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El sistema nervioso simpatico es un regulador fundamental de la funcion cardiaca. La unidn de catecolaminas a receptores B-adrenérgicos (B-AR)
produce un drastico aumento en la frecuencia, contractilidad y relajacion miocardicas. Durante mucho tiempo se considerd que estos efectos se
debian exclusivamente a la activacion de la proteina quinasa A (PKA) mediada por AMPc. A partir de la década del '80, varios laboratorios sugirieron la
participacion de la quinasa dependiente de Ca™ y calmodulina (CaMKII) en la via de sefalizacion B-adrenérgica (1) debido a su activaciéon como
consecuencia del aumento del Ca* intracelular producido por PKA. La CaMKII, como la PKA, promueve la fosforilacion de varias proteinas que regulan
el manejo del Ca* intracelular como los canales de Ca* tipo L (LTCC), el receptor de rianodina (RyR2) y la fosfolamban (PLN). En particular, la
fosforilacion dependiente de CaMKII de PLN (sitio Thr17) puede, a través de la activacion de la bomba de Ca™ (SERCA2a) del reticulo sarcoplasmatico
(RS), contribuir al incremento del contenido de Ca*™ del RS y en consecuencia al aumento del transitorio de Ca*™ y la contractilidad miocardica (efecto
inotropico positivo) (2). Si bien la participacion de CaMKII en situaciones patologicas con tono simpatico aumentado como la insuficiencia cardiaca es
reconocida, el rol que desempena esta via en la respuesta B-adrenérgica en condiciones fisiologicas es cuestionado (3). (Figura 1)
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Se aislaron miocitos de rata (Figura 2) y se cargaron con un indicador fluorescente de Ca™. Los
miocitos se trataron durante distintos tiempos en ausencia y presencia de una concentracion
submaxima del agonista B-adrenérgico, isoproterenol (ISO, 10 nM), con vy sin el agregado de un
inhibidor de CaMKII, KN-93 (3 puM) o de su analogo inactivo KN-92 (5 pM). Se midieron el
acortamiento sarcomeérico (expresado como % longitud en reposo) y la amplitud del transitorio de
Ca** (expresado como relacidon de fluorescencia 380/340). Los corazones aislados (Figura 3) se
perfundieron por la técnica de Langendorff y se trataron con 3 nM ISO en presencia y ausencia de
KN-93. Se midio la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PVI) y la velocidad maxima de
desarrollo de presion (+dP/dt, expresada como % del control). En homogenatos de tejido
ventricular obtenidos de estos corazones se inmunodetecto la fosforilacion de PLN en el sitio Thr17,
sustrato especifico de CaMKII, y en el sitio Ser16, sustrato especifico de PKA .
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Figura 4. Curso en el tiempo del acortamiento sarcomeérico de miocitos tratados en ausencia
(CONTROL) y presenciade 10 nMISO (ISO) (A) ode 10 nMISO en ausencia (ISO) y presenciade 3
HM KN-93 (ISO+KN-93) (B). La contractilidad de miocitos que no recibieron ningun tratamiento, asi como
el efecto inotropico del ISO se conservaron invariables hasta 5 hs (A). La inhibicion de CaMKII produjo una
disminucién progresiva del aumento de contractilidad del ISO que se hizo significativa a partir de los 200 min
(B). Consideramos este tiempo como representativo de una “respuesta tardia”, y seleccionamos las
determinaciones realizadas alrededor de los 20 min como representativas de un “respuesta temprana”. Cada
punto representa el acortamiento de un miocito. Los miocitos se obtuvieron de 3 corazones.
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Figura 5. Amplitud del transitorio de Ca*’(A) y acortamiento sarcomérico (B) de miocitos luego de
20y 200 minutos de tratamiento sin drogas (CONTROL), con 10 nM ISO (ISO), con 10 nM ISO con
el agregado de 5 yM KN-92, analogo inactivo del KN-93 (ISO+KN-92) y con 10 nM ISO con el
agregado de 3 pM KN-93, inhibidor de la CaMKII (ISO+KN-93). A los 20 min, el efecto inotropico
positivo del ISO no se vio afectado por la presencia de KN-92 ni por el KN-93. Sin embargo a los 200 min, los
aumentos del acortamiento y el transitorio de Ca*™ inducidos por ISO, que no se modificaron por la presencia
del analogo inactivo, se anularon con el inhibidor especifico de la CaMKII. Los resultados muestran que ya a
los 200 min de tratamiento con ISO, la CaMKII participa en el sostenimiento de la respuesta contractil al
agonista . n=5-7 miocitos de 4 corazones distintos. *p<0.05 vs CONTROL. #p<0.05 vs ISO.
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Figura 6. Resultados totales de +dP/dt en corazon perfundido en ausencia (CONTROL) y
presencia de 3 nM ISO (A) o en presencia de 3 nM ISO con o sin KN-93 (B). El aumento de
contractilidad inducido por ISO fue maximo a los 3-10 min y comenzo a decaer hacia los 20 min, disminucion
que se hizo significativa respecto al maximo, a partir de los 30 min en presencia de la droga. Estos resultados
indicarian que en el corazon entero el proceso de desensibilizacion de los receptores B aparece antes que en
el miocito aislado. También es mas temprana la contribucion de CaMKII a la contractilidad que resulta
significativa a partir de los 10 min de tratamiento con ISO y se mantiene constante. Consideramos este
tiempo como representativo de una “respuesta tardia”, y seleccionamos las determinaciones realizadas
alrededor de los 3 min como representativas de un “respuesta temprana”. n=3-8 .* p<0.05 vs control, #
p<0,05vs. 3nMISO 3 min.
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Figura 7. Inmunoblot representativo y resultados totales de la fosforilacion de PLN en Thr17 (A)
y en Serl16 (B). Los resultados muestran que durante la respuesta temprana al agente B-adrenérgico (3
min), hay un aumento significativo de la fosforilacion del residuo Ser16 de PLN que decae durante la
"respuesta tardia™ al ISO (40 min). En cambio, la fosforilacion de Thr17 de PLN no es distinta del basal a los 3
min de perfusion con ISO y se incrementa 1,5 veces a los 40 min de perfusion con el agonista B-adrenérgico.
Estos resultados confirman la activacion de CaMKII y su contribucion a la funcion contractil en la "respuesta
tardia" a partir de la fosforilacion de PLN. n=4. *p<0,05 vs ISO 3 minutos.
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® Tanto en miocitos como en corazon ex vivo, la "respuesta contractil temprana” a los agonistas B-adrenérgicos en concentraciones submaximas es independiente de CaMKII mientras que la “respuesta
tardia” es dependiente de la activacion de esta enzima. La discrepancia en los tiempos en los que comienza a ser significativa la participacion de CaMKII en los dos modelos experimentales (200 min
miocitos vs. 10 min corazon aislado) podria atribuirse a las diferentes condiciones de oxigenacion, temperatura y frecuencia de estimulacion a las que son sometidos los preparados.

® Nuestros resultados indican que la CaMKII participa como sostén de la respuesta inotropica positiva tardia de los agonistas B-adrenérgicos y sugieren la fosforilacion de Thr17 de PLN como mecanismo

molecular involucrado.
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