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NOMENCLATURA

[Ca®™] Concentracion de Ca*

+dP/dtméx Maéxima velocidad de desarrollo de presion ventricular izquierda
°C Grados centigrados

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosindifosfato

AEC Acoplamiento éxcito-contractil

Ala Aminoacido alanina

AMPc Adenosin 3’,5’-monofosfato ciclico

ARR Arritmias

ATP Adenosintrifosfato

ATPasa Actividad enzimatica con capacidad de hidrolizar ATP
Ca™ Ion calcio

CaM Calmodulina

CaMK Proteina quinasa dependiente de Ca®" y CaM

CICR Liberaciéon de Ca®" inducida por Ca*

CPA Acido ciclopiazénico

CPVT Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica
CSQ Calsecuestrina

DAD Post-despolarizacion tardia de la membrana plasmatica
DHPR Receptor de dihidropiridinas — canales de Ca*" tipo L
DMSO Dimetilsulfoxido

EAD Post-despolarizacion temprana de la membrana plasmatica
FKBP Proteina de unién de FK506

GMPc Guanidil 3’,5’-monofosfato ciclico

HRC Proteina unidora de Ca®" rica en histidina (Histidine Rich Calcium binding
protein).

/R Isquemia y reperfusion

jRS Reticulo sarcoplasmatico de union (en inglés, Junctional RS)
KCl Cloruro de potasio

Kd Constante de disociacion

kDa Kilodaltons

kHz Kilo Hertz

LVP Latido ventricular prematuro

MF Miofilamento

min Minutos

MLCK Proteina quinasa de la cadena liviana de la miosina
mm Milimetros

mmHg Milimetros de mercurio

mV Milivoltios

Na'/K" ATPasa Bomba de sodio y potasio ATPasa

NaCl Cloruro de sodio

NCX Intercambiador sodio-calcio

nm Nanoémetro

NO Oxido nitrico

(0)3 Oxigeno

PA Potencial de accion

PDVI Presion desarrollada del ventriculo izquierdo

PDFVI Presion diastolica final del ventriculo izquierdo

PFD Presion de fin de diastole

PKA Proteina quinasa dependiente de AMPc

PKC Proteina quinasa C

PKG Proteina quinasa dependiente de GMPc
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PLN Fosfolamban

PLNKO Cepa mutante con ablacion de la PLN

PMCA Bomba de Ca*"ATPasa del sarcolema dependiente de CaM

Po Probabilidad de apertura

PP Fosfatasa

Preisq Periodo preisquémico

PVI Presion de ventriculo izquierdo

ROS Especies reactivas del oxigeno

RS Reticulo sarcoplasmatico

RyR Receptor de rianodina

RyR2 Receptor de rianodina tipo 2

seg Segundos

Ser Aminodcido serina

S2814A Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser*™'* fue reemplazado por alanina)

S2814D Cepa mutante del RyR2 (el sitio Ser’™* fue reemplazado por un residuo
aspartato)

SDKO Cepa doble mutante producto de la cruza de las cepas PLNKO y S2814D.

SERCA2a Bomba de Ca*"ATPasa del reticulosarco (endo) plasmatico tipo 2

t50 0 t1/2 Tiempo hasta la mitad de la relajacion

Thr Aminoécido treonina

Tm Tropomiosina

Tn Troponina

UA Unidades arbitrarias

VI Ventriculo izquierdo

\W Vatio, unidad de potencia

WT Cepa silvestre o control de raton.

nM, uM, mM, M Concentracién nanomolar, micromolar, milimolar, molar
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INTRODUCCION

La disfuncion mecénica y las arritmias son dos hechos caracteristicos de la insuficiencia cardiaca (IC),
una causa principal de morbimortalidad a nivel mundial (Cleland y col., 2002; Mozaffarian y col.,
2007; Benjamin y col.,2017). Actualmente se conoce que el mal manejo del calcio(Ca®") es una causa
principal de esas dos alteraciones tipicas de la IC(Hasenfuss y col., 2002; Pogwizd y col., 2004; Luo y
col., 2013). Es sabido ademas que una fraccion importante de las arritmias ventriculares de la IC se
inician a nivel celular por mecanismos disparados focalmente, tales como las descargas espontaneas y
anormales de Ca®" desde el reticulo sarcoplasmatico (RS), que se propagan como ondas de Ca®’
regenerativas a través de las células cardiacas (Cowling y col., 2013). Las ondas espontaneas de Ca*"
son arritmogénicas debido a que activan corrientes de membrana despolarizantes, fundamentalmente a
través del intercambiador electrogénico Na*/Ca®" (NCX) trabajando en su modo directo (Pogwizd y

col., 2004; Laurita y col., 2008; Luo y col., 2013).

Un aumento de la pérdida de Ca*"por el RS (Ca*'leak) se produce en condiciones en las que la carga
del RS excede un umbral que estd principalmente determinado por el estado particular de los
receptores de rianodina o canales liberadores de Ca’* del RS (RyR2). Por ejemplo, mutaciones
puntuales de los RyR2 hacen que estos canales se vuelvan mds proclives a la pérdida espontanea de
Ca’* por el RS, frente a un estimulo adrenérgico. Los pacientes que padecen esta anomalia hereditaria
exhiben taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica (CPVT), una causa conocida de muerte
subita (Liu y col., 2008). La fosforilacion del RyR2 mediada por la proteina quinasa dependiente de
Ca”"-calmodulina II (CaMKII) en el residuo Ser*™'* del RyR2, se ha asociado con un aumento de la
pérdida de Ca®* por el RS y con arritmogénesis en patologias cardiacas de diferente etiologia (Ai y
col., 2005; Chelu y col., 2009; Gonano y col., 2011; Said y col., 2008, 2011). La CaMKII esta
sobreexpresada y mas activa en la IC y diversas evidencias experimentales indican que la fosforilacion
del RyR2 en el sitio Ser®™'* constituye el principal mecanismo de arritmias en esta enfermedad (Ai y
col., 2005). Estos resultados sugieren un rol crucial de la alteracion de la actividad de los RyR2 en las

. . . 2
arritmias disparadas por Ca”".

En contraste, el efecto de aumentar la recaptura de Ca® por el RS sobre este tipo de eventos es poco
claro y hay preocupacion acerca de si el aumento del mismo, que se conoce como una terapéutica util
para revertir la disminucion de la contractilidad de la IC al menos en animales (Hajjar y col., 2008), es
protector respecto a las arritmias disparadas por Ca*" o si por el contrario, las exacerba. Esta
preocupacion tiene soporte experimental debido a que se han obtenido resultados contradictorios de
los efectos del aumento de la recaptura de Ca*" en distintos tipos de arritmias, en algunos casos
beneficiosos (Davia y col., 2001; del Monte y col., 2004; Prunier y col., 2008;Bai y col., 2013) y en

otros perjudiciales(Lukyanenko y col., 1999; Landgraf y col., 2004; Stokke y col., 2010; Liu y col.,
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2015). Estos datos indican que el efecto del aumento dela recaptura de Ca®" por el RS sobre las
arritmias disparadas por Ca®" no es claro y que se necesitan estudios orientados a esclarecer este efecto

y la causa de las discordancias previas.

El presente Trabajo de Tesis se propone estudiar el efecto del aumento de la recaptura de Ca*" por el
RS cardiaco sobre la propension a arritmias por estrés y por reperfusion que produce la fosforilacion

mediada por CaMKII del sitio Ser*®'* del RyR2.

A manera de introduccidon y para una mejor comprension del tema y de los conceptos vertidos
precedentemente, explicaremos en primer lugar, los diferentes pasos y procesos que forman parte del
acoplamiento excito-contractil (AEC) en el musculo cardiaco. Luego se detallara la funcion de las
proteinas que intervienen en el AEC y su regulacion. Por ultimo se describira la generacion de
arritmias en el corazon, especificamente las que ocurren por estrés y durante la reperfusion luego de

un periodo de isquemia.
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I. ACOPLAMIENTO EXCITO-CONTRACTIL

Se denomina ““acoplamiento éxcito-contractil” (AEC) al conjunto de eventos que comienzan con la
despolarizacion de la membrana plasmatica luego del estimulo y que dan por resultado el aumento de
Ca”"citoplasmatico y consecuentemente la contraccion muscular. El Ca*"cumple un papel de conexion
o acoplamiento entre los eventos a nivel de la membrana plasmatica y la contraccién muscular, que

ocurre a nivel de los miofilamentos, en el interior de la célula.

1. EVENTOS A NIVEL DE LA MEMBRANA CELULAR: EL POTENCIAL DE ACCION

El evento que inicia el AEC es el potencial de accion (PA). El PA es una onda del potencial de
membrana (E,) determinada por una compleja interaccion de diferentes canales idnicos y
transportadores. El PA influye sobre la actividad de los canales i6nicos y transportadores y determina

., . . 2
la generacion del transitorio de Ca*".

El latido cardiaco normal se inicia en el nddulo sinoauricular (SA), debido a que estas células poseen
la propiedad de automatismo, es decir son capaces de autoestimularse porque su membrana plasmatica
se despolariza espontaneamente hasta llegar al umbral de excitabilidad. Las células del SA estan mas
despolarizadas en reposo y tienen ademds una mayor velocidad de despolarizacion diastolica con
respecto a otras células del sistema de conduccion cardiaco, de ahi su funcién de marcapaso principal.
El potencial de accion se propaga por las paredes auriculares a través de haces preferenciales al
nédulo auriculoventricular y desde alli, luego de un retraso fisiologico, a la red de Purkinje ventricular
a través del haz de His (Figura 1). Si bien el PA es heterogéneo, es decir varia en las diferentes
regiones del corazon, e incluso a través de la pared del ventriculo (transmural), describiremos aqui

solo el PA de los miocitos ventriculares y las corrientes que lo determinan.
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Figura 1. Esquema del sistema de conduccion del corazon.l, nodulo sinoauricular, 2, nodulo
auriculoventricular, 3, Haz de His, 4, rama derecha del haz de His, 5, division posterior de la rama
izquierda del haz de His; 6, division anterior de la rama izquierda del haz de His; VCS, vena cava
superior, VCI, vena cava inferior, AD y Al: auricula derecha y auricula izquierda respectivamente,
VD y VI: ventriculo derecho y ventriculo izquierdo respectivamente (Tomado deCingolani y Houssay,
Cap 21., 2002).

1.1. POTENCIAL DE ACCION DE LAS CELULAS VENTRICULARES

En la Figura 2 se muestra un esquema de un PA ventricular, que puede dividirse en 5 fases. La fase 4
corresponde al potencial de membrana en ausencia de actividad eléctrica (PR, potencial de reposo). La
fase 0, denominada despolarizacion rapida, desplaza el E,, a valores positivos entre +15-25 mV; ésta
es seguida por una corta repolarizacion rapida temprana, la fase I, que retorna el potencial de
membrana a valores cercanos a 0. Luego tiene lugar la fase 2 o meseta que ocupa el 70% de la
duracion del PA y es caracteristica del PA cardiaco ventricular. A continuacion, la fase 3 es una

repolarizacion rapida que retorna el potencial de membrana al valor del potencial de reposo.
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Figura 2. Potencial de accion ventricular(Tomado deCingolani y Houssay, Cap 21., 2002).
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Existen ciertos factores caracteristicos en estas fases que son las que determinan las propiedades del
miocardio. La velocidad de despolarizacion de la fase 0 cumple un rol fundamental en la conduccion.
La duracion de la fase 2 regula la entrada de Ca®™, factor clave en el AEC y es responsable de que
durante este periodo el miocardio no pueda contraerse tetdnicamente si recibe una frecuencia muy

elevada de estimulos, porque durante este periodo la célula se encuentra en periodo refractario.

En la Figura 3se muestran los movimientos idnicos responsables de las diferentes fases.

Fase 4 (PR): Corriente de potasio con rectificacion hacia adentro (Iy;).
Fase 0: Corriente de sodio (Iy,).

Fase I: Corriente transitoria hacia afuera (I,). Se debe principalmente al egreso de K*. También a un
ingreso de CI".

Fase 2: Corriente de Ca®" (I¢,).

Fase 3. Corriente tardia de potasio (Ix)

L
Fase 1 Fase 2
lc,
K ‘
Fase 3
Ik

Fase 0 K

Figura 3.Principales flujos ionicos que determinan las fases del PA (Modificado deCingolani y
Houssay, Cap 21., 2002).

Existe una relacion entre el electrocardiograma, ECG y el PA. En Figura 4se muestra un esquema de

ello.

La onda P del ECG se corresponde a la actividad auricular y el complejo QRS, el segmento ST y la
onda T corresponden a la actividad ventricular. El complejo QRS se corresponde con la fase 0 del PA,
el segmento ST a la fase 2, y la onda T a la repolarizacion tardia, fase 3. Se debe tener en cuenta que
la relacion entre los eventos eléctricos en las células ventriculares y las diferencias de potencial
registradas sobre la superficie corporal son mas complejas que lo que se ha expuesto mas arriba y esto
es debido a que el complejo QRS y la onda T representan el promedio de todos los PA de los millones

de células ventriculares que se despolarizan durante el periodo en el que el PA se propaga a través de
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los ventriculos. A pesar de esto, el intervalo QT ofrece un indice aproximado de la duracion del

PA(Cingolani y Houssay, 2002).

:5 Meseta
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Figura 4. Correspondencia temporal entre el PA ventricular y el ECG (Modificado deCingolani y
Houssay, Cap 21., 2002).

1.2. ESTRUCTURAS Y PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL AEC

Debido al rol fundamental del Ca*"en el AEC se enumeraran y detallaran sucintamente las principales

. .. 2
estructuras relacionadas a los movimientos de Ca*".

1.2.1.Sarcolema

Se denomina sarcolema a la membrana externa que rodea las células musculares. Por fuera del
sarcolema se encuentra la membrana basal o glicocalix que es una cubierta formada por glicoproteinas
y mucopolisacaridos. El sarcolema presenta invaginaciones que penetran en el interior de la célula: los

tubulos transversales o tubulos T que se describiran mas adelante.

El complejo sarcolema-glicocélix tiene un gran numero de sitios con carga negativa (debido a los
mucopolisacaridos acidos, aminoacidos acidos y fosfolipidos que lo componen), que poseen una gran
afinidad por el Ca®". Este entra a la célula fundamentalmente por los canales de Ca*" tipo L de la
membrana plasmatica (se describen més adelante). En determinadas circunstancias, el Ca®" puede
entrar ademas a la célula por el intercambiador NCX, aunque en condiciones fisioldgicas éste trabaja

principalmente sacando Ca®" de la célula.
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1.2.2.Tubulos Transversales

En el musculo cardiaco los tibulos transversales o tubulos T son invaginaciones de gran didmetro de
la membrana plasmaética hacia el interior de la célula. Estas invaginaciones estdn acompafadas por el
glicocalix. Una de las funciones de este sistema es la de conducir hacia el interior de la célula cardiaca
la onda de despolarizacién (PA) con la posterior entrada de Ca*"y liberacion del mismo desde los

reservorios intracelulares (RS).

1.2.3.Reticulo Sarcoplasmatico

El reticulo sarcoplasmatico (RS) es el mayor deposito de Ca*" del tejido muscular y tiene como rol
clave la liberacién y recaptura del Ca*"hacia y desde el citosol, respectivamente. Por tal motivo

participa en dos eventos fundamentales de la célula muscular: el AEC y la relajacion.

Cisterna
Subsarcolemal Mitocondria Tabulo T

Reticulo
Sarcompldasmico

Figura 5. Diagrama de la disposicion de los tubulos T, RS, mitocondrias y miofibrillas en la célula
cardiaca (Fotografia modificada de Fawcett y col., 1969).

En el muasculo estriado el RS toma la forma de un conjunto de tubulos anastomosados entre si que
rodean a las miofibrillas (Figura 5). Estos se disponen de manera longitudinal y se unen en su zona
central y ensanchan en el extremo terminal dando lugar a las denominadas “cisternas terminales”, con
orientacion transversal. Cualquiera de las ramificaciones de los tibulos T se situard en medio del
extremo terminal de dos sarcomeros consecutivos, inmediatamente por encima de la linea "Z". Esta
alineacion: cisterna del RS/tubulo T/cisterna del RS se conoce como triada, formacion tipica del
musculo esquelético. En el musculo cardiaco lo que se encuentra mas frecuentemente es la conjuncion
de dos elementos: una cisterna terminal y un tibulo T. Esta formacion se denomina diada. También es

comun observar la union entre una cisterna terminal y el sarcolema (cisterna subsarcolemal). Las
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asociaciones descriptas resultan utiles para el proceso de liberacién de Ca*" inducida por Ca*" (CICR,
sigla en inglés para este fenomeno que se describe con mas detalle mas adelante), y en ultimo término
para la produccion de la contraccion muscular. Efectivamente, en los tibulos T se encuentra una gran
densidad de canales de Ca®", encargados de ingresar Ca*" durante la despolarizacion de la membrana
plasmatica de la célula cardiaca. Dicho Ca®" es el que se unira a los RyR2 del RS para provocar la

. ., , 2 .
liberacion de mas Ca”" del mismo.

En el lumen del RS se encuentran otras proteinas. Una de ellas, llamada calsecuestrina, actia como
amortiguador del Ca>". Otras proteinas asociadas al RS son la juntina y triadina, que intervienen junto
a la calsecuestrina, en la regulacion del RyR2. Todas estas proteinas se describiran con mas detalle en

un apartado posterior

1.2.4 . Mitocondrias

Las mitocondrias son las organelas donde se lleva a cabo el metabolismo oxidativo que provee de
energia a la célula. En el misculo cardiaco son muy numerosas y de mayor tamafio comparadas con
las que se encuentran en otro tipo de tejido. Se hallan “empaquetadas” entre las filas de sarcomeros.
Esta disposicion hace menor la distancia para la difusion del ATP entre mitocondria y los

miofilamentos (Figura 5). También estan en estrecho contacto con el RS.

1.2.5.Canales de Ca*"

Hay distintas clases de canales de Ca*": tipo T (transitorio), L (lento), N (por ser especificos del
sistema nervioso) y P (por haber sido caracterizados por primera vez en células de Purkinje en

cerebelo). El tejido cardiaco contiene canales tipo L y T.

Los canales del tipo T son activados a E,, més positivos que -60mV, se inactivan con rapidez y se
pueden bloquear con niquel (Ni*"). Los tipo L se activan a E,, mas positivos que - 40mV vy entre las
drogas que lo bloquean se puede mencionar a las dihidropiridinas, como la nifedipina o la
nitrendipina. Los canales de Ca*" del tipo L son los relevantes en el AEC. Y por altimo los de tipo N
se activan a un voltaje intermedio entre los T y los L. Estos cumplirian con el rol de permitir la entrada
de Ca® en las terminaciones nerviosas en la transmision sindptica neuromuscular. Este mismo rol en
la unién neuromuscular en mamiferos y en diferentes neuronas del sistema nervioso central lo

llevarian a cabo los canales tipo P (Bers, 2001).

Como se menciond, los canales de tipo L, cumplen el rol de via de entrada del Ca®" hacia el interior de

la célula. Se encuentran ubicados en la membrana celular y se abren durante el PA. También se los
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denomina receptores de dihidropiridinas por su capacidad de fijar dichos compuestos. En el musculo
cardiaco, una pequeifia entrada de Ca*" durante el PA a través de este canal promueve una liberacion
de Ca*" del RS. Este mecanismo recibe el nombre de “liberaciéon de Ca*" inducida por Ca*™ (CICR:
Ca*"-induced-Ca* -release) (Fabiato y col., 1975), fundamental para el AEC y que se describird mas

adelante.

Estructuralmente los canales de Ca®‘tienen un peso molecular de 250 a 270 kDa. Estan conformados
por 5 subunidades: a;, 0,, B, ¥ y 8. La subunidad a; es la que le otorgaria al canal las principales
caracteristicas del mismo. A su vez esta subunidad esta formada por 4 dominios (I al IV) y cada uno
de ellos posee 6 segmentos transmembrana hidrofobos (denominados S1-S6) con interconexiones intra
y extracelulares. El segmento S4 seria el sensor de potencial ya que contiene residuos cargados
positivamente: lisina y arginina. Los ultimos 2 segmentos (S5 y S6) estarian unidos por un tramo mas
largo que los otros, en forma de horquilla, que se denomina H5 o P. La relevancia del tramo HS se
debe a que los aminoacidos que lo forman son, junto a los segmentos P de las otras 3 subunidades, los
que tapizan el poro del canal alrededor del cual se juntan las 4 subunidades para generarlo (Figura 6)

(Bers, 2001).
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Figura 6. Estructura lineal del Canal de Ca’*tipo L. Este canal estd formado por cuatro dominios (I,
11, 111, 1V) conectados por segmentos intracelulares. Cada uno de los dominios, a su vez, esta formado
por seis segmentos transmembrana (S1 a S6) conectados por segmentos intracelulares y
extracelulares. Tanto el extremo amino (N) como el carboxilico (C) son intracelulares (Modificado de

(Modificado deCingolani y Houssay, Cap 3., 2002).

1.2.6.Receptores de Rianodina

Los receptores de rianodina (RyR) son estructuras ubicadas en el RS, enfrentando los tibulos T como
asi también entre las cisternas subsarcolemales, enfrentando al sarcolema. Fueron descriptos
inicialmente como “pies” ya que hacen protrusion en el citoplasma(Franzini-Armstrong y col., 1999).
Reciben este nombre debido a la gran afinidad que presentan con el alcaloide rianodina. Se conocen

tres tipos diferentes de RyR: RyR1, expresado en musculo esquelético principalmente, RyR2, en
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musculo cardiaco y RyR3, expresado en musculo liso y tejidos no musculares. En el presente trabajo

de Tesis nos referiremos exclusivamente a los RyR2.

Figura 7. Estructura tridimensional del RyR2. a. Vista desde el tubulo T. b. Vista desde el RS. c.
Vista lateral (Modificado de Sharma y col., 2000).

Los RyR2, (Figura 7), también son identificados bajo el nombre de “canales liberadores de Ca*" del
RS”. Estan conformados por 4 unidades polipeptidicas que dan lugar al dominio citoplasmatico
(“pie”). La porcion que forma el canal del RyR2 estd constituida por una pequefia porcion

transmembrana.

El RyR2 posee diferentes sitios de union para diferentes ligandos que regulan la funcién de este canal,
asi, por ejemplo existe un sitio especifico para el Ca*’y uno para rianodina también. Ademas, cada
unidad del RyR2 estd asociada a una enzima denominada Calstabina2 (también se la conoce
comoFKBP12.6 por ser capaz de ligarse a una droga inmunosupresora denominada FK506) que regula
su actividad estabilizando el estado cerrado del canal. La regulacion del RyR2 se describira con mas

detalle en el capitulo siguiente.

1.2.7.Calsecuestrina (CSQ)

La calsecuestrina es una proteina que se encuentra en el interior del RS principalmente a nivel de las
. : . 2 . 24
cisternas laterales del mismo. Su funcién es la de acoplarse al Ca*" y “amortiguar” el Ca*'libre dentro

del RS, y actuar tanto como amortiguador y regulador directo del proceso de liberacion de Ca*".

1.2.8.Bomba de Ca**del RS o SR-Ca’"-ATPasa (SERCA).

Esta bomba se encuentra entre las ATPasas movilizadoras de iones denominadas del tipo “P” al igual
que la bomba Na'/K" y la ATPasa del sarcolema (PMCA). Utiliza la energia liberada por la hidrélisis
del ATP para movilizar al Ca’"del citosol. La “P” denota que en este tipo de bombas existe un paso
clave donde se forman intermediarios fosforilados con dos conformaciones (E1-E2). La SERCA
cumple con la funcién de recapturar activamente Ca*'desde el citosol hacia el RS. Se encuentra en la

membrana del RS. Se conocen 5 isoformas de esta bomba codificadas por 3 genes. La bomba del
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tejido cardiaco se denomina SERCAZ2a (también se la encuentra en el tejido muscular esquelético
lento). Posee una secuencia parecida a la de la subunidad o de la bomba Na'/K" que se describira mas
adelante. En esta isoforma, la velocidad de transporte es regulada por una proteina inhibitoria llamada

fosfolamban (PLN) (Tada y col., 1974) .

1.2.9.Fosfolamban (PLN)

Como se mencioné anteriormente esta proteina es la encargada de controlar la celeridad de recaptura

de Ca*"por parte de la SERCA2a.

La PLN es una fosfoproteina compuesta por 52 aminoacidos que en su estado desfosforilado inhibe a
la SERCA2a (reduciendo la afinidad aparente de la SERCA2a por el Ca®"), disminuyendo asi, la
recaptura de Ca>" por el RS.

La fosforilacion de PLN libera esta inhibicion. Esta proteina puede ser fosforilada in vifro en tres
sitios diferentes: Ser'® por proteinas quinasas dependientes de GMP y AMP ciclico (PKG y PKA,
respectivamente), Thr'” por la CaMKII, y Ser'® por la proteina quinasa C (PKC). Se ha demostrado
que la fosforilacién en los sitios Thr'” y Ser'® son mediadores clave en los efectos inotropicos
positivos y relajantes de la estimulacion B; adrenérgica en el corazén intacto subrayando su

importancia fisiologica (Drago y col., 1994; Mundifia-Weilenmann y col., 1996; Zhao y col., 2004)
(Figura 8).

IA
Citosol
IB
I Membrana
RS
RS

Figura 8. Modelo estructural de la proteina fosfolamban. EIl dominio I se extiende sobre la membrana
del RS e incluye a los sitios de fosforilacion: Ser'® y Thr'’. El dominio IA abarca los residuos 1 al 20 y
el dominio IB desde el 21 al 29. El dominio II es transmembrana y abarca los residuos 30 a 52. Este
interacciona con los mondmeros adyacentes para dar lugar a una estructura pentamérica estable
(Figura adaptada de Simmerman y col., 1998).
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1.2.10. ATPasa del sarcolema (PMCA)

Al igual que la bomba Na'/K" y la SERCA, la PMCA es una ATPasa del tipo “P”. El peso molecular
de la misma es de 100kDa y es inhibida por el vanadato y el lantano. Se conocen 4 isoformas de esta
bomba (PMCA1-4). Es activada por el complejo formado por Ca*" y Calmodulina. La PMCA es un
polipéptido que atraviesa la bicapa lipidica diez veces y cuyas regiones hidrofilicas se encuentran en el
citoplasma, diferenciandose tres grandes bloques ademas de los extremos C y N terminal. El primer
bloque contiene el sitio fosfatasa y la region de union de los fosfolipidos. El segundo bloque, el de
mayor tamafio, posee el sitio de union del ATP y el tercer dominio es la region C terminal donde se
une la CaM. En las regiones sobre la membrana (regiones 4, 5, 6 y 8), se encuentra el sitio de unién
para el Ca®’(Velandia y col., 2001). La CaM actta sobre la bomba aumentando la afinidad de la
misma por el Ca’" y aumentando la velocidad de transporte de Ca®'(Carafoli y col., 1994). El
porcentaje de Ca® expulsado de la célula a través de la misma varia en las diferentes especies (Bers,

2002).

1.2.11. Bomba Na'/K"*

Como se mencion6 anteriormente pertenece al subgrupo de las ATPasas del tipo “P”. Estd formada
por una subunidad a de 112 kDa y posee un Unico punto de insercion en la membrana. En ésta se
hallan los sitios de unién del Na*, K*, Mg”" fosforo inorganico (Pi) y ATP (también aqui es donde se
fijan los glucdsidos digitalicos que son inhibidores especificos de la misma). La otra subunidad que

forma parte de esta bomba es la B, con su mayor proporcion del lado citoplasmatico

En condiciones fisioldgicas esta bomba extruye 3 iones Na™ e introduce 2 iones K por cada ATP
hidrolizado, produciendo un efecto hiperpolarizante debido al transporte neto de una carga positiva
hacia afuera en cada ciclo. Esto da lugar a que el potencial de membrana sea 2-3 milivoltios mas
negativo de lo que deberia ser por su potencial de equilibrio para los iones a ambos lados de la
membrana plasmatica. Existe una diferencia fundamental entre los sitios de unién para el K'y para el
Na'. Mientras los primeros pueden ser ocupados por otros iones con igual carga, como ser Rb*, Cs’,
Li", Na’, NH;" o T1" (que de alguna manera “engasian” a la bomba), los sitios de Na" (intracelulares)
son mucho mas selectivos. A concentraciones fisiologicas, el 50% de los sitios para el Na' estan
ocupados y el 70% de los sitios de K también lo estan. Un activador de la bomba es el aumento de
Na' intracelular y un inhibidor es la disminucién del ATP. La expulsion de Na" desde el interior de la
célula es fundamental para el mantenimiento del equilibrio osmotico y el volumen celular. Este
transportador es clave en el establecimiento del gradiente ionico sarcolemal tanto para el Na', K y

2 . . . . ., .
Ca’" y por consecuencia permite el funcionamiento de los canales ionicos (Bers, 2001).
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1.2.12. Intercambiador Na“/Ca®>" (NCX)

El NCX es una proteina transmembrana de 110 kDa formada por 970 aminoacidos. Posee varios
segmentos de caracter hidrofobicos que forman dominios transmembrana y uno de mayor tamafio
cuya funcion seria la regulacion del transportador. Existen tres isoformas: NCX1, NCX2 y NCX3. La
primera es la que abunda en el corazdn, en el musculo liso y rifién. Las otras dos isoformas se han

encontrado en cerebro y musculo esquelético (Figura 9).

COOH

Unién de Ca™ | cjiyaje alternativo

Figura 9. Diagrama del intercambiador NCX. El modelo posee 9 dominios transmembrana, una
region XIP (péptido inhibidor de intercambio) endogena, un sitio de union para la regulacion del
Ca’ y una regién en donde ocurre el clivaje alternativo. GIG: motivo de glicina-isoleucina-glicina
(Modificado de Marshall y col., 2005).

El Ca® que ingresa como sefial para el AEC debe ser extruido de alguna forma para mantener el
balance de Ca®" de la célula. La ATPasa del sarcolema no es suficiente para tal fin y se ha demostrado
que la capacidad que poseen las células para expulsar el Ca*’se debe a que expresan este
intercambiador en su membrana plasmatica que acopla la expulsion de un ion Ca®" por la entrada de
tres iones Na". Este intercambio (3Na/Ca™") es por lo tanto electrogénico y su fuerza impulsora
depende del potencial de membrana y de la concentracion de Na“ y Ca*" a ambos lados de la

membrana.

Cuando el intercambiador trabaja sacando Ca®" e ingresando Na™ se dice que lo hace en su modo
directo, ayudando a la remocion del Ca* citosélico, pero también puede trabajar intercambiando Na*
intracelular por Ca>" extracelular, trabajando en su modo inverso, induciendo el ingreso de Ca*". El
potencial de equilibrio del NCX es negativo y generalmente mayor a -30mV; por lo tanto cerca del
potencial de reposo trabaja en su modo directo dando lugar a una corriente despolarizante (Inuca).
Cuando se exacerba esta corriente, a la que nos referimos en la Introduccion, por aumento de la
pérdida de Ca®'del RS, pueden generarse arritmias. Cuando el NCX trabaja en su modo inverso da

lugar a una corriente repolarizante promoviendo la entrada de Ca> en la célula durante la fase 1 y 2
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del PA. Esta entrada, es, sin embargo muy poco importante para el AEC. La Iy,c. vuelve a ser

despolarizante (modo directo) durante el resto de la fase 2 y durante la fase 3 del PA (Figura 10).

3Naty 1Ca2+, 3Nat, 1Cat,

\ S\

/0\: /O\

INa 1Ca24 3Na+ 1Ca2+

Figura 10. Intercambiador NCX. Modo directo e inverso (Tomado de Blaustein y col., 2012).

2. EL APARATO CONTRACTIL

2.1. EL SARCOMERO Y LAS PROTEINAS CONTRACTILES

Al observar las células musculares bajo microscopia se ve que presentan bandas transversales claras y
oscuras dispuestas transversalmente de manera alternada. De esta particularidad deriva el nombre de
musculo estriado (tanto para el musculo cardiaco como para el esquelético). Esta sucesion de bandas
parece contintia pero se halla s6lo en elementos independientes denominadas miofibrillas que se
encuentran a lo largo del citoplasma. Las miofibrillas forman el aparato contractil del masculo y son
las efectoras finales del AEC. La estriacion que muestran las miofibrillas se debe a la repeticion a lo
largo de las mismas de la unidad contractil del musculo, es decir el sarcomero. A su vez cada

sarcomero esta compuesto por filamentos finos y gruesos interdigitados entre si (Figura 11).

LineaZ Zona H Linea Z
Filamento fino
Filamento grueso
| —Lineam || |
% Banda | Banda A % Banda |
L J
T
Sarcomero
0.0 0, Filamento fino
.0 000
:0.0.0.0.0;
‘2°'0°0° 90— Filamento grueso
.9.0.0

Figura 11. Esquema del sarcomero y disposicion espacial de los filamentos gruesos y finos (Tomado
de Blaustein y col., 2012).
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El filamento grueso esta compuesto por miosina y posee una longitud de 1,55 um. La miosina es una
proteina que tiene forma de bastoncito. Su cola se orienta hacia el centro del filamento y la cabeza de
forma globular y flexible se extiende fuera de él. La cabeza de la miosina tiene actividad ATPasa y
forma la base molecular del puente cruzado o transversal. En la cabeza, la miosina posee dos pares de
cadenas livianas: una, es el par de cadenas livianas esenciales (MLC17) y el otro par, son las cadenas
livianas regulatorias (MLC20). La fosforilacion de éstas tiene un rol importante en la cinética de los

puentes cruzados (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de la estructura de la miosina (panel izquierdo) y del filamento grueso de
miosina (panel derecho). En la parte superior del panel derecho se muestra el esquema de la
estructura del sarcomero, debajo la estructura propuesta para el filamento grueso de miosina
(Tomado de Blaustein y col., 2012).

Por otro lado los filamentos finos estan formados principalmente por la proteina actina. También los
componen otras dos proteinas: la troponina y la tropomiosina, fundamentales en la regulacion de la
contraccion muscular. Tienen una longitud de 1pm y se extienden desde las llamadas lineas Z del
sarcomero (que constituyen su limite), hacia el centro. Las moléculas de actina se ordenan en cadenas
enroscadas entre si helicoidalmente y forman el cuerpo del filamento fino. La actina posee la
propiedad de interactuar con la miosina y la de activar su actividad de ATPasa (de ahi su nombre). Las
moléculas de tropomiosina son largas y delgadas y se unen entre si, extremo con extremo, dando lugar
a un filamento que se extiende a lo largo del filamento fino en el hueco que se genera cuando se

enroscan entre si dos filamentos de actina.

Una molécula de tropomiosina se extiende sobre siete monomeros de actina. A su vez cada siete
moléculas de actina (por ende cada una de tropomiosina), hay un complejo de troponina. Este esta
formado por tres elementos: la troponina T, la I y la C (TnT, Tnl y TnC respectivamente). La
troponina T es la que une el complejo de troponina con la tropomiosina, la I inhibe la interaccion entre
la actina y la miosina junto con la tropomiosina y la C es la que tiene la capacidad de ligarse al Ca*"

(Figura 13).
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Figura 13. Esquema del filamento fino de actina y proteinas asociadas. 1: Troponina I, T, troponina T
y C, troponina C (Tomado de Blaustein y col., 2012).

Existen ademds de las proteinas contréctiles y regulatorias nombradas, otras proteinas asociadas al
sarcomero como la proteina M, la miomesina, la tropomodulina, la titina (o conectina) y la nebulina
que forman los filamentos de titina y nebulina (Figura 14). Cada molécula de titina se extiende a lo
largo del filamento que lleva el mismo nombre desde la linea Z a la linea M, dando lugar a un tercer
filamento en el sarcomero, ademas de la actina y la miosina. Cada filamento de titina situa a la
miosina en el centro del sarcomero y lo ancla a la banda Z. Posee propiedades elasticas que explican
en gran parte la relacion que existe en reposo entre la tension y longitud del musculo estriado (tension
diastolica en el musculo cardiaco). La titina provee estabilidad a los sarcomeros en la rama
descendente de la relacion fuerza-longitud y para los filamentos de miosina en la mitad del sarcomero.
Cuando se elimina la titina, toda la trasmision de fuerza, ya sea activa o pasiva a lo largo del

sarcomero, se pierde (Herzog y col., 2015).

Complejo
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Figura 14. Principales proteinas que componen el sarcomero (Adaptado de Bers ,2002).
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3. CICLO AEC

Como se mencion6 mas arriba el AEC es el conjunto de eventos que comienzan con un estimulo en la
membrana plasmética y que finalizan con el aumento del Ca®" citosolico con la consecuente
contraccion muscular. Si la intensidad del estimulo antes mencionado es suficiente, el resultado del
mismo es la despolarizacion de la membrana celular, la entrada de Ca®" y la liberacién de mas Ca*por
el RS (CICR), resultando esto en el aumento del Ca®" citosélico que pasa de un valor basal de 107
mol/l aproximadamente a 10° mol/l, y la contracciéon muscular. De esta manera el Ca>" es el acoplador

entre la excitacion y la contraccion (Figura 15).

El Ca*" se une a la TnC y genera la contraccién muscular. La mayor parte del Ca®" es recaptado por el
RS con Ia utilizacion de energia proveniente del ATP para su posterior liberacion ante un nuevo PA.
Cuando baja el nivel de Ca*" por la recaptura de Ca*"por el RS, el Ca®" unido a la TnC se desprende de

la misma y se produce la relajacion.

Na’
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Figura 15.AEC. El Ca’" que ingresa por los canales de Ca’" tipo L (DHPR) durante la
despolarizacién, libera una cantidad aiin mayor de Ca’" del reticulo sarcoplasmatico (RS) que provee
la mayor parte del Ca’* para la activacion de los miofilamentos. Durante la relajacion el Ca’*
liberado por el RS es recapturado por la bomba de Ca’" del RS, la SERCA2, y el Ca’" que ingresé
por los canales L, es extruido por el intercambiador Na” /Ca’" (NCX).
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Como se describi6 mas arriba, la troponina y la tropomiosina cumplen un papel de regulacion del
proceso de contraccion impidiendo la interaccion entre la actina y la miosina. El responsable de la
desinhibiciéon es el Ca*".Cuando el musculo esta en reposo o relajado, el complejo que forma la
troponina y la tropomiosina cubre fisicamente el sitio activo de la actina bloqueando la interaccion
entre ésta y la miosina. Cuando ocurre la excitacion con el consiguiente aumento del Ca*" dentro de la
célula, éste se une a la troponina C. Esta unién genera un cambio en el complejo troponina-
tropomiosina que hace que esta Gltima se desplace. Este corrimiento libera el bloqueo del sitio activo
de la actina permitiendo que se una a la miosina. Cuando la concentracion de Ca®" en el citoplasma
baja, el musculo vuelve a su estado de relajacion (Figura 16). Con esto se pone de manifiesto el rol del
Ca®": libera el bloqueo preexistente entre la actina y la miosina El aumento de la fuerza activa resulta
de un mayor reclutamiento de puentes que ciclan activamente, sin cambios en la cinética de esos

puentes(Bers, 2001).

miosina /
ADP
Troponina Pi
Sitio de union
Puente
Cruzado
Miosina

Figura 16. Rol del Ca’" en el AEC (Adaptado de Fox, 2013).
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II. REGULACION DE LAS PROTEINAS QUE INTERVIENEN EN EL AEC

En el capitulo anterior se describieron las proteinas que intervienen en el AEC. En este apartado nos
ocuparemos de detallar los mecanismos por los cuales dichas proteinas son reguladas. Las proteinas
que manejan el Ca>" y el AEC estén altamente reguladas por diferentes mecanismos entre los cuales

pueden mencionarse la fosforilacion, la oxidoreduccion y la nitrosilacion.

1. CAMKII'Y PKA.

En el capitulo anterior, ya hemos mencionado algunas de las quinasas que intervienen fosforilando
proteinas del AEC. En este capitulo describiremos las fosforilaciones de mayor importancia en
relacion al tema de este trabajo de Tesis. Nos referiremos especialmente a dos quinasas cuyos efectos
tienen relacion con el AEC y los mecanismos de arritmias: la quinasa dependiente de Ca*" y CaM
(CaMKI) y la proteina quinasa dependiente del adenosinmonofosfato ciclico (AMPc), denominada

PKA.

1.1. CAMKII

La CaMKI]I, al igual que la PKA, regula casi la mayoria de los componentes relacionados con el AEC.
En estado de reposo la CaMKII se encuentra inhibida por el dominio autoinhibitorio que se comporta
como un pseudosustrato, previniendo que los sustratos se unan a ella (Hudmon y col., 2002; Maier y
col., 2002). La autofosforilacion en este sitio da como resultado una forma activa auténoma de la
CaMKII (atn luego de la disociacién de Ca®" y CaM) e incrementa la afinidad del complejo quinasa —
CaM. (Schulman y col., 1992). La CaMKII permanece completamente activa con la CaM unida,
independientemente del nivel del Ca’’intracelular y entre un 20% y 80% activa luego de su
disociacion de la CaM (Figura 17). Mas recientemente se ha descripto que la CaMKII se activa

también por radicales libres del O, (ROS) (Erickson y col., 2008; Palomeque y col., 2009).

Catalitico Autoregulatorio Asociacién

N ATP Sustrato

286 306306

Figura 17. Diagrama lineal de una subunidad de CaMKII (Modificado de Hudmon y col.,
2002).

La CaMKII fosforila entre otras proteinas, al canal de Ca*'tipo L, a la PLN y a los RyR2 (Figura 18).
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Figura 18. Fosforilacion de las proteinas del AEC por CaMKII (Modificada de Vincent y col., 2014).

Tabulo T

1.2. PKA

La PKA se activa fisiolégicamente por estimulacion simpatica del corazon a través de los receptores 3
adrenérgicos. La estimulacion de los receptores  adrenérgicos activa una proteina de uniéon al GTP, la
proteina G estimulatoria, Gs, que estimula a la adenilato ciclasa (ADC) para producir AMPc, que a su
vez activa a la PKA. Esta quinasa fosforila varias proteinas relacionadas con el AEC (PLN, canales de
Ca’" tipo L, RyR2, troponina I y la proteina C de union a la miosina). La fosforilacion de las mismas
es la principal responsable de los efectos inotrdpico positivo y relajante de los agentes 3, adrenérgicos.
La estimulacion de los canales de Ca®* tipo L y de la PLN por PKA aumenta el Ca®" intracelular y
produce la activacion de CaMKII, por lo que los efectos de la estimulacion ; adrenérgica se deben a
la activacion de ambas quinasas. En la Figura 19 se resumen los mecanismos de fosforilacion por

PKA y CaMKII, producidos por estimulacion [3; adrenérgica.
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Figura 19.Fosforilacion de las proteinas del AEC por estimulacion f§; adrenérgica. AC: adenilato
ciclasa, Gs: proteina G estimulatoria, cAMP: AMP ciclico, PKA: proteina quinasa A. El aumento de
Ca’* producido por activacién de PKA activa a CaMKII (Figura modificada de Mattiazzi y col.,
2014).

2. REGULACION DE LOS CANALES DE Ca** TIPO L.

2.1. REGULACION DE LOS CANALES DE Ca*" TIPO L POR CaMKII

La fosforilacion por CaMKII de los canales tipo L provoca una facilitacion de la corriente de
Ca’*(Ic,1) a través de los mismos, que tipicamente se observa como una corriente de amplitud
aumentada y de inactivacion lenta (Xiao y col., 1994; Yuan y col., 1994; Wu y col., 2001) Esta
escalera positiva de I, es dependiente de Ca*"y de CaMKII ya que este efecto se puede abolir con el

uso de péptidos inhibidores de CaMKII.

2.2. REGULACION DE LOS CANALES DE Ca®" TIPO L POR PKA

La fosforilacién dependiente de PKA del canal de Ca*" tipo L aumenta la Ic,; a través de la
generacion de un cambio en el E,, al cual se activa el canal, provocando que se active a valores mas
negativos. Esto acarrea un aumento en la corriente de Ca®" y del influjo de Ca*" a la célula durante
cada despolarizacion. También produce una inactivacién mas rapida de la I, (debido al mayor influjo
y liberacion de Ca™") (Bers, 2008). Esta fosforilacion da lugar a un incremento en el contenido de Ca**

del RS y de Ca*" liberado por el mismo (Terentyev y col., 2003).
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Aunque no nos ocuparemos aqui de otras regulaciones, es importante mencionar que los canales de

Ca’" tipo L también son regulados por PKC en el sitio Ser'**®

(Mikami y col., 1989).

(Yang y col., 2005)y regulados por ROS

3. REGULACION DE PLN

3.1. REGULACION POR CaMKII Y PKA

Tal como se menciond en el primer capitulo de este trabajo, la fosforilacion de PLN ocurre in vitro por
CaMKII en el residuo Thr'”, por PKA en el residuo Ser'® y por PKC en el residuo Ser'.
Fisiologicamente, las fosforilaciones mas importantes son las mediadas por CaMKIl y PKA
(MacLennan, D. H.& Kranias, E. G., 2003). La fosforilacion en los residuos mencionados induce un
aumento en la actividad de la SERCA2a y de la velocidad de la recaptura de Ca”"por el RS (Tada y
col., 1983)". Esto a su vez genera un aumento en la velocidad de la relajacion, de la carga de Ca®'del
RS y de la liberacién de este ion que en conjunto con la fosforilacion de los canales de Ca®" tipo L y
posiblemente de los RyR2, intervienen en el aumento de la contractilidad que se observa por

estimulacion By-adrenérgica (Kuschel y col., 1999).

Gustavsson y colaboradores utilizaron espectroscopia de resonancia magnética nuclear de estado
solido para estudiar la interaccion fisica entre la SERCA2a y la PLN fosforilada y desfosforilada en
bicapas de membrana. Se encontrd que la regulacion alostérica de la SERCA2a depende del equilibrio
conformacional de la PLN, cuyo dominio regulatorio citoplasmatico se interconvierte entre tres
estados diferentes: un estado base T (helicoidal y asociado a la membrana), un estado excitado R
(desplegado y desprendido de la membrana) y un estado B, no inhibitorio (extendido) (Figura

20)(Gustavsson y col., 2013).

' Algunos estudios demostraron que la fosforilaciéon directa de SERCA2a por CaMKII estimula su
actividad (Xu y col., 1999), sin embargo otros estudios no han podido demostrar la funcion

estimulatoria significativa de CaMKII sobre la SERCA2a (Reddy y col., 1996; Valverde y col., 2005).
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Fosforilacion

Figura 20.Modelo de regulacion alostérica de la SERCA2a por la PLN. Equilibrio conformacional de
PLN unida a SERCA con estados inhibidores T y R y el estado no inhibitorio B. La fosforilacion
mueve el equilibrio hacia el estado B no inhibitorio (Modificado de Gustavsson y col., 2013).

3.2. DESFOSFORILACION DE LA PLN

La desfosforilacion de la PLN esta mediada por la fosfatasa tipo 1 asociada al RS, PP1, y revierte la
activacion de la SERCA2a por la PLN fosforilada y los efectos estimulatorios de los agonistas
Bi(Vittone y col., 1990; MacDougall y col., 1991).A su vez, PP1 esta modulada por sus inhibidores
enddgenos, el inhibidor 1 (I-1) y el inhibidor 2 (I-2). El I-1 se activa por fosforilacion por PKA
inhibiendo a PP1 y amplificando los efectos estimulatorios de la estimulacion P;-adrenérgica. Por
ultimo, se ha descrito una proteina, la Hsp20, que inhibe la actividad enzimatica de la PPI,

disminuyendo la inhibicion de la PLN y aumentando la funcién cardiaca (Kranias, 1985).

Es interesante mencionar que, debido a que la PLN desfosforilada inhibe a la SERCA2a y por lo tanto
la recaptura de Ca®", la ablacion de PLN libera dicha inhibicién (como su fosforilacién), aumentando
asi la velocidad de relajacion y la contractilidad. Esto se demostré en animales transgénicos carentes
de PLN (PLNKO), a través de los cuales se probd que la PLN ejercia realmente una funcion
inhibitoria sobre la SERCA2a y no de activacion como se pensaba (Luo y col., 1994).

Recientemente se ha descripto una compleja regulacion de PLN por otras proteinas ademas de los
procesos de fosforilacion/desfosforilacion mencionados. La Hax-1 es una proteina que aumenta la
inhibicién por PLN del ciclado de Ca®" del RS y de la contractilidad cardiaca in vivo mientras que la
estimulacion f;-adrenérgica libera esta inhibicion (Zhao y col.,, 2009). Adicionalmente se ha
demostrado que el nitroxilo (HNO) puede provocar una oligomerizacion de la PLN por la formacion
de union disulfuro. Esto libera la inhibicion de la SERCA2a mediada por la PLN y debido a un
incremento en la funcidon de la misma hay un efecto inotrépico y lusitropico positivo que se opone a
la inhibicion directa de la SERCA2a por modificaciones redox producidas por compuestos basados en

oxigeno (Sivakumaran y col., 2013)
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4. REGULACION DE LOS RECEPTORES DE RIANODINA TIPO2

El RyR2 es tanto un canal liberador de Ca*" del RS como también una proteina de andamiaje sobre la
que se localizan numerosas proteinas regulatorias claves. Estas incluyen: CaM, que ejerce una
modulacién dependiente de Ca®* sobre la funcién del RyR2;la proteina FKBP-12.60 calstabina2, la
cual ha sido implicada en la estabilizacion de la liberacion de Ca*" por el RyR2 y también en el
acoplamiento de la liberacion de Ca®’ tanto de los RyR2 individuales como de los tetrameros
adyacentes (Marx y col., 2000); PKA, que actuaria aumentando la P, del RyR2 (aunque este resultado
es muy controvertido);las fosfatasas 1 y 2 , que actuan desfosforilando a los RyR2 y la sorcina, que se
une a los RyR2 y a los canales de Ca*" tipo L. Los RyR2s también se encuentran unidos a otras
proteinas a nivel luminal: triadina, juntina y calsecuestrina. Estas proteinas participan en la
amortiguacion del Ca®" intra RS y en la modulacion del proceso de la liberacién de Ca*". Los RyR2
forman un gran complejo funcional de liberacion de Ca®" denominado couplén, formado por un
conjunto de RyR2 (mas de 100 RyR2), canales de Ca*" tipo L (enfrentados a nivel de los tubulos T) y

el espacio subsarcolemal entre ellos.
4.1. REGULACION DEL RYR2 POR FOSFORILACION.

4.1.1.Dependientes de CaMKII.

Se ha demostrado que la CaMKII también co- inmunoprecipita con RyR2 y que ademas puede alterar
su actividad (Bers y col., 2005; Ferrero y col., 2007). Existe controversia sobre los sitios especificos

en los cuales CaMKII fosforila a los RyR2. Witcher y colaboradores (Witcher y col., 1991) reportaron

2809

que el unico sitio fosforilable de RyR2 era Ser™ que regula la actividad del canal. Rodriguez y

colaboradores (Rodriguez y col.,, 2003) mostraron que la CaMKII fosforila al RyR2 con una

estequiometria 4 veces mayor que lo que lo hace PKA, sugiriendo que existen otros sitios, ademas de

2809

Ser™™ que son blanco de CaMKII y que podrian ser mediadores criticos de efectos funcionales.

*!4como fosforilable por CaMKII en el

2030

Luego, Wehrens y colaboradores identificaron al sitio Ser
RyR2(Wehrens y col., 2004). También se reportd al sitio Ser” " usando mapeo de fosfo-epitopes.
Aunque este sitio cae dentro del consenso de fosforilacion por CaMKII (***’R-L- L-S**°) es

fosforilado, al menos in vitro, por PKA (Brien y col., 2015).

La mayoria de los estudios se realizaron en sistemas aislados, incluyendo registros de canales unicos y
vesiculas de RS, y éstos demostraron que CaMKII aumenta la P, de los RyR2 y el “binding” (unién)
de Ca®" a las membranas del RS (Witcher y col.,1991;Hain y col., 1995; Wehrens y col., 2004; Ferrero
y col., 2007). A pesar de esto Valdivia y colaboradores encontraron que la fosforilacion de CaMKII

disminuye la P, de los RyR2 (Lokuta y col., 1995). Adicionalmente se realizaron estudios del RyR2
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en su ambiente celular nativo. La sobreexpresion de CaMKIIdc en ratones transgénicos produjo un
aumento de la liberacion fraccional de Ca** del RS, y la frecuencia de chispas de Ca**del RS en reposo
aument6 dramaticamente a pesar de una carga de Ca>" del RS mas baja y una concentracién menor de
Ca”"citosolicoen diastole (Maier y col., 2003). van Oort y colaboradores demostraron en un modelo de
raton con sensibilidad aumentada del RyR2 al Ca®" citosolico por pseudo fosforilacion constitutiva del

sitio Ser?®!*

en el RyR2 (reemplazo dela serina2814 por acido aspartico, cepa S2814D), que poseen un
aumento en la pérdida de Ca** por el RS, dando apoyo a la resultados mencionados anteriormente que

demostraban que la fosforilacion de CaMKII aumenta la P, de los RyR2 (Van Oort y col., 2010).

4.1.2.Dependientes de PKA

La PKA actia modulando la P, de los canales de RyR2. En registros de canales tnicos aislados, la
fosforilacion mediada por PKA incremento la apertura inicial de RyR2 durante un incremento abrupto
de la concentracion de Ca*citosolica, pero disminuyo la P, en estado estacionario a una dada
concentracion de Ca’’(Valdivia y col., 1995). En contraste, Marx y su grupo(Marx y col., 2000)
hallaron que la activacion de PKA aumenta la P, en estado estacionario de canales de RyR2 tnicos en
bicapas y atribuyeron esto al desplazamiento de FKBP-12.6 del RyR2. Atun mas, en la insuficiencia
cardiaca encontraron un estado hiperfosforilado de los RyR2, lo cual podria generar una pérdida
diastélica de Ca*" del RS y contribuir a un contenido de Ca®>" de RS disminuido en esta patologia. Pero
en sistemas celulares mas intactos, no se detectaron efectos de fosforilacion de RyR2 dependientes de
PKA sobre la pérdida de Ca>" en reposo (como chispas de Ca*") en ausencia de PLN (sin cambio en la
carga de Ca®" del RS) (Li y col., 2002).La fosforilacion de los RyR2 también puede alterar la
respuesta intrinseca de la liberacién de Ca®" del RS ante una sefial disparadora de I¢,;, pero los
resultados respecto a esto son dispares, mostrando tanto un incremento, como una disminucion o falta
de cambio en la misma (Viatchenko-Karpinski y col., 2001;Ginsburg y col., 2005).De este modo, si la
fosforilacion dependiente de PKA afecta el comportamiento de los RyR2 durante el reposo o el AEC

aun permanece controversial, aunque la mayoria de los autores acepta que no la afecta.

A modo de resumen, en la Figura 21 se ilustran los sitios de fosforilacion, enfatizandose el concepto
de “zonas calientes” de fosforilacion del RyR2 (“hot spots”) que se refiere a bucles citoplasmaticos
que contienen sitios de fosforilacion que se encuentran en la cara externa del canal. En dicho modelo
se muestra que varios sitios de fosforilacion del RyR2 como por ejemplo el Ser”™®” (PKA) y Ser™'
(CaMKII) son partes de la misma “zona caliente de fosforilacion”. Esta zona caliente de fosforilacion,
como se ve, puede ser blanco de varias quinasas y puede contener otros fosfo-epitopes ain no

caracterizados (Valdivia, 2012).
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Figura 21. Modelo de RyR2 que muestra el concepto de “zona caliente” de fosforilacion. Se
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muestran algunos sitios de fosforilacion, como el Ser™™" y Ser™™"" formando parte de una misma “zona

caliente” (Modificada de Valdivia, 2012).

4.2. REGULACION DEL RYR2 POR OXIDOREDUCCION Y NITROSILACION

La funcion del RyR2 también esta sujeta a una compleja regulacion redox, que es de relevancia
fisiologica y patologica. Asi se ha descripto que el estrés oxidativo, especificamente los ROS, activa a

los RyR2, probablemente por la formacion de uniones disulfuro (Kdhler y col., 2014).

Se demostrd también que bajo condiciones oxidativas, la P, de los RyR2 aumenta dando como
resultado una pérdida aumentada de Ca®" del RS, especialmente durante la diastole. Esto genera un
contenido de RS disminuido y transitorios de Ca*" sistolicos de menor amplitud (Zable y col., 1997).
Coincidente con este hallazgo, los agentes reductores como ditiotreitol (DTT) o B-mercaptoetanol
generan una disminucion en la activacion de los RyR2 (Kawakami y col., 1998). Por otra parte, el
agregado de scavengers, es decir sustancias captoras de los ROS, atentian la perdida de Ca®" a través
de los RyR2 en la enfermedad cardiaca (Yano y col., 2005). También se ha encontrado evidencia de
que la activacion de los RyR2 inducida por ROS depende tanto de la duraciéon como de la
concentracion de ROS. Se ha reportado que luego de una exposicion larga o a altas concentraciones de

ROS, ocurre inactivacion de los RyR2 (Yan y col., 2008).

En un trabajo reciente de Becerra y colaboradores (Becerra y col.,, 2016), se demostré que en
corazones sujetos a I/R ocurren cambios redox en los RyR2 en conjunto con la fosforilacion de los
mismos por CaMKII. Ambas modificaciones post-transcripcionales demostraron actuar de manera

sinérgica en determinar la arritmogénesis ocurrida durante la reperfusion.
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43. REGULACION DEL RYR2 POR EL Ca’ INTRARRETICULAR: ROL DE LA
CALSECUESTRINA, JUNTINA, TRIADINA Y LA PROTEINA DE UNION DE Ca*RICA
EN HISTIDINA.

4.3.1.Regulacion por CSQ

La calsecuestrina (CSQ) es la principal proteina de unién de Ca®" dentro del RS. Posee un peso
molecular aproximado de 45 kDa (Scott y col., 1988). Se encuentra asociada a la membrana del RS en
los sitios de union (JRS) en proximidad de los "pies" del RyR2 (Franzini-Armstrong y col., 1999). Es
altamente acida, con 119 residuos glutamato y aspartato (en total 64 cargas negativas) y con capacidad

de unir 20 iones Ca>* con baja afinidad (con un Km aparente de 500 pM Ca*") (Scott y col., 1988).

Al unirse con el Ca** se produce un cambio en la forma de la molécula (Ikemoto y col., 1972; Cozens
y col., 1984; Wang y col., 1998; Park y col.; 2003). Los mondémeros de CSQ tienen una estructura
formada por tres tiorredoxinas plegadas. Las zonas de baja afinidad de unién al Ca®" se encuentran en
las regiones cargadas negativamente en el extremo terminal carboxilo y en las superficies anterior y
posterior de la molécula (Wang y col., 1998; Park y col; 2003). Estas superficies forman complejos

frente a frente y dorso a dorso en los multimeros de CSQ (Figura 22).

Esta proteina también podria participar activamente en la regulacion de RyR2. En base a estudios en
bicapa de RyR2, Gyorke y colaboradores(Gyorke y col., 2004) sugirieron que la P, de los RyR2 (en
presencia de triadina y juntina) se inhibe por la CSQ a bajas concentraciones de Ca®" del RS, pero esta
inhibicién se libera a altas concentraciones de Ca®” del RS. De este modo es posible que la CSQ
contribuya a la deteccion de la concentracién Ca>" luminal por parte del RyR2. Es decir que la CSQ

r . 24+ - .
estaria sensando el nivel de Ca”™ intraluminal.

Dos proteinas relacionadas a CSQ son la triadina y la juntina que acoplan fisicamente la CSQ al
RyR2. Las interacciones entre esas proteinas y la CSQ también son sensibles al Ca*"(Zhang y col.,
1997). De este modo, a medida que cae la concentracion de Ca>” dentro del RS durante la liberacion de
Ca™, la CSQ puede unirse mas fuertemente a la triadina y/o juntina. Esta interaccion podria facilitar la
separacion del Ca®" de la CSQ vy la liberacion de Ca** del RS o podria participar indirectamente en el

disparo de Ca”" por el RyR2.
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Figura 22.Receptor de rianodina tipo 2. El RyR2 es un complejo macromolecular que incluye 4
subunidades idénticas, a cada una de las cuales se une la calstabina2 como asi también las fosfatasas
y quinasas. Los sitios cremallera de leucina-isoleucina (L1Z) median la union de proteinas
adaptadoras (Calstabina2, Espinofilina, mAKAP, PR130) que unen a las proteinas fosfatasas PP1 y
PP24 y a la proteina quinasa A (PKA), al complejo del canal. La PKA consiste en dos subunidades
regulatorias (RII) y dos cataliticas (C). La calstabina2, calmodulina (CaM), la CaMKII y sorcina
también se unen a la superficie citoplasmatica del RyR2 (Modificado de Wehrens y col., 2004).

En el lumen del RS también existe una proteina de unién de Ca'rica en histidina (HRC de 170kDa)
que se une a la triadina (Hofmann y col., 1989; Lee y col.,, 2001; Sacchetto y col., 2001).
Recientemente se ha reportado el hallazgo de una variante genética (Ser96Ala) en la proteina HRC
que esta ligada a arritmias ventriculares y muerte subita en la cardiomiopatia dilatada. Experimentos
realizados por el grupo de Kranias y colaboradores revelaron que el mecanismo arritmogénico de las
personas que portan esta mutacion, esta dado por la liberacion anormal de Ca®* del RS y la mayor

susceptibilidad a las DADs (Singh y col. 2013).

En tanto que la CSQ estabiliza los RyR2 y los vuelve refractarios a la liberacion de Ca*" del RS, la
HRC aumenta la actividad de los mismos y facilita su recuperacion funcional en el periodo diastolico.
En ratones con ablacion de ambas proteinas se demostré menor liberacion de Ca** por el RS y menor
fuerza contractil a altas frecuencias, sugiriendo que la presencia simultdnea de ambas proteinas es
necesaria para el mantenimiento de un ciclado de Ca*"robusto a altas frecuencias de contraccion (Liu y

col., 2015).

Existen otras proteinas dentro del RS que podrian interactuar con el RyR2 directa o indirectamente.
Estas incluyen la sarcolumenina (SAR) que tiene una mitad amino terminal altamente acida (130 kDa
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en corazon) y la ubicua chaperona del reticulo endoplasmatico (RE), calreticulina, que también une

Ca”" con baja afinidad (Leberer y col., 1989; Shoshan-Barmatz y col., 1996).

4.3.2.Regulacion del RyR2 por el Ca®" intraluminal

El Ca*" intraluminal ha sido propuesto como uno de los mecanismos de la terminacion del mecanismo
de CICR del RS a través de la desactivacion dependiente de Ca*" luminal de los RyR2s. Terentyev y
colaboradores, entre otros, estudiaron la importancia de los mecanismos regulatorios del Ca®*
citosolico versus el intraluminal en el control de la CICR. Estos autores evaluaron el impacto del uso
de amortiguadores de Ca®" dentro del RS en las propiedades de liberacion de Ca®" global y local,
utilizando miocitos estudiados mediante la técnica de patch clamp o permeabilizados. A nivel celular
encontraron que el aumento de los amortiguadores de Ca dentro del RS, exacerbaba la magnitud de los
transitorios de Ca*" inducido por Ic, y alteraba la relacion: liberacion Ca*" del RS-Ic, También
hallaron aumentada la amplitud y el tiempo al pico de las chispas de Ca*" asi como también la
duracion de las mismas. . Todos estos resultados demuestran que la regulacion de la apertura de los
RyR2 por el Ca®* intra RS es responsable de la terminacién de la CICR y de la subsecuente

restauracion del comportamiento de los RyR2 en el musculo cardiaco (Terentyev y col., 2002).

4.3.3.Regulacion del RyR2 por Ca®" extracelular.

El mecanismo que regula la liberacion de Ca*" del RS es la liberacion de Ca®" inducida por Ca**
(CICR) como ya se expuso anteriormente (Fabiato y col., 1975). La apertura de un tnico canal de
Ca’‘tipo L que enfrenta la zona de un couplén (y la unién de 2 a 4 iones de Ca®* al RyR2), es
suficiente para que se active completamente el proceso de liberacion de Ca*" en dicho couplén. En un
couplodn, los RyR2 vecinos se activan ya sea por alto Ca*" local (> 10 uM), producto de la liberacién
de Ca* desde el RS a través de los RyR2 debido al Ca®" que ingresa por los canales L o por disparo
acoplado entre RyR2s. El tener més de un canal de Ca®" por couplén (10-25 DHPR/100RyR2) genera
un margen seguro para garantizar que cada couplon disparara. Es interesante resaltar que solamente
una fraccién de canales de Ca* tipo L y de RyR2s tienen que abrirse en una célula para producir

flujos de Ca®* que se puedan medir (Bers, 2004).

También se ha propuesto a la corriente de Ca®" del canal tipo T (Ic,1) como responsable de la
liberacion de Ca*" del RS. Esta corriente podria funcionar como la I¢,;, pero en la mayoria de los
miocitos ventriculares es no funcional. Aun en las células en las que se encuentra presente (por
ejemplo en células de Purkinje y células auriculares), la Ic,t es mucho mas débil que la Ic,; como

para disparar la liberacion de Ca*'(Sipido y col., 1998; Zhou y col., 1998). Los canales de Ca*" tipo T
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no estan ubicados preferentemente en las regiones de union y son solo un contribuyente menor al

AEC.

Cuando el NCX funciona en su modo invertido, el Ca*" ingresado puede disparar la liberacion de Ca**
del RS y la contraccion; esto puede ocurrir fundamentalmente a un E,, muy positivo y cuando Ic,1 ya
esta bloqueada (Levi y col., 1994; Litwin y col., 1998). Pero un influjo dado de Ca®" a través de Inasca
es mucho menos efectivo y mas lento que la I¢,; en disparar la liberacion de Ca”" del RS. Por lo tanto,
cuando ambas corrientes coexisten, la Ic, 1, y 1a Inyca, 1a CICR esta controlada casi completamente por

la ICa’L(BerS 2002) .

El inositol 1,4,5-trifosfato (InsP3) puede disparar la liberacion de Ca®" del RS del musculo liso y del
RS en diferentes tipos celulares a través de los receptores de InsP3. Existen receptores de InsP3 en los
miocitos (principalmente la isoforma 2) (Lipp y col., 2000; Perez y col., 1997). A pesar de que
grandes concentraciones de InsP3 pueden dar lugar a una liberacion de Ca>" en miocitos cardiacos
(particularmente en las células auriculares que tienen mayor cantidad de estos receptores), la celeridad
y extension de la liberacion de Ca®'son mucho menores que para la CICR y no se ha demostrado que
los potenciales de accion estimulen la produccion de InsP3. AUn mas, agonistas o,-adrenérgicos
cardiacos y muscarinicos incrementan la produccion de InsP3 y la fuerza contractil (Poggioli y col.,
1986), pero éste efecto inotropico parece estar mediado mayormente por la proteina quinasa C mas

que por InsP3 (Bers, 2002; Salas y col., 2001).
En resumen (Figura 23), la liberacion de Ca*" del RS por Ca®" extracelular ocurre fundamentalmente a

través de CICR disparado por la Ic,; y la consiguiente entrada de Ca®’. Los otros mecanismos

descriptos pueden liberar Ca**pero sin la importancia predominante de la CICR(Bers, 2002).
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Figura 23. Principales mecanismos candidatos para la liberacién de Ca’* por RS. 1: Liberacion de
Ca’" inducida por Ca’* (CICR), mediada por la corriente de Ca’" del canal tipo L (I¢c,1); 2: CICR
mediada por corriente de Ca’" del canal tipo T (Ic,7); 3 y 4: CICR disparada por el influjo de Ca’ a
través del intercambiador NCX; 5: Liberacion de Ca’" disparada por el inositol 1,4,5-trifosfato
(InsP3) a través de los receptores de InsP3. FKBP: proteina de union FK-506, NCX: intercambiador
Na'/Ca’" (Figura modificada de Bers, 2002).
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III.  ARRITMIAS

Como se describiod en el Capitulo I, normalmente el corazén se encuentra bien regulado en términos de
su red de propagacion eléctrica, de modo tal que los PA se generan y propagan de forma sincronizada,

siguiendo un patron caracteristico y repetitivo.

Se denomina arritmia a la alteracion, en la frecuencia o en el ritmo de este patron de activacion
normal (Bers, 2001). Se sabe que las arritmias son una de las principales causas de muerte subita
(Cleland y col., 2002; Mozaffarian y col., 2007). La comprension del mecanismo subyacente de esta
patologia es fundamental para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos utiles para prevenir el

riesgo de muerte stbita en los pacientes con arritmias.

Las arritmias se pueden desarrollar: (1) como resultado de cambios en la frecuencia de los impulsos
del marcapaso en el nodo sinoauricular, (2) por modificaciones eléctricas o estructurales que alteran la
propagacion del impulso, (3) a través de mecanismos a nivel celular disparados focalmente como
liberaciones anémalas de Ca*" del RS que se propagan en formas de ondas regenerativas de Ca®" a lo

largo del miocito (Laurita y col., 2008).

Gran parte de las arritmias observadas en la insuficiencia cardiaca, por ejemplo, o en la intoxicacion
digitalica, son disparadas por éste ultimo mecanismo (Pogwizd y col., 2004;Laurita y col., 2008;
Gonano y col., 2011; Luo y col., 2013; Mazzocchi, y col., 2016) y son las que estudiaremos en el

presente trabajo.

1. MECANISMO DE GENERACION DE ARRITMIAS POR Ca**

El mecanismo de generacién de arritmias por Ca®* es el siguiente: en condiciones normales existe una
pequefia pérdida de Ca*" a través de los RyR2, debida a la apertura espontinea y esporadica en
diastole de estos canales de Ca®". Esa pérdida de Ca®* se observa con microscopia confocal como una
chispa de Ca*"o spark de Ca’*, como fue denominada por sus descubridores (Cheng y col., 1993). En
realidad, esta chispa o destello de Ca®" es consecuencia de la pérdida de Ca*" no por un solo RyR2
sino por un grupo o clister de estos receptores. Un aumento en esta pérdida de Ca®" diastolica, puede
ocasionar ondas de Ca®" (Ca’"waves), que son eventos que se propagan intracelularmente, y son
normalmente arritmogénicos en el corazén entero cuando las ondas de Ca**ocurren simultaneamente

en un namero considerable de células vecinas (Nahhas y col., 2013)

El aumento de la perdida de Ca®" puede ocurrir principalmente por dos razones: un aumento del

contenido de Ca*" en el RS, ya que a mayor contenido mayor pérdida espontanea de Ca®" a través de
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los RyR2 (Cheng y col., 1993), y/o por alteraciones a nivel del RyR2, ya sea por mutaciones,

fosforilaciones o cambios en el estado redox de los mismos, alteraciones que sensibilizan los RyR2 al

Ca”" citosolico y disminuyen el umbral de Ca*" del RS necesario para que ocurra la pérdida diastolica.

En la Figura 24 se muestra un esquema que representa lo expresado anteriormente.

a4 P SERCA2a
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Figura 24.Factores determinantes de la pérdida de Ca’* del RS. La pérdida de Ca’*estd determinada
principalmente por un aumento en la carga o contenido de Ca’ del RS y por alteraciones que

sensibilizan al RyR2.

Las ondas de Ca*" se propagan por el citosol y aumentan la salida de Ca*" por el NCX. Esto a su vez

da lugar a un aumento en la entrada de Na" que despolariza la membrana plasmatica dando lugar a las

DAD. Si estas despolarizaciones alcanzan el umbral de excitabilidad, daran lugar a un latido ectopico.

Por otra parte el Ca®" que se pierde del RS puede aumentar el Ca>" local y facilitar el ingreso a las

mitocondrias y aumentar asi el Ca®" en la matriz mitocondrial, responsable en gran medida de la

apoptosis y necrosis observada en la I/R(Di Carlo y col., 2014).

. . . ., . . 2
En la Figura 25 se esquematiza el mecanismo de generacion de arritmias por Ca”".
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Figura 25. Mecanismos de generacion de potenciales de accion espontineos disparados por Ca’".Las
ondas de Ca’* propagables a través del citosol producto de la apertura de clisteres de RyR2
contiguos genera una salida de Ca’" y entrada de Na* por el NCX. Esto da lugar a despolarizaciones
tardias de la membrana plasmatica que, en caso de alcanzarse el umbral de excitabilidad, puede dar
lugar a un latido ectopico.

1.1. ARRITMIAS GENERADAS A NIVEL CELULAR. ROL DEL RyR2 Y DE LA CaMKII.

Diferentes grupos de investigacion han realizado experimentos para dilucidar el rol del estado de los

RyR2 en las arritmias disparadas por Ca>". A continuacion se detallan algunos de ellos.

En un trabajo de Lukyanenko utilizando miocitos aislados de rata y microscopia confocal se demostro
que la potenciacion de la liberacion de Ca®” del RS a través del aumento del Ca®" luminal es un factor
importante en la generacion de la onda de Ca®*(Lukyanenko y col., 1999).

2814
, aumenta la

También se demostro que la fosforilacion del RyR2 por CaMKII en su sitio Ser
pérdida de Ca®* en diastole y genera arritmias, por ejemplo en la insuficiencia cardiaca causada por

sobreexpresion de CaMKII (Ai y col., 2005).

Hace ya varios afios se encontrd que existe una mutacion puntual en los RyR2 que hace que éste sea
I : : ) 2 . .7 ’ .
mas propenso a liberaciones espontineas de Ca’" del RS ante una estimulacion adrenérgica. Esta

mutacion hace que los pacientes que la poseen exhiban un sindrome arritmogénico heredado que
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causa muerte subita, denominado taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica (CPVT son

sus siglas en inglés) (Liu y col., 2008).

En animales en los que el sitio Ser”®'* del RyR2 fue reemplazado por el aminoacido aspartico (D), de
tal manera que el RyR2 se comporta como permanentemente fosforilado en el sitio de CaMKII (cepa
S2814D), se comprobo que esta pseudofosforilacion predisponia a dichos animales a las arritmias por

estrés (van Oort y col., 2010).

El tratamiento con ouabaina (un digitalico que por inhibicién de la bomba de Na'/K' induce la
acumulacion intracelular de Na* generando un aumento en el Ca* intracelular a través del NCX) en
miocitos aislados de rata provoca la aparicidon de contracciones espontaneas mediadas por
fosforilaciones dependientes de CaMKII, y el mecanismo subyacente a estas arritmias por digitalicos

es la fosforilacion del blanco de CaMKII, el RyR2 (Gonano y col., 2011).

En un trabajo de Said y colaboradores utilizaron ratones WT y ratones con imposibilidad de fosforilar

el sitio dependiente de CaMKII en el RyR2 por mutacidn genética (mutacion del sitio Ser**"

, serina
por alanina, denominados S2814A). Al someter a los ratones S2814A a un protocolo de I/R, estos
desarrollaron un 60% menos de latidos prematuros durante la reperfusion en comparacion a los
ratones WT demostrando que la fosforilacion dependiente de CaMKII del RyR2 es responsable de las

arritmias durante la reperfusion(Said y col., 2011).

1.2. ARRITMIAS GENERADAS A NIVEL CELULAR. ROL DEL LA RECAPTURA DE Ca*
DEL RS

Si bien todos los trabajos mencionados en el apartado anterior enfatizan el rol fundamental de la
alteracion del receptor de RyR2 en la produccion de PA espontaneos, el rol jugado por la alteracion de
la recaptura de Ca®" por la SERCA2a es muy discutido. A continuacién detallaremos trabajos
realizados con el objetivo de estudiar el rol que juega la recaptura de Ca*" del RS en las arritmias

disparadas por Ca*". Muchos de estos trabajos muestran resultados contradictorios entre si.

En experimentos realizados en miocitos ventriculares de conejos, se utilizo la transfeccion adenoviral
para sobreexpresar la proteina SERCA2a y estudiar su impacto en la incidencia de despolarizaciones
tardias y arritmias. El resultado fue que el aumento de la expresion de SERCA2a mejoro la funcioén
sistolica y diastolica y redujo la muerte celular y las despolarizaciones tardias arritmicas (Davia y col.,

2001).
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Landgraf y colaboradores mostraron que la inhibicion de la SERCA y del canal de calcio mitocondrial
(MUC) mediante la aplicacion de tapsigargina y ruthenium 360, respectivamente, en miocitos aislados
de rata, disminuyo la velocidad de las ondas de Ca®". Este grupo sugirio que este efecto se debe
probablemente a una reduccién en la P, de los RyR2 sugiriendo ademas que la sefalizacion de
Ca*'intracelular depende tanto del Ca®" luminal del RS como de la concentracion citosolica del

mismo (Landgraf'y col., 2004).

Del Monte y colaboradores utilizaron un modelo de isquemia y reperfusion en ratas con transfeccion
adenoviral de SERCA?2a y utilizaron electrocardiografia por telemetria para estudiar el modelo. Sus
resultados mostraron que el mejoramiento del manejo del Ca®’ intracelular por aumento de la
expresion de SERCA2a restablecio la funcion contractil y redujo las arritmias ventriculares por I/R

(del Monte y col., 2004).

En un modelo de corazon porcino sometido a isquemia, se estudid el impacto de la sobreexpresion de
SERCAZ2a sobre las arritmias ventriculares isquémicas. Los resultados mostraron que esta estrategia
redujo significativamente este tipo de arritmias, enfatizando su importancia desde el punto de vista
clinico(Prunier y col., 2008). En contraste, en ratones con ablacion de la SERCA2a se observo una
reduccion de la amplitud y velocidad de decaimiento del transitorio de Ca®", menor contenido de Ca**

del RS y menos propension al desarrollo de ondas de Ca*'(Stokke y col., 2010).

Bai y colaboradores describieron que un aumento en la recaptura de Ca*" a través de la ablacion de
PLN en ratones con una mutacion en los RyR2 inductora de CPVT fue eficaz para suprimir las

arritmias disparadas por Ca>" (Bai y col., 2013).

Recientemente se encontr6 una mutacion a nivel de la PLN (R25C, sustitucién del aminoacido
arginina 25 por una cisteina) en una familia con cardiomiopatia congénita (DCM). Para estudiar el
efecto de esta mutacién en cuanto a su significado funcional en el manejo de Ca®" y contractilidad, se
sobreexpresd la R25C-PLN en cardiomiocitos aislados de rata. Esto arroj6 como resultado una
disminucion en la afinidad al Ca** de la SERCA, con una disminucion de la recaptura de Ca®" por el
RS, de los transitorios de Ca*" y una funcion contractil empeorada, en comparacion con los miocitos

con PLN WT, como consecuencia del menor contenido de Ca** del RS (Liu y col., 2015).

Estos ratones también mostraron un aumento en la frecuencia de las chispas y ondas de Ca*"y de las
DAD inducidas por estrés. Al mismo tiempo se encontrd un aumento en la actividad de la CaMKII de
la mano con una fosforilacion aumentada del sitio Ser™'* del RyR2. Esta fosforilacién se asoci6 a un
aumento de la propension a arritmias por estrés. En conjunto esos hallazgos ponen de manifiesto que

la mutacion humana R25C en la PLN se asocia con una super inhibicion de la SERCA2a y el
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transporte de Ca”" asi como también una pérdida de Ca®" del RS aumentada dando lugar esto a
arritmoggénesis bajo condiciones de estrés. Ademas esta mutacion podria ser un factor predecesor a un
aumento en el riesgo de arritmias ventriculares en pacientes con DCM. En resumen este trabajo
mostrd por primera vez una evidencia mecanistica de que el incremento de la inhibicion d PLN puede
afectar tanto la recaptura de Ca®* del RS como la liberaciéon de Ca®* del RS y sugirié que la mutacion
R25C de la PLN puede ser un factor prondstico para un mayor riesgo de arritmias ventriculares en las

personas que posean DCM (Liu y col., 2015).

A continuaciéon, a modo de resumen, se muestra la Tabla len la cual se clasifica a los autores
recientemente citados de acuerdo con las consecuencias que implica el aumento en la recaptura de

Ca®" del RS sobre las arritmias.

Beneficioso Perjudicial
Davia y col. ] Mol Cell Cardiol. 2001. Du Toit y col. J] Am Coll Cardiol. 1994.
Del Monte y col. PNAS. 2004. Lukyanenko y col. J Physiol.1999.
Prunier y col. Circ. 2008. Landgraf'y col. Mol Cell Biochem. 2004.
Bai y col. Circ Res. 2013. Stokke y col. Cardiovasc Res. 2010.
Liu y col. Cardiovasc Res. 2015

Tabla 1. Autores que estudiaron el aumento de recaptura de Ca’* del RS y su consecuencia sobre las
arritmias disparadas por Ca’"

Estos resultados contradictorios deben obedecer seguramente a diferentes causas, pero podrian
deberse, al menos en parte, a los efectos opuestos propios al aumento de la recaptura de Ca*" del RS
sobre el Ca®* citosolico: un aumento en la recaptura de Ca>" del RS disminuye el Ca®" citosolico y el
riesgo de arritmias, pero a su vez, da lugar a un aumento en la carga de Ca®" del RS y por ende a una
mayor sensibilizacion de los RyR2 por el Ca*"aumentando la perdida diastolica de Ca** del RS y el

. 2 . ;. . . .y
riesgo de ondas de Ca”" arritmogénicas. La Figura 26 esquematiza esta relacion.
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I Ca’ citosolico l

Secuestro de Ca’” del RS I

Pérdida de Ca’ del RS l

Carga de Ca™

del RS

Figura 26. El incremento en la recaptura de Ca’" del RS disminuye el Ca’ citosélico e incrementa la
pérdida de Ca’*del RS.

Los efectos opuestos que tiene el incremento en la recaptura de Ca®” del RS sobre el Ca®* citosolico
pueden estar exacerbado si ademas coexisten con un incremento en la probabilidad de apertura de los
RyR2 como la que ocurre debido a la fosforilacion del sitio Ser”™'* dependiente de CaMKII (Ai y col.,
2005) favoreciendo este ciclo futil de aumento en la recaptura y pérdida de Ca**del RS agregando un
costo metabolico debido al consumo de ATP de la SERCA2a. De este modo, los efectos beneficiosos
del aumento de la recaptura de Ca>* del RS pueden resultar perjudiciales en condiciones en las que se

pierde el equilibrio entre la captacion y pérdida de Ca*'del RS.

El panorama aqui descripto fue un disparador para llevar a cabo el presente trabajo de Tesis Doctoral
con el fin de intentar aportar una respuesta al rol que juega el aumento de la recaptura de Ca*por el
RS en las arritmias disparadas por Ca®" en presencia de una RyR2 constitutivamente fosforilado en el

2814

sitio Ser™ " y por lo tanto con predisposicion a generar arritmias.
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HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes planteados, nuestra hipotesis es que el aumento en la recaptura de
Ca”"por el RS es capaz de prevenir las arritmias de reperfusion y aquellas que ocurren en situacion de
estrés (por ejemplo, liberacion de catecolaminas) y que dependen de la fosforilacion del RyR2

mediada por CaMKII, en el sitio Ser™'*.

OBJETIVOS

General

Establecer el rol que desempeiia el aumento en la recaptura de Ca®" del RS a través de la ablacion de

la PLN en las arritmias producidas por estrés y por reperfusion

Particulares

1. Caracterizar desde el punto de vista mecanico, estructural y del manejo de Ca®" intracelular a
la cepa de raton doble mutante generada en nuestro laboratorio y que fue utilizada en los
experimentos para explorar la hipotesis del presente trabajo de Tesis.

2. Evaluar la hipétesis que el aumento de la recaptura de Ca’" por el RS asociado a
modificaciones de los RyR2 asociadas con un aumento de la pérdida de Ca*" por el RS, es
suficiente para prevenir las arritmias que ocurren en estos animales en condiciones de estrés
(alta frecuencia cardiaca y alta concentraciéon de Ca*" extracelular).

3. Evaluar la hipotesis que el aumento de la recaptura de Ca*"por el RS es capaz de atenuar las
arritmias por I/R, producidas al menos principalmente por fosforilacion mediada del RyR2

mediada por CaMKII.
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MATERIALES YMETODOS

Para evaluar las hipotesis propuestas en el presente trabajo de Tesis se utilizaron ratones mutantes y se
combinaron técnicas de histologia, ecocardiografia, electrocardiografia (in vivo), registro de
potenciales de acciéon (PA), de presion ventricular y deCa*" intracelular en corazones intactos (ex

vivo). También se utilizaron herramientas farmacologicas.

Todos los experimentos realizados con ratones se realizaron siguiendo las normativas institucionales y
los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas, UNLP (CICUAL # P03-01-15).

1. ANIMALES

Todos los experimentos fueron realizados con ratones de 3 a 4 meses de edad. Se utilizaron ratones

silvestres (WT) y tres cepas de ratones mutantes que se detallan a continuacion.

a. PLNKO. Estos ratones poseen ablaciéon de la PLN y por lo tanto una recaptura de Ca®" del RS
aumentada. Esta cepa de ratones transgénicos fue cedida por la Dra. Kranias del laboratorio
del Departamento de Farmacologia y Biofisica Celular de la Universidad de Cincinnati,
EE.UU.(Luo y col., 1994) y se crian, al igual que el resto de las cepas utilizadas en el
proyecto, en el bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas, UNLP.

b. S2814D. Esta cepa de ratones posee una pseudofosforilacion constitutiva en el sitio Ser”'* del
RyR2 (residuo blanco de la CaMKII) que produce un aumento de la sensibilidad del RyR2 al
Ca’" citosolico. Este cambio en la sensibilidad al Ca*" de los RyR2 determina una mayor
liberacion de Ca* para un dado Ca®" del RS en sistole y un aumento en la pérdida de Ca** del
RS en diastole a través de los RyR2 (Van Oort y col., 2010). Esta cepa de ratones fue cedida
por el Dr. Xander Wehrens, Baylor College of Medicine Houston, TX, EE.UU.

c. SDKO. Cepa resultante de la cruza de los ratones PLNKO con los ratones S2814D, que tienen
como caracteristica un aumento en la recaptura de Ca>" del RS (por la no expresion de PLN) y

un aumento en la liberacion y pérdida de Ca®* del RS por los RyR2.

El genotipo de los ratones se confirmé mediante analisis por PCR del ADN extraido de tejido de la

cola de los mismos con cebadores especificos para la deteccion de cada mutacion.
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2. HISTOLOGIA

Con la colaboracion de la Catedra de Patologia de la Facultad de Ciencias Médicas de la Plata, se
evaluo la histologia de los corazones de los ratones SDKO y WT. Después de la inclusion en parafina
y la seccidn, las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina para determinar las dimensiones de la
pared cardiaca y la morfologia celular, y mediante la técnica de Picrosirius se evalud la fibrosis

intersticial (Laguens y col., 2002).

3. EXAMEN ECOCARDIOGRAFICO.

Para estudiar la geometria basal y la funcion cardiaca de las cepas mutantes se utilizo la técnica de
ecocardiografia bidimensional, operada en modo M con un transductor lineal de alta frecuencia
(13MHz). El procedimiento se llevo a cabo en animales conscientes de entre 3 y 6 meses de edad. El
estudio ecocardiografico se realizd sin anestesia, luego de un periodo de habituacion de los ratones a
la manipulacion de al menos tres dias consecutivos. Las dimensiones sistolicas y diastolicas se
establecieron de acuerdo con la Guia de la Sociedad Americana de Ecocardiografia (Lang y col.,
2015). La funcion sistolica global derecha e izquierda se determind calculando el acortamiento

fraccional ventricular izquierdo (sus siglas en inglés, LVFS):

LVFS =(LVEDD - LVESD / LVEDD) x 100

Donde el LVFS se expresa como porcentaje, y LVEDD y LVESD (de las siglas en inglés) son los

diametros ventriculares al final de la diastole y de la sistole respectivamente.

4. ELECTROCARDIOGRAMA

Los estudios de electrocardiografia superficial (ECG) in vivo se realizaron enratones en estado
consciente durante 30 minutos. Se utilizaron electrodos de ECG estandares (derivacion I) y el sistema
comercial de adquisicién de datos PowerLab 4ST de AD Instruments”. Para estas mediciones se
utiliz6 un sistema que se puede dividir en dos partes. Una disefiada en el laboratorio y otra comercial
(Figura 27). El montaje disefiado en el laboratorio consistio en una camara con una geometria de semi
tubo de acrilico que permitia la introduccioén del animal comodamente pero a la vez reduciendo los
artefactos de movimiento. En la base del receptaculo se encontraban los contactos eléctricos que se
conectaban al PowerLab. A continuacion se muestra una fotografia del montaje. También se
estudiaron ratones en condiciones basales por ECG de telemetria (6 SDKO y 6 WT) (Contreras y col.,
2014),con la colaboracion del Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad de la

Republica, Montevideo, Uruguay.
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Para poner de manifiesto la presencia de arritmias bajo condiciones de estrés el ECG superficial se
registrd por 10 minutos y luego se aplicd un estimulo catecolaminérgico por inyeccidn intraperitoneal

(IP) de cafeina y epinefrina, 120 mg.kg ' y 1,6 mg.kg ', respectivamente.

Figura 27. Sistema utilizado para el
registro de ECG superficial. A. Vista lateral.
B. Vista desde arriba.

5. PERFUSION DE CORAZONES AISLADOS DE RATON.

Para realizar los experimentos ex vivo los animales se anestesiaron con una inyeccion IP de ketamina
(anestésico general) y diazepam (sedante) (100 mg.kg ' y 5 mg.kg ™', respectivamente). Al alcanzarse
la fase III de la anestesia, y una vez confirmada la pérdida de reflejo de retirada se realizdo una
toracotomia central, se extirpd el corazén y se canuld la aorta. El corazon aislado se mantuvo
perfundido mediante la técnica de Langendorff con un flujo constante de entre 2 y 3 ml/min de
solucion Tyrode normal. La misma estuvo compuesta por (en mM): NaCl 140, KCl1 5,4, CacCl, 2,
MgCl, 1, Na,HPO, 0,33, HEPES 10, glucosa 10, pH=7,4. Esta solucion se mantuvo equilibrada a lo
largo de todo el tiempo de experimentacion por burbujeo con O, al 100%. Una vez verificado el éxito
de la canulacion, se anul6 el nodo auriculoventricular (AV) por medio del pinzamiento del mismo.
Luego, utilizando un estimulador eléctrico externo se fijo la frecuencia de estimulacion del corazon en

300 latidos/minuto (5 Hz). Los registros se realizaron a una temperatura de 37°C.

Para evaluar la actividad mecanica de los corazones, se retird por diseccion la auricula izquierda y se
colocé un baléon de polietileno dentro del ventriculo izquierdo (VI), a través del orificio auriculo-
ventricular. El balén se conect6 a un transductor de presion (MPX5050 Motorola, EE.UU.) a través de
una delgada canula. El balon y la canula se llenaron con agua bidestilada desgaseada (para evitar la
formacion de burbujas que atenuarian la sefial) de modo de fijar la presion de fin de didstole del VI

(PFD). La contractilidad del VI se evalud por medio de la presion desarrollada del VI (PDVI) y la
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maxima velocidad de desarrollo de presion (+dP/dtméx), y la relajacion del ventriculo se estudio a

través de la medida del tiempo hasta la mitad de la relajacion (t50).

6. TECNICA DE MICROELECTRODOS INTRACELULARES PARA MEDICION DE
POTENCIALES DE ACCION.

Para realizar el registro de los PA ex vivo se utilizaron dos técnicas. microelectrodos intracelulares e

indicadores fluorescentes. A continuacion se detalla la primera.

Una vez confirmada la canulacion exitosa del corazén, y alcanzada la temperatura de trabajo, se
procedio al registro de los PA. La sefial de PA transmembrana en corazon intacto se registrd utilizando
un microelectrodo de vidrio (microcapilar de 1,2 mm de didmetro) cargado con una solucion
conductora de KClI saturado (3 M) (10-20 MQ de resistividad). Las sefiales se obtuvieron colocando el
microelectrodo en la cara anterior del ventriculo izquierdo (VI), registrando en la capa epicardica del
corazén. Este microelectrodo se conectd a un cabezal preamplificador parte de un amplificador
comercial de alta impedancia de entrada (Molecular Devices- Axoclamp 2A). Las sefiales digitales se
filtraron a un ancho de banda de S00KHz y se muestrearon digitalmente a una frecuencia de 100KHz.
Se utilizé el software de adquisicion (LabChart 7.0) del sistema PowerLab 4ST de AD Instruments”.
Para el registro se introdujo el microelectrodo superficialmente sobre el epicardio y una vez verificado
el potencial de membrana polarizado se procedi6 al registro de la sefial y al protocolo establecido. En

la Figura 28 se esquematiza el montaje descripto.
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Figura 28. Montaje para la técnica de microelectrodos intracelulares
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Esta técnica se utilizd para evaluar la aparicion de arritmias durante la reperfusion luego de un periodo

de isquemia. A continuacion (Figura 29) se esquematiza el protocolo implementado para tal fin.

Estabilizacion Isquemia Reperfusion
10’ _ lo'

Figura 29. Protocolo de I/R.

7. TECNICA DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA MEDICION DE PA Y Ca®'
INTRACELULAR.

Como se mencioné anteriormente, el registro de PA se realizo también mediante el uso de indicadores
fluorescentes. La técnica utilizada se basa en un sistema no comercial descripto por Escobar y
colaboradores (Mejia-Alvarez y col., 2003) e instalado con su colaboracion en nuestro laboratorio, que
permite medir fluorescencia en el corazon intacto. El sistema se denomina Microscopia de
Fluorescencia de Campo Local Pulsado (su sigla en inglés PLFFM). Esta misma técnica se utilizo para
el estudio del manejo del Ca*" intracelular. Luego de canular y perfundir los corazones, se procedi6 a
la carga del corazén con los indicadores fluorescentes (ver a continuacion). Una vez finalizada la
carga del indicador y de que se lavara el excedente de indicador y se estabilizara la preparacion a una
frecuencia de estimulacion de 5Hz durante 10 minutos, se procedid a registrar la sefial de

fluorescencia correspondiente al Ca®* o el PA intracelular siguiendo diferentes protocolos.

Para un mejor ordenamiento se describirdn en primer lugar los indicadores utilizados, luego el sistema

PLFFM y por ultimo los diferentes protocolos utilizados con el mismo.

7.1. INDICADORES FLUORESCENTES

Para evaluar el potencial transmembrana del corazon intacto se utilizd Di-8-ANEPPS (Sigma
Aldrich®) y para el estudio de los cambios transitorios de Ca*"intracelular en el citosol y en el RS del
corazén intacto de raton, se utilizaron dos indicadores fluorescentes (Thermo Fisher Scientific”),
Rhod-2 AM y Mag-Fluo-4 AM, respectivamente. Para los experimentos realizados con Microscopia

Confocal se utilizo el indicador Fluo -4AM.

7.1.1.Di-8-ANEPPS

Formula molecular: C34Hs,N,O3S
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Peso molecular: 592,8784

- + 4N _
OgS(CHy)gN  )—CH=CH
NI(GH ), CH,1,

Figura 30.Formula del Di-8-ANEPPS.

Este indicador forma parte de la familia de los indicadores potenciométricos. En la Figura 30 se
esquematiza su formula estructural. La membrana plasmatica de una célula cardiaca tiene tipicamente
un potencial transmembrana de -80mV (negativa dentro) debido a un gradiente de concentracion de
K', Na" y CI' que se mantiene por procesos de transporte activo. La formacion de este gradiente
electroquimico es posible gracias a que la membrana plasmatica es semipermeable. Un indicador

potenciométrico permite detectar de forma indirecta la translocacion de esos iones.

El Di-8-ANEPPS se une a lipidos y su fluorescencia cambia en respuesta al cambio en el potencial
eléctrico en su medio. Es por esto que es posible utilizarlo para medir de manera no invasiva las
variaciones en el potencial de membrana. Su respuesta Optica es lo suficientemente rapida como para
detectar cambios transitorios en el potencial (milisegundos) en células excitables como las cardiacas.
El cambio de fluorescencia esta entre un 2-10% por 100 mV. En la Figura 31 se muestra el espectro de

excitacion y emision de este indicador.

Longitud de onda de excitacion (A g) ~465nm

Longitud de onda de emision (A g,) ~635nm

Di-8-ANNEPS

Intensidad relativa (%)

20 0 hg om0 o A 00 500 w2

Longitud de onda (nm)

Figura 31. Espectro de excitacion y emision del Di-8-ANNEPS.

7.1.2.Rhod-2 AM

Formula molecular: C5;Hg,BrN4O,9
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Peso molecular: 1123,96

Figura 32. Formula del Rhod-2 AM.
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El Rhod-2 AM es un indicador de Ca*'que tiene la capacidad de permear dentro de la célula en su

forma AM. En la Figura 32se esquematiza su féormula estructural. Al unirse a este ion incrementa

considerablemente su fluorescencia (tipicamente es mayor a 100 veces). El término AM hace alusion a

que este tipo de indicadores estan modificados en los acidos carboxilicos por grupos ésteres AM

(acetoximetilo) dando lugar a una molécula sin carga que puede permear las membranas celulares.

Una vez dentro de la célula, los grupos bloqueantes lipofilicos son escindidos por esterasas no

especificas dando lugar a una forma cargada que sale de la célula mucho mas lentamente que el

compuesto sin escindir (en algunos casos la hidrdlisis de los grupos esterificados es esencial para que

se una el ion de interés). En este trabajo se utilizo el Rhod-2 AM para la medicion de Ca®" en el

citosol.

Longitud de onda de excitacion (A gy) ~552nm

Longitud de onda de emision (A g,) ~581nm

Este indicador fue elegido por las siguientes caracteristicas:

1. Gran incremento de la fluorescencia por union al Ca*".

2. Cinética rapida (constante de disociacion Kd: 570 nM determinada a 22°C en KCl 100 mM,

MOPS 10mM, pH 7,2).

3. Su espectro de absorbancia se corresponde con la longitud de onda del laser utilizado en el

sistema. (Ver Figura 33).
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Figura 33. Espectro de excitacion y emision del Rhod-2 AM.

7.1.3.Mag-Fluo-4AM

Férmula molecular: Cs;7H3;FoNO ¢

Peso molecular: 817,66

3

I i
{CH, COCH,OCCH, ), N

Figura 34.Formula del Mag-Fluo-4 AM.

Este indicador se une al Ca*" intra RS aumentando su fluorescencia. En la Figura 34 se esquematiza su
formula estructural. Debido a que este tipo de indicador posee una Kd alta (22 uM) es mas apropiado
para rastrear cinéticas de flujos rapidos de Ca®" que aquellos indicadores con Kd menor a 1 pM. En la
Figura 35 se exhibe el espectro del indicador.

Longitud de onda de excitacion (A gx) ~490nm

Longitud de onda de emisioén (A gr,) ~510nm

Kd: 22 uM (determinada a 22°C en KCI 100 mM, MOPS 10 mM, pH 7,2.)
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Figura 35. Espectro de excitacion y emision del Mag-Fluo-4 AM.

7.1.4.Fluo-4AM

Férmula molecular: C51H50F2N2023

Peso molecular: 1096,95
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Figura 36.Formula del Fluo-4 AM.

Este indicador aumenta su fluorescencia al unirse a Ca>’y se utiliza para cuantificar concentraciones
celulares de Ca®" en el rango de 100 nM a 1uM. En la Figura 36se esquematiza su formula estructural.
Debido a que su pico de excitacion se encuentra a los 488 nm genera una emision de la fluorescencia
sustancialmente mas brillante al utilizarse con excitacion por laser de iones argon u otras fuentes junto
con el conjunto de filtros de fluorescencia estandar. El Fluo-4 AM es muy adecuado para aplicaciones
fotométricas y de imagenes que hacen uso de microscopia confocal. En la Figura 37se exhibe el

espectro del indicador.

Longitud de onda de excitacion (A g) ~494nm

Longitud de onda de emision (A gp,) ~506nm

Kd: 335uM.
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Figura 37. Espectro de excitacion y emision del Fluo-4 AM

7.2. CARGA DE LOS CORAZONES CON LOS INDICADORES FLUORESCENTES.

7.2.1.Rhod-2 AM, Mag-Fluo-4 AM y Fluo-4 AM.

Se mezclaron 50 pg de Rhod-2 AM con 45 pl de una solucion de Pluronic F-127° (copolimero
surfactante no ionico que facilita la carga del indicador) diluido en DMSO al 5% (dimetilsulfoxido,
disolvente organico), se agitd en vortex y luego se diluyd en Tyrode normal hasta una concentracion
de 43 pM. Una vez preparado el indicador se procedid a trabajar con la menor iluminacion ambiente
posible a fin de evitar el fotoblanqueo (“photobleaching” en inglés, referido a la destruccion
fotoquimica del fluoroforo). Luego de un periodo de estabilizacion y de verificar la correcta perfusion
del corazon, se cambi6 la solucion de perfusion a la solucion del indicador disuelto en Tyrode. Para
prevenir la precipitacion del indicador, se hizo fluir al mismo a través de un dispensador microgotero
y cada gota se deslizo a través de la pared de una cdmara de 5 ml saturada con O, 100%. Se recirculo
el indicador durante aproximadamente 25 minutos a 1 ml/min a temperatura ambiente, y luego se
perfundi6 el corazon con Tyrode normal (10 minutos) sin indicador para lavar el indicador remanente

previo el inicio del registro de la fluorescencia.

El indicador Mag-Fluo-4 AM se preparé de la misma manera pero se perfundié un tiempo mas
prolongado (40 min) para permitir una mejor difusién al RS y posterior unién de Ca** del mismo.
Aunque este indicador se desesterifica en el sarcoplasma y en el RS, los miocitos pueden extruir la
fraccion citosolica. Esta extrusion del indicador se puede lograr por el simple aumento de la
temperatura a 37°C. A esta temperatura, la fraccion citosolica se elimina por union a un trasportador
ABC como una proteina de membrana. Esta proteina no esta presente en la membrana del RS. Por
tanto, luego de haber aumentado la temperatura hasta 37 °C, la fluorescencia registrada utilizando la

técnica PLFFM es principalmente un resultado de la unién del indicador con Ca® el dentro del RS.

El indicador Fluo-4 AM se prepar6 de la misma manera que el Mag-Fluo-4 AM.
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7.2.2.Di-8-ANEPPS

Se disolvieron 10 pg del indicador potenciométrico Di-8-ANEPPS (liofilizado) con 45 pl de la
solucion de Pluronic F-127° en DMSO 5%. Luego se agregd esta solucion a 15 ml de Tyrode normal
para obtener una concentracion de 1 pM. La solucion de Tyrode con el indicador se perfundid
continuamente durante 25 minutos a una velocidad de 1 ml/min a temperatura ambiente. Luego del
proceso de carga, se perfundio al corazon con Tyrode normal durante 10 minutos para remover el

indicador extracelular excedente y comenzar las mediciones.

Para los experimentos con fluorescencia y con microelectrodos se agrego al Tyrode el desacoplante
mecanico Bleblistatina (actia bloqueando las cabezas de miosina en un complejo con baja afinidad

por la actina) 5 uM, a fin de minimizar los artefactos de movimiento en el registro.

7.3. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE CAMPO LOCAL PULSADO (PLFFM)

La fuente de luz utilizada para la excitacion de los fluoréforos consistio en un laser verde (532 nm
para el Rhod-2 AM y Di-8-ANEPPS) y un laser azul (473 nm para Mag-Fluo-4 AM). La luz de
excitacion se enfoco en la fibra dptica multimodo (400 pm de didmetro para el laser verde y 200 pm
para el laser azul, Thorlabs, EE.UU.) mediante una lente convergente para transmitir la luz de
excitacion a la superficie del corazon. Esta luz excito las moléculas del fluoréforo en el volumen de
iluminacion del campo de la fibra 6ptica. La luz emitida desde el corazén fue llevada a través de la
misma fibra Optica, filtrada para eliminar el componente de excitacion reflejado y se enfocd en un
fotodiodo de avalancha. Este fotodiodo se conectd a un conversor integrador voltaje — corriente
controlado por un procesador de sefial digital. Luego la sefal fluorescente recogida se digitalizo, se
filtr6 y se analiz6 mediante un software comercial descripto anteriormente. En la Figura 38se

muestran los componentes principales de este sistema.
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Figura 38. Sistema PLFFM. (Modificado de Mejia-Alvarez y col., 2003).

Una vez que el corazon ya estuvo estabilizado, cargado y lavado el excedente del indicador, se
posiciond la fibra optica a través del micro manipulador lateral a VI tocando el epicardio. Luego de
visualizada la sefial se procedié a registrarla con el sistema de adquisicion descripto anteriormente

(Powerlab, AD Instruments). Los protocolos utilizados con esta técnica fueron los siguientes.

7.4. PROTOCOLO DE RESTITUCION DE LA LIBERACION DE Ca*'(RLC):

Luego de una liberacion de Ca** desde el RS, debe transcurrir un cierto tiempo, antes de que ocurra
una segunda liberacion de igual amplitud. Esta refractariedad de la liberacién de Ca®" se define como
la recuperacion tiempo-dependiente (restitucion) de la liberacion de Ca** (RLC). El objetivo de este
protocolo fue estudiar la RLC, para obtener una de las caracteristicas de la dindmica de Ca*
intracelular en cada cepa. Las curvas de RLC fueron generadas por la aplicacion de un pulso
extrasistolico adicional a distintos tiempos durante el intervalo diastolico regular. La recuperacion
fraccional de la liberacion de Ca®* fue calculada como la relacion entre la amplitud del transitorio de
Ca®™ posterior y anterior al pulso extrasistolico (ver formula mas abajo). Se procedid al anélisis de
estos datos mediante ajuste a una curva exponencial, del cual se obtuvo la constante de tiempo de la

RLC de los diferentes grupos estudiados (Figura 39).

% RLC: A2/A1*100
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Figura 39. Protocolo para obtencion curvas RLC.

7.5. PROTOCOLO DE INDUCCION DE ARRITMIAS POR ESTRES (ALTA FRECUENCIA Y

ALTO Ca* EXTRACELULAR).

Este protocolo consistido en someter a los corazones cargados con indicador fluorescente a un periodo

breve de estrés que implico la perfusion durante 2 minutos con Tyrode con concentracion elevada de

Ca*"extracelular (6 mM) y estimulacion eléctrica con frecuencia elevada (12 Hz) durante los Gltimos 5

segundos de esta etapa de dos minutos (denominado tren de alta frecuencia). En estas condiciones se

evalué la incidencia y frecuencia de latidos ectopicos y de taquicardia ventricular (TV). El objetivo

perseguido fue evaluar la respuesta de las diferentes cepas mutantes de raton al estrés y utilizar estos

datos para dar respuesta a nuestra hipotesis. Este protocolo se esquematiza en la Figura 40.

Estabilizacion

10"

Carga
Indicador

Estrés

Post-
Estrés

31

Figura 40. Protocolo de arritmias bajo estrés.
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8. ONDAS DE Ca’*"EN EL CORAZON INTACTO

Para los registros de ondas de Ca*’se utilizé un microscopio confocal (Olympus Fluoview FV1000)
con un objetivo 40X con una distancia de trabajo larga y una apertura numérica grande (0,80). Los
corazones se perfundieron tal como se menciond anteriormente para PLFFM, con Fluo-4 AM 0,1 uM
luego de que la frecuencia cardiaca espontanea fuera regular. Después de 30 minutos de perfusion con
el indicador a temperatura ambiente, la solucion se cambid a Tyrode normal, y la temperatura se
incrementd a 37°C durante10 minutos luego de trasladarla camara de perfusion a la platina del
microscopio confocal. Se obtuvieron registros de barrido lineal de la epicapa ventricular izquierda,
como se describio anteriormente (Mattiazzi y col., 2015) durante la pre-isquemia y durante los

primeros 10 min de reperfusion de los corazones después de 15 min de isquemia sin flujo.

9. ANALISIS DE RESULTADOS.

En cada uno de los diferentes protocolos se estudiaron diferentes caracteristicas y resultados que se

describen a continuacion.

9.1. PARAMETROS DE Ca’ ' INTRACELULAR

A partir de los resultados obtenidos del estudio de los transitorios de Ca®" citosélico e intra RS se

analizo:

t1. Tiempo (expresado en ms) transcurrido entre el pico maximo y la disminucion a la mitad de la

amplitud de la fluorescencia. Este parametro se utiliza para estudiar la celeridad de la relajacion.
T (tau): Constante de relajacion (ms).Es la constante de tiempo del ajuste de la porcion de relajacion
del transitorio con caida exponencial (ver Figura 41). Expresa la constante de tiempo a la que se relaja

el corazdn. Asi, un menor valor de 1 indica una relajacion mas rapida, y viceversa.

dF,,,/dt: Maxima velocidad de aumento de la amplitud de la fluorescencia. Expresa la velocidad de

. . 2
aumento de la fluorescencia (debida al Ca®" en nuestro caso).
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Figura 41. Pardmetros estudiados en los transitorios de Ca’"

RLC: Restitucion de la liberacion de Ca®* (ms). Constante de tiempo de la curva exponencial obtenida

luego del analisis del protocolo de restitucion. Ver Figura 42.
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Figura 42. Cdlculo de constante de RLC.

Como ya se explicd, luego de la liberacién de Ca** por el RS, el sistema de liberaciéon entra en un
periodo refractario durante el cual no responde a la estimulacion por elCa*" citosélico. Este periodo
depende entre otras variables del contenido de Ca®" del RS y de las caracteristicas de los RyR2
2+

(Radwanski y col., 2013;Mazzocchiy col., 2016)y se utilizé para caracterizar la dinamica del Ca

intracelular en las diferentes cepas.
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9.2. POTENCIALES DE ACCION

De los PA se analizo:

APD: Duracion del ancho del PA (ms).

APD20. Duracion del PA al 20% de la repolarizacion eléctrica (ms).

APDS50. Duracion del PA al 50% de la repolarizacion eléctrica (ms).

La Figura 43 resume estas variables.

0mV

Figura 43. Cdlculo de pardametros en PAs.

RPA: restitucion del PA. Constante de tiempo de la curva obtenida como resultado del protocolo de
restitucion de la amplitud del PA. Esta medida permite evaluar el tiempo requerido para que se

restituyan las propiedades de la membrana plasmatica para generar otro potencial de accion.

Incidencia de latidos ventriculares prematuros (LVP). Luego del protocolo de estrés, del periodo
de isquemia en corazones perfundidos o del estimulo catecolaminérgico en animales intactos, se
observo la ocurrencia de latidos ventriculares prematuros y se expreso la incidencia (cantidad de
corazones con ocurrencia de LVP/total de corazones utilizados de cada cepa) en porcentaje (%) del

total.

Frecuencia de latidos ventriculares prematuros. Se contabilizo la ocurrencia de LVP y se lo dividio

por la duracion del periodo de observacion de 3 minutos. Se expresé como latidos/minuto (lat/min).
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Incidencia de taquicardia ventricular (TV): Se observd la ocurrencia de TV y la incidencia se
expresd como cantidad de corazones con TV/total de corazones de cada cepa en porcentaje (%) del

total.

Frecuencia de la TV: Se contabilizo la ocurrencia de eventos de TV y se lo dividid por la duracion

del periodo de observacion. Se expresé como latidos/minuto (lat./min).

9.3. MICROSOCOPIA CONFOCAL

Las chispas o destellos de Ca®* se midieron usando el complemento "Sparkmaster" para ImageJ (Picht
y col., 2007). Las ondas, mini-ondas y warks de Ca*",fueron contadas y clasificadas visualmente,
segin las siguientes definiciones: Una onda propagada de Ca®* se definié como un frente de onda
continua en la imagen de exploracion lineal visualizada como una linea fluorescente robusta que se
propaga a través del ancho total del miocito sin fragmentarse o romperse. Una mini-onda se definio
como una linea fluorescente que se rompe, sin propagarse a través de la totalidad de la célula. Un
wark se definié como una onda de Ca*'fragmentada en forma de collar de cuentas, que no se propaga

a lo largo de la longitud de la célula.

10. ESTADISTICA

Las variables continuas se expresaron como media = ESM (error estdndar de la media) y se evaluaron
con la prueba t de Student para muestras no apareadas o por analisis de la varianza (ANOVA) seguida
de la prueba post hoc de Tukey para comparar la diferencia entre grupos. La prueba Mann—Whitney U
se utilizo para datos que no siguen una distribucién normal. Una diferencia se consider¢ significativa
cuando el valor de P fue<0,05. Los datos categéricos se expresaron como porcentajes y se

compararon mediante la prueba exacta de Fischer.
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RESULTADOS
1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES SDKO

1.1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS RATONES SDKO

El genotipo de los ratones WT y SDKO se confirmé por analisis de PCR usando el ADN extraido de
la cola de ratdon y cebadores especificos para detectar las mutaciones especificas PLNKO y S2814D

(Luo y col., 1994; Van Oort y col., 2010).

Luego se procedi6 a caracterizar a los ratones SDKO desde el punto de vista estructural, mecéanico, de

la dindmica de Ca*" y de los PAs por comparacion con los ratones WT.

El analisis de las secciones histologicas tefiidas con hematoxilina y eosina (realizadas en la Catedra de
Patologia de la Facultad de Ciencias Médicas de La Plata)demostro que las dimensiones de las paredes
cardiacas en ratones SDKO de 2 a 4 meses de edad fueron similares respecto a los WT: espesor
maximo de pared de VI: 1,20 = 0,30 vs 1,65 + 0,20 mm, espesor minimo de pared de VI: 0,96 + 0,09 y
1,05 £ 0,12 mm, espesor del septum: 1,30 + 0,14 y 1,23 £+ 0,19 um, respectivamente (n=3).Tampoco
se detectaron diferencias significativas en el diametro transversal de los miocitos ventriculares entre
los ratones WT (17,40 = 1,03 um) vs los ratones SDKO (15,50 + 0,32 um), n=134 y 139 mocitos,
respectivamente de 3 corazones, ni en la fibrosis intersticial 4,0 + 0,5% (WT) vs 4,5 + 0,6 % (SDKO)
(n = 3). En la Figura 44A se muestra un corte transversal de corazon de raton SDKO y de WT y en la
Figura 44B y C los valores promedios de los parametros estructurales nombrados en el parrafo

anterior.
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Figura 44.Caracteristicas estructurales de los ratones SDKO. No se encontraron diferencias
significativas en la estructura cardiaca de los ratones SDKO vs los WT. A. Seccion transversal tipica
teriida con hematoxilina y eosina de corazon de raton WT y de SDKO.B. Valores promedios de
parametros estructurales. EPVI max.: espesor de la pared del VI mdxima, EPVI min.: espesor de la
pared del VI minima, ES: espesor septal. C. Valores promedios del diametro de miocitos (panel
izquierdo) y fibrosis intersticial (panel derecho). n=3.

En la Tabla 2 se puede ver que la estructura y funcion cardiaca determinadas por ecocardiografia
fueron similares en ratones WT y SDKO jovenes (3 meses de edad). Por el contrario, a los 6 meses,
los ratones SDKO mostraron un aumento en el didmetro de final de diastole, espesor sistolico
ventricular de la pared del septum y espesor de la pared posterior del VI vs los ratones WT. Un
aumento en estos parametros se habia observado previamente en ratones S2814D a los 12 meses de

edad (Van Oort y col., 2010).
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3 meses de edad

6 meses de edad

] WT SDKO WT SDKO
gzﬁ;‘e“da LBl 651822280  707.11+17.03 618824258 623,68 = 7.89
i — 92,86 + 0,38 94,54+243  91,9241,00 94,70+ 0,30

31,08 + 0,49 34514367 30,66+1,01 34,19+ 1,49

1,02+ 0,03 0,95 = 0,06 1,02 £0,02 1,00 + 0,03

2.83 40,07 3,02+0,15 272+£0,09  3,13+0,11%"

1,39 £ 0,04 1,37+ 0,05 126+0,09°  1,60+0,07"*

0,75+ 0,01 0,68 = 0,02* 0,70 + 0,01 0,79 + 0,03

1,61+ 0,08 1,59 + 0,12 126£0,09°  1,60+0,07%"

0,90 £ 0,04 0.74 + 0,02* 0,68 0,03  0,85+0,04%

Tabla 2.Datos estructurales de ratones SDKO. Los datos estan expresados como promedio = ESM.
Significado de las siglas en inglés. LVFS: fraccion de acortamiento del VI. ESD/EDD: diametro de fin
de sistole/diastole, 1VSs/IVSd: espesor de la pared de septum interventricular en sistole/diastole,
LVPWs/LVPWd.: espesor de la pared posterior del VI en sistole/ diastole. * P<0,05 WT vs. SDKO, #
P<0,05, 3 meses vs. 6 meses WT,; y P<0,05, 3 meses vs. 6 meses SDKO.

Estos resultados muestran que la estructura cardiaca de la cepa SDKO no presenta diferencias respecto
a los ratones WT. Las diferencias encontradas a los 6 meses en cuanto a diametro de fin de diastole,
espesor sistolico ventricular de la pared del septum y espesor de la pared posterior del VI es un
resultado esperable para esta cepa ya que una de las cepas que da origen a los SDKO es justamente la
cepa S2814D para la cual se ha descripto este incremento en las caracteristicas recién mencionadas
estando en concordancia también con experimentos de sobreexpresion de CaMKII en los que se
demostro6 la participacion de la misma en el desarrollo de hipertrofia cardiaca(Zhang y col., 2003;Van

Oort y col., 2010).

1.2. CARACTERIZACION MECANICA DE LOS RATONES SDKO.

Luego, se estudiaron las caracteristicas mecanicas de los corazones perfundidos de las diferentes cepas
En los ratones SDKO la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) fue similar a los
ratones S2814D. Sin embargo, la maxima velocidad de subida de la PDVI (+dP/dt méx.) y la maxima
velocidad de relajacion fueron significativamente mds altas en los ratones SDKO vs los S2814D
aunque sin alcanzar los niveles de la cepa PLNKO. El ftiempo medio de relajacion (t,) fue
significativamente mas corto que los ratones S2814D y similar a los ratones PLNKO. Estos resultados

se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Caracteristicas mecanicas de los corazones de ratones SDKO. A. Presion desarrollada
por el VI (PDVI) durante perfusion normal. B. Maxima velocidad de aumento de la PDVI. C. Maxima
velocidad de relajacion de la PDVI. D. Tiempo medio de relajacion.* P<0,05 vs. WT, # vs. S2814D,

&vs. PLNKO.

En conjunto estos resultados indican que los ratones SDKO combinan a nivel funcional el aumento en
la recaptura de Ca®" por la ablacion de PLN (que se manifiesta por una mayor velocidad de
relajacién), y el aumento en la liberacion de Ca®* (que se manifiesta por una mayor velocidad de

desarrollo de la presion) tipica de la pseudofosforilacion de los ratones S2814D.

2. CARACTERIZACIONDE LA DINAMICA DE Ca** DE LOS RATONES SDKO

Para caracterizar la dindmica de Ca’" de los ratones doble mutantes y al mismo tiempo poder
compararlos con las demés cepas se midieron los transitorios de Ca®" citosolico e intra RS en el
epicardio del corazon intacto bajo estimulacion eléctrica, en todas las cepas estudiadas. Estos

resultados se obtuvieron utilizando la técnica de fluorescencia PLFFM tal como se describe en

Materiales y Métodos.
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Se encontré que los ratones PLNKO y SDKO presentaron un tiempo medio de relajacion del
transitorio de Ca*"citosélico menor que los WT y los S2814D y a su vez, los transitorios de Ca** de los
corazones de ratones S2814D se relajaron mas lentamente en comparacion a las demas cepas, como se
muestra en la Figura 46A. En cuanto a la relajacion de los transitorios de Ca®" del RS (Figura 46 B), se
encontrd que el tiempo medio de relajacion en los ratones PLNKO fue significativamente menor que
en las demas cepas. Este resultado pone de manifiesto que tanto la cepa PLNKO como la doble
mutante, SDKO, poseen una relajacién aumentada en comparacion con las otras cepas. Este resultado
es consistente con los obtenidos por otros trabajos respecto a los PLNKO (Li y col., 2000) y con los

datos mecanicos mostrados en la Figura 45.
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Figura 46. Tiempo medio de relajacion de transitorio de Ca’" citosélico e intra RS. A. Tiempo medio
de relajacion citosolico medido con Rhod-2. B. Tiempo medio de relajacion intra RS medido con
Mag-Fluo-4 AM. Las dos cepas con ablacion de PLN, PLNKO y SDKO, poseen una relajacion mas
rapida que las cepas WT'y S2814D.* P<0,05 vs. WT, #vs. S2814D.

Otro parametro relacionado con la relajacion del transitorio de Ca®" es la constante de relajacion Tau
(constante de decaimiento exponencial). Del mismo modo que para el 7, se encontroé que la constante
de relajacién tau de los transitorios de Ca®* citosolico e intra RS fue significativamente menor en los
ratones SDKO con respecto a los S2814D y WT y similar a los PLNKO, tal como se observa en la
Figura 47A. y B. La velocidad de relajacion, medida a través de la inversa de la constante de
relajacion tau, fue mayor en los ratones SDKO y PLNKO y menor en los ratones S2814D y WT

como se observa en la Figura 47C.

77



oy

A 80 -
70 60 A
sy &
4]
O _ 601 O 50 1
o 2n ()
= O © %h
2 g o O 40
22 = A
g% S E
€ Z o W
Eg 5 &
- 2 =5 20
538 % CR
g 10 c 10
2 |
e 5
F ~
$2814D PLNKO SDKO U $2814D PLNKO SDKO
C
0.070-
rt'tﬂ
& 0.0601 N
Q) & >
S "on 0,050+ .
e 8
5 g #
S E 0.040-
B O
5.2 0.030-
890
= 8
T 2 0.020-
- [&]
= 0.0104
<
H .
0.000

WT  S2814D PLNKO SDKO

Figura 47. Constante de tiempo de relajacion tau y constante de velocidad de relajacion tau ' A.
Constante de relajacion citosolica medida con Rhod-2 AM. B. Constante de relajacion medida en el
RS con Mag—Fluo-4 AM. C. Velocidad de relajacion citosélica evaluada a través de la inversa de tau.

* P<0,05 vs. WT, #vs. S2814D.

Otra de las caracteristicas estudiadas fueron los tiempos de restitucion de la liberacién de Ca** (RLC)
Este parametro indica el tiempo que se necesita luego de un transitorio de Ca®", para que se produzca
otro transitorio de igual magnitud. Durante el tiempo de restitucién el Ca*" recicla: luego de su
liberacion por el RyR2, es recapturado por la SERCA2a y nuevamente llevado a los sitios de
liberacion, los RyR2, para ser liberado en el latido siguiente. Si bien los mecanismos que determinan y
regulan la RLC no estan totalmente aclarados, éstos han sido relacionados al contenido de Ca*" del
RS, y/o la velocidad de la recaptura de Ca®" por el mismo, asi como a la sensibilidad de los RyR2 al
Ca’" Por ejemplo, se demostrd que una mayor actividad de la SERCA aumenta la velocidad de
RLC(Ramay y col., 2011). Ademas en ratones carentes de calsecuestrina, el buffer de Ca®" principal
dentro del RS, se observo una aceleracion en la RLC, posiblemente por aumento del Ca’" libre dentro

del RS(Knollmann y col., 2006). La RLC es una propiedad celular fundamental, ya que latido a latido
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es determinante de la estabilidad de la liberacién de Ca** inducida por Ca*". La disminucion de RLC
se ha asociado con arritmias, en tanto que su aumento con alternancias ventriculares (Kornyeyev y

col., 2012; Liu y col., 2012).

En nuestro estudio observamos que la ablacién de PLN en las cepas PLNKO y SDKO produjo una
disminucion del tiempo de restitucion de la liberacién de Ca*"(RLC), consistente con que el aumento
de la recaptura de Ca®" disminuye la refractariedad de los RyR2 (Huser y col., 1998; Szentesi y col.,
2004), es decir que el Ca’recicla mas rapidamente en comparacion con las cepas sin ablacién de la
PLN. En la Figura 48A se muestra las curvas de la RLC obtenidas en las 4 cepas estudiadas y en la
Figura 48B los valores promedios de las constantes de tiempo de la RLC calculadas como se describid

en Materiales y Métodos.
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Figura 48. Restitucion de la liberacién de Ca’" (RLC) citosélico. A. Curvas exponenciales de la
restitucion de Ca’ de los transitorios citosélicos. B. Constantes de tiempo de la RLC para cada
cepa.* P<0,05 vs. WT, #vs. S2814D.

3. CARACTERIZACION DE LOS PA DE LOS RATONES SDKO

También se estudio y caracterizo la configuracion de PA en S2814D y SDKO (Figura 49). El PA fue
similar para ambos tipos de ratones. Se observo ademas que la duracion del PA al 50% de la
repolarizacion (APD50) tendidé a ser mas largo en los SDKO en comparacion con los S2814D,
41,5+4,7ms (n=6) vs. 30,1+4,7ms (n=7), respectivamente, aunque sin llegar a niveles significativos.
Esta tendencia estd en concordancia con la prolongacion del intervalo QT de los animales SDKO que
habiamos demostrado en un trabajo previo (Mazzocchi y col., 2016). La Figura 49A muestra los
trazos representativos de las cepas analizadas. En la Figura 49B se muestran los resultados dela

APD20 y APDS50.
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Figura 49. La ablacion de PLN no genera cambios en la configuracion del PA pero si una tendencia
a un incremento de la duracion del mismo. A. Trazos representativos de PA en ratones S2814D y
SDKO respectivamente en reposo. B. Duracion del PA al 20% de la repolarizacion (APD 20, panel
izquierdo) y al 50 % (APD50, panel derecho).

Las alteraciones observadas en las RLC podrian deberse total o parcialmente a alteraciones en la
restitucion del PA (RPA) y no estar determinadas por el manejo del Ca*". Para descartar esta
posibilidad, se estudié la RPA. El protocolo, tal como se explica en el capitulo de Materiales y
Meétodos fue similar al empleado para estudiar la RLC. En este caso se utiliz6 el indicador
fluorescente Di-8-ANEPPS sensible a los cambios en el potencial de membrana, y por ello es util para
evaluar los PA. En contraste a los resultados obtenidos para la RLC, la RPA no mostré ser diferente
entre las cepas estudiadas. En la Figura 50 se muestra los resultados del estudio de la restitucion
eléctrica entre la cepa doble mutante y la cepa S2814D. En la Figura S0A se muestra los resultados de
las curvas exponenciales de restitucion eléctrica y en la Figura 50B se muestran los valores promedios

de las constantes de las exponenciales obtenidas para la RPA.
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Figura 50. Restitucion eléctrica. A. Curvas de restitucion del PA. B. Valores promedio de las
constantes de tiempo de la restitucion del PA. La RPA es similar en ambas cepas.

Estos resultados indican que las alteraciones observadas en los tiempos de restitucion de la liberacion
de Ca® citosolico en la Figura 48, se deben a una alteracion de la recuperacion del proceso de
liberacion de Ca>" en si mismo, y no a una alteracién en la restitucion del potencial de accion y

sugieren un mayor riesgo de arritmias en las cepas PLNKO y SDKO.

4. LA ABLACION DE LA FOSFOLAMBAN REDUJO LAS ARRITMIAS VENTRICULARES
PROMOVIDAS POR LA FOSFORILACION POR CaMKII DEL SITIO SER*"* DE LOS RyR2
BAJO CONDICIONES DE ESTRES

Luego de caracterizada la cepa doble mutante se prosiguid con el siguiente objetivo: evaluar los
efectos del aumento en la recaptura de Ca®" del RS en la propensién arritmogénica bajo estrés tipica
de la fosforilacion de los RyR2 mediada por CaMKII. Se realiz6 el estudio de ECG in vivo a ratones
de 3-4 meses de edad de las cepas S2814D y SDKO. Ambas cepas presentaron un ritmo cardiaco
normal en reposo. Sin embargo cuando se estimuld a los ratones con una inyeccion IP de
cafeina/epinefrina, la respuesta del ECG fue completamente diferente entre los ratones S2814D y los
SDKO. En tanto que los ratones S2814D mostraron una incidencia alta de complejos ventriculares
prematuros (PVC, sigla en inglés) de acuerdo a hallazgos previos (Van Oort y col., 2010), estos fueron
significativamente menos frecuentes en los ratones SDKO (Figura 51A-C). Ademas, en los ratones
S2814D se observd una incidencia alta de taquicardia bidireccional sostenida (presente en 4 de 5

ratones) que no se presentd en ninguno de los animales SDKO (6 ratones) (Figura 51D).
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Figura 51. La ablacion de PLN rescata de la propension a arritmias ventriculares promovida por la
fosforilacién constitutiva del RyR2 en el sitio Ser™'? dependiente de CaMKII in vivo. A y B. Trazos
representativos de ECG en ratones S2814D y SDKO conscientes en reposo y post inyeccion IP de
cafeina/epinefrina (Caf/Epi). Las flechas en los trazos de los S2814D indican complejos ventriculares
prematuros (CVPs). Se observo taquicardia ventricular bidireccional (TVB) en la mayoria de los
ratones S2814D, luego de estimulo con Caf/Epi. Los CVPs fueron pocos comunes y la TVB estuvo
completamente ausente en los ratones SDKO. Cy D. Grdfico de caja mostrando la frecuencia de los
CVPs y la incidencia de la TV, respectivamente en los ratones S2814D y SDKO luego del estimulo
con Caf/Epi. *P <0,05 vs. §2814D.

Se realizaron ademas experimentos ex vivo para estudiar el efecto del aumento en la recaptura de Ca*”
del RS en la propension arritmogénica tipica de la fosforilacion de los RyR2 mediada por CaMKIL.
Estos experimentos se realizaron en corazones aislados perfundidos pre cargados con el fluoréforo Di-
8-ANEPPS, para evaluar el PA transmembrana en la capa epicardica de los corazones intactos de los
ratones (Mejia-Alvarez y col., 2003). Se sometio a los corazones de los ratones SDKO y S2814D a un
protocolo arritmogénico (Bai y col., 2013; Mazzocchi y col., 2016): un tren de estimulos eléctricos de
alta frecuencia (12Hz), en presencia de una concentracion alta de Ca®" extracelular (Ca*’6mM)

seguido de un periodo de estimulacion de 1Hz y Ca** 6mM.

La Figura 52 muestra trazos tipicos (A y C) y resultados totales (Figura 52B y D) de esos
experimentos. Durante los primeros 3 min luego del protocolo de tren de pulsos, los corazones
S2814D usualmente no respondieron a la baja frecuencia de estimulacion impuesta y mostraron una

alta frecuencia espontanea (Figura 52A) y un incremento significativo de latidos ventriculares
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prematuros en comparacion con los corazones SDKO y en la incidencia de periodos de taquicardia

ventricular (TV) (S2814D, 63% vs. SDKO, 0%) (Figura 52B y D).
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Figura 52. La ablacion de la PLN rescata la propension a arritmias ventriculares promovidas por la
fosforilacion constitutiva del sitio Ser™'? del RyR2 en corazones ex vivo. A y C. Trazos representativos
de potencial de accion medido por fluorescencia (Di-8ANEPPS) en reposo y luego de un tren de alta
frecuencia de estimulo en ratones S2814D heterocigotas y SDKO. Las flechas en A indican la
ocurrencia de un latido ventricular prematuro (LVP). B. Incidencia (panel izquierdo) y frecuencia
(panel derecho, dibujo de caja) de latido ventricular prematuro. D. Incidencia (panel izquierdo) y
duracion (panel derecho) de taquicardia ventricular. .*P < 0,05 vs. S2814D.

En conjunto estos resultados muestran que el aumento en la recaptura de Ca*"por el RS por ablacion

de la PLN previene las arritmias in vivo y ex vivo a la que son propensos los ratones S2814D.

5. LA ABLACION DE LA FOSFOLAMBAN REDUJO LAS ARRITMIAS VENTRICULARES
PROMOVIDAS POR LA FOSFORILACION DE LA CaMKII DEL SITIO SER*" DE LOS
RyR2 EN LA I/R.

Para evaluar los efectos del aumento de la recaptura de Ca®* por el RS en la propension arritmogénica
tipica de la fosforilacion del sitio Ser™®'* del RyR2 luego de un protocolo de isquemia y reperfusion se
realizaron experimentos utilizando ratones de 3-4 meses de las cepas WT, S2814D y SDKO (n= 17,
n=14 y n= 9 respectivamente). Estos experimentos también se realizaron en corazones intactos
perfundidos bajo estimulacion eléctrica programada. Se midieron los PA utilizando microelectrodos
intracelulares. La Figura 53 muestra los trazos representativos y la Figura 54 los resultados totales de

este conjunto de experimentos. Durante los primeros 3 minutos de reperfusion luego de un periodo de
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15 minutos de isquemia global, los corazones SDKO mostraron una menor incidencia a presentar
latidos prematuros ventriculares en comparacion con los corazones S2814D (WT, 70,5%; S2814D,
87,5% y SDKO, 33%) y una frecuencia de los mismos menor en comparacion con los ratones S2814D
y los ratones WT (S2814D, 4,38 + 0,91 lat./3min; SDKO, 0,44+0,24 lat./3min y WT, 4,47 + 0,38
lat./3min).

Se debe notar que tanto la incidencia como la frecuencia de los latidos prematuros en los S2814D
durante la reperfusion son solo ligeramente superiores y no significativamente diferentes de las que
presentaron los ratones WT. Aunque a primera vista este resultado podria parecer inesperado, se sabe
que los ratones WT presentan arritmias de reperfusion asociadas a un aumento significativo de la
fosforilacion dependiente de CaMKII de RyR2 al inicio de la reperfusion(Said y col., 2011). Esta
alteracion, que no puede ocurrir en ratones S2814D debido a su estado permanentemente
pseudofosforilado del Ser*™'*del RyR2,explicaria el comportamiento similar de ambas cepas en

relacion con las arritmias de reperfusion.
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Figura 53. La ablacion de la PLN rescata las arritmias de reperfusion en corazones perfundidos.
Trazos representativos de potencial de accion previo al periodo de isquemia y durante la reperfusion
en ratones WT, S2814D y SDKO (panel superior, panel medio y panel inferior respectivamente). Las
flechas en indican el artefacto introducido por el estimulo eléctrico.
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Figura 54 La ablacion de la PLN rescata las arritmias de reperfusion en corazones perfundidos.
Panel superior, incidencia y Panel inferior, frecuencia (dibujo de caja) de LVP. *P<0,05 vs. S2814D,
&P<0,05 vs. SDKO.

El ultimo registro y barra de la Figura 53 y Figura 54 respectivamente muestran que la ablacion de

PLN protege de las arritmias de reperfusion tanto en corazones WT como S2814D.
En conjunto estos resultados indican que la ablacion de la PLN rescata los eventos de arritmias

ventriculares ex vivo durante la reperfusion luego de un periodo de isquemia propio de los ratones

S2814Dy WT.
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6. LA INHIBICION FARMACOLOGICA DE LA SERCA2a REVIRTIO EL EFECTO
PROTECTOR DE LA ABLACION DE LA PLN EN LOS RATONES SDKO.

Como una prueba de concepto de los efectos beneficiosos de incrementar la recaptura de Ca®" por el
RS sobre las arritmias debido a la pseudofosforilacion constitutiva del RyR2 en el sitio Ser*™'
dependiente de la CaMKII, se realizaron experimentos inhibiendo parcialmente la SERCA2a en
corazones de ratones SDKO. Estos corazones se sometieron al mismo protocolo de estrés descripto
precedentemente, pero en presencia del inhibidor de la SERCAZ2a, acido ciclopiazonico (CPA) 1 uM.
Esta descripto que esta concentracion de CPA inhibe la actividad de la SERCA2a en

aproximadamente un 80% (Schwinger y col. 1997).

La inhibicién de la SERCA2a con CPA 1uM aument6 la frecuencia de los latidos ventriculares
prematuros en los corazones SDKO reperfundidos en presencia de CPA (4,25+1,49 lat./min SDKO
vs12, 00£4,58 lat./min SDKO +CPA). La Figura 55 describe un experimento tipico en un corazon
intacto aislado de SDKO. En la Figura 55Ase representan los PA obtenidos en corazones de ratones
SDKO latiendo a una concentracion de Ca*’extracelular de 6,0 mM, antes y después del CPA. La
inhibicioén parcial de SERCA2a produjo un aumento en la frecuencia de los latidos ventriculares
prematuros en los ratones SDKO tal como se muestra en la Figura 55B. En otras palabras, el agregado
de CPA vy la consiguiente inhibicién de la SERCA2a, mimetiza el comportamiento de los corazones

S2814D.

Estos resultados confirman farmacoldgicamente el efecto protector de la ablacion genética de PLN

sobre los latidos prematuros ventriculares producidos por la reperfusion.
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Figura 55. Resultados de los efectos de la inhibicion farmacologica de la SERCA2a en los latidos
ventriculares prematuros en los ratones SDKO ex vivo. A. Trazos representativos de los potenciales

de accion en ausencia y presencia de CPA. B. Resultados de la frecuencia de los latidos prematuros
ante la inhibicion de la SERCA2a por el agregado de CPA.
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7. LA ABLACION DE PLN AUMENTO LA PERDIDA DE Ca**MEDIADA POR CHISPAS DE
Ca>’DEL RS PERO DISMINUYOLA OCURRENCIA DE ONDAS DE Ca*' INDUCIDAS POR
I/R EN CORAZONES INTACTOS.

A continuacidn, se realizaron experimentos para dilucidar los mecanismos subyacentes por los que el
aumento de la recaptura de Ca>" del RS por la ablacion de la PLN disminuye las arritmias de
reperfusion. Experimentos previos revelaron un aumento en la frecuencia de ondas de Ca® del RS en
corazones de ratones WT durante la reperfusion (Mattiazzi y col., 2015). En este caso se utilizo
microscopia confocal para estudiar los eventos espontaneos durante la reperfusion en corazones
intactos WT y SDKO. En estos experimentos se nos presentd el inconveniente que no se pudieron
hacer estudios en animales S2814D debido a que no pudimos obtener una buena carga del colorante
Fluo-4AM en 5 (cinco) ratones en los que se intent6 la carga del indicador. Desconocemos la razon de
este hecho y hasta donde conocemos, no hay datos en la literatura que lo expliquen. Debido a que las
arritmias de reperfusion fueron similares en WT que en S2814D, decidimos estudiar el efecto de la
comparar las ondas de Ca*" entre WT y SDKO. La Figura 57 muestra imagenes confocales tipicas
obtenidas durante la reperfusion de corazones de raton WT y SDKO sometidos a 15 minutos de
isquemia (A y B). Los corazones WT presentaron una pequefia cantidad de ondas de Ca*'en la pre-
isquemia la cual aument6 durante la reperfusion, coincidente con datos previos de nuestro laboratorio
(Mattiazzi y col., 2015).Por el contrario, en los corazones de ratones SDKO se observé una menor
cantidad de ondas de Ca®" detectables con propagacion a lo largo de la célula completa, tanto en la
pre-isquemia como durante la reperfusion. En contraste, se evidenciaron tanto ondas de Ca®*
incompletas (mini-ondas) asi como ondas de Ca®" fragmentadas en una serie de mini-eventos, como
un collar de perlas que finalmente se evanescieron. Por sus caracteristicas macroscopicas intermedias
entre las waves (ondas) y las sparks (chispas) de Ca®", a estos eventos fragmentados los llamamos,
Ca**warks. En la Figura 56 se muestra un registro con microscopia confocal donde se muestra con
flechas a las Ca**warks.La Figura 57D muestra los resultados totales de los experimentos. Si bien la
pérdida de Ca* del RS fue mas notoria en los corazones de ratones SDKO que en los WT,
paradéjicamente la frecuencia de ondas de Ca*" fue menor en estos corazones respecto a los WT. En
contraste, en los corazones SDKO prevalecieron las ondas fragmentadas o mini-ondas tanto en la pre-
isquemia como en la reperfusion. En conjunto, los resultados sugieren que el aumento de la recaptura
de Ca*'del RS, a pesar de producir eventos espontaneos de liberacion de Ca®* de manera persistente,

. s 2 , 2 ..
es capaz de evitar la propagacion de la onda Ca*'transformandola en Ca* ‘warks y mini-ondas.
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Figura 56. Registro confocal tipico obtenido durante la reperfusion de corazones SDKO. Con flechas
se marca los eventos fragmentados denominados Ca’ warks

Como una prueba de un concepto, nuevamente se tratd a un grupo de corazones de SDKO con el
CPA, durante la reperfusion. La Figura 57C muestra resultados tipicos de uno de estos experimentos.
Después de la administracion del CPA, las mini-ondas de Ca*" cambiaron a ondas continuas de Ca*",
lo que concuerda con la idea de que el aumento de la recaptura de Ca>* del RS previene el desarrollo
de ondas SR Ca’" arritmogénicas. Se obtuvieron resultados similares en otros dos experimentos

diferentes
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Figura 57. Resultados del estudio de ondas de Ca*" con microscopia confocal. Los ratones WT
desarrollaron ondas de Ca’ durante la pre-isquemia, cuya frecuencia de aparicion se vio aumentada
durante la reperfusion. Los ratones SDKO, al contrario de los WT, desarrollaron eventos de Ca’" no
propagables como mini ondas y warks de Ca’" A-C. Registros confocales tipicos obtenidos durante la
reperfusion de corazones WT, SDKO y en presencia del inhibidor de la SERCA2a, CPA. D. Valores
promedios de la frecuencia de ondas, mini ondas y warks de Ca’" en ratones WT y SDKO. Las warks
de Ca’* se transformaron en ondas propagables de Ca’" al inhibir la recaptura de Ca’* de la bomba
del RS.*P < 0.05 vs .al valor correspondiente de preisquemia de los ratones WT, # P< 0.05 vs. WT.
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DISCUSION

La alteracion del patrén de activacidon normal de los latidos cardiacos se denomina arritmia. El origen
de éstas se puede encontrar mayoritariamente en el nodo sinoauricular (debido a cambios en la
frecuencia de los impulsos del mismo), en la alteracion de la propagacion del impulso por
modificaciones eléctricas o estructurales o por mecanismos disparados focalmente a nivel celular
tales como las liberaciones anémalas de Ca®" del RS que se propagan en formas de ondas

regenerativas de Ca>" a lo largo del miocito (Cowling y col., 2013).

Los resultados expuestos en el presente trabajo demuestran que la ablacion de la PLN reduce la

.y . . . . .y .. 2814
propension a las arritmias ventriculares causadas por la fosforilacion del sitio Ser*®

en el RyR2 en el
corazon intacto, tanto ante un estrés como en la I/R. Los resultados indican que el mecanismo por el
que la ablacién de la PLN disminuye estas arritmias, es la fragmentacion de las ondas de Ca®"
propagables y su transformacion en eventos no propagables, no arritmogénicos como son las mini
ondas y lo que nosotros hemos llamado warks de Ca>", eventos que se asemejan a las cuentas de un
collar dispuestas a lo largo de un evento que conserva la forma de onda y termina disipandose. La
relevancia clinica de estos hallazgos es obvia con respecto a las arritmias en la IC y las arritmias de

reperfusion debido a que la fosforilacion de los RyR2 en el sitio Ser®*'*

esta aumentada en pacientes y
animales con IC (Ai y col., 2005; Sossalla y col., 2010) y durante la reperfusion luego de un periodo

de isquemia (Salas y col., 2010;D1i Carlo y col., 2014).

1. CARACTERIZACION GENERAL DE LOS RATONES SDKO.

En el presente trabajo se realizaron en primera instancia experimentos para caracterizar a la nueva
cepa doble mutante SDKO. En cuanto a la caracterizacion estructural de los corazones, se observo
que histologicamente estos corazones no presentaban diferencias significativas respecto a los WT.
Tampoco se detectaron diferencias significativas ni en el diametro de los miocitos ni en la fibrosis
intersticial. En cuanto a las determinaciones realizadas por ecocardiografia se encontré un aumento en
el diametro de fin de diastole, del espesor sistolico de la pared del septum ventricular y del espesor de
la pared posterior del VI versus los ratones WT a los 6 meses de edad. Estos resultados son
consistentes con resultados obtenidos en una de las cepas que dio origen a la cepa SDKO, la S2814D,
en la que se describié un incremento en estos mismos parametros respecto a ratones WT, a los 12

meses de edad (Van Oort y col., 2010).

En cuanto a la caracterizacion mecanica, se comprobo que los corazones de los ratones SDKO
combinaban las caracteristicas de sus progenitores. Como se muestra en el capitulo de Resultados la

ablacion de PLN le confirié a la cepa SDKO un ty,, significativamente menor, en comparacion a los
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ratones WT y S2814D tal como se ha descripto para los ratones PLNKO(Luo y col., 1994). En tanto,
dP/dt max, fue similar a los corazones PLNKO, a pesar del menor contenido de Ca’" del RS, debido a

. . o1 2+ s .
14 no sélo determina pérdida de Ca” en diastole sino mayor

que la fosforilacion del RyR2 en Ser
liberacion de Ca®" en sistole (Van Oort y col., 2010., Mazzocchi y col., 2016,Lascano y col., 2017).
Similarmente, la caracterizacion de la dindmica de Ca’" mostrd que los corazones de ratones SDKO
poseen una relajacion del transitorio aumentada en comparacion a la cepa WT y S2814D y similar a la

PLNKO, debido a la ablacion de PLN (Lu y col., 1994).

Por otra parte, se encontr6é que lascepas PLNKO y SDKO presentaron una disminucion del tiempo de
restitucion de la liberacion de Ca** (RLC) un comportamiento tipicamente descripto para el aumento

de velocidad del secuestro de Ca®* por el RS (Huser y col., 1998, Szentesi y col., 2004).

Respecto a los PA, no se encontraron diferencias morfologicas entre los corazones de ratones WT y

los SDKO.

2. LA ABLACION DE LA PLN REDUJO LAS ARRITMIAS VENTRICULARES PROMOVIDAS
POR LA FOSFORILACION DE LA CaMKII DEL SITIO Ser™‘DE LOS RyR2 BAJO
CONDICIONES DE ESTRES Y EN I/R.

2.1. ROL DEL INCREMENTO DE LA PERDIDA DE Ca®’DEL RS POR FOSFORILACION
DEPENDIENTE DE CaMKII EN LAS ARRITMIAS DISPARADAS POR Ca**

En el presente trabajo se observd ademas, tanto en los experimentos in vivo como ex vivo en el

2814 -
, produjo aumento de las ondas

corazén intacto, que la fosforilacion del RyR2 en Ser
arritmogénicas de Ca™" y de las arritmias ventriculares en respuesta a un estrés. Estos resultados
concuerdan con experimentos previos en ratones S2814D que revelaron el rol central que juega la
fosforilacion por CaMKII de los RyR2 en los eventos arritmogénicos inducidos por estrés a nivel de
animal entero asi como también en el incremento de la perdida de Ca** del RS a nivel del miocito (van
Oort y col., 2010). En un trabajo previo del grupo al que pertenezco se mostro a nivel celular que los
ratones S2814D incrementaron no sélo la frecuencia de las chispas o destellos de Ca** sino las ondas

de Ca®" arritmogénicas del RS brindando un nexo mecanistico entre la fosforilacion dependiente de

CaMKII del RyR?2 y las arritmias ventriculares en los ratones S2814D (Mazzocchi y col., 2016).

Estos resultados se observaron en ratones S2814D tanto homocigotas como heterocigotas. Esto
adquiere importancia frente al hecho que los ratones SDKO homocigotas representan una situacion
particular en donde los RyR2 se encuentran maximamente y permanentemente pseudofosforilados por

la CaMKII en el residuo2814. Es quizas poco probable que ésta sea la situacion de las enfermedades
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en las cuales la CaMKII aumenta su actividad, como en la injuria por I/R o en la IC. Resultados
previos indican que los RyR2 son fosforilados por la CaMKII s6lo en los primeros minutos de la
reperfusion luego de la isquemia (Salas y col. 2010; Di Carlo y col. 2014). Se ha descripto también

2814 qumenta en un 50-100%

que en animales o pacientes con IC, el nivel de fosforilacion del sitio Ser
(Aiy col. 2005; Chelu y col. 2009; Sossalla y col. 2010). Otros trabajos también describieron que los
ratones heterocigotas para la mutacion S2814D tienen un patrén arritmico similar a los ratones

homocigotas (van Oort y col. 2010).

Por otra parte, se observo que los corazones de animales WT tenian un incremento en la frecuencia de
ondas de Ca*" al comienzo de la reperfusion respecto a isquemia, en coincidencia con el aumento de
fosforilacion del residuo Ser®™'* del RyR2, descripto previamente (Salas y col., 2010;Di Carlo y col.,
2014), proveyendo nuevamente el sustrato mecanistico de las arritmias en este caso de reperfusion. El
incremento en las ondas de Ca”"del RS conducirfa a una extrusién de Ca*" aumentada a través del
NCX electrogénico. Este transporte electrogénico genera una corriente despolarizante (I; o corriente
de entrada transitoria), la cual, cuando es lo suficientemente grande produce DADs y en caso eventual
de alcanzar el umbral puede ser capaz de disparar PAs ectopicos y consecuentemente arritmias

ventriculares (Fujiwara ycol., 2008).

2.2. ROL DE LA AUMENTO EN LA RECAPTURA DE Ca’'DEL RS POR ABLACION DE LA
PLN EN LAS ARRITMIAS DISPARADAS POR Ca**

En tanto que el rol crucial del incremento en la actividad del RyR2 en el desarrollo de arritmias
disparadas por Ca>" es bastante evidente, el rol del incremento en la recaptura de Ca>" del RS ha
permanecido incierto y existe evidencia que describe tanto efectos beneficiosos asi como perjudiciales
de diferentes maniobras utilizadas para aumentar la recaptura de Ca*" del RS (del Monte y col., 2004;
Prunier y col., 2008; Liu y col., 2015; Lukyanenko y col.; 1999; Landgraf y col., 2004; Stokke y col.,
2010). Como se describié en la Introduccioén, la discrepancias de estos resultados podria deberse al
menos en parte a las caracteristicas y consecuencias inherentes al aumento en la recaptura de Ca*" en
si misma: el aumento del secuestro de Ca** disminuye el Ca" citosélico, pero por otro lado, aumenta
el Ca®" del RS y favorece de este modo su pérdida, aumentando asi el Ca* citosélico. Un pequefio

desbalance entre liberacion y recaptura, podria explicar parte de estas diferencias.

Nuestros experimentos indican que el incremento de la recaptura de Ca** del RS en la magnitud que lo
hace la ablacion de PLN, disminuye la propension a arritmias favorecidas por la fosforilacion del
RyR2 en el sitio Ser™"*. Los estudios de microscopia confocal nos permitieron dilucidar el mecanismo
de este efecto: el aumento del secuestro de Ca®” incrementé dramaticamente las chispas de Ca®'y la
pérdida de Ca*"del RS. A pesar de este incremento, las ondas de Ca*"disminuyeronsignificativamente.
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Un incremento en la pérdida de Ca®* del RS asociado con una disminucion en las ondas de Ca*" indica
una limitacion en la propagacion de las ondas. Efectivamente, estas aparecen fragmentadas,
convertidas en eventos no propagables. Es posible que el aumento del secuestro de Ca*", al disminuir
el Ca®" citosolico, aumente su capacidad amortiguadora para el ion, dejando sitios amortiguadores
libres a los que se uniria el Ca®" de la onda, con lo que la misma resultaria fragmentada. Esta

posibilidad esta siendo estudiada actualmente en el laboratorio.

Por otra parte, se describio que los ratones PLNKO tienen una menor expresion de RyR2 respecto a
los WT (aproximadamente un 25% , Chu y col. 1998). En experimentos todavia no publicados
(Valverde y colaboradores, 2017, enviado a publicar), hemos descripto una reduccion similar de la
expresion de los RyR2 en corazones de ratones SDKO. Estos resultados podrian indicar que la
disminucion en los eventos arritmogénicos observados en los ratones SDKO podria ser al menos
parcialmente explicada por esta reduccion en los canales de Ca®" del RS. Sin embargo, hemos
demostrado previamente que la frecuencia de las chispas de Ca®’, la amplitud de las mismas y la
pérdida de Ca®" del RS son mas altas en los miocitos PLNKO y SDKO en comparacion con los
miocitos WT y S2814D (Mazzocchi y col., 2016). Idénticos resultados se obtuvieron en el corazéon
intacto en el presente trabajo. Estos resultados hacen poco probable que la disminucion de las
arritmias observada en los ratones SDKO sea atribuible a la disminucion en la abundancia de los

RyR2.

3. LA INHIBICION DE LA SERCA2a REVIRTIO EL EFECTO PROTECTOR DE LA
ABLACION DE LA PLN EN LOS RATONES SDKO.

Los experimentos realizados en la presente Tesis Doctoral utilizando el inhibidor de la SERCA2a,
CPA, demostraron la transformacion del patréon de PAs no arritmogénicos de los SDKO a patrones
similares a los de los S2814D. En los experimentos realizados en microscopia confocal en corazon
intacto también arrojaron resultados similares: la administracion de CPA transformo las mini ondas y
warks no arritmogénicas en ondas completas, mimetizando el fenotipo arritmogénico de los corazones
S2814D. Esta es una prueba de concepto que indica que la disminucion del secuestro de Ca*
reconvierte las mini ondas de Ca’’en ondas, mimetizando el comportamiento de los corazones
S2814D. En nuestro laboratorio se obtuvieron previamente resultados similares en miocitos aislados

(Mazzocchi y col., 2016).
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CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo indican que

1. Los corazones de animales SDKO combinan las caracteristicas propias del incremento en la
recaptura de Ca®" por la ablacion de PLN tipica de los ratones PLNKO y del aumento de la
pérdida de Ca®" del RS tipica de los ratones S2814D.

2. El aumento de la recaptura de Ca>" por el RS por ablacién de PLN previno las arritmias generadas
en condiciones de estrés (alta frecuencia cardiaca y alta concentracién de Ca®" extracelular),
tipicas de la fosforilacion del sitio Ser”™'* de RyR2.

3. El aumento de la recaptura de Ca*" por el RS por ablacion de PLN fue capaz de atenuar las
arritmias por I/R, mediadas en parte por la fosforilacion dependiente de CaMKII del RyR2 en el
sitio Ser™'*

4. El aumento de la recaptura de Ca®" por el RS por ablacion de PLN transformé las ondas

arritmogénicas de la reperfusion en eventos no propagables, no arritmogénicos, en tanto que la

inhibicién de SERCA2a, permitié recuperar el fenotipo arritmogénico de los corazones S2814D.
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