la accién
deletérea de CaMKII. En este trabajo, experimentos de |/R in-vivo evidenciaron la
activacion de CaMKIl por RIP-3, una proteina quinasa cuya expresion se ha
asociado a muerte celular [Sun X, 1999]. La activacion de CaMKIl se produce por
fosforilacion directa llevada a cabo por RIP-3 en el sitio T287 y por oxidacion
debida al incremento en la produccion de ROS. Los autores sugieren que CaMKII

seria la mediadora del dano miocardico atribuido a RIP-3. [Zhang T, 2016].

Participacion del RS en el efecto deletéreo de la activacion de CaMKIi

La participacion del RS en la injuria por |I/R habia sido previamente
demostrada. El uso de herramientas farmacologicas, como el bloqueo de
SERCAZ2a con tapsigarguina o del RyR2 con el alcaloide rianodina, logré reducir el
infarto y la apoptosis en corazones de rata perfundidos ex-vivo y sometidos al

mismo protocolo presentado en este trabajo [Salas MA, 2010]. Idéntico
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tratamiento aplicado a miocitos bajo isquemia simulada y reoxigenacion, mostro
resultados similares [Villa Petroff M, 2007].

Los experimentos que mostramos aqui, en ratones SR-AIP en los cuales las
fosforilaciones de CaMKIl a nivel del RS estan genéticamente inhibidas mostraron,
una resistencia mayor al efecto deletéreo de la I/R.

Una posible limitacion a tener en cuenta en esta cepa es que los SR-AIP
presentan una inhibicion de la facilitacion de la corriente de Ca2* a través de los
LTCC, normalmente mediada por CaMKiII, [Picht E, 2007] lo que podria inducirnos
a sobrevalorar la participacion del RS en la cardioproteccion observada. No
obstante, esta caracteristica funcional no contradice lo expresado respecto al
modo de activacion de CaMKIl ya que, se ha comprobado que el bloqueo de estos
canales con nifedipina no afecta los niveles de activacion de la enzima [Salas MA,
2010].

Es posible, sin embargo, que este efecto sobre los LTCC, adicionado a la
falta de fosforilacion de PLN y RyR2 por CaMKIl pudiera afectar el nivel de carga
del RS en condiciones basales. La ausencia de diferencias significativas en la
contractilidad basal respecto al grupo control no avala esa hipétesis. Mas adln, el
estudio del contenido de Ca2* en miocitos aislados, evaluado a través de un pulso
de cafeina, a distintas frecuencias de estimulacion, si bien mostré una tendencia
a disminuir en los SR-AIP respecto a los CTL (a frecuencias altas), la carga de Ca2*
del RS nunca fue significativamente diferente [Picht E, 2007].

No podemos descartar que en los SR-AIP, el menor ingreso de Ca2* cause
una alteracion en los niveles de Ca2+ citosoélico durante el inicio de la reperfusion.
Experimentos que permitan la medicion de Ca2* en el citoplasma y el RS en el
corazOn entero por técnicas como la microscopia de fluorescencia serian
necesarios para echar luz sobre esta cuestion. A pesar de ello, como se vera mas
adelante no necesariamente una baja carga del RS implica proteccion frente a la
injuria por I/R. Asi, los ratones S2814D a pesar de tener un RS con menor carga
de Ca2* evidencian una susceptibilidad aumentada a la muerte celular por I/R (Di
Carlo MN, 2014).
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Expresion y fosforilacion de las proteinas del RS blanco de CaMKII

El aumento de Ca2* citosélico es un evento crucial en el dano por I/R. El
nivel intracelular de este ion depende fundamentalmente del balance entre la
retoma de Ca2* hacia el RS por la SERCA2a y su liberacion por el RyR2.
Considerando que CaMAKIl fosforila tanto T17 de PLN, modulando la actividad de
SERCA2A como el residuo S2814 del RyR2 influenciando la funcion de este canal,
era factible que el efecto deletéreo descripto estuviera relacionado al accionar de
alguno de estos sustratos.

Analizados los niveles de expresion de las proteinas blanco de CaMKIl en el
RS observamos que PLN no presentaba variaciones significativas durante el
protocolo, Sin embargo, la expresion de RyR2 se redujo significativamente a los
tiempos de reperfusion investigados. Estos hallazgos coinciden con resultados
previos de nuestro y otros laboratorios [Salas, MA, 2010; Pedrozo Z, 2010]. La
disminucion en la expresion del RyR2, podria deberse a la activacion de una via
proteolitica dependiente de las calpainas y del proteosoma activadas en I/R,
[Pedrozo Z, 2010]. Algunos autores proponen que este descenso en la expresion
podria cumplir un rol cardioprotector ya que la reduccion del RyR2 a través de un
ARN de interferencia (siARN) mostré un incremento en la supervivencia de

cardiomiocitos sometidos a |I/R simulada [Guo Z, 2010].

La fosforilacion del sitio T17 de PLN por CaMKII brinda cardioproteccion
frente a la injuria por I/R

En los experimentos realizados en ratones PLNDM, impedir la fosforilacion
de T17 dependiente de CaMKIl al inicio de la reperfusion, incrementd
significativamente el tamano del infarto y produjo un marcado deterioro contractil.
Sorpresivamente no hubo diferencias significativas en el grado de apoptosis entre
los ratones transgénicos y sus CTL. Creemos como una posible explicacion para

estos hallazgos, los altos niveles de Ca2+ presentes en estos ratones al inicio de la
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reperfusion [Valverde CA, 2006]. Como ha sido senalado en la introduccion, esto
podria derivar en dos importantes consecuencias: en primer lugar una mayor
actividad de las calpainas [Inserte J, 2012] con lesion del citoesqueleto y por lo
tanto propension a la ruptura del sarcolema en la reperfusion y en segundo lugar,
a nivel mitocondrial: una sobrecarga de Ca2* y apertura del poro de transicion
(mPTP), con pérdida del potencial de membrana mitocondrial, deterioro en la
sintesis de ATP, produccion de ROS y necrosis [Abdallah Y, 2011]. Como la
apoptosis es un proceso que requiere integridad de la membrana plasmatica y
minimos niveles de ATP, la muerte por necrosis podria explicar los infartos mas
extensos presentes en los ratones PLNDM. De hecho la injuria persistente puede
convertir a la muerte celular apoptética en una necroética, lo que se conoce como
necrosis secundaria [Slater AF, 1995].

Como fue descripto, los ratones PLDM también presentan un mecanismo
compensador relacionado con el manejo del Ca2+ intracelular: un aumento de
aproximadamente el 20% en la corriente de los canales LTCC. Se ha demostrado
que el aumento de la corriente de Ca2* a través de estos canales por
sobreexpresion de la subunidad 3 se asocia a menor viabilidad celular y muerte
por apoptosis [Chen X, 2005] o a necrosis y cardiomiopatia [Nakayama H, 2007]
dependiendo de la especie utilizada. En nuestros experimentos descartamos que
este mecanismo compensador pudiera estar condicionando las conclusiones
obtenidas. La utilizacion de una dosis de nifedipina capaz de anular el incremento
en la corriente de Ca2* presente en los ratones PLNDM, no logro revertir el
importante infarto que presentaban al final de la |/R. Tampoco redujo la liberacion
de LDH, ni mejord la recuperacion contractil. Nuestros resultados dan asi sustento
experimental a la hipotesis de que la fosforilacion de PLN por CaMKIl tiene un
efecto beneficioso en el contexto de la injuria por I/R.

Sin embargo, el papel que cumple la fosforilacion de PLN en la I/R
despierta controversias y se han publicado resultados contradictorios. Parte de la
discusion se basa en atribuirle un efecto beneficioso o perjudicial al aumento en

la retoma de Ca2* que implica la fosforilacion de PLN.
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Por un lado, se sostiene que, como la fosforilacion de PLN incrementa la
retoma de Ca2+ al interior del RS, esto contribuye a disminuir la elevacion
citoplasmatica de este ion caracteristica de los primeros minutos de reperfusion
[Valverde Ca, 2006]. Se evita de este modo la sobrecarga de Ca2+* mitocondrial
[Hausenloy DJ, 2012] y se favorece la recuperacion contractil. Nuestros resultados
estan en coincidencia con este argumento.

Otros autores por el contrario, afirman que el incremento en la retoma de
Ca2* por parte de SERCA2a, aumentaria la carga de Ca2* del RS, conduciendo a la
aparicion de pérdidas diastolicas espontaneas (Ca2* leak) mediante el mecanismo
denominado SOICR (store overload-induced calcium release), sobrecargando al
citosol y agravando la injuria por I/R [Chen W, 2014]. Apoyando esta ultima
afirmacion Yang y col demostraron que los ratones AC3-l que expresan en forma
transgénica el péptido inhibidor de la CaMKII, AIP, presentaban menor incidencia
de apoptosis luego de un IAM que sus controles (AC3-C) [Yang Y, 2006]. Pero ese
efecto se perdia cuando los AC3-l eran cruzados con ratones carentes de PLN
(PLN-KO). La falta de fosforilaciéon de PLN en los AC3-I deriva en una menor carga
de Ca2* del RS. Al cruzarlos con los PLNKO aumenta la actividad de la SERCAZ2a, la
carga se normaliza y la apoptosis se incrementa.

En favor del rol deletéreo cumplido por la fosforilacion de PLN en IR se
suma la descripcion del efecto cardioprotector ejercido por el complejo HAX-
1/hsp90 a través de potenciar la inhibicion de PLN sobre la SERCA2a evitando asi
la sobrecarga del RS [Lam CK, 2013].

A pesar de lo expuesto, atribuirle un rol perjudicial a la fosforilacion de PLN
va en contra de los mecanismos de cardioproteccion propuestos por multiples
estrategias terapéuticas que han llegado a la fase de estudios clinicos en
humanos, en las cuales se sugiere la participacion de PLN en el efecto beneficioso
[Abdallah Y, 2006; Garcia-Dorado D, 2014].

Cabe mencionar que se ha descripto también, desfosforilacion de PLN
durante la isquemia a través de una via iniciada por activacion de calcineurina
qgque lleva a un mayor deterioro estructural [Shintani-lshida K, 2011]. Esto

determinaria sobrecarga de Ca2* durante la reperfusidon y como consecuencia
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muerte celular. A pesar de que este mecanismo es diferente al que hemos
propuesto podemos destacar la coincidencia en el hecho de que la reduccion en
los niveles de fosforilacion de PLN se asocia a un resultado mas sombrio tras la
I/R.

La fosforilacion del sitio S2814 del RyR2 por CaMKIl es la responsable de
los efectos perjudiciales durante la I/R

En este trabajo demostramos que durante los primeros minutos de la
reperfusion, el RyR2 es fosforilado por CaMKIl en el residuo 2814 y que prevenir
esta fosforilacion (ratones S2814A) reduce el dano irreversible asociado a la I/R
(necrosis y apoptosis) y la disfuncion contractil (Figura 39).

Los resultados anteriores se vieron fortalecidos por los experimentos
realizados en los ratones con pseudofosforilacion constitutiva de ese mismo
residuo (S2814D), en los cuales se evidencid una mayor susceptibilidad al dano
miocardico post-isquémico, (Figura 40). A pesar de que el tamano del infarto fue
significativamente mayor en esta cepa, la recuperacion mecanica fue semejante a
la del grupo CTL. Dos explicaciones son posibles para este hallazgo: 1) estos
ratones poseen una menor carga de Ca2*en el RS causada por una mayor pérdida
diastodlica [van Oort RJ, 2010] y a pesar de ello, mantienen un transitorio normal.
Esto se explica porque poseen una mayor liberacion fraccional de Ca2+ medida
como la relacion entre la amplitud del transitorio de Ca2+* y de la liberacion
inducida por cafeina. Este fenomeno sugiere que la fosforilacion del sitio 2814
incrementa la activacion del RyR2 tanto en sistole como en diastole [van Oort RJ,
2010] y 2) Varios trabajos muestran que, dependiendo de los tiempos de I/R
utilizados, no siempre existe una buena correlacion entre la actividad mecanica y
el tamano del infarto. La depresion contractil después de un periodo de isquemia
prolongado se debe no solo a la pérdida de tejido viable, sino también a la
existencia de areas de miocardio aturdido (stunning) en las zonas peri-infarto, las

cuales pueden llegar con el tiempo a recuperar su funcidbn normal una vez
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reperfundidos (Williamson BD, 1990). Se requeririan tiempos de reperfusion mas
prolongados, para definir la recuperacion contractil definitiva. [Lochner A, 2003;
Minicucci MF, 2014].

Los ratones S2814D presentaron en la preisquemia una liberacion de LDH
significativamente mayor que la del grupo CTL. Tanto en los ratones transgénicos
como en los controles se produjo un aumento significativo de LDH en los primeros
minutos de reperfusion, pero ese incremento desaparecio en los ratones S2814D
transcurridos 10 minutos. Esto sugiere que en ellos el proceso de necrosis fue
intenso y concentrado en los primeros minutos del restablecimiento del flujo.
Basados en los efectos funcionales descriptos de la fosforilacion del RyR2 por la
CaMKII en otras situaciones [Said M, 2008; Respress JL, 2012], es posible que la
fosforilacion constitutiva del canal, al producir un aumento de la fuga de Ca2* en
diastole pueda favorecer la sobrecarga de Ca2* mitocondrial y consecuentemente
el dano miocardico por apoptosis y necrosis aun en condiciones basales o de

minimo estrés como puede ser el aislamiento del corazén [Chen X, 2005].

El papel de la apoptosis en la injuria por I/R

Aln es motivo de discusion en la bibliografia, la contribucion que tienen los
principales mecanismos de muerte celular, necrosis y apoptosis al area total del
infarto. Si bien la necrosis se considera el principal contribuyente [McCully JD,
2004], la presencia de apoptosis ha sido demostrada en la zona central [Kajstura
J, 1996], periférica y remota del infarto [Olivetti G 1996, Palojoki E, 2001].
Dependiendo del protocolo de |I/R utilizado y de los inhibidores de caspasas
empleados, se han informado valores de apoptosis que varian entre ~ 7% y 14%
del area total del infarto correspondiendo el resto a necrosis [Yaoita H, 1998;
McCully JD, 2004]. Este proceso puede involucrar tanto a células miociticas como
no miociticas (endoteliales, fibroblastos, macrofagos, etc) [Frangogiannis NG,
2008].
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La importancia de la apoptosis como proceso de muerte en la injuria por I/R
no es universalmente aceptada. Algunos autores han sugerido que en el miocito
adulto se produce el silenciamiento de genes clave de la apoptosis como por
ejemplo APAF-1 [Sanchis D, 2003], bloqueando asi la via mitocondrial, a pesar de
la liberacion del citocromo c al citosol. Se argumenta que esta resistencia a la
apoptosis podria constituir un mecanismo que favorezca la supervivencia de
aquellas células con diferenciacion terminal y periodos de vida prolongados,
incluso ante estimulos potencialmente letales [Sanchis D, 2008].

Los experimentos presentados en este trabajo de Tesis revelan que la
apoptosis esta presente durante la injuria por I/R y que, estrategias que modulan
las fosforilaciones dependientes de CaMKIl en el RS, pueden determinar un
incremento o disminucion en sus niveles.

Nuestros experimentos mostraron valores de apoptosis dentro del rango
informado en la literatura [Yaoita H, 1998; Crow MT, 2004].

Intervenciones especificas sobre la via de apoptosis, han mostrado efecto
cardioprotector reduciendo el area de infarto. Chen Z, y col. sobreexpresando la
proteina antiapoptética Bcl-2, logré una reduccion significativa del tamano de
infarto (~ 50%) [Chen Z, 2001]. Similar efecto sobre el area de infarto y el grado
de apoptosis se logré con la administracion de un inhibidor general de caspasas
(ZVAD-fmk) [Yaoita H, 1998]. Es decir que, estrategias cardioprotectoras que
actlan a nivel mitocondrial, reducen la apoptosis y también la necrosis. Nuestros
resultados son coincidentes con estas observaciones y proponen un comienzo de
la cascada apoptotica en el RS por accion de la CaMKII [Salas MA, 2010].

En los infartos regionales que ocurren en el contexto clinico, también ha
sido detectada la presencia de apoptosis en areas alejadas del mismo [Olivetti G,
1996]. La apoptosis tiene por lo tanto transcendencia en la clinica en cuanto a
gue participa en el remodelamiento ventricular adverso que sigue al evento

isquémico, especialmente en un infarto de miocardio extenso [Kim NH, 2010].

96



Mariano Nahuel Di Carlo Tesis Doctoral

CONCLUSION FINAL

En resumen, este trabajo de Tesis demuestra por primera vez que la
fosforilacion del sitio S2814 del RyR2 es un acontecimiento clave en la cascada
de eventos iniciados por la activacion de CaMKIl en el contexto de la injuria
irreversible por I/R. Nuestros resultados indican que la inhibicion de la
fosforilacion del RyR2 por CaMKIl es necesaria y suficiente para minimizar el dano
cardiaco. La fosforilacion de PLN dependiente de CaMKIl por el contrario, no
contribuye a la lesion, sino mas bien se opone a ella.

Estudios como el realizado en esta Tesis Doctoral ayudaran a conocer mejor
los mecanismos subcelulares que conducen al infarto de miocardio, paso
indispensable para plantear un tratamiento eficaz. Sin duda, ademas del
conocimiento de la patologia, se necesitan politicas sanitarias estratégicas
tendientes a reducir los factores de riesgo, disminuyendo asi, la alta incidencia de

esta entidad fisiopatologica, al dia de hoy, primera causa de muerte en Argentina.

Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos en esta Tesis, abren nuevos interrogantes que
esperamos sean aclarados en futuros experimentos. Seria importante dilucidar en
qué grado, la activacion de CaMKII al inicio de la reperfusion favoreciendo la
pérdida de Ca2* desde el RS, depleciona este reservorio. En ese contexto, las
condiciones de trabajo del reticulo endoplasmatico encargado de realizar el
correcto plegamiento de las proteinas, serian desfavorables. Se ha descripto que,
la acumulacion de polipéptidos mal plegados, inicia una senalizacion celular
denominada estrés del RE, intentando rescatar de la apoptosis, a las células
afectadas. Caracterizar la produccion de estrés del RE en nuestro modelo
experimental y determinar si CaMKII participa en su modulacion son los objetivos

que orientaran nuestros proximos experimentos.
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