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Prélogo

En esta tesis se presentan resultados sobre el mecanismo por el cual la
angiotensina Il y endotelina 1 aumentan la produccidon de especies reactivas
del oxigeno (ERO) en tejido cardiaco. A través de las ERO, dichas hormonas
producen sefales intracelulares que pueden conducir a la insuficiencia e
hipertrofia cardiaca debido al aumento de calcio intracelular por activacion del
intercambiador Na'/H* (NHE-1). Entre las estrategias estudiadas para
prevenir/revertir la hipertrofia cardiaca se encuentra la inhibicién de la actividad
del NHE-1 con sildenafil, un inhibidor de la fosfodiesterasa 5 A (PDES5A).
Debido a esto, como ya se adelant6 en el ultimo informe de avance de la tesis,
se considero importante incluir el estudio del mecanismo por el cual el sildenafil
inhibe la actividad del NHE-1.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca consiste en el aumento del peso del corazon,
determinado principalmente por aumento del tamano de los miocitos a
expensas de la formacién o agregado de sarcémeros, de modo que crecen en
largo y/o en ancho.

La hipertrofia cardiaca que se desarrolla con el ejercicio fisico intenso,
en embarazadas y durante el crecimiento postnatal es fisiolégica y no esta
relacionada con la progresion a insuficiencia cardiaca. La respuesta a la
sobrecarga hemodinamica se caracteriza por aumento del tamano de los
miocitos con incremento proporcional de los elementos estructurales del
miocardio, cumpliendo una funciéon de adaptacion, ya que se preserva la
funcién contractil, no se desarrolla fibrosis intersticial, ni se induce la expresion
de genes fetales y es completamente reversible [1, 2]. A este tipo de respuesta
se la denomina Hipertrofia cardiaca fisiolégica.

En la Hipertrofia cardiaca patolégica hay un aumento de la fibrosis
intersticial, mayor incidencia de apoptosis, disminucion de la densidad capilar y
reprogramacion de la expresidn génica, que involucra la induccién de genes
fetales que codifican las siguientes isoformas proteicas: el factor natriurético
auricular y de cerebro (ANP y BNP respectivamente), la cadena 3 pesada de la
miosina (B-MHC) y la a-actina esquelética, y represion de los genes que
codifican las respectivas isoformas del adulto (a-MHC y B-actina) [3-9]. Estas
alteraciones en la estructura del miocardio estan asociadas con deterioro de la
funcién ventricular evolucionando habitualmente a insuficiencia cardiaca.

Para revertir la HC patolégica se han desarrollado distintas estrategias
terapéuticas que regulan las sefales intracelulares que estan involucradas en

este proceso complejo.
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1.2. Angiotensina Il (Ang Il) y Endotelina-1 (ET-1)

1.2.1. Formacion de Ang |l

En la forma clasica de secrecion de Ang I, las células yuxtaglomerulares
renales liberan renina al plasma en respuesta a la disminucién de la presion
arterial o a la disminucion de Na* extracelular a nivel sistémico [10].

El angiotensindbgeno es un glucopéptido circulante de 14 aminoacidos
sintetizado en el higado, el cual es degradado por la proteasa renina, dando
como producto un péptido de 10 aminoacidos, la angiotensina | (Ang I). La
enzima convertidora de angiotensina (ECA) degrada la Ang | produciendo
angiotensina Il (Ang Il). Esta tiene una vida media breve (~ una hora), y es
degradada por peptidasas presentes en diferentes tejidos, dando como
producto angiotensina Il (Ang Ill), que posee menor actividad (Figura 1A) [11,
12].

Si bien originalmente el sistema renina-angiotensina (SRA) se describid
como un sistema hormonal general [13], actualmente se conoce la existencia
del SRA local, capaz de modular la fisiologia de diversos tejidos, incluyendo el
miocardio [14, 15]. Al respecto, varios componentes del SRA se encontraron en
diferentes tejidos y la sintesis local de Ang Il se encontré en 6rganos aislados,
como el cerebro, rifidn, glandula adrenal y corazén [14-16]. En el miocardio se
comprobé la expresion del ARN mensajero (ARNR,) del angiotensinégeno, de la
ECA y de receptores de angiotensina Il [16, 17]. Ademas, se ha demostrado
que las concentraciones de Ang | y Il que se hallan en el espacio intersticial del
miocardio son del orden nanomolar [18]. Otros estudios también demostraron la
existencia del SRA en el miocardio luego de su estiramiento [19-22].

La angiotensina |l es un octapéptido que ademas de su efecto
vasoconstrictor ejerce numerosos efectos en otros tejidos. En el miocardio,

produce aumento del inotropismo y de la frecuencia de contraccion,
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estimulacion de la sintesis proteica e hipertrofia de los cardiomiocitos,

estimulacion de la proliferacion de fibroblastos y produccion de colageno [14].

1.2.2. Formacion de ET-1

La endotelina es un potente péptido vasoconstrictor, aislado inicialmente
de cultivo de células endoteliales de aorta porcina [23]. Se conocen tres
isoformas derivadas de genes diferentes, cuyo producto son péptidos de 21
aminoacidos denominados ET-1, ET-2 y ET-3 [24]. Los precursores de las
endotelinas son las pre-pro-endotelinas (de aproximadamente 212
aminoacidos), que por accién de una proteasa dan lugar a las ET- grandes
("big-ETs”) de 38 aminoacidos. Estas son nuevamente clivadas por la
metaloproteasa llamada enzima convertidora de la endotelina (ECE), para dar
los polipéptidos de 21 aminoacidos mencionados en la Figura 1B. Las distintas
isoformas de ET se expresan en una gran variedad de tejidos. ET-1 se expresa
en células endoteliales, miocardio, rifidn, en el sistema nervioso central y en
musculo liso vascular [24, 25]. ET-2 es sintetizada en rifidn, placenta, intestino,
corazon y células endoteliales [26]. Finalmente, la ET-3 es producida en
grandes cantidades en el cerebro, se la encuentra también en miocardio y en
tracto gastrointestinal [26]. En preparaciones multicelulares de miocardio, las
tres isoformas tienen efectos inotropicos positivos de potencias similares [25].
Sin embargo, la eficacia y potencia de ET-1 es mayor en cultivo de células

cardiacas [27].
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Figura 1. Formacion de los péptidos vasoactivos: Ang Il y ET-1. A. Esquema que representa el SRA. El angiotensinégeno es clivado por la renina a Ang |,
éste decapéptido mediante la ECA produce Ang I, la cual por accién de aminopeptidasas es clivado a Ang lll. B. Esquema que representa la formacion de
endotelinas. La preproendotelina es clivada por una endopeptidasa para dar Big- ET precursora de ET-1, ET-2 y ET-3 por acciéon de la ECE.
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1.2.3. Receptores de Ang Il y ET-1

1.2.3.1. Receptores de Ang Il: AT1y AT2

Mediante estudios de union a ligandos, se comprobd la existencia de dos
receptores de Ang Il: el tipo | (AT1), y el tipo Il (AT2), sensibles al bloqueo con
losartan y PD123319, respectivamente [28-30]. Estos receptores se expresan
en el corazén humano y de otros mamiferos como el gato, rata, conejo y mono
[31]. Los efectos de la estimulacion de los receptores AT1 y AT2 sobre el
crecimiento son opuestos. Al respecto, se demostré en corazdén que la
estimulacion de los receptores AT2 tiene efectos antiproliferativos,
proapoptoticos, de diferenciaciéon celular, y de disminucion de la matriz
extracelular [32, 33]. Por el contrario, la estimulacién de los receptores AT1
produce efecto inotrépico positivo, vasoconstriccion, aumento de la expresion
geénica, de la sintesis proteica, generacidén de radicales libres, de la fibrosis y
del remodelamiento cardiaco que conduce al desarrollo de HC [28, 34-36]. La
via de sefalizacién desencadenada por la estimulacion de los receptores AT1

con Ang Il se estudié con mas detalle en la presente tesis.

1.2.3.2. Receptores de ET-1: ETaoy ETg

Inicialmente se identificaron dos tipos de receptores para ET-1: los
receptores tipo A (ETa) y los de tipo B (ETg) [37]. Ambos se expresan en una
gran variedad de tejidos, incluyendo el cardiaco, aunque en proporciones
variables segun el tipo [38]. En general, la activacion de los receptores ETa,
esta ligada al efecto inotrépico positivo y a la vasoconstriccion.

Por otra parte, hay evidencias de que los efectos de la estimulacion de los
receptores ETg estan asociados a la vasodilatacion y vasoconstriccion, segun

el subtipo de receptor ETg1 y ETgz respectivamente [39-41].
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1.3.Relacién entre Ang Il y ET-1: Efectos de Ang |l mediados por ET-1

Como se sefal6d anteriormente, los efectos de ET-1 son similares a los
observados con Ang Il, como la vasoconstriccidn, crecimiento celular, aumento
del inotropismo y generacion de radicales libres. Sin embargo, se demostré que
muchos de los efectos de la Ang Il son atribuidos a la liberacion/formacion de
ET-1, la cual mediante una accion autdcrina/ paracrina produce su efecto. A
continuacioén se describen algunos estudios que demuestran este mecanismo.

Ito y colaboradores describieron la inhibicion de la hipertrofia cardiaca
inducida por Ang Il mediante el uso de bloqueantes del receptor ETA 0 con
oligonucléotidos antisentido contra el ARN, de la pre-pro-endotelina en
miocitos cardiacos de ratas recién nacidas [42].

Posteriormente, Liang y Garner, trabajando con el mismo modelo
experimental demostraron que el aumento de la actividad del promotor del gen
de ANP inducido por Ang I, se previno por el bloqueo de receptores ETa [43].

Recientemente Cingolani y colaboradores demostraron en miocitos
ventriculares aislados de gato que el efecto inotrépico positivo inducido por una
dosis fisiolégica de Ang Il (1 nmol/L) es mediado completamente por la
liberacion/ produccion de ET-1. Ademas demostraron que el efecto inotropico
positivo producido por una dosis equipotente de ET-1 exdgena (0.4 nmol/L), se
bloqueé con MPG, un secuestrador de especies reactivas del oxigeno (ERO),
sugiriendo que una cascada de sefalizacion entre Ang I, ET-1 y ERO es la
responsable del efecto inotropico positivo [44].

En nuestro laboratorio, también se demostr6 que el estiramiento del
miocardio induce la liberacion de Ang Il, que a través de ET-1 activa al
intercambiador Na*/ H* (NHE-1) y como consecuencia de esto se produce un
incremento lento de la fuerza que desarrolla el musculo (Slow force response)
[19, 20, 45, 46].
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1.4.Via de senalizacién intracelular activada por Ang I/ ET-1

En la hipertrofia cardiaca patolégica la sobrecarga hemodinamica de
presion y/o de volumen induce estrés mecanico (estiramiento), y representa el
estimulo hipertréfico inicial mas importante. El estiramiento provoca la
liberacion de factores humorales circulantes o provenientes de las mismas
células cardiacas (mecanismos autocrinos y/o paracrinos) como los péptidos
vasoactivos (angiotensina |l y endotelina 1), catecolaminas, citoquinas y
factores de crecimiento [47-51] que a través de la activacion de senales
intracelulares, promueven el aumento del tamafio de los cardiomiocitos .

Numerosos estudios involucran al aumento del Ca?* intracelular [Ca®*i]
como la senal inductora de la hipertrofia cardiaca. Factores humorales como la
Ang Il, ET-1 y fenilefrina (FE) conducen al aumento del [Ca®*] [49, 52, 53].
Ademas, como se menciond anteriormente se ha demostrado que muchos de
los efectos de la Ang Il son atribuidos a la formacién/ liberacidon de ET-1, la cual
mediante una accion autocrina/ paracrina produce su efecto [19, 20, 42-46].
Asimismo, ambos agonistas activan al intercambiador Na*/H" (NHE-1), que al
aumentar la concentracion de Na® intracelular [Na'];, promueve el ingreso de
Ca?* a la célula a través del aumento de actividad del modo reverso del
intercambiador Na*/Ca?* (NCX rey) [19, 45].

Por otra parte, estudios mas recientes sugieren que varios de los efectos
hipertrofiantes de la Ang Il estan mediados a través de la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO incluyen al anién superéxido
(027), peréxido de hidrogeno (H.0,) y al radical hidroxilo (OH") (para mayor
detalle ver la siguiente seccion) que activan la via de las proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPKs) [54-56]. Es decir, a través de lo senalado
anteriormente, el aumento de la produccion de ERO induciria el aumento de la
actividad del NHE-1 seguido del aumento de [Ca®*]; e hipertrofia cardiaca.

En la Figura 2 se describe la via de sefalizacion intracelular propuesta
para explicar la accion de Ang Il y ET-1 a través de la activacién de los

receptores AT1 y ET respectivamente. Los receptores AT1 de Ang Il, y ETa de



Introduccion

ET-1 estan acoplados a la proteina Ggq (RAPGq), cuyo nombre deriva de su
capacidad de unir nucledtidos de guanina, especificamente a la proteina G de
tipo q [57]. Esta proteina G es heterotrimérica, es decir, esta formada por 3
subunidades: alfa (a), beta (8) y gama (y). La subunidad a, presenta un sitio de
unién a nucledétidos de guanina y actividad GTPasa. En el estado inactivo, una
molécula de GDP se encuentra unida al sitio de union de nucledtidos de a [58].
La estimulacion del receptor AT1 con Ang IlI, produce un cambio
conformacional en la subunidad a, que causa el reemplazo de GDP por GTP y
la disociacion del trimero. Esta subunidad a, activa a la isoforma B de la
fosfolipasa C (PLCP). Esta enzima hidroliza el fosfatidil inositol-4,5-bifosfato
(PIP2) para dar inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP; puede
inducir la liberacion de Ca*? hacia el citosol desde el reticulo sarcoplasmatico
[59, 60]. EI DAG que permanece unido a la membrana, es un activador de la
proteina quinasa C (PKC). Esta quinasa a través de la activacion de la
NAD(P)H oxidasa aumenta la produccién de O," , que activa a la ERK1/2. La
MAPK ERK?1/2 fosforila a la quinasa p90~°K, que al fosforilar al NHE-1 lo activa
[61]. De este modo, el aumento de Na®, como consecuencia de la
hiperactividad del NHE-1, induce el modo reverso del intercambiador Na*/Ca*?
(NCX), por el cual aumenta la concentracion de Ca*? intracelular, que induce al
desarrollo de hipertrofia cardiaca [19, 20, 45, 46, 62-65], a través de la
activacion de fosfatasas y/o quinasas, cuyo blanco de accion son factores de
transcripcion como el NFAT, GATA4, MEF-2 y AP-1 [48, 50, 66, 67] (Figura 2).

En resumen, la Ang Il y la ET-1 producen efecto inotrépico positivo [68-
71], e hipertrofia a través de la activacion de RAPGq, que inicia una cascada de
sefales intracelulares que conduce a la produccion de ERO y activacién de las
quinasas: PKC, MAPKs, y CaMK y fosfatasas como calcineurina. Estas ultimas
promueven el crecimiento celular, a través de la activacion de factores de
transcripcion prohipertroficos (NFAT, GATA4, MEF-2 y AP-1) y factores

relacionados con la sintesis de proteinas [48, 50, 66].
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Figura 2. Via de sefalizacion intracelular que conduce a hipertrofia cardiaca. La estimulacion del receptor AT1 por Ang Il (1), induce la produccion/ liberacion
de ET-1 que a través de la estimulacion de su receptor ET 4 acoplado a la proteina Gq (2), produce la disociacion de la subunidad a de las subunidades By de
esta proteina, y union a GTP. Esto lleva a la activacion de la fosfolipasa C (PLC) (3), que hidroliza el PIP, en DAG e IP;. La activacion de PKC por DAG (4)
activa a la NAD(P)H oxidasa (5) que produce superoxido (O,7), el cual al activar la via de las quinasas ERK1/2-p90RSK (6), conduce a la fosforilacion e
hiperactividad del NHE-1 (7). En consecuencia aumenta el Na* intracelular que favorece el modo reverso del NCX (8) e incrementa el Ca'*? citosolico (9). Por
otro lado, la liberacion de Ca*? desde el reticulo sarcoplasmatico por IP; (102), producto de la hidrdlisis del PIP, por PLC, contribuye al aumento de la
concentracion de este ién. La activacion de calcineurina dependiente de Ca™ (11) es responsable del desarrollo de hipertrofia cardiaca, a través de la
activacion de factores de transcripcion, como el NFAT, GATA4 y MEF2.
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1.5. Especies reactivas del oxigeno (ERQO)

Las ERO incluyen a los radicales libres: anion superéxido (O2"), y radical
hidroxilo (OH"), y especies no radicales como el peréxido de hidrégeno (H205,).
Debido a que los radicales libres tienen electrones desapareados son mas
reactivos que las especies no radicales [72]. Pueden producirse durante la
reduccion del oxigeno a agua con 4 electrones, como ocurre en la cadena de
transporte de electrones mitocondrial (CTE). La donaciéon de un electrén al
oxigeno molecular produce O,". La donacién de un segundo electrén al O,”
cuando se reduce con un i6n hidrégeno rinde H,O2, mientras que la donacién
de un tercer electrén al H,O, como ocurre en la reaccion de Fenton, resulta en

la produccién del radical OH" altamente reactivo [73].

1€ 1¢e 1€ 1e
O, mupp- O, wumpp H,0,+ FE™ mumppe OH'+ OH '+ Fe&" mumpp H,0
I
Reaccion de Fenton

1.5.1. Fuentes de ERO

Las fuentes de ERO en el corazén incluyen a la xantina oxidasa, NAD(P)H
oxidasa, los complejos | y Ill de la cadena de transporte de electrones, y en

determinadas circunstancias de la 6xido nitrico sintasa (NOS).

1.5.1.1. NAD(P)H oxidasa

Inicialmente, se identificO bioquimica y funcionalmente a la familia de
proteinas de NAD(P)H oxidasa (Nox) de neutréfilos, cuya funcion oxidante es
importante en la defensa contra microbios.

La Nox es una enzima que contiene 6 dominios de transmembrana, y una

cola citoplasmatica a la cual se une el NADH/NAD(P)H. Esta asociada a la
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membrana plasmatica y cataliza la reduccion del oxigeno con un electron a
expensas de la oxidacion del NAD(P)H a NAD(P)" para dar O,".

NAD(P)H + 2 O,mmp- NAD(P)" + H + 2 O;

La familia de Nox comprende 7 miembros: Nox1-5 y Duox 1 y 2 (oxidasa
dual 1 y 2, las cuales tienen un dominio de peroxidasa adicional). En
cardiomiocitos, se expresan la Nox2 y la Nox4 [74, 75].

La Nox cardiaca consiste en las subunidades de membrana: gp91°"*
(isoforma 2: Nox2) y p22°"* y los componentes citosdlicos: p47°P", p67P"%,
p40P"°* v la pequefia proteina GTPasa, Rac. El mecanismo de activacion de la
Nox por agonistas como Ang Il, ET-1, agonistas a-adrenérgicos y factor de
necrosis tumoral-a, involucra la fosforilacién de p47°"°* dependiente de PKC.
Asimismo, la activacion de Rac-GDP hacia la forma de Rac-GTP, induce la
translocacién de las demdas subunidades citosdlicas hacia la membrana
plasmatica y cambio conformacional que promueve la activacion de la
subunidad catalitica gp91°"°* [76].

A diferencia de los neutréfilos, en los miocitos cardiacos, como en otros
tipos celulares, la Nox se expresa constitutivamente, produce niveles mas bajos
de O," y éste puede actuar como segundo mensajero regulando vias de

sefalizacion intracelular [73, 77, 78].

1.5.1.2. Xantina oxidasa

La xantina oxidoreductasa (XOR) se expresa en bajos niveles en el
corazon, y su actividad aumenta en insuficiencia del miocardio y en isquemia
por aumento de la disponibilidad de su sustrato, las purinas [74].

Esta enzima es codificada por un gen simple, pero existe como un
homodimero en dos formas interconvertibles: la xantina deshidrogenasa (XDH)
y la xantina oxidasa (XO). La XDH puede convertirse en XO por oxidacion

reversible de los grupos tioles, o irreversible por clivaje proteolitico. La XOR

11
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cataliza los dos pasos finales de la degradacion de purinas, convirtiendo la
hipoxantina en xantina, y la xantina en acido urico. La XOR es reducida durante
la oxidacién de la xantina, por lo cual cuando se reoxida, se transfieren al
oxigeno dos electrones en cada uno de los pasos, generando H,O, y O,"
(Figura 3). La XO parece ser la responsable de la generacion de O,", mientras
que la XDH prefiere al NAD* como aceptor de electrones (es importante
destacar que esta enzima no actua como Nox) [74].

La XOR esta presente en el reticulo sarcoplasmatico de miocitos

cardiacos [74].

Adenosina Guanosina

Inosina Guanina Figura 3. Formacion de O,

por reoxidaciéon de la XO

l’ durante la degradacion de
XO X0 ;
Hipoxantina Xantlna ( Acido urico | PUrnas., que - ocurré —en

situaciones de isquemia e
insuficiencia cardiaca.

1.5.1.3. Oxido nitrico sintasa

Se han publicado varios trabajos que demuestran que no solo las células
endoteliales producen 6xido nitrico por la éxido nitrico sintasa (NOS) sino que
los miocitos cardiacos también la expresan [79, 80]. El 6xido nitrico (NO) se
forma durante la conversion de la L-arginina a L-citrulina por la NOS en
presencia de oxigeno y NAD(P)H. En ausencia del sustrato arginina y/o del
cofactor (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L biopterina reducido (H4B), la NOS desacopla
la produccién de NO activando la produccion del O, [74, 81] (Figura 4).
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I I l I l l .Figura 4. Formacion de O,"
- e por desacople de la NOS
(HB) Desacople CH.BY (6xido nitrico sintasa) que
sl de la NOS iy ocurre por la oxidaciéon de
( E}BI l > ( 'H]z—B'I'] I su cofactor H4B.

NOS LJ
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Se han identificado tres isoformas de la NOS: neuronal (nNOS o NOS1),
inducible (iNOS o NOS2) y endotelial (eNOS o NOS3). En cardiomiocitos, la
eNOS se encuentra en caveolas, mientras que la nNOS se encuentra en
reticulo sarcoplasmatico y también se ha encontrado en mitocondria (mtNOS).
Aunque las tres isoformas se postularon como candidatas para la mtNOS, en el
corazdn la mayor parte de las evidencias involucran a la nNOS como la
isoforma mitocondrial [81].

En la Figura 5 se resumen las fuentes de ERO y los sistemas antioxidantes

presentes en las células cardiacas.

1.5.1.4. Mitocondria

Bioenergética mitocondrial

La mitocondria es una organela esencial para el mantenimiento de la
funcién celular, ya que en ella se producen reacciones de 6xido-reduccion que
conducen a la sintesis de ATP durante la respiracién celular. La glucosa y
acidos grasos son sustratos metabdlicos para el corazdn. La oxidacion de éstos
a acetil-CoA conduce a la formacion en el ciclo de Krebs del poder reductor
representado por NADH y FADH, que entran a la cadena de transporte de
electrones (CTE). La CTE contiene la coenzima Q (ubiquinona; Q) y 5

complejos respiratorios en la membrana interna mitocondrial (MIM):

Complejo | (NADH deshidrogenasa),
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Complejo Il (succinato deshidrogenasa, unica enzima del ciclo de Krebs unida
ala MIM),

Complejo Il (citocromo bc1),

Complejo 1V (citocromo c oxidasa o aa3) y

Complejo V (F1Fo ATP sintasa).

Extracelular l
)

BRI EEEEREEN _4a8w BRI EE.,. SABFFEFFFFRE

Intracelular

O,+ NAD(P)H NAD(P) + O NO
(cTe)
o
E@! | «cro»  |[Bi-zsol
HO. s h

A\ J

H,0 + 0, H,0, OH"®
Mitocondria \/ ><
_catalasa > o
e Fe”

Reaccion de Fenton

Figura 5. Fuentes de ERO y sistemas antioxidantes en tejido cardiaco. La activaciéon de la Nox
inducida por factores como Ang Il y ET-1, se produce por la translocacién de los componentes
regulatorios (p47°", p67 "™, p40 P"** y Rac) hacia la membrana plasmatica, conduciendo a la
produccion del anion superoxido (O,7) por la subunidad catalitica, Nox2 asociada a p22 phox_
Mediante la reaccion de Fenton se genera el radical hidroxilo (OH’) a partir de perdxido de
hidrogeno (H,O,). El anién O,” también se genera por desacople de la dxido nitrico sintasa
(NOS), por los complejos | y 1l de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (CTE) y a
través de la xantina oxidasa (XO). La superoxido dismutasa (SOD) mitocondrial (MnSQOD) y
citoplasmatica (Cu-ZnSOD), dismutan el O,” a H,0,, mientras que la glutation peroxidasa
(GPx) y catalasa catalizan la conversién de H,O, a agua y oxigeno molecular.

La transferencia de electrones entre los complejos |, Il y Il no ocurre

secuencialmente. Los electrones provenientes de la oxidacion del NADH a
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través del complejo | y de la oxidaciéon del FADH, y del succinato a fumarato
por el complejo Il reducen a la ubiquinona (Q). Esta a través del ciclo Q media
la transferencia de electrones desde estos complejos (I y II) al complejo Ill. El
complejo Il reduce al complejo IV y por ultimo, éste reduce el oxigeno
molecular a H,O. La reacciones redox que ocurren en los complejos |, lll, y IV
estan acopladas a la translocacion de H® a través de la membrana interna
mitocondrial, estableciendo la fuerza protébn motriz (Ap), formada por: el
gradiente de pH, y por el potencial de la membrana interna mitocondrial (Wn,).
La fuerza protén motriz permite la produccion de ATP a través del complejo V,
que es exportado al citosol por la adenina nucledétido translocasa [82] (Figura
6).

Mitocondria como fuente de ERO

Aunque la cadena de transporte de electrones (CTE) durante la 6xido-
reduccién de los transportadores, utiliza con bastante eficiencia el O,, es
inevitable la producciéon de O, durante la fosforilacion oxidativa. Ha sido
estimado que aproximadamente del 1-5 % de los electrones que fluyen por la
CTE se pierden en la formaciéon de ERO [82].

El O," se produce a través de los complejos | y Ill de la CTE (Figura 6)
[82, 83]. La produccion de O," por el complejo | puede bloquearse con
rotenona y ser estimulada cuando la dupla NADH/NAD™ esta mayoritariamente
reducida, mientras que, la produccion de O," por el complejo lll, puede
bloquearse frenando el transporte de electrones antes y después de este
complejo (con rotenona al complejo I, con cianuro al complejo IV, o con
oligomicina que inhibe al complejo V) o inhibiendo con myxotiazol la formacion

de semiubiquinona (QH’, intermediario del ciclo Q) [84] (Figura 6).

1.5.2. Sistemas antioxidantes

El estrés oxidativo se produce por un desbalance entre los sistemas

productores de ERO vy los sistemas antioxidantes. En el miocardio, como en
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Figura 6. Produccion de superdxido mitocondrial. El anion superoxido (O,") se produce en la
cadena de transporte de electrones a nivel del complejo | (NADH deshidrogenasa) y complejo
I (citocromo bc1: citocromo ¢ coenzima Q oxidoreductasa). CN'= cianuro,Q= ubiquinona.

otros tejidos, los mecanismos antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos)
protegen a las células del dafio oxidativo, ya que mantienen bajos los niveles
de H,0, y O,". Se conocen tres isoformas de la enzima superdxido dismutasa
(SOD) en mamiferos: MnSOD (mitocondrial), Cu-ZnSOD (citoplasmatica), y
ECSOD (extracelular, también tiene Cu-Zn), las cuales dismutan el O,™ a H,0,
[77]. La MnSOD, codificada por un gen nuclear, se encuentra en la matriz
mitocondrial, y corresponde a aproximadamente el 90% de la actividad total de
SOD en miocitos cardiacos. Esta isoforma participa en el control del O
mitocondrial producido durante la fosforilacion oxidativa normal. La Cu/ZnSOD
se localizan en el citosol y unida a la matriz extracelular [77].
Las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (GPx), ésta ultima a través
de la oxidacion del glutatién reducido (GSH), catalizan la conversion de H20; a
agua y oxigeno molecular [74, 77] (Figura 5).
Los antioxidantes no enzimaticos incluyen al glutatién, vitaminas A, E 'y C,

y acido lipoico [74].
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1.6. Mecanismo de “liberaciéon de ERO inducida por ERO”

Zorov y coautores propusieron el mecanismo de ‘liberacion de ERO
inducida por ERO”. En dicho trabajo, se demostré que la acumulacion de ERO
por la fotoactivacion de derivados de la tetrametil rodamina en miocitos
cardiacos, produce la disipacion del potencial de la membrana interna
mitocondrial (Wn,), lo cual promueve la liberacion de ERO desde la mitocondria
a través de la apertura del poro de transicion mitocondrial (MPT) [85]. Esto
sugirio que las ERO del citoplasma pueden inducir la produccién de ERO por la
mitocondria. Al respecto, se vinculd a los canales mitocondriales de K*
dependientes de ATP (mitoKare), con el mecanismo de “liberacion de ERO
inducida por ERO”. En relacion a ésto, se demostré que los abridores de los
mitoKatp, como pinacidil y cromakalina, despolarizan la membrana interna
mitocondrial (W) y al acelerar la respiracidon celular, estimulan la produccién
de ERO [86].

Recientemente, Garlid y Costa demostraron que la apertura de los
mitoKatp, produce la entrada de K" hacia la matriz mitocondrial, lo cual induce
aumento del volumen y alcalinizacion de la matriz, que activa la produccion de
O," por inhibicion del complejo | de la CTE [87].

Kimura y colaboradores demostraron que el efecto precondicionante de
Ang |l contra el dano por isquemia y reperfusion, se debe a la producciéon de
ERO mitocondrial y ésta es dependiente de la produccién de O, por activacién
de la Nox. Ellos sugieren que la Ang Il estimula la Nox cardiaca por un
mecanismo dependiente de PKC, y éstas ERO disparan la apertura de los
mitoKatp, l0 cual induce la despolarizacion del W, que estimula la produccion
de ERO mitocondrial [88] (Figura 7). Al respecto, un estudio reciente en células
endoteliales relaciond las ERO citoplasmaticas, producto de la activacion de la
Nox por Ang Il, con las ERO producidas por la mitocondria [89]. Estos autores
proponen que Ang Il a través de AT-1 conduce a la rapida produccion de ERO,
producto de la activacion de la Nox dependiente de PKC. Este superdxido

produce aumento de la produccién de ERO mitocondrial, despolarizacién del
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W, y disminucion del contenido de tioles de bajo peso molecular [89] (Figura
7).

Por otra parte, existen evidencias que sustentan que las ERO
citoplasmaticas se relacionan con la apertura de los mitoKarp. Zhang y
colaboradores demostraron que el O," estimula la apertura de los mitoKarp
reconstituidos en bicapas lipidicas de corazon bovino, ya que oxida
directamente los grupos sulfidrilos de los residuos de cisteina de este canal
[90]. Sin embargo, Garlid y Costa en estudios in vitro demostraron que las ERO
no activan directamente la apertura de los mitoKatp, ellos proponen que la
fosforilacion de los éstos canales esta mediada por la activacion de PKCe
inducida por ERO [87].

De acuerdo a las evidencias sefaladas anteriormente, en la Figura 7 se
resume el mecanismo de liberacion de ERO inducida por ERO en

cardiomiocitos.

Transduccion de s

Figura 7. Via de sefalizacion intracelular que involucra la liberacién de ERO inducida por ERO.
La estimulacion de RAPGq con Ang Il/ ET-1, activa la produccion de O,” por la Nox. Este
radical libre abre los canales de K" mitocondriales dependientes de ATP (mitoKarp) (aunque es
controversial si por un mecanismo directo o indirecto), lo cual conduce al aumento del potencial
de la membrana interna mitocondrial (W.,), y produccion de ERO por la mitocondria, que salen
hacia el citoplasma por el poro de transicién mitocondrial (MPT).
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1.7.ERO como segundos mensajeros en Hipertrofia cardiaca

Como se menciondé anteriormente, las ERO en bajas concentraciones
(0.05-0.07 ymol/L intracelular) [91] pueden actuar como segundos mensajeros
en cascadas de senalizacion intracelular, mientras que a altos niveles estan

asociadas con el estrés oxidativo y muerte celular [92, 93] (Figura 8).

Figura 8. Esquema que representa la accion de las
ERO en la modulacién de las funciones celulares.
Cuando los mecanismos de produccion de ERO

_ l‘ _ l’ exceden a los sistemas antioxidantes se produce
C""‘rfansdgcciéﬁ' D @8 . estrés oxidativo que puede conducir a la disfuncién y
e senalesly e muerte celular. Las ERO a bajas concentraciones
l’ l' intracelulares pueden actuar como segundos

mensajeros en la transduccién de sefales.

Supervivencia Muerte
celular celular

Varios factores involucrados en la cascada de sefalizacion hipertrofica y
de apoptosis son activados directa o indirectamente por las ERO, mediante la
regulacion de la transcripcion y/o mediante fosforilacion de proteinas quinasas.
Estas incluyen PKC, las MAPKs: p38, JNK y ERK1/2, ASK-1, PI3K, Akt, y
tirosina quinasas como Src y FAK, calcineurina y factores de transcripcion
como NF-kB y la proteina-activadora -1 (AP-1) [92, 93]. El grupo de Collucci
demostré que dependiendo de la concentracion de H,O, puede promover
hipertrofia o apoptosis. A baja concentracion (~10 pmol/L) se produjo la
activacién de la ERK1/2 y de la sintesis de proteinas, mientras que a altas
concentraciones (100- 300 pymol/L) puede promoverse la HC o la apoptosis en
miocitos cardiacos de rata adulta [94]. Algunos estudios reportaron que las
ERO activan a src y PKC a través de la oxidacion de los residuos de cisteina
dentro de sus dominios regulatorios, mientras que las ERO pueden
indirectamente regular la cascada de sefalizacion de las tirosina quinasas

mediante la inhibicién de las proteinas tirosina fosfatasas [95].
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Estudios recientes demostraron que varios de los efectos hipertrofiantes
de la Ang Il estan mediados a través de la generacion de ERO. En miocitos
ventriculares de ratas recién nacidas se observé que los antioxidantes eliminan
la hipertrofia cardiaca inducida por Ang Il [96]. Mas aun, se reporté que la
expresion inducida por Ang Il del marcador de hipertrofia: isoforma B de la
cadena pesada de la miosina (B-MHC), estda mediada por la activacion de las
quinasas Ras/Rac/ ERK1/2 dependiente de O,” y H,0, [97]. Estudios
posteriores revelaron que la generacién de ERO conduce a la activacion del
factor de transcripcion NF-kB que produce hipertrofia [98]. Los efectos
regulatorios directos de ERO sobre la actividad de los factores de transcripcion
AP-1 y NF-kB se demostraron en varios tipos celulares, incluyendo los
cardiomiocitos [99]. Mas aun, posteriormente se demostrd que la activacion de
AP-1 inducida por Ang Il es dependiente de la activacion de la p38 MAPK
secundariamente a la activacion de la Nox en miocitos ventriculares de rata
adulta [100]. Un trabajo posterior demostré en miocitos ventriculares de ratas
recién nacidas que la Ang Il activa a AP-1 a través de la generacién de ERO
[101]. Ademas, se demostré que la hipertrofia inducida por estimulacién a-
adrenérgica con norepinefrina, es mediada por las ERO que producen
modificacion oxidativa de los tioles de Ras, quinasa que participa en la via de
sefalizacién que involucra la activacién de MEK1/2, ERK1/2 y p90~SK en
miocitos ventriculares de rata adulta [102].

Por otra parte, hay evidencias que relacionan a las ERO con la
activacién del NHE-1. Al respecto, varios autores demostraron que las ERO
activan al NHE-1 a través de la activaciéon de ERK1/2 y p90~s en
cardiomiocitos de rata adulta y recién nacida [54-56].

Recientemente, Caldiz y colaboradores propusieron que el aumento
lento de la fuerza contractil del miocardio inducida por el estiramiento (“Slow
force response”), se produce como consecuencia de la liberacién de Ang Il
preformada, la cual induce la produccion de O,", que activa la cascada de
quinasas ERK1/2-p90~"SX conduciendo a la fosforilacion y activacion del NHE-1
[62] (ver Figura 2).
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1.8.Importancia de la requlacién del pH en el miocardio

Como producto del metabolismo celular se generan acidos. EIl
metabolismo aerobico produce CO, , que cuando se hidrata libera H*, mientras
que la oxidacion incompleta de biomoléculas en condiciones anaerdbicas

genera H* en la forma de acido lactico [103]. La primera barrera de defensa

contra los desequilibrios acido-base esta constituida por los sistemas buffer.
Estos incluyen: grupos imidazol de residuos de histidina de proteinas,
aminoacidos, como taurina, fosfato inorganico, y lactato. Estos amortiguadores

intracelulares de pH constituyen el sistema buffer intrinseco (B) (ver su

determinacién en materiales y métodos, seccién 3.8). Mientras que el sistema
extrinseco comprendido por CO»/bicarbonato también tiene una participacion
importante en la regulacion del pH [103].

Ademas existen proteinas transportadoras idénicas de membrana que se

encargan de regular el pH intracelular (pH;).

1.9.Reqgulacion del pH; por transpotadores idnicos sarcolemales

El pH citoplasmatico se mantiene en un rango de pH de 7.1 a 7.2, debido
a la actividad de 4 transportadores idnicos de membrana. La actividad de estas
proteinas es muy baja en condiciones basales. Sin embargo, frente a una carga
acida se activan los intercambiadores alcalinizantes: el intercambiador Na*/H"
(NHE) y el cotransporte Na*/HCO3;™ (NBC), mientras que los intercambiadores
acidificantes: CI'/HCO3" independiente de Na* (AE) y CI/OH™ (CHE) se activan

con una carga intracelular alcalina [103, 104] (Figura 9).
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H' Alcalinizantes

nHCO,

Acidificantes

Figura 9. Esquema que representa un miocito cardiaco, donde se muestran las proteinas
transportadoras de equivalentes de H" que mantienen el pH;~7.2. EI NHE y el NBC, se activan
por una carga acida intracelular, mientras que el AE y el CHE se activan bajo condiciones de
alcalosis intracelular. Los 4 transportadores idnicos presentan isoformas electroneutras
(estequiometria de intercambio idnico 1:1), ademas el NBC presenta isoformas electrogénicas
(estequiometria 1 Na*-2 HCO3') mientras que la estequiometria del AE cardiaco electrogénico
es controversial (1 CI'- 2 HCO3)).

1.10. Caracteristicas estructurales vy funcionales del NHE-1

El intercambiador Na*/H" (NHE) cataliza el intercambio electroneutro de
un H" intracelular por un Na* extracelular. Segun la sensibilidad a inhibidores
farmacoldgicos, distribucion tisular y estructura molecular, se describieron
hasta el momento 9 isoformas del NHE (NHE-1 a NHE-9) [105].

En particular, la isoforma 1 (NHE-1) es la que mayoritariamente se
expresa en el tejido cardiaco, a nivel de los discos intercalares [106]. El NHE-1
es una glicoproteina situada en el sarcolema de los miocitos cardiacos, cuyo
peso molecular es de 91 kDa, correspondiente a los 815 aminoacidos que
constituyen su estructura primaria, mientras que la estructura terciaria
glicosilada es de 110 kDa.

Contiene dos dominios: un dominio transmembrana de 500 aminoacidos

y un dominio citoplasmatico de 315 aminoacidos. El dominio transmembrana

estd formado por 12 segmentos que son esenciales para la funcion del
transporte idnico. Ademas, contiene un sitio alostérico sensible al pH ya que
sensa los H* [107] (Figura 10).
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La region citoplasmatica hidrofilica participa en la regulacion de su
actividad, a través de reacciones dependientes e independientes de
fosforilaciéon, como la unién de proteinas accesorias, como la anhidrasa
carbdnica Il (ACIl) y calmodulina (CaM) en presencia de altos niveles de Ca*?
[106]. Se ha sugerido que la activacion por fosforilacion del NHE-1 en ciertos
sitios, se produce por un cambio conformacional del extremo citoplasmatico,
que altera la asociacion de ésta con el sensor de H' del dominio

transmembrana [106] (Figura 10).

Sitios de glicosilacion
£\

Extracelular /,)—5\\ W ol

Intracelula

/ -
N- terminal }Sensor de H'

- P
P
®—@
V 790-802
Sitios de fosforilacion @ 815

C- terminal

Figura 10. Modelo topolégico del NHE-1 de 815 aminoacidos. En la membrana plasmética se
ubica el dominio transmembrana, que presenta el sitio alostérico sensor de H' y el sitio
catalitico. EI dominio regulatorio, ubicado en el citoplasma, contiene sitios de fosforilacion y de
unién a proteinas accesorias como anhidrasa carbénica Il (ACIl) y calmodulina (CaM), que
modulan su actividad.
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1.11. Rol fisioldgico y patoldgico del NHE-1

1.11.1. Rol fisioldgico

El NHE-1 participa en el crecimiento celular, asi se demostré en
numerosos estudios de inhibicidon y “knock out” del NHE-1. Ratones que
carecen del NHE-1 (Nhe1”) presentaron una disminucion de la tasa de
crecimiento y ataques epilépticos. Regula a través del control del pH

numerosos genes que participan en la progresion del ciclo celular [108].

1.11.2. Rol patoldgico

Aunque en condiciones basales el NHE-1 tiene muy baja actividad, se
activa en situaciones patolégicas como isquemia y reperfusion, remodelamiento
del miocardio después del infarto, y por agonistas como Ang Il, ET-1, y
estimulacién a- adrenérgica [109].

La hiperactividad del NHE-1 conduce al dafio del miocardio por cambios
estructurales (apoptosis e hipertrofia), y cambios funcionales (arritmias e
hipercontractura), debido a que la acumulacion intracelular de Na® induce
sobrecarga de Ca'?, a través de la estimulacion del modo reverso del
intercambiador Na*/Ca*? (NCX) [107] (ver Figura 2).

1.12. Factores que requlan la actividad del NHE-1

El estimulo primario que activa al NHE-1 es la acidosis intracelular.
También puede ser activado por factores extracelulares como hormonas, que
incluyen a Ang Il, ET-1, factores de crecimiento como el factor de crecimiento
epidérmico, por agonistas a; -adrenérgicos y por estimulos mecanicos como el
estiramiento de manera dependiente de la fosforilacion mediada por las
quinasas ERK1/2- p90*®Ky por PKC [109] (Figura 11). Recientemente se ha
reportado que la acidosis intracelular sostenida (producida por la inhibicion de

la activacion del NHE-1 en ausencia de Na® o con inhibidores especificos),
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modula la interaccion de los H* con el sitio alostérico del NHE-1 a través de la
fosforilacidn de la cola citoplasmatica. En ese trabajo la acidosis sostenida por
unos pocos minutos, inicia una cascada de sefalizacion que activa al NHE-1 a
través de la fosforilacion mediada por ERK1/2-p90 " [110] (Figura 11). Otro
mecanismo por el cual el NHE-1 se activa incluye la fosforilacion de ciertos
sitios inducida por las ERO. Wei y colaboradores demostraron que el H,O» (50
pmol/L) induce la activacion del NHE-1, que se bloquea por la inhibicion de
ERK1/2 [54-56]. En estudios in vitro se demostré que la Ca* Calmodulina
quinasa Il (CaMKIl), fosforila el dominio C-terminal del NHE-1 [111].
Recientemente, Vila-Petroff y colaboradores demostraron en cardiomiocitos de
rata que la CaMKII fosforila y activa al NHE-1 [112].

Los mecanismos de activacién del intercambiador independientes de
fosforilaciéon involucran la interaccion con proteinas, como calmodulina (CaM)
[113] y ACII [114].

Un mecanismo inhibitorio del NHE-1 se produce a través de la activacion
del receptor de adenosina (A1) que activa a la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la
cual desfosforila probablemente su sitio Ser 703 fosforilado por ERK1/2- p90RsK
[115] (Figura 11). Otros factores que regulan negativamente al NHE-1 incluyen
a la estimulacion B-adrenérgica, a través de PKA [109], y a través de la
activacion de PKG inducida por sildenafil aunque por un mecanismo aun no
conocido [116, 117]. La inhibicion del NHE-1 por sildenafil se describe con
mayor detalle en la seccién 1.13.2 y fue motivo de investigacion de esta tesis

evaluar la via de sefalizacion involucrada (ver objetivo I, seccion 2.2).
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oefn

Acidosis intracelular aguda

f,-adrenérgica

Estiramiento mecanico Sildenafil

Acidosis intracelular sostenida

Ang Il (receptores AT1)

ET-1

o,-adrenergica

ERO

CaM/ Ca*™
ACII

CAMKII

Figura 11. Representacion esquematica que muestra los factores que regulan la actividad del
NHE-1. Los factores activadores del NHE-1, indicados con +, incluyen a la acidosis intracelular
aguda, la cual constituye el activador primario, actuando sobre el sitio alostérico. El
estiramiento del miocardio (a través de la liberacion de Ang Il/ ET-1 enddgena), la acidosis
intracelular sostenida, la estimulacién de receptores acoplados a proteina Gq, (con agonistas
como Ang Il, ET-1 y a4-adrenérgica), y las ERO, activan al NHE-1, de manera dependiente de
fosforilacion mediada por ERK1/2 y p90~K. También se ha descripto la fosforilacion por
CAMKII del NHE-1. Ademas, la interaccién del dominio regulatorio con proteinas accesorias
(Ca*? CaM, también activa al NHE-1. Los factores que lo inhiben, indicados con -, incluyen a
PKA y PKG que median la estimulacion f4-adrenérgica, y con sildenafii y ANP,
respectivamente, aunque por mecanismos aun no conocidos. La estimulacion de receptores de
adenosina (A4) a través de la desfosforilacion del NHE-1 mediada por PP2A, tiene un efecto
inhibitorio sobre éste. La estimulacién con Ang Il de receptores AT2, por un mecanismo aun no
dilucidado también lo inhibe.

1.13. Inhibicién del NHE-1 vy su relacién con PKG

1.13.1. Cardioproteccion por inhibiciéon especifica del NHE-1

Karmazyn demostré que la inhibicién del NHE-1 con amiloride, mejora la
recuperacién contractii de los corazones aislados de rata luego de una
isquemia [118].

Este efecto cardioprotector se confirmé en varios modelos animales y con
diferentes inhibidores especificos del NHE-1 [119-124]. Esto condujo a

aumentar el interés de investigar los efectos clinicos de la inhibicion del NHE-1.
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En los estudios realizados en pacientes con infarto de miocardio las evidencias
clinicas del GUARDIAN (Guard During Ischemia Against Necrosis) y del
ESCAMI (Evaluation of the Safety and Cardioprotective Effects of eniporide in
acute myocardial infarction) no fueron concluyentes [125, 126], mientras que
los resultados del EXPEDITION (sodium-hydrogen exchange inhibition to
Prevent coronary Events in acute cardiac conditions) indicaron una alta tasa de
incidencia de accidente cerebrovascular [127]. Las especulaciones respecto a
las diferencias de los resultados entre los modelos animales y estudios clinicos
apuntaron a la duraciéon y grado del insulto isquémico, asi como al régimen de
administracion, dosis y duracion de la accion de los inhibidores farmacologicos
[128].

1.13.2. Accion de sildenafil y su efecto sobre el corazéon

El sildenafil es un inhibidor especifico de la PDESA, que hidroliza el
enlace fosfodiester del nucledtido guanosina monofosfato ciclico (GMP¢)
resultando en la forma lineal GMP. Esta enzima pertenece a la familia de 11
isoenzimas de PDE (PDE1- 11) (Tabla 1).

Familia Genes Sustrato
PDE1 1A, 1B, 1C AMP_/GMP,, Tabla 1. Familia de PDE. La familia de
PDE comprende 11 isoenzimas, que se
PDE2 2A AMP /GMP divide en una subfamilia de 21 isoformas
PDE3 3A AMP /GMP, (designadas con letras A, B y C). Las
PDE4  4A, 4B, 4C, 4D AMP, variantes de las isoformas producidas
| PDE5 5A GMP_. | por splicing alternativo no se muestran
PDEG6 6A, 6C, 6D, 6G GMP, en la tabla, pero se designan con un
PDE7 7A 7B AMP_ numero seguido de la letra, dando un
PDES 8Al 8B AMPC total de 48 PDE. En verde se resalta la
PDE9 Q;A GMPC isoforma cardiaca que cataboliza al
PDE10 10A AMP/GMP,  CMPe.
PDE11 1A AMP /GMP,
Total 21
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En miocitos cardiacos, se expresan las PDE: 2, 3 y 5 [129]. Sélo esta
ultima es selectiva para el GMP. y se localiza en el citosol [130]. También se
ha publicado que la PDE5 puede localizarse en la linea Z de los cardiomiocitos
[131-133].

En los ultimos afos se publicaron varios trabajos que demuestran los
efectos cardiacos benéficos de la inhibicion con sildenafil de la PDESA, en
modelos de isquemia-reperfusion [134-136]. Ademas se ha publicado que los
pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada, presentan un aumento de la
expresion de PDESA y contribuye al remodelamiento del miocardio después del
infarto en un modelo de ratones que sobrexpresan la PDESA [137].

El sildenafil, al inhibir a la PDESA, aumenta los niveles de GMP.
activando asi a la PKG, siendo ésta la responsable del efecto cardioprotector
[117, 136, 138-141].

Hace varios anos se demostré que un aumento de la actividad de PKG
inhibe al NHE-1 en células mesangiales renales y en epitelio ciliar ocular, por
un mecanismo aun no conocido [142]. Sin embargo, hasta ese momento no se

habia observado dicho efecto en tejido cardiaco.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En estudios recientes se sugiere que en el miocardio las ERO pueden actuar
como mediadores intracelulares de la sefiales inducidas por Ang Il y ET-1 [143].
Ademas, en nuestro laboratorio se demostré en cardiomiocitos ventriculares
aislados de gato que el aumento de la contractilidad inducido por una
concentracion fisiologica de Ang Il (1 nmol/L), es completamente mediado por la
liberacion/produccién de ET-1 [44]. En ese trabajo, ademas se demostré que el
efecto inotrépico positivo de una dosis equipotente de ET-1 exégena (0.4 nmol/L),
se bloqueo6 con MPG, un secuestrador de las ERO, sugiriendo que éstas inducen
una cascada de sefiales intracelulares promovidas por la accion de Ang Il y ET-1
[44].

2.1.Objetivo |

Estudiar en tejido cardiaco y miocitos aislados la produccion
de O,” en respuesta a la Ang Il (1 nmollL), y ET-1.
Especificamente si el efecto de la Ang Il se produce

completamente por el mecanismo de liberacion de ET-1.
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Como se sefald en la introduccion entre los mecanismos que conducen a la
activacion del NHE-1, se encuentran las ERO [54-56], con el consiguiente efecto
deletéreo sobre el corazén debido al aumento de la concentracién de Ca*?
intracelular secundario al aumento intracelular de Na* promovido por el aumento
de la actividad del NHE-1 [105, 144, 145].

Por otra parte, debido a que se demostré que la inhibicién del NHE-1 resulta
beneficiosa, ya que produce inhibicidn/regresion de la hipertrofia cardiaca [119-
124], se disefiaron experimentos en los cuales se inhibe al NHE-1 como
estrategia terapéutica para prevenir-revertir la hipertrofia cardiaca. Al respecto,
Pérez y colaboradores demostraron que el tratamiento cronico con sildenafil
activa a PKG vy protege al corazén del remodelamiento post- infarto en ratas con
oclusion de la arteria coronaria. Ademas, estos resultados demuestran en tejido

cardiaco que esta proteccidn esta asociada a la inhibicién del NHE-1 [117].

2.2.Objetivo Il

Determinar la via de senalizaciéon intracelular por la cual la
inhibicién de la PDESA con sildenafil produce inhibicion del NHE-

1 en un modelo in vitro de miocitos cardiacos aislados.

30



MATERIALES Y METODOS




Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales

Se utilizaron gatos adultos (peso corporal ~5 kg). Los animales se
anestesiaron por inyeccion intraperitoneal con pentobarbital (35 mg/kg de peso

corporal) y los corazones se extrajeron rapidamente.

3.2.Cortes de tejido ventricular

El corazén se perfundié en forma retrograda con una jeringa a través de la
aorta con buffer Krebs-Ringer a pH 7.4 para eliminar la sangre. Se realizaron
cortes del de ventriculo izquierdo (1 x 5 mm) y se conservaron a 4 ‘C hasta iniciar

los experimentos.

3.3. Aislamiento de miocitos ventriculares

El corazén se heparinizd (heparina 200 U/ml) y luego se extrajo
rapidamente.

Para obtener miocitos cardiacos aislados, el corazén se perfundié por el
método de Langendorff con perfusion retrograda a través de la aorta (Figura 12),
a 37°C con un buffer HEPES de la siguiente composicion en mmol/L: NaCl 146.2;
HEPES 10; glucosa 11; KCI 4.7; NaHPO 4 0.35; MgSOq4 1; llevado a pH 7.4 con

NaOH equilibrado con O3 99.5 %, segun el siguiente protocolo:

1) Perfusién con buffer HEPES + 1.35 mmol/L de CaCl, para lavar la sangre.
2) Perfusion con buffer HEPES (0 Ca*?) en presencia de EGTA 100 pmol/L

durante 5 min. Se ha descripto que en este paso la ausencia de Ca*?,

produce el desacople intercelular por disociacién de los discos intercalares
[146].
3) Perfusion con buffer HEPES + 60 pmol/L de CaCl, en la solucion

enzimatica (colagenasa tipo Il 1 mg/ml, proteasa 0.03 mg/ml, albumina 1

mg/ml) de forma recirculante durante 15-20 min.

31



Materiales y Métodos

4) Luego de la digestion enzimatica el corazén se removid del aparato de
perfusion. Los cardiomiocitos aislados se separaron del tejido no digerido y
se filtraron a través de una malla de nylon de 210 um de diametro. Se les
restablecio el Ca*? hasta 1.35 mmol/L en cuatro pasos (60, 120, 240, 480
pmol/L de CaCl,), para evitar el dafio causado por la entrada masiva del
Ca*? al interior de la célula proceso conocido como “paradoja del Ca*®”. La

+21

“paradoja del Ca “” ocurre cuando las células desacopladas enzimatica y
mecanicamente, se exponen nuevamente al Ca*® para restablecer sus
funciones fisiologicas, se produce la entrada masiva del idn, que conduce
al aumento excesivo de la contraccion (hipercontractura) y ruptura celular
[146]. Hasta el momento de las determinaciones, los miocitos se

mantuvieron a temperatura ambiente (20-25 °C).

3.4.Viabilidad celular

Los miocitos se contaron con una camara de Neubauer y se determiné el
porcentaje de viabilidad celular. Sélo aquellas células cardiacas con forma de

baston se consideraron viables (Figura 12).

.

—Aorta

Bomba _ [(eee ) 9
peristaltica | (@)

Soluci6n st

enzimatica o [caci] =

Bafio
termostatico
=== | — Cardiomiocito
T viable

Figura 12. Esquema que representa el sistema de Langendorff a partir del cual se aislaron los
cardiomiocitos de gato. Para mayor detalle, ver el texto.
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3.5.Produccion de O,™

La produccion de O," se determiné por quimioluminiscencia con lucigenina
(Bis-N-metilacridinium) 5 umol/L, en un luminémetro (Chameleon, Hidex). Se
utilizé esta concentracion de lucigenina, ya que estudios previos demostraron que
a mayor concentracion se sobrestima la produccion de O," por el fendmeno
llamado ciclado redox, en el cual el radical lucigenina puede reaccionar con el

oxigeno para generar O, [147, 148].

3.6. Protocolo experimental

El tejido o los miocitos se preincubaron 30 o 15 min respectivamente en
presencia de la droga a estudiar en buffer Krebs-HEPES de la siguiente
composicion en mmol/L: NaCl 118.3; KCI 4.7; CaCl; 1.35; MgSO4 1.2; KoHPO4
1.0; NaHCO3; 25; glucosa 11; HEPES 20 (llevado a pH 7.4 luego de 1,5 h de
equilibrio con una mezcla gaseosa de 95% Oj/ 5% CO; a 37°C), antes de la
medicion de O,". Cuando se utilizaron inhibidores se agregaron 5 min previos al
estimulo.

Los resultados de las intervenciones farmacoldgicas se expresaron como
diferencia de la sefial obtenida del tejido en ausencia de drogas (control), en
unidades arbitrarias (UA)/min/mg de peso seco, o en UA/min/10° células (Figura
13). Previamente se sustrajo la sefal en ausencia de tejido.

La luminiscencia en cortes de tejido se determiné durante 30 min con
intervalos de 30 seg. y los resultados que se muestran corresponden al valor a los
15 min. La determinacion en miocitos se realiz6é durante 10 min con intervalos de

10 seg. Los resultados corresponden al valor promedio de todos los obtenidos.

Quimioluminiscencia

Inhibidores Estimulo (Diferencia del control)
Tejido | AUA/min/mg peso seco
i e 15 min AUA/mIn/10° células
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Figura 13. Protocolo experimental para determinar la produccion de O,” en tejido y miocitos
cardiacos aislados de gato. Para mayor detalle ver el texto.
3.7.Medicion del pH intracelular

La medicién del pH intracelular (pH;) se realizé de acuerdo a la técnica de
epifluorescencia con 2°-7-bis (2 carboxyethyl) -57,6'- carboxyfluoresceina
(BCECF-AM) con el microscopio de epifluorescencia (lon Optix, Milton, MA)
(Figura 14). Los miocitos cardiacos se incubaron con el indicador fluorescente
BCECF-AM (5 umol/L) a temperatura ambiente durante 10 min en oscuridad y
luego se lavaron en buffer HEPES durante 30 min.

Los miocitos cardiacos se colocaron en una camara de perfusion sobre la
platina de un microscopio invertido (Nikon y Olympus CK2 respectivamente). Se
perfundieron continuamente a una velocidad de 1.33 ml/ min a 30 'C y se
estimularon a una frecuencia de 0.5 Hz. Los experimentos se realizaron en
presencia de un buffer HEPES libre de bicarbonato (para eliminar el efecto del
cotransportador Na*/ HCO3™ sobre el pH;) de la misma composicion que la usada

para aislar los cardiomiocitos (ver pagina 33 y 66).

Figura 14. Microscopio de epifluorescencia utilizado en
la determinacion del pH intracelular en miocitos
cardiacos aislados de gato (lon Optix, Milton, MA).

3.8.Calibracién de pH

La fluorescencia del indicador BCECF-AM se obtuvo por excitacion del
indicador a dos longitudes de onda: 440 y 495 nm (con una ldmpara xenon de 75
watt), mientras que la fluorescencia de emision se colecté con un fotomultiplicador

después del pasaje por un filtro a 535 nm. El pH; se calculé a partir del cociente
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de fluorescencia entre 495 nm y 440 nm. Los cocientes se convirtieron a valores
de pH; a través del método del BCECF de calibracion in situ con nigericina (1
umol/L) al final de cada experimento, utilizando soluciones de pH conocido. La
solucién de calibracion de pH; contenia en mmol/L: KCI 140, MgCl, 1, HEPES 12,
glucosa 11, EGTA 2, nigericina 0.001, 2,3- butanodionamonoxima (BDM) 20, con
valores de pH entre 7.7 a 6.6 ajustados con KOH [149, 150].

3.9. Actividad del NHE-1

La actividad del NHE-1 se midi6 a través de la recuperacion del pH; luego de
una carga acida intracelular inducida por un prepulso de amonio (NH4*) a pH

extracelular constante (pH, 7.4).

Fundamento de la técnica de Pulso de amonio. La exposicion abrupta al

NH4Cl aumenta rapidamente el pH; debido a que el NH3; entra en los miocitos y
captura los H*. Luego el pH; cae levemente a medida que el NH;" entra a la célula
a través de canales de K" y se disocia. Cuando se lava el NH4Cl extracelular, éste
se disocia en NH3, que sale de la célula, e iones hidrogeno, que quedan retenidos
dentro de ella, generando la acidosis intracelular que activa al NHE-1 [71] (Figura
15).

Extracelular NH4+—P NH, + H*

Intracelular ;
NH, + H’ 2

o ’
oy ”
NH," wp NH,+ H’

;\;3) N =) i
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Figura 15. Fundamento de la técnica de pulso de amonio. El amonio (NH,") en el medio
extracelular se disocia a amoniaco (NH3) y H', el primero, por ser permeable a la membrana del
cardiomiocito ingresa y captura los H" intracelulares produciendo alcalinizacion (1). El lavado del
amonio (2) produce acidificacion intracelular ya que el NH; sale, y los H* quedan retenidos en la
célula conduciendo a la activacion del NHE-1 (3).

La velocidad de recuperacion del pH; (dpH; / dt) a cualquier pH;
seleccionado, se calculé como la derivada del ajuste exponencial del registro pH;
vs. Tiempo. (Figura 16).

El eflujo neto de H" (Ju+, en mmol/L/min) durante la recuperacion del pH; se

= dpH, /ot

Las diferentes intervenciones farmacoldgicas se compararon a pH; 6.8, dado

calculé como:

que el pH; de acidificacion maxima, varié con cada intervencion farmacoldgica.

3.10. Protocolo experimental

La actividad del NHE-1 se determin6é en un modelo de Acidosis sostenida
en el cual, el amonio se lava con un buffer HEPES libre de Na* que inhibe al NHE-
1y luego al restablecer este ion se activa el intercambiador (Figura 16).

Los registros de pH; vs Tiempo se realizaron de acuerdo al siguiente protocolo

experimental:

1) Estabilizacion de la sefal fluorescente (~3 min).

2) Incubacion con la droga a ensayar durante 10 min, (Que se mantuvo
durante el resto del experimento, excepto en el control).

3) Pulso de amonio con NH4CI (20 mmol/L) durante 3 min

4) Acidosis sostenida con 0 Na* (5 min).

5) Recuperacion del pH; por activacion del NHE-1 a través de la restitucion
del Na* (Figura 16).
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HEPES INH4CI 0 Na* HEPES
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5 min

Figura 16. Registro representativo control de pH; vs tiempo en miocitos cardiacos de gato. En rojo
se muestra el mejor ajuste exponencial, a partir del cual se calculé la derivada (dpH;/dt). El lavado
del NH4CI con buffer HEPES 0 Na® durante 5 min produce la acidosis intracelular sostenida. La
recuperacion del pH; por activacion del NHE-1 se produjo por la restitucion del Na®.

3.11. Capacidad intrinseca buffer

La capacidad intrinseca buffer (B;) se define como la cantidad de acido o
base que se debe adicionar al citosol para cambiar el pH; en 1 unidad. Para

determinarla se utiliza la siguiente ecuacion:

-I = A[NH4']; IApHa‘

La concentracién de amonio intracelular [NH4']; se calcula a partir de la

exposicion de los cardiomiocitos de gato a distintas concentraciones de NH4CI
extracelular (20, 15, 12, 9, 5y 3 mmol/L, [NH4"],) en buffer HEPES libre de Na*,

segun la siguiente ecuacion:
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NH4+i =[NH4+]OX 10 (pHo pHi) /1+10 (pHopK)

siendo el pK del NH4"=9.21 y pH, el pH extracelular [151].

El buffer HEPES libre de Na™ se preparé reemplazando el NaCl por N-metil-
D-glucamina, cuya composicion en mmol/L es: HEPES 25, KCI 4.66, MgSO4 1.05,
CaCl; 1.35, N-metil-D-glucamina 148, glucosa 11 ajustado a pH 7.4 con HCI 1N.

En la Figura 17 se observa la capacidad intrinseca buffer que se obtuvo
para cardiomiocitos de gato a partir del ajuste lineal de la capacidad intrinseca
buffer en respuesta a los diferentes pH;,: Bi =125.76- 14.76 x pH;. La relacion
inversa entre la capacidad buffer y el pH; coincide con resultados previos, en los
cuales i es maxima a pH acidos cercanos a los valores de pK de las proteinas y
aminoacidos intracelulares que amortiguan los cambios de pH; [151, 152].

3.12. Determinacion de la fosforilacion de ERK1/2 y p90RSK

Los miocitos ventriculares de gato se incubaron en placas de cultivo de 35
mm (5 x 10° células por placa). El efecto de sildenafil se estudié en las células de
acuerdo al protocolo usado en los pulsos de amonio. También se determiné la
fosforilacién de las quinasas siguiendo un protocolo de incubacidén farmacolégica
similar al empleado en la medicion de ERO, por lo cual los cardiomiocitos se
preincubaron 15 min en presencia de los inhibidores losartan, apocinina, MPG,
5H-D y glibenclamida, y luego 30 min con Ang Il (1 nmol/L).

Al finalizar la preincubacion, los miocitos se lavaron con buffer PBS y
se homogeneizaron en buffer de lisis de la siguiente composicion en mmol/L: Tris-
HCI 50, EGTA 5, EDTA 2, NFa 100, NaVOg4 1, Triton X-100 0.05% a pH 7.5.
Luego de una centrifugacion a 14,000 x g durante 60 min a 4 °C, se determind la
concentracion de proteinas mediante el ensayo de Bradford. Las muestras se
desnaturalizaron, se sometieron a PAGE y se transfiieron a membranas de

PVDF. Después de bloquear las membranas con leche en polvo descremada se
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incubaron toda la noche con anticuerpos policlonales anti P-p90~°K y P-ERK1/2

(Santa Cruz Biotechnology). Se utilizd un anticuerpo secundario conjugado a

peroxidada anti Rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas se

visualizaron usando el sistema de deteccion de quimioluminiscencia ECL-Plus

ORSK

(Amersham). Las formas fosforiladas de p9 y ERK1/2 se normalizaron por las

formas no fosforiladas.
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3.13. Determinacion de la fosforilacidon del NHE-1.

Los miocitos ventriculares aislados de gato se incubaron en discos de cultivo
de 35 mm y se sometieron a una carga acida como se describié anteriormente. Al
finalizar el protocolo los miocitos se homogeneizaron en buffer de lisis.

Las muestras proteicas se inmunoprecipitaron con un anticuerpo policlonal
anti NHE-1 (Amersham Biosciences) que reconoce el sitio de unién de la proteina
14-3-3 cuando esta fosforilado en la Ser 703. Previos reportes demostraron que la
Ser 703, ubicada en una secuencia de aminoacidos especifica (Arg-lle-Gly-Ser-
Asp-Pro) en el NHE-1 cuando esta fosforilada, crea una secuencia consenso a la
cual se une la proteina 14-3-3, de modo que el uso de un anticuerpo anti el sitio
de union a fosfo Ser 703, representa una herramienta util para la estimacion de la
fosforilacién del NHE-1 [115, 153, 154].

Los miocitos se lavaron con buffer PBS frio y se lisaron con buffer de lisis a
pH 7.5 que contenia en mmol/L: Tris-HCI 50, EGTA 5, EDTA 2, NaF 100, Na3zVO4
1, digitonina 0.05% vy cocktail inhibidor de proteasa (Complete Mini, Roche).
Luego el lisado de células se centrifugd a 14000 x g durante 30 min a 4 °C y el
sobrenadante se descartd. El precipitado se solubilizé en buffer de lisis a pH 7.5
que contenia en mmol/L: Tris-HCI 20, NaCI150, EDTA 1, EGTA 1, pirofosfato de
sodio 2.5, B-glicerofosfato 1, NazVO4 1 y NaF 100, asi como también 1% Triton X-
100 y coctel inhibidor de proteasa (Roche). Las muestras se centrifugaron a
14,000 x g durante 60 min a 4 °C, luego el sobrenadante que contenia las
membranas celulares solubilizadas se removio y se determind la concentraciéon de
proteinas mediante el ensayo de Bradford. Se incubaron cantidades fijas de
proteinas (400 ug) con un anticuerpo policlonal de conejo contra el NHE-1 (4 pL;
Millipore) durante 3 hs. a 4 °C. Entonces, los complejos inmunes se mezclaron
con proteina A/G Plus-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durante 3 h a 4
°C y se lavaron 3 veces con buffer de inmunoprecipitaciéon. Los complejos
immunes se disociaron por la adicion de buffer de muestra Laemmli y se
calentaron durante 3 minutos a 60 °C. Las proteinas se resolvieron por SDS-
PAGE 7 % y se analizaron por Western blot usando un anticuerpo policlonal de

ratdbn que reconoce el sitio fosfo-Ser de union de la proteina 14-3-3. Se utilizé
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como anticuerpo secundario el de conejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz
Biotechnology) y las bandas se visualizaron usando el sistema de deteccién de
quimioluminiscencia ECL-Plus (Amersham). Después del stripping, la misma
membrana se incubd con el anticuerpo anti NHE vy los resultados se mostraron
como el cociente entre la proteina fosforilada y la proteina total. Los

autoradiogramas se analizaron por analisis densitométrico (Scion Image).

3.14. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio * error estandar (ES).y se
analizaron por test de t de Student para muestras apareadas, o no apareadas, o
por ANOVA de una via seguido del test de Student-Newman Keuls segun

corresponda. Se consideré significativo P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1.Produccion de O,=por accion de la Ang |l en tejido cardiaco

En la Figura 18 se muestran los resultados obtenidos sobre la produccion
de O," en cortes de tejido de ventriculo izquierdo luego de 30 min de incubacion
en presencia de las distintas intervenciones farmacoldgicas a las cuales se les
sustrajo la produccion basal.

La Ang Il (1 nmol/L) produjo un aumento de 49.6 + 8.9, n=34 UA/min/mg
peso seco. Dicho efecto se suprimié con losartan (Los 1 pumol/L) bloqueante del
receptor tipo | de Ang Il (AT-1), (Los, -16.3 + 9.78, n=8), inhibiendo a la NAD(P)H
oxidasa (Nox) con apocinina 0.3 mmol/L (-7.73 £ 17.03, n=7) y con el “scavenger”
Mercapto-Propionil-Glicina (MPG 1 mmol/L, -10.7 £ 11.1, n=5) (Figura 18).

Los distintos inhibidores no afectaron la produccion basal (Los, 4.71 £ 2.84,
n=7; Apo 0.67 £ 7.14, n=8, MPG, -10.7 = 1.1, n=5) (ver Figura 1A suplementaria).

-

A O @ O

o o o o
1 1 1 1

Diferencia del control
UA/min/mg peso seco
]
o
1

01 B = ]
-20- = 1
_40-
Ang [l + + + +
Losartan - + - -
Apocinina - - + -
MPG - - - +

Figura 18. Produccion de anién superoxido (O,”) por Ang Il en tejido cardiaco. La Ang Il (1
nmol/L) produjo un aumento de la produccién de O,” que se previno con el bloqueante del
receptor de Ang Il tipo | (AT-1): losartan (1 pymol/L), con el inhibidor de la NAD(P)H oxidasa,
apocinina (0.3 mmol/L), y por el “scavenger” de ERO, MPG (1 mmol/L). *indica P<0.07 vs Ang Il.
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Los resultados obtenidos en cortes de tejido cardiaco ventricular
muestran que el aumento de la produccion de O," inducida por Ang Il es a
través del receptor AT1, proviene de la actividad de la Nox y se elimina con

el “scavenger” MPG.

4.2.Produccion de O,=por Ang |l en tejido cardiaco: rol autocrino de ET-1

Como ya se menciond, muchos de los efectos de la Ang Il son atribuidos a la
formacion/ liberacion de ET-1, la cual mediante una accién autécrina/paracrina
produce su efecto [155-157]. Al respecto, nuestro laboratorio demostré que el
efecto inotropico positivo inducido por Ang Il 1 nmol/L, concentracién que esta
dentro del rango fisiologico detectado en el intersticio [18], es mediado
completamente por la liberacion de ET-1 enddgena y que dicho efecto sobre la
contractilidad de miocitos cardiacos esta mediado por las ERO [44].

La Figura 19 muestra los resultados obtenidos en cortes de tejido
ventricular. La producciéon de O, inducida por Ang Il se suprime con el inhibidor
no especifico (TAK044, 5 ymol/L, 8.88 t+ 4.08, n=7) y especifico del receptor ETa
(BQ123, 10 ymol/L, 10.93 £ 8.15, n= 8).

La produccion basal no se afecté con TAK044 (8.9 + 4, n=7) y BQ123 (10.9
t 8.2, n=8) (Figura 1 suplementaria).
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Figura 19. Produccion de anion superoxido (O,") en tejido cardiaco por Ang Il: accién autdcrina
de ET-1. El aumento de la produccion de superoxido por Ang Il (1 nmol/L) se previno con el
bloqueo de receptores de ET-1: selectivo con BQ123 (bloqueante de ET,) y no selectivo con
TAKO044 (bloqueante de ET, y ETg). *indica P<0.01 vs Ang IlI.

Los resultados obtenidos en cortes de tejido cardiaco, muestran que
la produccion de O," por Ang Il (1 nmol/L) se produce por la liberacion de

ET-1 endbégena y a través de los receptores ET 4.

4.3. Produccion de O,=por ET-1 en tejido cardiaco

Bajo las mismas condiciones experimentales que con Ang Il, se examinoé el
efecto de la ET-1, un agonista que, al igual que Ang Il, actua a través de su
receptor acoplado a proteina Gq y también se ha demostrado que activa a la Nox
[158]

En presencia de ET-1 se observé un aumento de la produccion de O,”
(105.2 + 19.3, n=11) que se suprimid con el bloqueo inespecifico (TAK044 5
pmol/L, -12.9 £ 7.18, n=6) y especifico de receptores ET A (BQ123 10 umol/L,-10.2
1 8.49, n=6) y con el inhibidor de la Nox (Apocinina, 0.3 mmol/L, 29.5 + 21.2, n=4)
(Figura 20).
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Figura 20. Produccion de anion superdxido (O,") en tejido cardiaco por ET-1. El aumento de la
produccién de superoxido por ET-1 (5 nmol/L), se previno con el bloqueo selectivo de receptores
de ET-1 con BQ123 (s6lo bloquea ET,, 10 umol/L) y no selectivo con TAKO44 (bloquea a ETA y
ETg, 5 umol/L) y con el inhibidor de la Nox, apocinina (0.3 mmol/L). *indica P<0.01 vs ET-1.

Estos resultados confirman que la produccion de O, inducida por
Ang I, esta mediada por la liberacion de ET-1 enddgena, la cual a través de
la estimulacion de los receptores ET,, estimula a la Nox, siendo ésta enzima
la unica fuente productora de O," en nuestro modelo experimental, ya que
apocinina abolié6 completamente el aumento inducido por Ang Il y ET-1 en

tejido cardiaco.

4.4, Participacion de la mitocondria en la produccién de O»~ inducida por ET-
1

Para determinar si la produccion de O™ por activacion de la Nox induce la
produccion de O," desde la mitocondria por el mecanismo denominado “/iberacién

de ERO inducida por ERO”, se estudio el efecto de la inhibicién de la apertura de
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los canales de K* mitocondriales dependientes de ATP (mitoKatp) sobre la
produccién de O," inducida por ET-1.

En la Figura 21 se muestra que el bloqueo inespecifico con glibenclamida
(Glib, 50 umol/L) y especifico con el acido 5- hidroxidecanoico (5-HD, 100 umol/L)
de los mitoKatp inhibe el aumento de la produccién de O," inducida por ET-1 en
tejido cardiaco (Glib 15.3 + 15.9, n=6y 5-HD 20.9 + 7.9, n=5, P<0.05 vs ET-1).

200-
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L ET1 | + + +
Glib - +
5-HD - - +

Figura 21. Produccion de anion superoxido (O,”) en tejido cardiaco por ET-1: mecanismo de
“liberacion de ERO inducido por ERO”. El aumento de la producciéon de O," inducido por ET-1 (5
nmol/L), se previno con el bloqueo selectivo con 5-HD (100 pumol/L) y no selectivo con
glibenclamida (Glib, 50 umol/L) de los canales mito Karp. *indica P<0.05 vs ET-1.

Los resultados muestran que la produccién de O," inducida por Ang Il/

ET-1 es de origen mitocondrial y dependiente de la Nox.

4.5. Produccién de O>= por ET-1 en miocitos cardiacos

Los resultados obtenidos en preparaciones cardiacas multicelulares (cortes
de tejido) se confirmaron en cardiomiocitos aislados de gato, para descartar la
respuesta de otros tipos celulares del miocardio como células endoteliales, células
musculares lisas vasculares y fibroblastos.

En la Figura 22 se muestra que ET-1 0.4 nmol/L aumenté la produccion de
0, (216 + 42, n=12 UA/min/10° células). Dicho aumento se anulé por inhibicién

de la Nox con apocinina (0.3 mmol/L, -77 £ 55, n=13), por el “scavenger” de ERO,

46



Resultados

MPG (2 mmol/L, -130 £ 74, n=12) y por el bloqueo de los mitoKatp (Glib 50 umol/L
57 + 52 n=20 y 5-HD 100 umol/L, 55 + 67, n=15).

La produccién basal no se afectd con las drogas usadas (apocinina 54 + 39,
n=18; MPG -137 £ 80, n=10; Glib, 21 + 55, n=6 y 5-HD, 6 * 45, n=8) (Figura 1
Suplementaria).
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Gib | - % . + z |

5-HD . . . - +

Figura 22. Produccion de anién superdxido (O, ™) por ET-1 en cardiomiocitos aislados. El aumento
de la produccion de O, por ET-1 (0.4 nmol/L), se previno con el bloqueo de la Nox con apocinina
(0.3 mmol/L), con el “scavenger” de ERO, MPG (2 mmol/L) y con el bloqueo selectivo con 5-HD
(100 umol/L) y no selectivo con glibenclamida (Glib, 50 umol/L) de los canales mitoKarp. * indica
P<0.05 vs ET-1.

4.6. Fosforilacion de ERK1/2 v p90RSK inducida por Ang Il

Existen evidencias de que las ERO pueden actuar como segundos
mensajeros activando vias de sefiales intracelulares mediadas por proteinas
quinasas entre las que se encuentra las familia de las MAPKs [55, 56, 159]. Por lo
tanto, se estudid el efecto de la Ang Il sobre la fosforilacion de ERK1/2 y p90RSX,
Los resultados muestran que la Ang Il 1 nmol/L, produjo un aumento significativo
de la fosforilacion de dichas quinasas, que se cancel6 inhibiendo los receptores

AT1 con losartan (1 pmol/L), la Nox con apocinina (300 umol/L), las ERO con
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MPG (2 mmol/L), y los mitoKate con 5-HD (100 umol/L), y glibenclamida (Glib 50
pumol/L) (Figura 23).
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Figura 23. Fosforilacion de ERK1/2 y p90~* inducida por Ang II. La Ang Il (1 nmol/L) produjo un
aumento de la fosforilacion de ERK1/2 (A) y p90~¥ (B) en miocitos ventriculares aislados, que se
previno con losartan (1 pmol/L), MPG (2 mmol/L), apocinina (300 ymol/L), 5-HD (100 umol/L) y
glibenclamida (Glib, 50 pumol/L). No se observaron cambios en ERK1/2 y p90~** total.* indica
P<0.05 vs todos los grupos.
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Estas evidencias demuestran que el aumento de O," producido en
respuesta a la accion de Ang Il a la dosis usada en nuestros experimentos es a
través de los receptores AT1 y conduce a la activacion de las quinasas ERK1/2 y
pgoRSK_

La activacion de estas quinasas requiere de la liberacion/ produccion

de O," mitocondrial dependiente de la actividad de la Nox.

4.7. Actividad del NHE-1 cuando se inhibe la PDE5A

4.7.1. Efecto de SIL sobre la actividad del NHE-1 inducida por acidosis

sostenida

Como se sefald en la introduccion, entre los mecanismos que activan al
NHE-1, se encuentran la acidosis intracelular, a través de la interaccién de los H”
con el sitio alostérico. En presencia de una acidosis sostenida se activa un
mecanismo adicional, por el cual la fosforilacidon del extremo citoplasmatico regula
el sitio alostérico. Al respecto, se demostré previamente que la acidosis sostenida
(de 3 a 6 min) aumenta la actividad del NHE-1 a través de su fosforilacion
mediada por ERK1/2 y p90~sK[110].

A continuacion se describe el efecto de inhibir la PDESA con sildenafil en
un modelo de acidosis sostenida. La Figura 24 muestra que el sildenafil
disminuyo significativamente el aumento de actividad del NHE-1 inducida por la
acidosis sostenida durante 5 min (SIL 3.3 + 0.58, n=4 vs control 6.97 + 0.43, n=9,

P<0.01 vs control).
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Figura 24. Actividad del NHE-1 inducida por acidosis sostenida con inhibicién de la PDESA. A.
Representacion esquematica de la actividad del NHE-1 como eflujo de H' (Ji:) en un medio sin
bicarbonato a diferentes valores de pH;. Se observd una disminucion de la actividad del NHE-1,
inducida por acidosis sostenida durante 5 min con HEPES libre de Na®, por inhibicion de la PDE5A
con sildenafil (SIL 1 pmol/L). B. A pH; 6.8, la actividad del NHE-1 disminuyd significativamente

cuando se inhibié la PDES5A con SIL (1 umol/L). *indica P<0.07 vs control.

4.7.2. Efecto de sildenafil sobre el pH; basal

En la Figura 25 se muestra que el sildenafil perfundido 10 min antes del
pulso de NH4Cl (en ausencia de acidosis intracelular) no afectd el pH; basal (SIL
pH; 7.17 + 0.06, n=10 vs control 7.19 + 0.03, n=10). Este resultado se confirmo
empleando otro inhibidor de la PDE5A, el EMD360527/5 0.1 ymol/L (pH; 7.20 +
0.03, n=5 vs control 7.22 + 0.03, n=5).
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Figura 25. Efecto de la inhibiciéon de la PDE5A sobre la actividad basal del NHE-1. El pH; basal no
se modificé por la inhibiciéon de PDE5A con sildenafil (SIL).

Los resultados demuestran que sildenafil inhibe la actividad del NHE-1
en presencia de acidosis intracelular sin afectar su actividad en condiciones

basales.

4 8. Fosforilacion del NHE-1: accién de sildenafil

Para determinar si la disminucion de la actividad del NHE-1 inducida por
sildenafil, se correlaciona con una disminucién de su nivel de fosforilacion, se
estimo la fosforilacion del intercambiador, en las mismas condiciones en las que
se midid su actividad, mediante el uso de un anticuerpo fosfoespecifico que
reconoce la Ser 703 fosforilada del extremo citosodlico del NHE-1, en el sitio de
unién de la proteina chaperona 14-3-3.

En condiciones basales, o sea en ausencia de acidosis intracelular, la
fosforilacion del NHE-1 con sildenafil no fue significativamente diferente al control
(Figura 26). Sin embargo, el sildenafil disminuyo significativamente (~36 %) el
aumento de la fosforilacion del NHE-1 en acidosis intracelular (Control 128 + 9.5,
n=7 vs sildenafil 82 + 11.7, n=7).

Los resultados muestran que la disminucion de la actividad del NHE-1

inducida por la inhibicion de la PDE5A con sildenafil se correlacioné con
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una disminucion de su fosforilacion en condiciones de acidosis intracelular

sostenida.
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Figura 26. Fosforilacién del NHE-1 inducida por acidosis sostenida: efecto de la inhibicion de la
PDESA. La fosforilacién del NHE-1 se estimé usando un anticuerpo contra el sitio fosforilado (Ser
703) al cual se une la proteina chaperona 14-3-3. La acidosis intracelular sostenida durante 5 min
con 0 Na* se acompafié de un aumento de la fosforilacion del NHE-1 en la Ser 703. Este efecto se
previno por la inhibicion de la PDE5SA con SIL (1 umol/L).* indica P<0.05 vs todos los grupos.

4 .9.Fosforilacion de las quinasas ERK1/2 y p90ﬁ cuando se inhibe a la
PDESA

Para estudiar si la disminucion de la fosforilacién del NHE-1 por sildenafil se
debe al efecto sobre ERK1/2 y p90~°K se estudié el efecto de sildenafil sobre la
fosforilacion de estas quinasas.

En la Figura 27 se muestra que la acidosis intracelular sostenida produjo un
aumento de los niveles de fosforilacién de las quinasas ERK1/2 y p90™s¢ (189 +
23, n=11y 187 + 17, n=11, respectivamente). El sildenafil no tuvo efecto sobre la
fosforilacion de ERK1/2 y p90~SK en ausencia y presencia de acidosis sostenida
(en acidosis ERK1/2 187 + 31, n=7 y p90~°¢ 201 + 30, n=8).
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Figura 27. Fosforilacion de ERK1/2 y pQORSK inducida por acidosis intracelular: efecto de inhibicién
de PDE5A. Los cardiomiocitos se sometieron a acidosis sostenida con buffer HEPES libre de Na*
durante 5 min en presencia/ ausencia de sildenafil (1 umol/L). La activacién de estas quinasas se
determind por inmunoblot con anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas. EI aumento
de la fosforilacién de las quinasas inducido por la acidosis no se previno con SIL. * indica P<0.05
vs todos los grupos.

La inhibicion de la PDE5A con sildenafil produce una disminucion de la
fosforilacion del NHE-1 por un mecanismo que no involucra una

disminucién de la fosforilaciéon de las quinasas ERK1/2 y p90~X.

4.10. Inhibicién de fosfatasas sobre la actividad del NHE-1 cuando se
inhibe a la PDE5SA

Para determinar si las proteinas fosfatasas 1y 2 (PP1 y PP2A) median el
efecto de sildenafil, se investigd el efecto de inhibicién de estas enzimas sobre la
actividad del NHE-1 inducida por acidosis sostenida. La dosis de acido okadaico
100 nmol/L, que inhibe a PP1 y a PP2A, revirtio el efecto de sildenafil (6.77 +
0.82, n=6, P<0.05 vs SIL), mientras que el acido okadaico a la dosis de 1 nmol/L,

que inhibe sélo a PP2A, no bloqued el efecto de sildenafil (3.86 + 1, n=4 P<0.05
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vs todos los grupos) (Figura 28). Las curvas de Jy:. vs pH; en presencia de
inhibicion de las fosfatasas se muestra en la Figura 2 suplementaria. Endothall
100 pmol/L (inhibidor especifico de PP2A) no revirtio la accion de sildenafil sobre
el NHE-1 (1.74 £ 0.93, n=16, P<0.05 vs todos los grupos) (Figura 28).

Ju+ (mmol/L/min)
T

(6) (6) (4) (16)

Sildenafil + - + +

Ac. Okadaico 5 -
{100 nmol/L
Ac. Okadaico
1 nmol/L
Endothall = - - +

Figura 28. Efecto de sildenafil sobre la actividad del NHE-1 bajo inhibicion de proteinas fosfatasas.
El efecto inhibitorio de sildenafil sobre la actividad del NHE-1 se estudié durante la recuperacién
de una acidosis sostenida en presencia de un inhibidor de fosfatasas, el acido okadaico. La
actividad del NHE-1 aumenté significativamente cuando se inhibi6 a PP1 y PP2A con acido
okadaico 100 nmol/L. La inhibicion selectiva de PP2A con acido okadaico 1 nmol/L y especifica
con endothall 100 umol/L no previno el efecto de SIL sobre la actividad del NHE-1. * indica P<0.01
vs todos los grupos.

La disminucién de la actividad del NHE-1 inducida por inhibicion de la

PDES5A involucra la activacion de la proteina fosfatasa PP1.
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4 11. Inhibicidn de fosfatasas sobre la fosforilacién del NHE-1 cuando se
inhibe a la PDESA

El efecto de inhibicion de las fosfatasas PP1 y PP2A, sobre la accion de
sildenafil, también se estudié sobre la fosforilacion del NHE-1 (Figura 29). La
disminucién de la fosforilacion del NHE-1, inducida por sildenafil, se previno por
inhibicion de las proteinas fosfatasas PP1 y PP2A con OKA 100 nmol/L, mientras
que la inhibicién de PP2A con OKA 1 nmol/L, no previno este efecto (OKA 100,
nmol/L, 129 + 17, n=6, OKA 1 nmol/L, 89.6 + 9, n=6 vs SIL 82 + 11.7, n=7, P<0.05
vs todos los grupos).
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-
o
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Figura 29. Fosforilacién del NHE-1 bajo inhibicién de proteinas fosfatasas. La inhibicién de la
PDESA con sildenafil produjo una disminucion de la fosforilacion del NHE-1, estimada con un
anticuerpo contra el sitio fosforilado (Ser 703) de unién de la proteina 14-3-3. Este efecto de
previno con la inhibicion de PP1 y PP2A con acido okadaico 100 nmol/L. Sin embargo, cuando se
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inhibié a PP2A con acido okadaico 1 nmol/L, no se previno el efecto de sildenafil. *P<0.05 vs todos
los grupos.

La inhibiciéon de la PDE5A con sildenafil, produce una disminucion de
la actividad del NHE-1 inducida por acidosis sostenida, debido a una

desfosforilacion mediada por la activacion de la PP1.
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5. CONCLUSIONES Y DISCUSION

En la primera parte de este estudio se analizé el mecanismo por el cual la
Ang Il y la ET-1 aumentan la produccion de O," en tejido cardiaco y en
cardiomiocitos aislados.

Durante varios afios se relacionaron a las ERO con sus efectos deletéreos, ya
que a altas concentraciones producen dafio por estrés oxidativo. Sin embargo, en
numerosos trabajos se demostré que concentraciones de ERO subletales (0.05-
0.07 pmol/L), pueden actuar como transductores de sefiales a través de la
regulacion de la actividad de proteinas quinasas que participan en la induccién de
sefales intracelulares [77, 160].

Como ya mencionamos en la introduccién, en miocitos cardiacos se
expresa principalmente la isoforma Nox2 de la NAD(P)H oxidasa. Recientemente
Ago y colaboradores demostraron en mitocondria de cardiomiocitos de ratén la
existencia de la Nox4, que se colocaliza con el complejo V de la CTE y sugieren
que su actividad es constitutiva, ya que a diferencia de la Nox2 no requiere de los
factores citosélicos p47°"%%, p67°"°* y Rac GTPasa para su activacion [161]. Por lo
tanto, se podria descartar la participacion de la Nox4 en la produccion de O;”
presentada en nuestro modelo experimental, debido a que la apocinina inhibe a la
Nox2 a través de la oxidacion de los grupos SH de la subunidad p47°"* [162]. Por
otra parte, otros autores sugieren que concentraciones de apocinina mayores a
las utilizadas en este estudio, podrian inhibir también a la Nox4 [163-165].

Las evidencias presentadas en este estudio demuestran que una
concentracion fisiolégica de Ang Il (1 nmol/L), que coincide con lo detectado en el
espacio intersticial del corazén [18], aumenta la produccién de O," en tejido
cardiaco de gato. Dicho aumento es dependiente de la actividad de la Nox pues
se suprime con apocinina (Figura 18). Ademas, la produccién de O, proviene de
la formacion/liberacion de ET-1 pues se elimina completamente con el bloqueo de
los receptores ETa de la ET-1 (Figura 19). Estos resultados obtenidos determinan
que la produccién de O, inducida por la Ang Il estd de acuerdo con evidencias

previas de estudios realizados en nuestro laboratorio donde se demostré que el
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efecto inotrépico positivo de la Ang Il en miocitos cardiacos aislados se produjo a
través de la ET-1, lo cual lleva a la activacion del NHE-1 promoviendo a su vez el
aumento de calcio intracelular a través del intercambiador Na‘/Ca®* (NCX)
trabajando en su modo reverso (NCX).. En el mismo trabajo se observé que en
dicha serie de eventos participan las ERO y se demostré la presencia de pre-
proET-1, ET-1 grande y ET-1 en miocitos cardiacos de gato [44].

Los resultados presentados en nuestro estudio demuestran ademas que la
produccién de O™ por accion de Ang Il y ET-1 en cortes de tejido cardiaco y por
ET-1 en miocitos aislados se suprimié con el bloqueo de los mitoKatp (Figura 20
y 21). Estos resultados muestran que la Ang Il, actuando a través de la liberacion
de ET-1 enddgena activa la Nox2 que, al producir cierta cantidad de O,", induce
la apertura de los mitoKatp Yy, e€n consecuencia, promueve la generacion de
cantidades mayores de O," por la mitocondria, mediante el mecanismo propuesto
por otros autores de “liberacion de ERO inducida por ERO” (Figura 30). Mas aun,
también se demostrd que la Ang Il produce un aumento de la fosforilacion de las

quinasas ERK1/2 y p90RsK

, que se abolié inhibiendo a los receptores AT1, la Nox,
los mitoKatp y por el “scavenger” de las ERO (Figura 23). Esto sugiere que las
ERO que provienen de la mitocondria inducidas por las ERO producidas por la
Nox2 actuan como segundos mensajeros, ya que participan en la activacién de
las quinasas ERK1/2 vy p90RSK. Ademas, otros autores demostraron que otro
integrante de las ERO, el H,0,, activa a la ERK1/2 y p90~sX [54-56].

En las condiciones de nuestro estudio, no se observé la produccion de O,™
producto de la activacion de la Nox2 cuando se bloqued la apertura de los
mitoKatp con glibenclamida y 5-HD (o sea la mencionada produccion de ERO
mitocondriales). Esto podria explicarse por lo siguiente:

1) La produccion de O," por la Nox2 es muy rapida, y la sefal
quimioluminiscente registrada en este protocolo de estudio es luego de 30 min (en
cortes de tejido) o 15 min (en miocitos aislados) de incubacién en presencia de
Ang Il y/o ET-1.

2) La produccién es muy pequena, quedando por debajo del umbral de

deteccion por el método utilizado para medir O,™.
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Al respecto, Griendling y colaboradores estudiaron la cinética de
producciéon de O," en respuesta a la Ang Il en células musculares lisas
vasculares. Ellos determinaron que la produccion de O,™ por Ang |l es bifasica, ya
que se produjo un aumento rapido a los 30 seg., que bajé al minuto, y luego
aumento hasta alcanzar un maximo a los 30 min. Sin embargo, estos autores no
implicaron a la mitocondria como fuente de ERO mas tardia [76].

3) Oftra consideracién puede ser que el O," producido por la Nox sea
dismutado inmediatamente a H,O, por la Cu-ZnSOD y esta especie no radical
seria la responsable de la apertura de los mitoKarp promoviendo la liberacion de
O," detectado por la lucigenina.

Por otra parte, los estudios relacionados con el mecanismo por el cual el
O," sale de la mitocondria (ya que es impermeable a la membrana interna
mitocondrial) sugieren que es a través del poro de transicion mitocondrial (MPT)
[85]. EI MPT es un poro de gran conductancia que permite el pasaje no selectivo
de solutos mayores a ~1500 Da. También se implicaron como via de salida del
O," a los canales anidnicos de la membrana interna mitocondrial (IMAC) [82]. Al
respecto, en estudios realizados en nuestro laboratorio se demostrd que el
aumento de la produccién de O," en respuesta a la Ang Il se suprimié bloqueando
el MPT con ciclosporina A [166] (Figura 30).
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Figura 30. Mecanismo de sefializacion propuesto por el cual el anion superoxido (O,”) actua
como transductor de la sefial inducida por Ang Il (1 nmol/L). La estimulacion de los receptores AT1
por Ang Il (1), produce la liberacion de ET-1 enddgena, la cual a través de la estimulaciéon de
receptores de ET, (2) produce la activacion de la Nox (3). EI O," generado por esta enzima
estimula la produccién de O, desde la mitocondria (4), a través de la apertura de los mitoKarp,
que activa a las quinasas ERK1/2 y p907°K (5).

Como ya se mencionara, las ERO promueven sefales intracelulares que
activan al NHE-1 el cual a través del NCX,e, puede inducir hipertrofia cardiaca. Al
respecto, en la segunda parte de este estudio se analizé el mecanismo por el cual
la inhibicién de la PDESA inhibe la actividad del NHE-1.

El NHE-1 es regulado primariamente por la concentracion de H* intracelular.
En condiciones fisiolégicas a pH; ~7.2 tiene actividad muy baja, mientras que en
acidosis intracelular su actividad aumenta por la interaccion de los H* con el sitio
alostérico del dominio transmembrana. Otro mecanismo de regulacion de la
actividad del NHE-1 se produce a través de modificaciones post-transduccionales
como fosforilacion e interaccidn con proteinas regulatorias del extremo
citoplasmatico, que alteran la interaccion de los H* con el sitio alostérico bajo
diferentes estimulos como el estiramiento del miocardio, estimulacién con
neurohormonas, las ERO, o por el aumento del tiempo de la acidosis intracelular
[54, 55, 62, 109, 110].

60



Conclusiones y discusion

Recientemente se ha propuesto que la inhibicién de la enzima PDESA con
sildenafil tiene efecto beneficioso en la insuficiencia cardiaca [133, 138]. En los
ultimos afios surgieron evidencias del efecto cardioprotector de esta droga contra
el remodelamiento del miocardio después del infarto inducido por sobrecarga de
presion, y contra el dafio inducido por isquemia-reperfusion [117, 138, 140].

El presente estudio confirma las evidencias recientes de nuestro laboratorio
que demostraron que el efecto cardioprotector de sildenafil esta relacionado con
la inhibicion del NHE-1 [117].

Nuestros resultados mostraron que:

1) la inhibicion de la PDESA con sildenafil regula negativamente la
actividad del NHE-1 luego de una carga acida sostenida por 5 minutos (EI SIL
disminuy6 52% la actividad del NHE-1 respecto al Control a pH; 6.8) (Figura 24).

2) La inhibicion de PDES5A con sildenafil y EMD360527/5 (inhibidores
estructuralmente distintos) no tuvo efecto sobre la actividad basal del NHE-1
(Figura 25), lo que indica que es necesaria la activacion de una via de
sefnalizacion durante la acidosis intracelular para la accion inhibitoria del sildenafil.
Esto se correlaciona con lo propuesto por Maekawa y colaboradores, quienes
establecieron que las estrategias terapéuticas de inhibicion del NHE-1 se deben
enfocar en el bloqueo de su activacion preservando la funcién basal [154].

3) La inhibicion de la actividad del NHE-1 por sildenafil se debe a la
desfosforilacion del sitio Ser 703 presente en la cola citoplasmatica mediada por
la activacion de PP1 (Figura, 28 y 29). Pérez y colaboradores demostraron que la
accioén del sildenafil es a través de la PKG [117], esto sugiere que la activacion de
PP1 es dependiente de dicha quinasa. En este modelo de cardiomiocitos
aislados, el efecto de sildenafil sobre el NHE-1 se debe a la activacion de PP1,
mientras que no tuvo efecto sobre las quinasas ERK1/2 y p90~¥ (Figura 27).

Los resultados sugieren que sildenafil produce su efecto sobre el NHE-1, a
través de la activacién de PP1 (Figura 31), la cual al desfosforilarlo produce una
disminucién de la sensibilidad del NHE-1 por los H* [109].

Recientemente se ha demostrado que las fosfatasas estudiadas en esta

tesis regulan la actividad del NHE-1. En ensayos in vitro, se demostré que PP1
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desfosforila completamente la cola citoplasmatica del NHE-1 [153], y ademas se
ha demostrado que esta asociada fisicamente con el NHE-1 [167].

Nuestros resultados muestran que durante la acidosis la fosforilacién de
ERK1/2 y p90~SK no se modifico por la accion del sildenafil. Contrariamente a los
resultados de esta tesis, en trabajos recientes se demostré que las quinasas
ERK1/2 y p90~S¥ son los mediadores “downstream” de la cascada iniciada por
GMP.-PKG inducida por sildenafil. Takimoto y coautores demostraron que la
inhibicion del catabolismo del GMP. con sildenafil suprime la hipertrofia por
sobrecarga de presion de cardiomiocitos de rata de neonato y mejora la funcién
contractil de corazones de ratones sometidos a constriccién aortica. Sugieren que
la inhibicion de PDE5SA desactiva vias de senalizacion hipertréficas a través de la
inhibicion de las quinasas PI3K/Akt y ERK1/2 [138].

Recientemente, Das y coautores demostraron que el efecto cardioprotector
de sildenafil se debe a la activacion de ERK1/2 dependiente de PKG en
corazones de ratones inyectados con sildenafill 24 hs antes de un protocolo de I/R
[140]. Ellos proponen que la PKG activa a ERK1/2, la cual mediante la apertura de
los mitoKarp dependiente de la fosforilacion de GSK3B y activacion de
eNOS/INOS produce cardioprotecciéon contra el dafio por isquemia-reperfusion.

Sin embargo, en ambos trabajos la accién protectora de sildenafil sobre el
remodelamiento del miocardio no se vincula con la inhibicion del NHE-1.

Si bien se pudo establecer que PP1 se activa con sildenafil y que es la
responsable de la desfosforilacidon del sitio Ser 703 del NHE-1, no se determind si
la PKG tiene un efecto directo sobre PP1, o si estan involucradas en este
mecanismo proteinas accesorias. Recientemente se propuso que el efecto
cardioprotector de sildenafil en ratones con sobrecarga de presién es a través de
la activacion del regulador de la proteina G de sefializacion 2 (RGS2) dependiente
de la PKG [168].

Por otra parte, se debe considerar la posibilidad de que sildenafil tenga
efecto sobre otros sitios del NHE-1, ademas de la Ser 703. Recientemente,

Coccaro demostré que la acidosis intracelular sostenida y fenilefrina, que actua a
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través de RAPGq, activan a ERK1/2 y ésta fosforila el sitio Ser 770 y Ser 771 del
NHE-1 [169].

Intracelular

Sildenafil

s
L

ERK1/2

A !

Acidosis intracelular

Figura 31. Mecanismo de senalizacion propuesto por el cual sildenafil (1 ymol/L) en acidosis
intracelular sostenida produce su accién inhibitoria sobre el NHE-1 en cardiomiocitos aislados. La
inhibicion de la PDE5A con sildenafil y EMD360527/5, aumenta el nivel de GMP., que activa a la
PKG. La reversion del efecto de sildenafil sobre la actividad y fosforilacion del NHE-1 con
inhibidores de fosfatasas, demuestra activacion de PP1, la cual al desfosforilar al NHE-1 causa la
reduccioén de su actividad.
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6. APENDICE

Buffer Krebs-HEPES (para lucigenina) en mmol/L: NaCl 118.3; KCI 4.7; CaCl;
1.35; MgSOy4 1.2; KoHPO4 1.0; NaHCO3 25; glucosa 11; HEPES 20 (llevado a pH
7.4 luego de 1.5 h de equilibrio con una mezcla gaseosa de 95% 0,/5% CO; a
37°C).

Buffer HEPES para actividad del NHE-1 y aislamiento de miocitos cardiacos:
composicion en mmol/L: NaCl 146.2; HEPES 10; glucosa 11; KCI 4.69; NaHPO 4
0.35; MgSO4 1.05, 1.35 CaCl; llevado a pH 7.4 con NaOH,

Solucién de calibracion de pH: composicion en mmol/L: 140 KCI, 1 MgCl,, 1
CaCl,, 5 HEPES, 0.001 nigericina, 20 2,3- butanodionamonoxima (BDM),

ajustado con KOH a 4 valores de pH, entre 7.7 a 6.6.

Buffer HEPES libre Na* para interrumpir la actividad del NHE-1, composicion
en mmol/L: 25 HEPES, 4.66 KCI, 1.05 MgSO4, 1.35 CaCl,, 148 N-metil-D-

glucamina, 11 glucosa, llevado a pH 7.4 con HCI 1 N.

Buffer Ringer para el aislamiento de musculos papilares, de la siguiente
composiciéon en mmol/L: 20.2 NaHCO3, 128.3 NaCl, 11 glucosa, 4.5 KCI ; 0.35
NaHPO 4 ; 1.05 MgS0O,,, CaCl, 1.35 equilibrado a pH 7.4 con una mezcla gaseosa
de CO2 5% y 95% de O, .

Buffer de lisis, de la siguiente composicién en mmol/L: 50 Tris-HCI, 5 EGTA, 2
EDTA, 100 FNa, 1 NaVOy4, 0.05% Triton X-100 a pH 7.5
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7. FIGURAS SUPLEMENTARIAS
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Figura 1 Suplementaria. Efecto de diferentes inhibidores sobre la produccién de anién
superoxido (O,") basal en tejido cardiaco (A) y en cardiomiocitos aislados (B). La produccion
de O,  basal no se previno con el bloqueante de los receptores tipo | de Ang Il, (AT-1): losartan
(1 ymol/L), con el inhibidor de la Nox, apocinina (0.3 mmol/L), ni por el removedor de ERO,
MPG (1 mmol/L). Tampoco se previno con el bloqueo de receptores de ET-1: selectivo con
BQ123 (bloqueante de ET,) y no selectivo con TAK044 (bloqueante de ET 5 y ETg). El bloqueo
selectivo con 5-HD (100 umol/L) y no selectivo con glibenclamida (Glib, 50 umol/L) de los
canales de K" dependientes de ATP de la mitocondria (mitoKatp) no afecté la produccion basal.
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Figura 2 Suplementaria. Actividad del NHE-1 como eflujo de H" (Jy+) en un medio sin
bicarbonato a diferentes valores de pH;. La inhibicidon de la actividad del NHE-1 por SIL (1
pmol/L) se revirtid por inhibicion de las fosfatasas con acido okadaico (Oka). La inhibicién de
PP1 y PP2A con Oka 100 nmol/L revirtd el efecto de sildenafil, mientras que la inhibicion de
PP2A con OKa 1 nmol/L no previno el efecto de inhibicion de la PDE5SA con SIL en acidosis
sostenida.
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