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1-Introduccion

Receptores acoplados a proteina G

Los receptores acoplados a proteina G (GPCRs, por G protein coupled
receptors) son proteinas integrales de membrana sintetizadas en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) y llevadas a la membrana plasmatica mediante el
movimiento vesicular del aparato de Golgi e intercambiadas dinamicamente con
la misma. Segun modelos alostéricos descriptos para los requerimientos
especificos que rigen la especificidad y afinidad por los ligandos (Ls) de estos
receptores, se describe que el estado en el que estos receptores se encuentran
unidos a la proteina G seria el que presenta la mayor afinidad por su/s L/s.(Wells
2014). Una vez que se encuentran unidos, los GPCRs desarrollan cambios
conformacionales que permiten el intercambio del nucle6tido GDP por GTP en
la subunidad Ga de la proteina G que luego se disocia de las subunidades Gy,
pasando asi del complejo en el cual se encontraba unido a L a un estado de
menor afinidad por el mismo. Luego, la transduccion de sefiales resulta en la
activacion de enzimas de membrana o canales ionicos dependiendo del tipo de
subunidad Ga (entre las cuales las mas conocidas son: Gas, Gai/o, Gagq11 o
Ga12/13). También las proteinas denominadas “de anclaje” del receptor unido a
L en estado activo, como B-arrestinas, quinasas acopladas a GPCR (GRKs) o
quinasas del tipo Src podrian ser mediadoras de las vias iniciadas por esto
receptores. Las subunidades Gpy de la proteina G también son capaces de
transducir sefiales como la activacion de la via fosfoinositol-3quinasa (PI3K), la
liberacién de Ca** intracelular (Ca**i) y la estimulacion de exo-proteasas que
clivan y liberan factores de crecimiento retenidos en la membrana (Lin and
Smrcka 2011).

A pesar de que la membrana plasmatica es el lugar en el cual se ubican
clasicamente estos receptores, hay diferentes modos en los que se pueden
transducir sefales también desde membranas endosomales (Irannejad,
Kotowski et al. 2014). La localizacion en la membrana plasmatica de los GPCRs
puede modularse por estimulos extrinsecos y regulaciones post-traduccionales
(Dong, Filipeanu et al. 2007). El transporte desde el RER a través del aparato de
Golgi y finalmente a la membrana plasmatica ocurre por un proceso altamente
ordenado que requiere fosfatasas de GTP, incluyendo a Rab-1 y Arf, asi como
también de chaperonas de transporte proteico como COPI/Il (Beck, Rawet et al.
2009) que otorga el estado de glicosilacion, el plegamiento y la dimerizacién.

Luego de ensamblarse con sus ligandos, los GPCRs disparan o inician una
variedad de cascadas de sefalizacién y subsecuentemente contindan con una
endocitosis para evitar una sobre-estimulacién, un proceso conocido como
“desensibilizacion”. Generalmente los GPCRs internalizados tienen 2 destinos:



se reciclan rapidamente, lo cual resultaria en un restablecimiento de receptores
funcionales y recupero de sefial (proceso conocido como “re-sensibilizacion”); o
son marcados para degradacion lo cual llevaria a un cese total de la sefializacion
o regulacién negativa de la misma (Marchese, Paing et al. 2008, Scita and Di
Fiore 2010, Jean-Alphonse and Hanyaloglu 2011). De esta manera, endocitosis,
reciclado y degradacion de los GPCRs son mecanismos clave bajo los cuales
las células se protegen de una estimulacion cronica por sus ligandos,
permitiendo una sefalizacion celular regulada espaciotemporalmente.
Interesantemente, una regulacion disfuncional de la endocitosis, reciclado o
degradacion de los GPCRs se asocia con varias enfermedades (Morisco,
Marrone et al. 2008, Scita and Di Fiore 2010, Jean-Alphonse and Hanyaloglu
2011)

Los GPCRs codifican una amplia variedad de respuestas, como las que se dan
a diversos procesos autocrinos, paracrinos y enddécrinos. Por lo cual son los
blancos de muchas drogas farmacologicas y de ahi el gran interés por
investigarlos. Alrededor de 800 GPCRs han sido identificados en el hombre y
cerca de la mitad presentan funciones sensoriales. Los aproximadamente 350
restantes no-sensoriales median sefalizaciones por ligandos desde pequefas
moléculas hasta péptidos o incluso grandes proteinas y son los blancos para la
mayoria de las drogas utilizadas en uso clinico (Rask-Andersen, Masuram et al.
2014). Muchos de estos receptores se identifican a partir de su secuencia de
ADN y no a partir de sus ligandos especificos, por lo cual existen muchos
receptores que al no conocerse su ligando natural se los denomina GPCRs
huérfanos (Civelli, Reinscheid et al. 2013)

El Receptor de estrégenos acoplado a GPER

El receptor de estrogenos acoplado a proteina G (GPER) fue descubierto en
1997 como un receptor huérfano acoplado a proteina G, denominandose GPR30
(Carmeci, Thompson et al. 1997). Mas tarde los estrogenos fueron propuestos
como sus ligandos enddgenos, rebautizandose como GPER (Olde and Leeb-
Lundberg 2009, Maggiolini and Picard 2010, Prossnitz and Barton 2014). Su
funcién principal es la de mediar respuestas rapidas o no genoémicas de los
estrégenos (llamadas asi por no involucrar fendmenos de expresion génica), a
diferencia de sus receptores clasicos.

A pesar de no conocerse la estructura atomica de GPER, en una de las bases
de datos mas reconocidas como Protein Data Bank (PDB) (Rosano, Ponassi et
al. 2016), el andlisis exhaustivo de la secuencia de aminoacidos ha revelado que
el GPER, presenta el “sello” caracteristico de un GPCR, con una estructura en
forma de serpentina definida por 7 dominios trans-membrana hidrofébicos.
Particularmente GPER posee una secuencia de 375 AAs y un peso molecular de



aproximadamente 42KDa. Las 7 regiones trans-membrana caracteristicas
constarian de entre 18 y 29 AAs y presentaria AAs con posibles modificaciones
post-traduccionales como: 3 posibles sitios de N-glicosilasiones (caracteristicas
de GPCRs) y la potencial formacién de un puente disulfuro intramolecular entre
el 1er y 2do loop extracelular, para mantener la estructura del receptor
(https://www.uniprot.org/).

Localizacion

En principio se creia que GPR30 funcionaba como un receptor de estrogenos
asociado a membrana plasmatica, basados en estudios en los que se unia su
expresion a la trans-activacion dependiente de proteina G del receptor del factor
de crecimiento epidérmico EGFR (Filardo, Quinn et al. 2000) y de la activacion
de la adenilato ciclasa con la consecuente produccion de AMPc (Filardo, Quinn
et al. 2002). Sin embargo, analisis inmunofluorescentes usando anticuerpos
contra GPER demostraron un patrén intracelular, normalmente en epitelio
mamario y ovarico, en canceres de mama y endometrial e incluso en lineas
celulares derivadas de canceres (Filardo, Quinn et al. 2007, Revankar, Mitchell
et al. 2007, Prossnitz and Barton 2014). También se observd la misma
distribucion en células vasculares de musculo liso (Meyer, Fredette et al. 2014)
y células de las islas pancreaticas (Balhuizen, Kumar et al. 2010, Meyer, Clegg
et al. 2011). Sin embargo, la ubicacién intracelular de GPER no es la unica
descripta, como diferentes grupos han demostrado, GPER se encuentra en la
membrana plasmatica en el epitelio uterino (Tica, Dun et al. 2011), el miometrio
(Maiti, Paul et al. 2011), el epitelio renal (Cheng, Dong et al. 2014) y neuronas
del hipocampo (Akama, Thompson et al. 2013). Estas observaciones indican que
el receptor no esta estrictamente confinado a membranas intracelulares lo cual
seria consistente con la idea cada tejido del cuerpo puede regular la actividad
estrogénica via GPER en respuesta a estimulos extrinsecos (como la
disponibilidad de estrégenos) o factores intrinsecos para determinar la
abundancia relativa del receptor en la membrana plasmatica.

Es importante destacar que GPER se expresa en tejido cardiaco (Bopassa,
Eghbali et al. 2010) pero aun no se conoce especificamente su localizacion
celular ya que como hemos descripto, puede presentarse en diferentes zonas.



Ligandos fisiologicos del GPER

Estradiol (E2)

La forma mas activa y fisioldgica de los
estrégenos es el E2 (Fig. 1.1), formado por

la aromatizacion de la testosterona en
multiples tejidos, pero principalmente en los
ovarios. Otras formas adicionales de
estrégenos incluyen a la menos abundante
estrona (E1) y a la producida principalmente HO
durante el embarazo, estriol (E3). La Fig. 1.1) Estructura quimica del
cantidad de estrégenos séricos (E1y E2) en " Estradiol

mujeres pre-menopausicas se encuentran

alrededor de 0.1 a 1.3 nM, mientras que en mujeres post menopausicas
descienden a 0.02-0.2 nM y en hombres se observan niveles significativamente
menores como 0.07-0.25 nM (Kushnir, Rockwood et al. 2008, Blair 2010). Sin
embargo, hay que destacar que las concentraciones locales de E2 podrian ser
considerablemente mas altas, llegando a superar el valor plasmatico hasta 8
veces (Huhtinen, Desai et al. 2012).

E2 presenta una Kd de alrededor de 0.1-0.4 nM para los receptores clasicos de
estréogenos (ER), determinadas en varios sistemas, como células
permeabilizadas, homogenatos de células o tejidos, por unién al ER purificado o
por union del E2 al dominio de unién proteico (Anstead, Carlson et al. 1997,
Kuiper, Carlsson et al. 1997, Bologa, Revankar et al. 2006). Por otro lado, la
afinidad de E2 por GPER determinado por estudios con células permeabilizadas
0 en preparaciones de membrana es aproximadamente 10 veces menor, en el
rango de los 3-6 nM (Revankar, Cimino et al. 2005, Thomas, Pang et al. 2005)

La union de GPER a E2 lleva a la activacién rapida y transitoria de numerosas
vias intracelulares. Sin embargo, existe cierto debate respecto a la autonomia de
GPER Yy el ER, incluso sobre el rol de cada tipo de receptor en una senalizacion
rapida en la membrana, iniciada por E2. Estas discusiones se basan en que
ambos receptores presentan una amplia y solapada distribucion en los tejidos,
que son relativamente escasos en la superficie celular en varios tipos celulares
y principalmente se presentan en el interior celular. Incluso existe una falta de un
entendimiento que precise claramente los mecanismos que regulen la presencia
de GPER o ER en la membrana plasmatica o cerca de la misma.
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Aldosterona (Aldo)

La Aldosterona (Fig. 1.2) es una
hormona esteroidea de la familia de
los mineralocorticoides, sintetizada
en la zona glomerular de la corteza
de la glandula suprarrenal y de suma
importancia en la regulacion de la
presiéon arterial. Como miembro del
Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (SRAA) actua en la
conservacion del Na*, en la secrecion

. . Fig. 1.2) Estructura quimica de
de K*y en el incremento de la presion 9-12) Amosteron(;

sanguinea a través del receptor de

mineralocorticoides (MR) en el rindn. Esta hormona, fue aislada por primera vez
por Simpson y Tait en 1953 y presenta una afinidad por MR con una Kd de
aproximadamente 1-2 nM.

Como ocurre con ER, se ha propuesto que MR es capaz de iniciar vias de
sefalizacion rapidas o no gendmicas como el incremento en la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) (Bopassa, Eghbali et al. 2010), la
fosforilacion de las quinasas reguladas por sefales extracelulares (via ERK)
(Meyer, Prossnitz et al. 2011) y activacién de transportadores ionicos de
membrana (Barbato, Rashid et al. 2004, Chai, Garrelds et al. 2005, Diez 2008,
Bopassa, Eghbali et al. 2010, De Giusti, Nolly et al. 2011, Kang, Liu et al. 2012).
Sin embargo, este receptor no estaria mediando todas las respuestas rapidas
encontradas ya que el uso de antagonistas de MR no evita todos los efectos no
gendmicos observados por la administracion de Aldo. Inclusive se han
observado efectos no gendmicos de Aldo en ratones KO para MR (Haseroth,
Gerdes et al. 1999). Y debido a ello se propone que Aldo activaria GPER, como
se demostré en células vasculares de musculo liso a concentraciones fisioldgicas
(Feldman and Gros 2011). Se observo también que células endoteliales adrticas
de rata que expresan GPER y no MR responden similarmente a Aldo y al
agonista farmacoldgico de GPER, G1; generando una rapida fosforilaciéon de
ERK y mediando sefiales proapoptéticas y antiproliferativas que se evitan
usando un antagonista de GPER (Gros, Ding et al. 2013). Ademas, la accion de
Aldo via GPER ha sido asociada a la dilataciéon de la micro-arteriolas en el
glomérulo utilizando eplerenona o el inhibidor selectivo de GPER, G36 (Ren,
D'Ambrosio et al. 2014). Estos descubrimientos presentan una importante
implicancia para el rol de GPER en la funcion renal y sugieren que GPER seria
un receptor de Aldo, desafiando el concepto de que GPER sea especificamente
un receptor de estrégenos (Funder 2011, Lother, Moser et al. 2015).
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Sin embargo, se han publicado estudios de union de Aldo a extractos de citosol
o0 membrana provenientes de riiidn, utilizando una Aldo tritiada o incluso estudios
de competitividad de Aldo con E2 tritiada donde se observd que Aldo solo se
uniria a MR (Cheng, Dong et al. 2014). Estos resultados sugieren que a pesar
que la expresion de GPER mediaria la sefializacién rapida de Aldo, la unién
especifica de esta hormona a GPER no estaria involucrada (Prossnitz and
Barton 2014). Incluso el descubrimiento de que E2 y no Aldo es capaz de iniciar
la activacion de la proteina G, medida por la transferencia de [35S]-y-GTP,
(Cheng, Dong et al. 2014) genera dudas respecto del concepto de que Aldo seria
un ligando del GPER. De todos modos, debido a la divergencia y falta de
claridad, resulta interesante evaluar la posibilidad de que el GPER se encuentre
mediando las respuestas no genomicas evocadas por estas hormonas
esteroideas, sin la participacion de sus receptores clasicos.

Fisiopatologia de Aldo y MR

Varias décadas atras, el grupo de KT Weber demostrd que la hipertrofia cardiaca
y la fibrosis en ratas producida por altas dosis de Aldo y sal se asocian con la
proliferacion de fibroblastos, hipertrofia de cardiomiocitos y una gran
acumulacién de colagenos tipo | y Il (Weber, Brilla et al. 1993, Robert, Van Thiem
et al. 1994), lo cual se evitaba con la administracién previa del antagonista del
MR, espironolactona (Brilla, Matsubara et al. 1993). La administracion crénica de
Aldo a las ratas con una dieta alta en sodio resulta en una infiltracion de
macrofagos temprana en el miocardio y la vasculatura, con un incremento de
marcadores inflamatorios, seguido de remodelamiento vascular y cardiaco luego
de algunas semanas (Rocha, Stier et al. 2000, Rocha, Rudolph et al. 2002). Esta
respuesta cardiaca a aldosterona y sal se ha descripto como un efecto directo
sobre el corazén e independiente de la presién arterial (Young, Fullerton et al.
1994, Gomez Sanchez 1995, Young and Rickard 2012).

Tanto Angiotensina Il (Ang Il) como Aldo se encuentran aumentadas en la falla
cardiaca congestiva (FCC) y el incremento continuo de ambas produce claras
consecuencias deletéreas en las estructuras vasculares y cardiacas. El
tratamiento de los pacientes con FCC con inhibidores de la enzima convertidora
de Ang Il constituye el principal tratamiento ya que disminuiria los niveles de Ang
Il'y asi sus efectos sobre el corazén y los vasos, e indirectamente disminuiria los
niveles de Aldo. Lamentablemente, luego de un tratamiento crénico con
inhibidores de la enzima convertidora de Ang Il en pacientes con FCC, Aldo
vuelve a sus niveles basales o incluso los sobrepasa (Pitt 1995). Debido a la
asociacion entre los niveles plasmaticos de aldosterona y la mortalidad en
pacientes con FCC e hipertrofia ventricular izquierda (HVI) (Swedberg, Eneroth
et al. 1990, Rossi, Sacchetto et al. 1997), e incluso a la existencia de un “escape”
de Aldo en pacientes con FCC y tratados con inhibidores de la enzima
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convertidora de Ang Il, se disefio la prueba de Evaluacion Randomizada de
Aldactona (RALES) para evaluar el efecto de sumar a Espironolactona (Espiro)
al tratamiento clasico para los pacientes con FCC (Pitt, Zannad et al. 1999). La
prueba RALES evaluaba la hipétesis de que un tratamiento diario con Espiro
disminuiria significativamente el riesgo de muerte por todas las causas entre
pacientes que hayan tenido falla cardiaca severa como resultado de una
disfuncién ventricular sistélica izquierda y que estén recibiendo la terapia
estandar incluyendo los inhibidores de la enzima convertidora de Ang Il (Pitt,
Zannad et al. 1999). El estudio fue finalizado rapidamente por su respuesta
positiva en los pacientes tratados, beneficio que por supuesto no tenian los del
grupo placebo. Se encontré una disminucién significativa del 30 % en el riesgo
de muerte del grupo de Espiro, asi como también una reduccién de 31 % de
muerte por causas cardiacas y una disminucion de un 30 % de riesgo de
hospitalizacion por causas cardiacas entre los pacientes del grupo Espiro. Estos
resultados llevaron a un ensayo clinico similar para evaluar el bloqueo de MR en
pacientes con infarto agudo de miocardio con disfuncion ventricular izquierda y
falla cardiaca; el ensayo de eficacia y sobrevida de Eplererona (Eple) en falla
cardiaca post infarto agudo de miocardio (EPHESUS) (Pitt, Remme et al. 2003).
Se utilizé Eple y se observaron reducciones significativas en la mortalidad, la
muerte a partir de causas cardiacas y la hospitalizacion por eventos
cardiovasculares en todos los grupos que recibian el antagonista de MR. Estos
2 ensayos, RALES y EPHESUS confirmaron el rol crucial del MR en la
patogénesis de las enfermedades cardiacas. La otra pregunta por resolver era
si los antagonistas del MR podian mejorar la sobrevida en personas con falla
cardiaca sistdlica y sintomas moderados (Zannad, McMurray et al. 2011).
Ensayos clinicos con ese tipo de pacientes confirmaron la participacién de MR
en FCC originada por causas isquémicas y no isquémicas, e incluso demostraron
que estos efectos no estaban relacionados con cambios en K* (Rossignol,
Menard et al. 2011). Este ultimo descubrimiento fue crucial, el K* sérico se
encuentra bajo en FCC, por lo que se habia propuesto que algunos de los efectos
benéficos de Espiro en el ensayo RALES podria haberse debido al incremento
del K™ que disminuiria las arritmias. Aunque la inhibicién de MR tiene riesgo de
hiperpotasemia debido a la disminucion en la secrecion de K*, eso no ha
mostrado problemas en los estudios realizados. Eple se comparé con Enalapril
(inhibidor de la enzima convertidora de Ang Il) e incluso se combinaron en
pacientes con hipertension e hipertrofia ventricular izquierda. Tanto Eple como
Enalapril tienen efectos comparables en la disminucion de la presion arterial y la
hipertrofia, y la combinacion de los dos resultd mas efectiva (Pitt, Reichek et al.
2003). Incluso se han realizado estudios en otros subgrupos de falla cardiaca
como el TOPCAT en el cual se tomaron pacientes con falla cardiaca congestiva
y preservacion de la fraccion de eyecciodn, sin embargo en este ensayo no se
encontraron mejoras respecto al tratamiento clasico (Pitt, Pfeffer et al. 2014) y el
ensayo ALBATROSS fue realizado para evaluar los efectos del bloqueo de MR
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poco tiempo después de un infarto de miocardio, en el cual lamentablemente
tampoco se lograron beneficios adicionales al tratamiento estandar (Beygui,
Cayla et al. 2016).

Agonistas y antagonistas sintéticos del receptor GPER

A pesar de que E2 es considerado el
ligando enddgeno principal, el GPER
se considera un receptor promiscuo a
varias hormonas esteroideas
(Mendez-Luna, Martinez-Archundia et
al. 2015) y por ello se han desarrollado
agonistas y antagonistas no
esteroideos y especificos del receptor
que facilitan su estudio en la
fisiopatologia de diferentes tejidos. El
agonista sintético especifico mas
conocido e implementado en diversos trabajos sobre la participacién del GPER,
es el G-1 (Fig. 1.3) con un peso molecular de 412.3 g/mol (Revankar, Cimino et
al. 2005, Bologa, Revankar et al. 2006).

Y los antagonistas implementados para corroborar la participacion de GPER son
G-15 (Fig. 1.4) (Chevalier, Vega et al. 2012) y G-36 (Fig. 1.5) (Filardo and
Thomas 2012, Brailoiu, Arterburn et al. 2013).

Fig. 1.3) Estructura quimica del agonista
farmacolégico especifico del GPER, el G-1

Estos farmacos han sido utilizados en este trabajo de tesis para evaluar la
participacion de GPER en la fisiologia cardiaca.

Fig. 1.4) Estructura quimica del Fig. 1.5) Estructura quimica del
antagonista farmacoloégico especifico antagonista farmacologico especifico del
del GPER, el G-15 GPER, el G-36

Senalizacion intracelular iniciada por GPER

Mediante varios estudios se ha determinado que GPER funcionaria como un
GPCR acoplado a proteina Gas. Primero, se ha observado que GPER se
encuentra fisicamente asociado a Gas cuando se encuentra en estado inactivo
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y que ese complejo se disocia luego de la estimulacién con E2 (Filardo, Quinn et
al. 2007). Segundo, la produccion de AMPc y la sefializacion dependiente del
mismo se ha observado en células de cancer de mama intactas y en
queratinocitos (Filardo, Quinn et al. 2002, Kanda and Watanabe 2003, Thomas,
Pang et al. 2005) incluso se habia determinado produccién de AMPc luego de la
estimulacion con E2 de membranas plasmaticas con GPER (Filardo, Quinn et al.
2002). En tercer lugar, el tratamiento previo de fracciones de membrana que
contienen GPER con la toxina del cdlera, que resulta en una menor union de E2
al receptor (Thomas, Pang et al. 2005), lo cual es consistente con la idea de que
el desacoplamiento del GPER y Gas resultaria en una menor afinidad por el
ligando. Sin embargo, también se ha reportado que GPER utiliza las
subunidades Gy de la proteina G para promover trans-activacion mediada por
estrogenos del EGFR y la sefalizacion via ERK y via PI3K (Filardo, Quinn et al.
2000, Filardo, Quinn et al. 2002). Contrariamente, se ha propuesto que GPER
impediria la produccion de AMPc mediante la posibilidad de unirse a proteina
Guai (Broselid, Berg et al. 2014).

La activacion de la via MAPK mediante las arrestinas difiere entre los diferentes
GPCRs dependiendo de la potencia, duracion y estabilidad de la interaccién de
GPCR y las arrestinas luego del secuestro del receptor de la membrana celular.
Los GPCRs que se secuestran fuertemente por arrestinas 2/3 forman
interacciones firmes y ensamblan un complejo endosdmico de seinalizacion de la
via MAPK, mientras que GPCRs que forman asociaciones transitorias con
arrestinas forman complejos de sefalizacion mas débiles (Tohgo, Choy et al.
2003). GPER ha demostrado un mecanismo de trafico intravesicular inusual para
la familia de GPCRs ya que resulta en una regulacion negativa con una vida
media de aproximadamente 30 minutos sin formar vesiculas estables con
arrestinas tipo 2/3 y se acumularia en la zona perinuclear, siendo llevado luego
a degradacion por proteosomas. A pesar de que se detecta GPER en el reticulo
endoplasmatico, este no seria el endocitado desde la membrana. Estos
resultados podrian explicar porque GPER se encuentra principalmente en
membranas intracelulares y que la endocitosis del receptor seria un punto
importante en su regulacion funcional (Cheng, Quinn et al. 2011).

Se han descripto muchas y diversas sefalizaciones para el GPER, lo cual era de
esperarse debido a la variedad de proteinas G a las que parece acoplarse. A
modo de resumen, participaria en la regulacién de la produccion de AMPc, la
movilizacion de Ca**, en la liberacion del factor de crecimiento similar al factor
de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF) via receptores Tirosina
Quinasa y la trans-activacion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR) activando vias de senalizacidon corriente abajo como las ampliamente
conocidas de fosfoinositol 3-quinasa: PI3K/AKT y la de proteinas quinasas
activadas por mitégenos: ERK/MAPK.
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Rol fisiopatolégico del GPER

Se ha observado que la activacion del GPER, ya sea por estrégenos o por su
agonista farmacoldgico especifico G1, mejora la recuperacion funcional frente al
dafo por isquemia/re-perfusiéon (Weil, Manukyan et al. 2010, Kang, Liu et al.
2012). Ademas, en un modelo de isquemia/re-perfusion se ha logrado revertir la
proteccion del G1 o E2 mediante un anticuerpo contra GPER (Patel, Chen et al.
2010).

El receptor también participaria en la reduccion de la hipertrofia y la fibrosis
perivascular dependiente de la proteina de modificacion del receptor RAMP3,
que interacciona con el GPER modulando su trafico a la membrana,
especificidad de unidén a ligando y la sefalizacion corriente abajo del mismo
(Lenhart, Broselid et al. 2013). Por otro lado, se demostré que la administracion
de G1 preserva la funcion diastolica y evita el remodelamiento ventricular
izquierdo luego de un infarto de miocardio en ratas ovarectomizadas (Wang,
Jessup et al. 2012). Incluso, GPER regularia la presion arterial estimulando la
vasodilatacién y reduciendo la proliferacién del musculo liso vascular y de células
endoteliales (Lindsey, Liu et al. 2014). Se ha sugerido que la administracion de
E2 y G1 a ratas ovarectomizadas atenua la hipertrofia ventricular (mediante
determinaciones del tamafio de los cardiomiocitos) lo cual se correlaciona con la
activacién de la via PI3K/Akt/eNOS (Lee, Lin et al. 2014). Incluso GPER podria
presentar beneficios al limitar la injuria cerebral inducida por paro cardiaco, lo
cual se ha demostrado por el uso de G1 en un modelo de isquemia cerebral
global (Kosaka, Quillinan et al. 2012).

Importancia de la regulaciéon de pH cardiaco

Debido a su alta reactividad quimica, los H* presentes en el citoplasma son
importantes reguladores de la funcion celular cardiaca en los movimientos de
Ca*™ y la contractilidad (mecanismos a explicarse mas adelante). Estos iones
son capaces de disminuir la union de Ca** a la Troponina C (Ball, Johnson et al.
1994), generar cambios en las concentraciones sistolica y diastdlica de Ca**
(Choi, Trafford et al. 2000, Saegusa, Moorhouse et al. 2011), inhibir las
actividades del intercambiador Na*/Ca** (NCX) (Boyman, Hagen et al. 2011) y
de la bomba de Ca** dependiente de ATP del reticulo sarcoplasmatico (SERCA)
(Mandel, Kranias et al. 1982) y, dependiendo de las condiciones, producir un
incremento o una inhibicién de la corriente de Ca** del canal tipo L (Saegusa,
Moorhouse et al. 2011).

Los H* se generan continuamente como productos finales del metabolismo
aerobico y anaerdbico, lo cual en el corazon tiene una gran importancia debido
a la demanda energética inherente al mantenimiento de contracciones ritmicas.
El pH intracelular se encuentra alrededor de 7,2, por lo tanto la concentracion
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normal de iones H* es de aproximadamente 60 nM y se necesita una regulacion
muy estricta de su concentracion en el citoplasma frente a fenomenos de
acidosis. En isquemia de miocardio, cuando la expulsion acida se vuelve
insuficiente para contrarrestar la produccion intracelular, la caida de pH
resultante contribuye a la falla contractil y a la ocurrencia de arritmias (Elliott,
Smith et al. 1992, Orchard and Cingolani 1994). La correcta actividad de los
transportadores es totalmente necesaria para la funcion normal del corazén.

Mecanismos reguladores del pH cardiaco

Al menos 5 tipos de proteinas transportadoras genéricas de H* se han
identificado funcionalmente en cardiomiocitos ventriculares de mamiferos
(Poole, Halestrap et al. 1989, Lagadic-Gossmann, Buckler et al. 1992, Xu and
Spitzer 1994, Sun, Leem et al. 1996, Leem, Lagadic-Gossmann et al. 1999). Los
mecanismos que median la carga de H* frente a un descenso en la concentracion
son los intercambiadores CI/HCO3s (CBE, por chloride bicarbonate exchanger o
también AE por anion exchanger) y el intercambiador CI/OH- (CHE). También
existe un cotransporte de lactato y H* (MCT) que funciona tanto mediando el
influjo o eflujo de H* dependiendo de las circunstancias (de Hemptinne,
Marrannes et al. 1983, Poole, Halestrap et al. 1989). Y para eliminar el exceso
de H* los cardiomiocitos utilizan principalmente dos tipos de transportadores
alcalinizantes: el intercambiador Na*/H* (NHE) y el cotransportador Na*/HCO3"
(NBC) (Lagadic-Gossmann, Buckler et al. 1992, Leem, Lagadic-Gossmann et al.
1999). De este ultimo existen 2 isoformas en el tejido cardiaco, una electrogénica
(NBCe1, 2HCOs:1Na*) (Aiello, Petroff et al. 1998) y otra electroneutra (NBCnf1,
1HCOs:1Na*) (Camilion de Hurtado, Perez et al. 1995, Damkier, Nielsen et al.
2006, De Giusti, Orlowski et al. 2011).

Ademas, cabe destacar la localizacion sub-celular diferencial del NHE, presente
en discos intercalares, y
del NBC en sus dos
isoformas, ubicados por
todo el sarcolema, es
decir toda la membrana
celular (Fig. 1.6) (De
Giusti, Orlowski et al.
2011, Garciarena, Ma et
al. 2013). Esta
localizacion del NBC en
el sarcolema, e inclusive

en los tubulos T podria * '
ser clave para la Fig. 1.6) Transportadores alcalinizantes y su ubicacion en el
miocito ventricular cardiaco.

regulacion del pH en la
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misma localizacion de proteinas sumamente importantes del acoplamiento excito
contractil como lo son el canal de Ca** tipo L (CaL) y el intercambiador Na*/Ca**
(NCX) (Brette and Orchard 2003, Despa, Brette et al. 2003) sin dejar de lado los
receptores de Rianodina (RyR2) que se encuentran proximos al CaL. Inclusive,
el mantenimiento de las concentraciones adecuadas de los iones involucrados
en el transporte: H*, Na*, HCOs y Ca* seria de suma importancia para los
procesos eléctricos desarrollados en el sarcolema. Los mecanismos
alcalinizantes cardiacos NBC y NHE ademas de regular el pH aumentan la
concentracion de Na* intracelular (Diez 2008, De Giusti, Nolly et al. 2011). Ese
aumento del Na* puede generar que el NCX funcione en modo reverso (NCXr),
aumentando la concentracion de Ca**, mediador de diversos procesos
intracelulares, como la contractilidad cardiaca (Chai, Garrelds et al. 2005,
Yamamoto, Swietach et al. 2005, Grossmann and Gekle 2009).

La actividad transportadora de H* en los cardiomiocitos esta acoplada a
receptores de membrana y puede regularse ampliamente por
neurotransmisores, hormonas y otros ligandos. Los primeros trabajos
relacionaron compuestos mitogénicos y promotores de tumores con un
incremento en la actividad del NHE (Moolenaar, Tsien et al. 1983, Sardet,
Counillon et al. 1990). La estimulacién, que usualmente ocurre por un incremento
en la pKi efectiva del transportador genera una retroalimentacion positiva que en
varios casos parece anticipar un incremento de H* asociado a la produccion
metabdlica. En células cardiacas la estimulacion o inhibicion del NHE puede
ocurrir en respuesta a adrenalina (Lagadic-Gossmann and Vaughan-Jones
1993) y Angll (Matsui, Barry et al. 1995, Gunasegaram, Haworth et al. 1999) y
ambos pueden llevar a un incremento en la produccién metabdlica de H*. Un
agente del tipo de la adrenalina puede causar efectos opuestos en diferentes
transportadores de H* ya que la activacion del receptor 1 enlentece la extrusion
acida por NHE pero la estimula a través del NBC. Esto provee flexibilidad a la
respuesta del cardiomiocito frente a cambios acido/base. Posiblemente la
sefalizacion mas conocida sea a través de la cascada de la proteina activada
por mitdgeno (MAPK) que involucra a la quinasa relacionada con sefal
extracelular (ERK) (Wang, Silva et al. 1997) que mediante la quinasa S6
ribosémica p90 (RSK) fosforila la Ser703 en la region CD del NHE1 y estimula
asi el eflujo de H* (Cuello, Snabaitis et al. 2007). ERK puede fosforilar la regiéon
CD directamente, por lo cual tanto ERK como RSK podrian formar la via comun
para varios agentes estimulatorios incluyendo Angll, endotelina, trombina y
catecolaminas. Estos agonistas parecen estar acoplados a ERK via estimulacién
de la proteina quinasa C (PKC).

Cabe destacar que las especies reactivas del oxigeno (ROS), parecerian
estimular la via MAPK y asi activar al NHE1. La activacion de ERK puede estar
involucrada en la sobre-estimulacion de la actividad del NHE1 durante la acidosis
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intracelular sostenida (Haworth, McCann et al. 2003). Incluso pareceria que ERK
esta involucrada en la estimulacién de NBC por agonistas 3 (Baetz, Haworth et
al. 2002).

Un incremento en la concentracion intracelular del Ca*™* seria otro factor que
estimule al NHE1 (Wakabayashi, Bertrand et al. 1994, Le Prigent, Lagadic-
Gossmann et al. 1997). A pesar que se ha descripto que una via podria ser la
fosforilacion de NHE1 por calmodulina (CaM) actuando sobre CaM quinasa I
(CaMKIl) (Fliegel, Walsh et al. 1992), parece mas probable que CaM actue
directamente sobre la regidon CD del transportador (Wakabayashi, Bertrand et al.
1994)

También se observo que eventos como estiramiento muscular y encogimiento
osmotico pueden estimular la actividad del transportador en tejido ventricular
(Whalley, Hemsworth et al. 1991, Cingolani, Alvarez et al. 1998), posiblemente
mediante una cascada autdcrina que involucraria endotelina y angiotensina.

La activacion mecanica de NHE1 incrementa el Na* intracelular y esto puede
respaldar parte del leve incremento de la contractilidad observado en tejido
ventricular luego del fendmeno de escalera o del efecto Anrep (Alvarez, Perez et
al. 1999, Niederer and Smith 2007, Ward, Williams et al. 2008), aunque otro
mecanismo importante que involucra canales catidnicos activados por
estiramiento (TRPC1 y/o 6) también ha sido propuesto (Ward, Williams et al.
2008).

Las vias inhibitorias de NHE1 estan menos caracterizadas, algunas involucran
elevacion en AMPc (Wu and Vaughan-Jones 1994) y GMPc (Perez, Piaggio et
al. 2007). Otro mecanismo, que se activaria por un receptor de adenosina (A1),
involucra la desfosforilacion de NHE1 por la enzima fosfatasa (PP2A);
probablemente en el sitio de fosforilacion en la region CD (Ser703) que es el sitio
blanco de ERK/RSK (Snabaitis, D'Mello et al. 2006). Incluso se ha observado
que la proteina quinasa B (PKB, o AKT) una serina/treonina quinasa involucrada
en el metabolismo de la glucosa, la sefalizacion de la insulina, el crecimiento
celular y la supervivencia, también estaria involucrada en la disminucion de la
actividad del NHE1 ya que fosforilaria la Ser648 e impediria la asociacion de
CaM al NHE1, ya que el sitio de union se encuentra entre los residuos
aminoacidicos 636-656)(Snabaitis, Cuello et al. 2008).

Fisiopatologia del NHE

Uno de los resultados mas importantes del desarrollo de inhibidores selectivos
de NHE ha sido la observacion que su administracion cronica a bajas dosis
durante varias semanas podria atenuar o incluso revertir el desarrollo de la
hipertrofia cardiaca mal adaptativa y su progresion a falla cardiaca en varios
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modelos. El mecanismo por el cual ocurre no parece estar completamente claro,
pero puede estar relacionado al acoplamiento funcional entre NHE/NBC, NCX 'y
Ca*™ (Nakamura, Iwata et al. 2008), especialmente a que la sobrecarga de Ca*™*
es un estimulo hipertrofiante (Berridge 2006). El desarrollo de hipertrofia
cardiaca en estos modelos parece estar correlacionada con la sobre-expresion
de NHE y el aumento en la concentracién de Na* citoplasmatica. La asociacion
entre la sobreexpresion del NHE y la hipertrofia puede extenderse también al
modelo de diabetes tipo 2 de rata Goto-Kakizaki (Darmellah, Baetz et al. 2007)
en contraste con el modelo de estreptosozina (diabetes tipo 1) en el cual la
actividad del NHE parece estar disminuida (Le Prigent, Lagadic-Gossmann et al.
1997). El rol de las proteinas regulatorias de pH en la patologia cardiaca y su
asociacion con la regulacion de Ca** enfatiza la importancia de una potencial
relacion entre la actividad metabdlica y la funcién cardiaca.

La hipertrofia cardiaca es usualmente acompafiada por disfuncién mitocondrial
como la apertura del poro de transicion mitocondrial o un desbalance entre las
proteinas de fusion y fision. Ciertos estudios demostraron la presencia de NHE1
en las mitocondrias, ya que su inhibicion farmacolédgica atenua la apertura del
poro de transicién mitocondrial y disminuye la expresién elevada de proteinas de
fusidn y fision (Javadov, Rajapurohitam et al. 2011, Villa-Abrille, Cingolani et al.
2011).

Fisiopatologia del NBC

En el corazén, el mecanismo del NBC es responsable de 40-50% de la extrusion
total de acido en los cardiomiocitos (Baetz, Haworth et al. 2002, Vaughan-Jones,
Spitzer et al. 2009). En un trabajo previo, nuestro grupo pudo diferenciar las
actividades de NBCn1 y NBCe1 utilizando un anticuerpo inhibitorio que une al
loop extracelular 3 del NBCe1 (a-L3) (De Giusti, Orlowski et al. 2011) y asi se ha
observado un efecto diferencial de Angll sobre las isoformas de NBC,
demostrando que Angll inhibe NBCe1 via activacion de la quinasa p38 mientras
que NBCn1 se activa por una via dependiente de ERK 1/2 y ROS. El efecto neto
es la regulacion positiva de la actividad de NBC ya que la activacion de NBCn1
solo es parcialmente enmascarada por la inhibicion de NBCe1 (De Giusti,
Orlowski et al. 2010). En otro trabajo de nuestro grupo (Orlowski, Ciancio et al.
2014) se muestra que las ratas SHR, modelo de hipertensién e hipertrofia
cardiaca, presentan un remodelamiento en las isoformas de NBC que resulta en
un decaimiento en la cantidad de NBCe1 en la superficie celular y un incremento
de NBCn1 a modo compensatorio. Estas alteraciones fueron revertidas por el
tratamiento de las ratas con losartan, un antagonista de los receptores AT1,
sugiriendo que Angll estaria involucrada en este remodelamiento.
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Como se ha reportado que el NBC es responsable del 30% del influjo de Na™ a
las células durante la recuperacion de la acidosis (Vaughan-Jones, Villafuerte et
al. 2006), la sobreexpresion y sobre-activaciéon de NBCn1 en las SHR podria ser
parte de la sobrecarga de Na* observada en la hipertrofia cardiaca (Gray,
Mclntyre et al. 2001, Verdonck, Volders et al. 2003). Ademas, teniendo en cuenta
la estequiometria de los 2 NBC, se podria considerar que el NBCe1 es un
transportador de bicarbonato que ahorra Na* lo cual indicaria que no solo la
sobreexpresion de NBCn1 sino que también la disminucién de la funcién de
NBCe1 en los corazones hipertroficos podria contribuir a los efectos deletéreos
de una sobrecarga de Na* y Ca™.

Por otro lado, el grupo de Khandoudi (Khandoudi, Albadine et al. 2001) ha
demostrado que la inhibicion selectiva de NBCe1 durante la re-perfusion luego
de la isquemia mejora significativamente la recuperacién de la contractilidad
cardiaca. Incluso, en el mismo trabajo se ha observado que NBCe1 esta sobre-
expresado en falla cardiaca humana.

El tratamiento cronico con bloqueantes de la senalizacién de Angll, tanto con
inhibidores de la enzima convertidora de Angll como antagonistas de AT1
reducen el ARNm, la sobreexpresion y sobre-activacion de NBC (Sandmann, Yu
et al. 2001) demostrando una relacién cercana entre NBC, Angll e infarto de
miocardio. Incluso se ha demostrado que tanto NBCe1 como NBCn1 se
encuentran sobre-expresados en cardiomiocitos ventriculares aislados de
corazones hipertroficos de ratas sujetos a sobrecarga de presion no isquémica
(Yamamoto, Shirayama et al. 2007).

Aun no existe un consenso sobre la extension de la activaciéon de NBC y NHE
durante la isquemia, pero esta ampliamente aceptado que la re-perfusion post
isquemia impulse una importante reactivacion de NBC y NHE (Alvarez, Loiselle
et al. 2003, Allen and Xiao 2003). Una considerable activacion del intercambio
H*/Na®* o del cotransporte Na*/HCOs lleva a una sobrecarga intracelular
considerable de Na*, una salida de éste por el modo reverso del NCX incrementa
las concentraciones de Ca** que sobrecargan el reticulo y las mitocondrias
llevando a una mayor generacion de ondas de Ca*™ y la aparicién de post-
potenciales tardios (DADs) (Lederer and Tsien 1976). Estos pueden iniciar
arritmias eléctricas y predecir eventos como fibrilacion ventricular (Scholz, Albus
et al. 1995, Karmazyn, Sostaric et al. 2001). La administracién de inhibidores de
NHE y NBC genéricos (Amiloride, Cariporide para NHE y DIDS, no selectivo para
NBC) pueden ser cardioprotectores durante una re-perfusion post isquémica
(Scholz, Albus et al. 1995, Khandoudi, Albadine et al. 2001). En modelos
animales, la sobrecarga de Na* y Ca*™ disminuye, se reduce la injuria y la
arritmogénesis (Janse and Wit 1989). A pesar de lo prometedores que resultaron
los experimentos en animales, los ensayos clinicos no han arrojado resultados
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positivos, particularmente porque la administracién de cariporide podria estar
asociada con una leve incidencia de paro cardiaco (Avkiran, Cook et al. 2008).

El trafico inapropiado de NHE1 y NBC parece estar exacerbado en la falla
cardiaca debido a la pérdida de tubulos T en los cardiomiocitos ventriculares
(Wei, Guo et al. 2010), asi como también en los auriculares de mamiferos
mayores (Richards, Clarke et al. 2011).
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Acoplamiento Excito-Contractil Cardiaco

Se denomina Acoplamiento Excito-Contractil (AEC, Fig. 1.7) al conjunto de
eventos que comienzan con la despolarizacion del sarcolema luego de un
estimulo despolarizante supra-umbral dando por resultado el aumento de Ca**
citoplasmatico y consecuentemente la contraccion muscular. El Ca** cumple el
rol de conexion o acoplamiento entre los eventos a nivel de la membrana
plasmatica y la contraccion muscular, que ocurre a nivel de los miofilamentos, en
el interior celular.
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Fig. 1.7) Tomada del libro Fisiologia Médica — Boron & Boulpaep 3ra edicion 2017. Describe
completamente el proceso de acoplamiento excito contractil. En ndmeros crecientes y flechas
negras se observan los procesos que liberan Ca** al citosol para permitir la contraccién de los
miofilamentos: 1) Ingreso de Ca** por los Cai; 2) Liberacion de Ca** del RS por los RyR2 y
consecuente captura del Ca** por TnC.

En numeros decrecientes y flechas rojas los procesos que reestablecen los niveles de Ca**
citosolicos y lograr la relajacion: 4) Liberacién del Ca** de los filamentos intermedios se logra por la
3) Captura del Ca** citosdlico por las mitocondrias 2) Proceso de retoma mas importante del RS por
la SERCA2a y 1) remocion del Ca** “ingresado por CaL” por NCX y PMCA.
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Eventos a nivel del sarcolema: el potencial de accion

El evento que inicia el AEC es el potencial de accion cardiaco (PA). EI PA es un
cambio rapido y transitorio del potencial de membrana (Em) determinado por una
compleja interaccion de diferentes canales i6nicos y transportadores
electrogénicos.

El latido cardiaco normal se inicia en el ndédulo sino auricular (SA), debido a que
estas células poseen la propiedad de automatismo, es decir son capaces de
despolarizarse espontaneamente hasta llegar al umbral de excitabilidad y lo
hacen ritmicamente siendo asi las determinantes de la frecuencia cardiaca. Las
células del nédulo SA estan mas despolarizadas en reposo y tienen ademas una
mayor velocidad de despolarizacidén diastolica con respecto a otras células del
sistema de conduccion cardiaco. Estas propiedades hacen del nédulo SA el
marcapaso principal del corazon. El potencial de accion se propaga por las
paredes auriculares a través de haces preferenciales al ndodulo
auriculoventricular y desde alli, luego de un retraso fisiolégico, a la red de
Purkinje ventricular a través del haz de His. Si bien el PA es heterogéneo, es
decir varia en las diferentes regiones del corazon, e incluso a través de la pared
del ventriculo, describiremos aqui solo el PA de los miocitos ventriculares y las
corrientes que lo determinan.

Potencial de accion ventricular

En la Figura 1.8 se muestra un esquema de un PA ventricular de roedor, que
puede dividirse en 5 fases. La fase 4 corresponde al potencial de membrana en
reposo (PMR, potencial de membrana en reposo) de alrededor -80 mV. La fase
0, denominada despolarizacion rapida, desplaza el Em a valores positivos entre
+15-20 mV; ésta es seguida por una repolarizacién rapida temprana, la fase 1,
que en modelos de roedores pequefos presenta una gran importancia y no tanto
asi en mamiferos superiores. Luego tiene lugar la fase 2 o meseta que ocupa
aproximadamente el 70% de la duracidon del PA y es caracteristica del PA
cardiaco ventricular, cualidad poco preservada en estos animales ya que se
caracterizan por presentar forma triangular (Huang 2017). Esa diferencia es
explicada por la gran frecuencia cardiaca que presentan estos animales, que se
encuentra entre 5-10 Hz. A continuacion, la fase 3 es una repolarizacion rapida
que retorna el potencial de membrana al valor del potencial de reposo. Inclusive
en la misma figura se observan los movimientos iénicos principales responsables
de las diferentes fases.



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 conduccién. 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 tetanicamente si
recibe una frecuencia muy
elevada de estimulos, porque
durante este periodo la célula
se encuentra en periodo
refractario absoluto. Ademas,
hay transportadores
electrogénicos que participan
en estos cambios de potencial
de membrana. En nuestro
laboratorio se ha demostrado
que el NBCe1 genera una
corriente anionica que
participa en la repolarizacion y
duracion del PA (Aiello,
Petroff et al. 1998, Villa-
Abrille, Petroff et al. 2007).
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Fig. 1.8) Adaptada de: Huang CL-H. Murine Electrophysiological
Models of Cardiac Arrhythmogenesis. Physiological Reviews.
2017;97(1):283-409.  doi:10.1152/physrev.00007.2016.  Se
observa un potencial de accién cardiaco ventricular de rata/raton
con las principales corrientes implicadas en cada fase.
Observandose las corrientes hacia adentro (despolarizantes) o
hacia afuera (repolarizantes). Ina: corriente rapida de Na*, lca++:
corriente lenta de Ca**, Incx: corriente del cotransportador
Na*/Ca**; Ik1: corriente rectificadora de K*, lof: corriente
transitoria de K* rapida, lws: corriente transitoria de CI- lenta,
Ikatp: corriente de K* dependiente de ATP, Iksow1.2: corriente de
K* de inactivacion lenta, Iss corriente de K* de no-inactivacion.

Como el ion Ca** conecta o acopla los eventos a nivel de la membrana
plasmatica y la contraccién a nivel de los miofilamentos, es muy importante
conocer las estructuras que tienen implicancias en sus movimientos o flujos y las
que interaccionan directamente con éste.
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Principales estructuras relacionadas a los movimientos de Ca**

Sarcolema: membrana celular que rodea las células musculares. Por fuera del
sarcolema se encuentra el glicocalix que esta formado 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
luego. El complejo sarcolema-glicocalix tiene un gran numero de sitios con carga
negativa (debido a los mucopolisacaridos &acidos, aminoacidos acidos y
fosfolipidos que lo componen), que presentan una electroafinidad por iones
cargados positivamente como el Ca**. Este entra a la célula fundamentalmente
por los CaL de la membrana plasmatica (se describen mas adelante). En
determinadas circunstancias el Ca** puede entrar por el intercambiador NCX, sin
embargo en condiciones fisiologicas éste funciona principalmente sacando 1
Ca*™ de la célula e ingresando 3 Na* (Nagy, Kormos et al. 2014).

Tubulos Transversales (tubulos T): En el musculo cardiaco los tubulos T son
invaginaciones de gran diametro (alrededor de 0.2 um en roedores) de la
membrana plasmatica hacia el interior de la célula. Estas invaginaciones estan
acompanadas por glicocalix. Una de las funciones de este sistema es la de
conducir hacia el interior de la célula cardiaca el PA con la posterior entrada de
Ca*™y liberacion del mismo desde los reservorios intracelulares, principalmente
por los canales RyR2 del Reticulo Sarcoplasmatico.

Reticulo Sarcoplasmatico (RS): Es el mayor depdsito de Ca*™ del tejido muscular
y tiene como rol principal la liberacion 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.

El RS toma la forma de un conjunto de tubulos anastomosados entre si que
rodean a las miofibrillas y se yuxtaponen a los tubulos T. En el musculo cardiaco
se encuentra frecuentemente la conjuncion de dos elementos: una cisterna
terminal del RS y un tubulo T, denominandose diada. Esta asociacién descripta
resulta util para comprender el proceso de liberacién de Ca* inducida por Ca**
(LCIC), y en ultimo término para la produccion de la contraccién muscular.
Efectivamente, en los tubulos T se encuentra una gran densidad de canales de
Ca*™, encargados de ingresar el ion 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 liberacion de mas Ca** del reservorio.

Canales de Ca*™: Existen diferentes clases de canales, 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 Em
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mas positivos que -60mV, se inactivan con rapidez y se pueden bloquear con
Ni**. Los canales de Ca*" tipo L (CaL) se activan a Em mas positivos que - 40mV
y entre las drogas que lo bloquean se puede mencionar a las dihidropiridinas,
como la nifedipina o la nitrendipina. Los CaL son los mas importantes en el AEC
ya que cumplen la importante funcién de ser la via de entrada del Ca* hacia el
interior de la célula. Se encuentran ubicados en los tubulos T de la membrana
celular y se abren durante la despolarizacion ocasionada por el PA.

En el musculo cardiaco, una pequefia entrada de Ca** durante el PA a través de
este canal promueve una liberacion de Ca** del RS, mecanismo llamado
“‘liberacion de Ca*" inducida por Ca*™” (LCIC) (Fabiato and Fabiato 1975),
fundamental para el AEC.

Estructuralmente los CaL tienen un peso molecular de 250 a 270 kDa (Fig. 1.9).
Estan conformados por 5 subunidades: a1, a2, 3, y y 6. La subunidad a1 esta
formada por 4
dominios (l al IV) y
cada uno de ellos

posee 6

segmentos trans-  Olqc I ﬂ II I v
membrana L i U
hidréfobos d
(denominados S1- 7

S6) con N7
conexiones intra y N
extracelulares. El

segmento S4 B 2

conformaria el

sensor de voltaje Fig. 1.9) Estructura del Canal de Ca**. Figura adaptada de “Regulation
. of Cardiac L-Type Calcium Channels by Protein Kinase A and Protein

ya que contiene Kinase C”, Timothy J. Kamp, Johannes W. Hell, Circulation Research.

residuos 2000;87:1095-1102

aminoacidicos

cargados positivamente (de Lys y Arg). 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 H5 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 y asi otorgar la selectividad propia del canal (Colecraft, Alseikhan et
al. 2002, Bourdin, Briot et al. 2017).

La entrada de Ca** por los CaL presenta 2 tipos de regulaciones denominadas:
inactivacién dependiente de Ca*™ (CDI) el cual limita el ingreso de Ca** por el
canal (Peterson, DeMaria et al. 1999, Catterall 2000) y la facilitacion dependiente
de Ca** (CDF), un mecanismo que incrementa el ingreso del ién (Anderson 2001)
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y podria estar mediado por CaMKIl (Bers and Morotti 2014). Se ha demostrado
que la Calmodulina (CaM) se une a la subunidad formadora del poro del canal
(a1c) y que regula esos 2 procesos completamente opuestos (Zuhlke, Pitt et al.
1999). Varias de las regiones del extremo C terminal del canal han sido
reportadas como capaces de unir CaM unida a Ca** (CaM-Ca**) o CaM libre.
Una de esas secuencias se denomina péptido 1Q (AAs entre 1665 y 1685, en la
secuencia de la isoforma humana) y presenta dominios de unién a CaM que
involucran tanto CDI como CDF (Zuhlke and Reuter 1998).

Los CaL son conocidos por ser regulados por una variedad de hormonas y
transmisores, a través de GPCRs y segundos mensajeros. Una via de regulacion
en el sistema cardiovascular es el incremento de las corrientes de Ca*™ por la
estimulacion PKC corriente abajo de una proteina Gaq y fosforilando al canal en
el sitio consenso de esta quinasa: Ser1928.

De manera opuesta, la subunidad GBy regularia la subunidad al1c del canal
disminuyendo el paso de iones por el mismo (Weiss, Keren-Raifman et al. 2012).
Los resultados de este trabajo sugieren un complejo antagénico entre PKC y GRy
en laregulacién del CaL en el cual muchos segmentos de la subunidad formadora
del poro estan involucrados. Recientemente se ha propuesto que PKC podria
incluso incrementar la cantidad de canales de Ca*™ en la superficie celular
(Raifman, Kumar et al. 2017).

La estimulacion B-adrenérgica, a través de la activacion de PKA, aumenta el
ingreso de Ca** por el CaL al incrementar el “gating” (apertura y cierre de sus
compuertas) del canal y su probabilidad de apertura como se ha descripto hace
tiempo (Osterrieder, Brum et al. 1982). Asi, este mayor influjo de Ca** lleva a un
aumento en la fuerza de contraccidn. Esta accidn B-adrenérgica es un importante
mecanismo de regulacién latido a latido mediante inotropismo, cronotropismo y
lusitropismo positivos, y puede actuar en una gran variedad de condiciones
fisiolégicas como por ejemplo durante el ejercicio fisico. Ademas, la reduccion
de la regulacién B-adrenérgica por mutar el sitio de unién a PKA en el dominio
C-terminal genera falla cardiaca (Yang, Dai et al. 2016). Por otro lado, parece
que los canales de calcio localizados en las cavéolas agravan desarrollo de
hipertrofia cardiaca mediante retroalimentacion positiva con CaMKII en esos
microdominios (Tonegawa, Otsuka et al. 2017). Se ha observado en musculo liso
cerebral, que la regulacion oxidativa del influo de Ca** donde los
vasoconstrictores se acoplan a la NADPH oxidasa (como Angll) inducen sitios
discretos de producciéon de ROS resultando en la activacién de PKCa que
incrementan la actividad de los canales L llevando a un aumento de la
contraccion (Amberg, Earley et al. 2010)
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Receptores de Rianodina (RyR): son estructuras ubicadas en el RS, enfrentando
los tubulos T como asi también entre las cisternas sub-sarcolemales,
enfrentando al sarcolema. Fueron descriptos inicialmente como “pies” ya que
hacen protrusién en el citoplasma (Franzini-Armstrong, Protasi et al. 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 musculo cardiaco y RyR3,
expresado en musculo liso y tejidos no musculares. En el presente trabajo de
Tesis nos referiremos exclusivamente a los RyR2.

Los RyR2, 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. La porcion que forma el canal del RyR2 esta constituida
por una pequefa porcion trans-membrana. El RyR2 posee diferentes sitios de
unién para diferentes ligandos que regulan la funcién de este canal, asi, por
ejemplo existe un sitio especifico para el Ca*™ y uno para rianodina.

Calsecuestrina (CSQ): La CSQ es una proteina que se encuentra en el interior
del RS principalmente a nivel de las cisternas laterales del mismo. Su funcion es
la de acoplarse al Ca*™ y “amortiguar” el Ca*™* libre dentro del RS.

Bomba de Ca** del RS (SERCA): Es una ATPasa movilizadora de iones Ca**,
del tipo “P” al igual que la bomba Na*/K* y la ATPasa del sarcolema (PMCA).
Utiliza la energia liberada por la hidrdlisis del ATP para movilizar al Ca**. 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 tejido cardiaco se denomina SERCAZ2a
(también se la encuentra en el tejido muscular esquelético lento). En esta
isoforma, la velocidad de transporte es regulada por una proteina inhibitoria
llamada fosfolamban (PLN) (Tada, Kirchberger et al. 1974, Tada, Kirchberger et
al. 1975).

Fosfolamban (PLN): es una fosfoproteina compuesta por 52 aminoacidos que en
su estado desfosforilado une a la SERCAZ2a (reduciendo la afinidad aparente de
la SERCAZ2a por el Ca*™), disminuyendo asi, la recaptura de Ca** por el RS.

La fosforilacion de PLN libera esta unién, incrementando significativamente la
velocidad de recaptura de Ca** por el RS. Esta proteina puede ser fosforilada in
vitro en tres sitios diferentes: Ser16 por proteinas quinasas dependientes de
GMP y AMP ciclico (PKG y PKA, respectivamente) y Thr17 por la Ca**
calmodulina quinasa Il (CaMKIl).
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ATPasa del sarcolema (PMCA): es una proteina que atraviesa la bicapa lipidica
diez veces y cuyas regiones hidrofilicas se encuentran en el citoplasma. Su peso
molecular es de 100kDa y se inhibe por vanadato y lantano. Se conocen 4
isoformas de esta bomba (PMCA1-4). Es activada por el complejo formado por
Ca*™ y Calmodulina. CaM actua sobre la bomba aumentando la afinidad de la
misma por el Ca** y aumentando la velocidad de transporte de Ca** (Quadroni,
L'Hostis et al. 1998). El porcentaje de Ca*™ expulsado de la célula a través de la
misma varia en las diferentes especies (Shannon, Ginsburg et al. 2002).

Intercambiador Na*/Ca** (NCX): es una proteina trans-membrana de 110 kDa
formada por 970 aminoacidos. Posee ) i
varios segmentos de  caracter GN\TC 1?&__3 3NE§ ik

hidrofébicos que forman dominios \I ;
transmembrana y uno de mayor ¥ f i
tamano cuya funcion seria la - .
regulacion del transportador. Existen
tres isoformas: NCX1, NCX2 y NCX3. \ /
La primera es la que abunda en el »/ \«
corazon, en el musculo liso y rifion. Las
otras dos isoformas se han encontrado  Fig. 1.10) Los 2 modos funcionales del
en cerebro y musculo esquelético. intercambiador  Na*/Ca**, directo a la

. o izquierda y reverso a la derecha.
El Ca* que ingresa como senal para el
AEC debe ser extruido 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 expulsién 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 remocién del Ca*™* citosdlico, pero
también puede trabajar intercambiando Na* intracelular por Ca** extracelular,
trabajando en su modo inverso, y por lo tanto introduciendo Ca** (Bers and
Weber 2002). El potencial de equilibrio del NCX es negativo y cercano a -40 mV,
por lo tanto cerca del potencial de reposo trabaja en su modo directo dando lugar
a una corriente despolarizante (Ina/ca). Cuando se exacerba esta corriente, a la
que nos referimos previamente, 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 1y 2 del PA. Esta entrada, es, sin embargo poco importante para el AEC.
La Ina/ca Vuelve a ser despolarizante (modo directo) durante el resto de la fase 2
y durante la fase 3 del PA (Fig. 1.8).

3Na+ 1Ca2+ 3Na+ 1Ca2+
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Principales estructuras relacionadas a la contractilidad cardiaca

Sarcomero y proteinas contractiles

Al observar las células musculares bajo microscopia se ve que presentan bandas
transversales claras y oscuras dispuestas 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 continua,
pero se halla sélo en elementos independientes denominadas miofibrillas que se
encuentran a lo largo del citoplasma. Las miofibrillas forman el aparato contractil
del musculo y son las efectoras finales del AEC. La estriacion que muestran las
miofibrillas se debe a la repeticidn a lo largo de las mismas de la unidad contractil
del musculo, el sarcomero. A su vez cada sarcomero esta compuesto por
filamentos finos y gruesos interdigitados entre si.

Reticulo sarcoplasmatico

Miofibnlla

Sarcoplasma

— Sarcolema

Nucleo

Filamenlo grueso
Triada:

Tabulo
transverso

Cisternas
terminales

Filamento fino

\

W”" i -‘ §

{¢) Estruciura de una fibra muscular Sarcémero

Disco Z

Fig. 1.11) Estructura de las principales organelas del miocito (Nucleo, Sarcolema, Mitocondria,
Tubulo transverso (o tubulo T) y Reticulo Sarcoplasmatico. Disposicion de las fibras contractiles
(finas y gruesas). Figura extraida y editada del libro Principios de Anatomia y Fisiologia, de Tortora
y Derrickson 112 edicion.

Filamentos gruesos: compuestos por miosina y poseen una longitud de 1,55 pm.
La miosina es una proteina que tiene una cola que 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 fosforilacién de éstas
permite la cinética de los puentes cruzados.
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Filamentos finos: formados principalmente por actina. También los componen
otras dos proteinas: la troponina y la tropomiosina, fundamentales en la
regulacion de la contraccidon muscular. Tienen una longitud aproximada de 1 ym
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 helicoidalmente entre si y forman el cuerpo del filamento fino. La
actina posee la propiedad de interactuar con la miosina y la de activar su
actividad ATPasa. 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 mondmeros de actina. A su vez cada siete moléculas de actina (por ende
cada una de tropomiosina), hay un complejo de troponina. Este complejo esta
formado por tres elementos: la troponina T, la | y la C (TnT, Tnl y TnC
respectivamente). La troponina T es la que une el complejo de troponina con la
tropomiosina, la | inhibe la interaccion entre la actina y la miosina junto con la
tropomiosina y la C es la que tiene la capacidad de unirse al Ca**.

La troponina y la tropomiosina cumplen un papel de regulacion del proceso de
contraccion impidiendo la interaccion entre la actina y la miosina. 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
interaccién 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 union genera un cambio en el complejo troponina-tropomiosina que hace
que esta ultima 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. Asi 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
(Shannon, Ginsburg et al. 2002).
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: Banda A |
Actina, , MIoSINa A ctina iin
1 - E 1 + |
\ Linea Z Relajada Linea Z Contraida
Linea Z Filamento Filamento
grueso delgado B

Fig.1.12) En el panel A se observa un esquema de la disposicién de la unidad funcional
sarcémero con sus partes principales: banda A, lineas Z y los filamentos gruesos y
delgados. En el panel B se observa modelo de deslizamiento de filamentos de actina sobre
los filamentos de miosina para lograr la contraccion muscular. La presencia de ATP y Ca**
permite este proceso. Figura extraida y editada del libro Fisiologia Médica, Ganong, 232
edicion.

Tropomiosina Troponina

Fig. 1.13) Se observa la estructura de la actina junto a Troponina y
Tropomiosina. La unién de Ca** a la Troponina liberaria el sitio de
unién de las cabezas de miosina a actina que permitiria la
contraccion. Figura extraida y editada del libro Fisiologia Médica,
Ganong, 232 edicion.

Existen ademas de las proteinas contractiles y regulatorias nombradas, otras
proteinas asociadas al sarcobmero como la proteina M, la miomesina, la
tropomodulina, la titina (o conectina) y la nebulina que forman los filamentos de
titina y nebulina. 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 sarcémero, 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 tensién y longitud del musculo estriado (tension diastdlica en el musculo
cardiaco). La titina provee estabilidad a los sarcémeros 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, Powers et al. 2015).

En resumen y habiendo descripto todas las estructuras intracelulares podemos
decir que si la intensidad del estimulo antes mencionado es suficiente, el
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resultado del mismo es la despolarizacién de la membrana celular, la entrada de
Ca*™ y laliberacion de mas Ca** por el RS (LCIC), resultando esto en el aumento
del Ca** citosolico que pasa de un valor basal de 107 M aproximadamente a 10-
5 M, y la contraccién muscular. Asi el Ca** es el nexo entre la excitacién y la
contraccion. EI Ca** se une a la TnC y genera la contracciéon muscular. La mayor
parte del Ca** es recapturado por el RS con la utilizacion de energia proveniente
del ATP para su posterior liberacién 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.
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Objetivo General

Investigar la participacion del novedoso receptor de estrégenos acoplado a
proteina G (GPER) en la fisiologia cardiaca, haciendo hincapié en la regulacién
del pH, los movimientos de Ca** y la contractilidad ya que son mecanismos que
se regulan rapidamente y en los que se cree que participaria este receptor.

Objetivos especificos

1. Estudiar la regulacion del cotransportador sodio/bicarbonato (NBC) vy el
intercambiador Na*/H* (NHE) a través de GPER y Aldo. Rol de diferentes
quinasas Y las especies reactivas del oxigeno (ROS).

2. Estudiar la regulacidon del manejo de Ca*™ y la contractilidad cardiaca a
través de GPER, Aldo y E2.

3. Estudiar la localizacion del GPER en el miocito cardiaco.

Hipotesis

El receptor GPER media efectos no gendmicos de Aldosterona y Estradiol en el
corazén, regulando el pH, el manejo de Ca*™ intracelular y modulando la
contractilidad.
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2- Materiales y métodos

Cuidado y uso animal

Para todos los experimentos, se utilizan ratas Wistar (Rattus Novergicus) de 3-4
meses de edad. Los procedimientos llevados a cabo durante la investigacion
fueron realizados de acuerdo a la Guia de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio, publicada por el Instituto Nacional de Salud (NIH No. 85-23, revisado
en 1996), y siguiendo las directrices establecidas por el Comité de Bienestar
Animal de la Facultad de Medicina de La Plata.

Obtencion de cardiomiocitos del corazon de rata

La rata Wistar se anestesia con ketamina-diazepam (75-25 mg/kg) por via
intraperitoneal para realizar una toracotomia. Se inyecta 1 ml de heparina sédica
(200 U/ml) dentro de la cavidad ventricular para evitar la coagulaciéon sanguinea
dentro de los vasos que irrigan el corazén. Posteriormente, el corazén se
remueve y coloca en un Sistema de Langerdorff para realizar la perfusion
retrograda ex vivo con la solucién HBS (conformada por: NaCl 146,5 mM, KCI
4,69 mM, Glucosa 11 mM, HEPES 10 mM, NaH2PO4+.H20 0,35 mM,
MgS04.7H20 1,05 mM) con 1 mM CaClz que le permite al corazén seguir latiendo
y asi reemplazar la sangre remanente con la solucion en todos los vasos del
organo. Se prosigue por 5 minutos con la solucion HBS con 0,1 mM de EGTA 'y
sin CaClz, para quelar el Ca** y permitir que el corazén quede quiescente y se
relaje. Luego se recircula por 15 minutos una solucién de digestién enzimatica:
solucion HBS, 0,5 mM CaCl;, 0,18 mg/ml de Colagenasa tipo |l
(aproximadamente 300U/ml), 0,01 mg/ml de proteasa y albumina bovina 0,5
mg/ml, que disgregara la red de colageno y permitira liberar los miocitos del
tejido.

Una vez concluido el tiempo de digestion, el corazéon se desmonta y el tejido
ventricular se disocia mecanicamente con pinzas y tijeras liberando los
cardiomiocitos en la solucion utilizada. Se centrifuga para descartar la solucién
enzimatica y se restituye progresiva y lentamente el Ca** hasta la concentracion
de 1 mM para evitar la muerte por recalcificacion rapida. Los cardiomiocitos se
mantienen en solucion HBS con Ca*" 1 mM hasta su uso experimental. En la Fig.
2.1 se observan los pasos para la obtencién de los cardiomiocitos ventriculares
como se ha descripto.
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Fig. 2.1) Pasos del aislamiento de cardiomiocitos de rata: 1) Equipo de Langendorff con corazén de rata en
perfusion adrtica ex vivo 2) Perfusién con solucion de digestion enzimatica y dentro de la camisa de vidrio que
permite mantener la temperatura en 37°C 3) Ventriculo izquierdo desmontado del equipo 4) Fragmentos de
tejido cardiaco luego de la digestién mecanica con pinzas y tijeras 5) Esquema de los pasos para la restitucion
de Ca** 6) Cardiomiocitos obtenidos luego del procedimiento. Los que se encontraban en estado quiescente,

con la correcta morfologia de bastén y con estriaciones visibles se utilizaron para todos los experimentos
siguientes.
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Pulsos de NH4ClI: Actividades de NBC y NHE-1

El pH intracelular (pHi) de los miocitos se evalua por el sistema de
epifluorescencia lon Optix (Milton, MA). Se utilizan miocitos cardiacos cargados
con aproximadamente 3 pM del indicador fluorescente de pHi, 2'-7'-bis
(2-carboxiethyl) -5, 6-carboxyfluorescein-Acetoximetyl Ester (BCECF-AM,
Thermofisher). Para estudiar la actividad del NBC (en buffer HCO3/COz2: [NaCl
118 mM, KCI 5 mM, glucosa 10 mM, NaHCOs 20 mM, MgCl: 0,8 mM,
MgS0O4.7H20 1,2 mM] + HOE642 (HOE) 10 uM, inhibidor del NHE-1) o del NHE-
1 (en solucion HBS) se utilizaron 2 pulsos de NH4Cl consecutivos sobre la misma
célula, el 2% luego de permitir su recuperacién a pH cercano al basal observado
antes del 1.

Inicialmente los miocitos fueron expuestos a una solucién extracelular de HBS
(pH=7,4) o0 HCO3/CO2 (se burbujea con carbdgeno: CO2 5%/O2 95% para
llevarla y mantenerla a pH=7,4), registrandose el pHi hasta su estabilizacion.
Paso siguiente, se expone los miocitos a NH4Cl 20 mM durante 3 minutos lo cual
genera una alcalosis intracelular debido a la difusion rapida, a través de la
membrana, del amoniaco (NHs) y una difusion lenta de NH4*. Cuando el NHs
ingresa actua como base frente a la presencia de H20 liberando OH-
alcalinizando el medio intracelular rapidamente. Luego de esa rapida
alcalinizacion, por los 3 minutos siguientes se produce una leve acidificacion por
el equilibrio entre el NH4* y el NH3 que libera H*. Cuando el NH4Cl es eliminado
del medio extracelular el NH3 difunde rapidamente fuera de la célula, forzando el
equilibrio entre NH3 y NH4* hacia la formacion de NHs dejando una sobrecarga
acida (H*) debida principalmente del NH4* que difundié pasivamente durante los
3 minutos, en el interior celular. Durante los siguientes 15 minutos en solucion
HBS o HCO3/CO:z2 el pHi se recuperara gracias a la accién de los transportadores
alcalinizantes presentes y funcionales. Luego de este 1¢" pulso, se incuba por 15
minutos con Aldo, G1, los inhibidores de GPER, quinasas o ROS segun
corresponda. Constituyendo asi un lo que denominamos doble pulso de NH4Cl
sobre la célula y asi podemos seguir el efecto en la recuperacion de pHi del 29
pulso respecto al 1™ en el mismo sujeto experimental.
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Fundamento grafico de la técnica implementada:

HBS/HCO, 20 mM NH.CI HBS/HCO,

NH, + H™=— NH,’

Disco
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transportadores alcalinizantes
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Fig. 2.2). Pulso de amonio: EI NHs ingresa rapidamente a la célula produciendo alcalinizacion por
formacién de NHs4* y el NH4* difunde mas lentamente lo que se observa en la leve acidificacion
observada en el registro de pHi vs. tiempo luego del rapido incremento del pH. Una vez que se
prosigue a eliminar el NH4Cl del medio extracelular se genera una rapida acidificacion por
eliminacion del NHs del interior celular (por la disociaciéon del NH4* acumulado en el citosol durante
el periodo previo) dejando una mayor cantidad de H*. Esta acidificacion provoca la activacion de los
mecanismos alcalinizantes: NBC y NHE-1 para la recuperacion del pHi.

El analisis se realizd utilizando el software Origin 8, se ajustd la curva de
recuperacion de pHi con una funcién de decaimiento exponencial de primer
orden. Del mismo se obtiene la velocidad (dpHi/dt) de recuperacion a cada pHiy
luego, con este dato y conociendo la capacidad amortiguadora total (Btwt), se
calculé el flujo de protones (JH) o de bicarbonato (JHcos) segun corresponda, en
mM/min. La PBwt fue calculada a partir de la suma entre la capacidad
amortiguadora del CO2 intracelular (Bcoz2) y la capacidad amortiguadora
intrinseca (Bi).

La Bcoz se calculé como Bco2=2,3 x [HCO37]idonde [HCO37)i =s[HCO37]o x 10PHI-pHo
segun se ha descripto previamente (Roos and Boron 1981).

La Bi de los miocitos fue calculada exponiendo las células a diferentes
concentraciones de NH4Cl (20, 15, 12, 9, 5 y 3 mM) en buffer HBS sin Na* y
registrando el pHi obtenido para cada concentracion de NH4Cl durante 3 minutos,
utilizando luego el promedio de los valores de pH..
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Sabiendo que NH4* = NHa*o x 10 (PHo-pHI) /1+10 (pHo-pK) |3 B; se calculd como Bi =
A[NH4*]i/ApHi, y referida al punto medio de las medidas de pHi, con pK del NH4*=
9,21 y el pHo =7.4 (Zaniboni, Swietach et al. 2003). La Bi a diferentes valores de
pHi fue estimada sobre un ajuste lineal obtenido de la grafica entre la Bi en
funcién del pHi

Por otro lado, para conocer los pHs evaluados se realizaron las calibraciones
correspondientes en cardiomiocitos cargados con BCECF-AM vy nigericina que
permite equilibrar el pH intracelular con el extracelular que presenta pHs
conocidos (Eisner, Kenning et al. 1989). En el anexo se observa una calibracién
de pH representativa en el sistema de Microscopia lonoptix.

Pulso de alto K*: Actividad del NBCe1

Se estudio la actividad del NBC electrogénico (NBCe1) mediante el protocolo
experimental “Despolarizaciéon por alto K*’, donde los miocitos aislados y
cargados con BCECF-AM son expuestos a una solucién con concentracion de
K* normal conformada por: NaCl 118 mM, KCI 5 mM, MgS0O4.7H20 1 mM,
NaH2PO4. H20 0,35 mM, glucosa 10 mM, cloruro de colina (CsH14CINO) 40mM
y NaHCO3 20 mM a pH 7,4. Una vez estabilizado el registro de pHi, se modifica
a una solucién iso-osmética e igual pH extracelular, pero con 45 mM de KCl y sin
cloruro de colina, manteniéndose esta ultima solucién por 15 minutos. Se
realizaron experimentos controles y con el agregado de G1 y Aldo.

La relacion de concentraciones dentro y fuera del cardiomiocito normalmente es
[K*]i~ 145 mM y [K*]o~ 5 mM (como en la solucion de K* normal) lo que genera
un potencial de equilibrio para el K* de aproximadamente -95 mV, como el K* es
el ion mas permeante el potencial de membrana en reposo de los cardiomiocitos
se encuentra alrededor de -85 mV. Al incrementar la concentracion [K*]o ~ 45
mM, el gradiente de concentraciones a través de la membrana disminuye,
disminuyendo la fuerza impulsora para la generacién del potencial de equilibrio
del K%, lo cual lleva el potencial de equilibrio a valores mas despolarizados (la
solucion de alto K* produciria una despolarizacion de aproximadamente 60 mV).
Este procedimiento activa todos los mecanismos electrogénicos, entre ellos el
NBCe1 que se activa por despolarizacion y esta activacion del NBCe1 se traduce
como un incremento del pHi.
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Esquema del funcionamiento del pulso de alto K*:

HBS/HCO4 45 mM KCl
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Fig. 2.3) Fundamento grafico de la técnica de pulso de K*. El cambio de concentraciones
extracelulares de K* provoca una despolarizacion de la membrana activando los transportadores
alcalinizantes electrogénicos y asi se registra como un incremento en el pH..
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Produccion de especies reactivas del Oxigeno (ROS)

En cardiomiocitos aislados: Produccion de ROS.

La produccion intracelular de ROS se estudi® por microscopia de
epifluorescencia (Microscopio Zeiss 410) en miocitos aislados de rata Wistar pre-
incubados con 5 pM del indicador fluorescente 5-(6)-clorometil-2°,7 -
diclorodihidrofluorescein diacetato (CM-H2DCF DA, Invitrogen/Molecular
Probes). Los miocitos se excitaron a 488 nm de longitud de onda (A). La
fluorescencia emitida se registra 510-560 nm y la intensidad de la misma
dependera de la produccion de todos los ROS intracelulares de diferentes
fuentes, las mas importantes son la proteina de membrana NADPH oxidasa y la
cadena transportadora de electrones mitocondrial con todos los complejos de
membrana que llevan a la oxidacién de la molécula de Oa.

Se estimd la produccion de ROS en base a la pendiente de aumento en la sefal
fluorescente ya que ocurre una leve oxidacion del indicador con el tiempo de
exposicion a la luz laser de 488 nm.

La fluorescencia de cada célula se registré por 30 minutos. Los primeros 15
minutos son condiciones control y en los segundos 15 minutos se realiza el
tratamiento correspondiente. Para el analisis seran calculadas ambas
pendientes y luego se obtendra la relacion entre ambas. Se realizaron
experimentos Control, en presencia de G1, G1+G15 (inhibidor de GPER), Aldo,
Aldo+G15.

En secciones de tejido ventricular cardiaco: Produccion de Oz~

Se trabajé con secciones de corazén del ventriculo izquierdo (1 x 5 mm
aproximadamente), y se utilizé el método de quimioluminiscencia aumentada por
lucigenina (Caldiz, Garciarena et al. 2007). Las secciones de corazon fueron
incubadas en buffer de lucigenina en ausencia (Control) o presencia de G1,
G1+G15, G1+Apocinina (Apo) y G1 + AG1748, y en presencia de Aldo,
Aldo+G15 durante 30 minutos en un incubador a 37°C con 95% O2-5% COz. La
quimioluminiscencia de la luciferasa por la produccion del anion superoxido (O2~
) en las secciones de tejido fue medida en unidades arbitrarias y se registrd con
un lumindémetro (Chameleon; Hidex; Finland) durante 15 minutos. La produccion
de Oz~ se expresd como porcentaje respecto al valor control.
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Western Blots (WB)

Las muestras de tejido fueron preparadas a partir Buffer de lisis:

del ventriculo izquierdo de corazones rapidamente Composicion
extirpados y lavados con solucién HBS. El tejido = KH2PO40,5 M - pH 7,3
cardiaco fue homogeneizado en buffer de lisis. Se NaF 0,5 M
centrifugd el homogenato a 13.000 rpm por 10 EDTAO0,1M
minutos a 4°C, y se fraccioné el sobrenadante en Sacarosa 100 mg/ml
alicuotas para conservarlo a -80°C. La lgepal 25 %
concentracion de proteinas fue determinada por el ~ Coctel de inhibidores de
método de Bradford (Bradford 1976). proteasas 25 %

En la corrida electroforética, 90 ug de proteina fueron mezclados con buffer de
corrida SDS-PAGE.

Las muestras fueron corridas en geles de acrilamida al 10%. Se realizaron 30
minutos iniciales a 80 mV para concentrar las proteinas, y luego se continu6 a
120 mV para separar a las proteinas segun su peso molecular. Las proteinas
fueron transferidas a membranas de PVDF por electroforesis por 2 hs a 65 mV,
en un buffer de transferencia a 0°C (Buffer Tris Salino (TBS) con 20% de metanol
y 1% SDS). Las membranas fueron luego bloqueadas por incubacion durante 2
hs en solucién de bloqueo (TBS 0,1% Tween 20 con 5% proteinas de la leche),
e incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios correspondientes. A
continuacion, se usaron anticuerpos secundarios indicados para cada anticuerpo
primerio, conjugados con una peroxidasa. Las bandas se visualizaron con un
reactivo de luminiscencia (ECL, Millipore) en el equipo Chemidoc Station (Bio-
Rad), y se cuantificaron con el software de analisis Image J.

Inmunofluorescencia de GPER y NBCe1 en cardiomiocitos

Se estudid la distribucion espacial de NBCel1 y GPER mediante
inmunofluorescencia y microscopia confocal (Microscopio Zeiss 410). Los
cardiomiocitos aislados fueron fijados y permeabilizados, posteriormente se
incubaron con anticuerpos primarios para NBCe1 (Millipore) o para GPER
(Abcam). Luego fueron incubados con el anticuerpo secundario correspondiente
que presenta el grupo Alexa Fluor 488 y observados microscopia confocal. Se
obtuvieron fotos y se determiné la intensidad de fluorescencia por un escaneo
longitudinal para establecer correlacion entre los patrones de tincion observados.

Respuesta excito-contractil: Flujos de Ca* en cardiomiocitos

Se estudio el transitorio de Ca** en miocitos aislados cargados con el indicador
fluorescente Fura2-AM (Molecular Probes/Invitrogen) aproximadamente a
concentracion de 3 uM vy, en lo posible, simultaneamente se registré la
contractilidad como el promedio del acortamiento de los sarcomeros o del largo
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celular (lon Optix System). Se realizaron estos experimentos en presencia de
G1, G36, Aldo y E2. Los registros obtenidos fueron analizados con el software
de analisis lon Optix System.

Fundamento fisioldgico de los registros obtenidos:

Pico del transitorio de Ca*™
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Fig. 2.4) Acoplamiento Excito-Contractil en los cardiomiocitos, la despolarizacién de membrana
provocada por el potencial de accion activa los canales de Ca** tipo L que inducen la apertura del
canal de Rianodina (RyR2) por el fendmeno de Liberacion de Ca* inducida por Ca** (LCIC)
produciendo un gran y rapido incremento en el Ca**intracelular a partir de las reservas del Reticulo
Sarcoplasmatico. ElI Ca** une a troponina C liberando las cabezas de miosina y permitiendo la
contraccion. Luego el calcio se libera de los filamentos de miosina por la recaptura del mismo hacia
el Reticulo Sarcoplasmatico de la bomba de calcio dependiente de ATP del Reticulo
Sarcoplasmatico (SERCA 2) y la extrusién al medio extracelular por el intercambiador Na*/Ca**
(NCX) en el Sarcolema.
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Contenido de Ca** del Reticulo Sarcoplasmatico

Se utilizé6 la misma metodologia para estimar el contenido de Ca* en los
cardiomiocitos en buffer HCO3/CO2 con el agregado o no de G1. Los miocitos
fueron estimulados eléctricamente a 0,5 Hz hasta estabilizar la contractilidad, se
interrumpe la estimulacién y se aplica un pulso de cafeina (15 mM) para liberar
el contenido de Ca* del RS. La amplitud del transitorio de Ca*" generado por el
agregado de cafeina es un estimativo de la carga del RS. (Diaz, Graham et al.
2004). Los registros obtenidos fueron analizados con el software de analisis lon
Optix System.

Registro de la corriente de Ca*™

Luego de obtener una configuracion de Whole-Cell (WC) estable se registro la
corriente de Ca*™ generada a través del Cav utilizando un protocolo de Voltage
Clamp (Clampeo de Voltaje) de 2 pasos de despolarizacion: primero se clampea
el voltaje a -80 mV y se lo lleva a -40 mV por 200 ms para abrir los canales
rapidos de Na* y mantenerlos en su forma Inactiva, luego se despolariza a 0 mV
por 500 ms para estudiar la corriente de Ca** (lca) generada. Una vez
estabilizada la amplitud de Ica. se procede a realizar un protocolo de
determinacion de la corriente a diferentes voltajes luego de la inactivacion de la
corriente de Na*, desde -50 mV a +70 mV en pasos de 10 mV para obtener la
curva corriente-voltaje (V) y caracterizar el funcionamiento del canal. Cada
determinaciéon de corriente del CaL a diferentes voltajes se realiz6 a una
frecuencia de 0.14 Hz. El electrodo Ag/AgCl en contacto directo con la solucién
extracelular se us6 como referencia. Para cada célula se determiné la corriente
capacitiva para asi poder determinar la capacitancia de la membrana, y de esta
manera las corrientes medidas podran ser normalizadas por la capacitancia de
las células. Se realizaron estos experimentos en presencia de G1, E2 y G36.
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Protocolo de Clampeo de Voltaje utilizado para estudiar la corriente de Ca** en
miocitos ventriculares:

-70 mv

Fig. 2.5) Protocolo de curva IV (Corriente vs. Voltaje) por clampeo de voltaje de pasos
cada 10 mV, luego de inactivar la Corriente de Na* a -40mV, que se inician en -50mV
y llegan a 70 mV. En el panel inferior se observan los registros de las corrientes
generadas por el CaL a cada paso de voltaje en correspondencia con los colores
indicados en el protocolo utilizado.

Solucion de pipeta: CsCl 140 mM, MgCl2.6H20 1 mM, Na2ATP 4 mM, EGTA 5
mM, HEPES 10 mM, llevada a pH 7,2 con NaOH.

Solucién extracelular: CsCl 5 mM, NaCl 133 mM, MgCl2.6H20 1 mM, HEPES 10
mM, TEA-CI 10 mM, 4-Aminopiridina 5 mM, Cl2Ca 1 mM, Glucosa 5 mM, llevada
a pH 7,4 con NaOH.

El analisis de los datos de la lca. (Voltaje Clamp) se realizé con el software
pClamp (Clampfit).

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como promedio * error estandar. Para
comparar los grupos se utilizé el Test de Student correspondiente o ANOVA de
una via con su consecuente test de comparaciones multiples, segun el caso.
Para mayor claridad, en cada Figura de Resultados se especifica el analisis
estadistico utilizado.
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3-Resultados

Rol del GPER en la regulacién del pH intracelular

Transportadores alcalinizantes: Co-transportador Na*/HCO3z (NBC)

Para estudiar la actividad de NBC se realizaron dobles pulsos de amonio en una
solucion con buffer HCO3/CO2y el agregado de 10 uM de HOE dejando a los
NBC como unico mecanismo alcalinizante para revertir de la acidosis provocada
por el protocolo.

Primero realizamos dobles pulsos control, en los cuales encontramos una
disminucién significativa en la recuperacion del segundo pulso respecto del
primero a pHs acidos, como se observa en la Fig. 3.1 donde el segundo pulso
presenta un Jucos- menor que el primero. La disminucion del influjo de HCOgs
mediado por NBC durante el segundo pulso fue aproximadamente de 20 %. Este
fendmeno se puede deber a que la célula pierde la habilidad de recuperarse con
la misma velocidad frente a una segunda acidosis.

A pesar de este inconveniente técnico, este protocolo fue utilizado en los
experimentos sucesivos, realizados en presencia de las diferentes
intervenciones farmacoldgicas, debiendo recordar por lo tanto que los efectos
estimulatorios de las drogas aplicadas durante el segundo pulso podrian resultar
subestimadas en aproximadamente 20 %.

A B 22 = 1" Pulso Control
[10 uM HOE] = 2% Pulso Control
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Fig. 3.1) Pulsos de amonio control. En el panel A observamos un registro representativo de
pH en tiempo observandose 2 pulsos de amonio consecutivos en la misma célula en
presencia de HOE durante todo el registro. En el panel B observamos e Jncos-a pHs acidos
del primer y segundo pulso. * indica p<0,05 por prueba T apareada.
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En primera medida intentamos evaluar el afecto agudo de Aldo sobre la actividad
de NBC. Al incubar a las células con Aldo (10 nM) a partir de los 10 minutos
previos al segundo pulso, encontramos un incremento significativo en la
velocidad de recuperacion del segundo pulso, como se observa en la Fig. 3.2.
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Fig. 3.2) Pulsos de amonio con Aldo. En el panel A observamos un registro representativo de
pH en tiempo observandose 2 pulsos de amonio consecutivos en la misma célula en
presencia de HOE durante todo el registro y el agregado de Aldo antes del 29 pulso. En el

panel B observamos el Jucos-a pHs acidos del 1¢7 y 29 pulso. * indica p<0,05 por prueba T
apareada.

Al encontrar un aumento en la actividad del NBC con Aldo, comenzamos a
dilucidar la via de sefalizacion por la cual ocurria este incremento de
aproximadamente 30% en el Jucos-. Como observamos en la Fig. 3.3 panel
medio, la activacién del NBC no ocurre en presencia de Eple (1 uM), bloqueante
del receptor de MR, indicando que la sefalizacién pareceria ser disparada por la
unién de Aldo a este receptor (para mayor claridad en la Fig. 3.3 panel izquierdo,
se repiten los valores de JHcos- determinados a pH 6,8 de la Fig. 3.2). EI MR es
un receptor clasico de la hormona esteroidea que cuando se une al ligando
transloca al nucleo dénde regula la transcripcion génica (el clasicamente
conocido efecto gendmico de la hormona). El efecto de Aldo sobre el NBC
observado en la Fig. 3.2 es muy rapido como para representar un efecto
gendmico. Con el objetivo de confirmar esta idea, a continuacién realizamos los
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Fig. 3.3) Promedios de Jxcos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso luego del agregado de

Aldo en el primer grafico, y frente al uso previo de inhibidores Eple y Ciclo. * indica p<0,05
por prueba T apareada.
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experimentos en presencia del inhibidor de la sintesis proteica: Cicloheximida
(Ciclo, 10 uM). Cémo se puede observar en la Fig. 3.3 panel derecho, Ciclo no
evitd el aumento de la actividad del NBC mediado por Aldo. Por lo tanto,
podemos concluir que la via pertenece a las vias rapidas o no gendémicas de
Aldo.

Receptores involucrados en los efectos rapidos de Aldo

Frente a estos resultados que demuestran efectos no gendmicos de Aldo, nos
preguntamos si podria estar participando un receptor distinto del MR. En células
musculares lisas y células endoteliales se han descripto efectos rapidos de Aldo
a través de la activacion del receptor GPER (Gros, Ding et al. 2011). Por lo tanto,
se tratd a las células con G15 (1 uM, antagonista especifico de GPER). Para
nuestra sorpresa, esta droga fue capaz de inhibir la activacion del NBC inducida
por Aldo (Fig. 3.4), lo cual revel6 que GPER esta involucrado en este efecto no
gendémico. Cabe destacar que los efectos de Eple observados en la Fig. 3.3
podrian deberse a una accion inespecifica de esta droga sobre el GPER, como
ha sido previamente reportado para musculo liso vascular (Gros, Ding et al.
2011).
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Fig. 3.4) Promedios de Jucos-a pH 6,8 en el primer
y segundo pulso luego del agregado de Aldo y el
uso previo de G15. * indica p<0.05 por prueba T
apareada.

Para corroborar la participacion de GPER en la estimulacion del NBC, los
cardiomiocitos fueron incubados con su agonista farmacologico especifico G1 (1
uM) por 10 minutos antes del inicio del segundo pulso de amonio, como se
observa en la Fig. 3.5.
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Fig. 3.5) Pulsos de amonio con G1. En el panel A observamos un registro representativo de
pH en tiempo observandose 2 pulsos de amonio consecutivos en la misma célula en
presencia de HOE durante todo el registro y el agregado de G1 antes del 29 pulso. En el
panel B observamos el Jucos-a pHs acidos del 167 y 2% pulso. * indica p<0,05 por prueba T

apareada.

En la Fig. 3.6 se observa el incremento significativo en el Jucos-a pH 6,8 inducido
por G1 (panel izquierdo), para poder comparar con G15 y Eple. El aumento del
Jucos- fue prevenido con G15, como era esperable para un efecto selectivo de
G1 (Fig. 3.6, panel derecho). Sin embargo lo observado con Eple no era lo

esperado.
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Fig. 3.6) Promedios de Jncos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso luego del agregado de
G1 en el primer gréfico, y frente al uso previo de inhibidores Eple y G15. * indica p<0,05 por

prueba T apareada.

Para corroborar que lo observado con Eple podria deberse a efectos
inespecificos de esta droga sobre el GPER (ver mas arriba, Fig. 3.3), pre-
incubamos con Eple y no observamos efectos significativos del G1 (Fig. 3.6 panel
medio), indicando que podria haber efectos inespecificos.
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Una posibilidad para explicar los resultados con el bloqueante del MR podria ser
que Eple actue como agonista parcial de GPER y por lo tanto Aldo o G1 no
demuestren efectos significativos sobre la funcién del NBC una vez que el
receptor esta ocupado por Eple. Vale la pena aclarar que este fendmeno fue
sugerido por el grupo del Dr. Feldman pero nunca fue confirmado
experimentalmente (Gros, Ding et al. 2011). Por lo tanto nosotros evaluamos la
posibilidad de que Eple presente activacion per se del NBC. La Fig. 3.7
demuestra este efecto, que ademas puede verse inhibido por G15, indicando la
selectividad del mismo sobre GPER. De acuerdo a estos resultados,
proponemos que Eple se comporta como agonista parcial del GPER, ademas de
ser un antagonista del MR.
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Fig. 3.7) Relacién de Jucos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso
control, luego del agregado de eple y frente a la pre-incubacién con
G15. * indica p<0,05 por ANOVA y comparacién con el control por
el test de Dunnet.

GPER como regulador de NBC en los efectos no genoémicos de Aldo

Debido a que en las primeras publicaciones GPER fue descripto como un
receptor acoplado a proteina Gas que estimula la Adenilato Ciclasa de
membrana (Thomas, Pang et al. 2005, Hsieh, Yu et al. 2007), se estudi6 el
potencial rol de la proteina quinasa A (PKA) en la via intracelular disparada por
la activacion de este receptor. Sin embargo, también se ha propuesto que puede
trans-activar al EGFR via subunidades Py de la proteina G (Quinn, Graeber et al.
2009). Por lo tanto, utilizamos H89 (10 uM, inhibidor de PKA) para evitar la via
de senalizacidn clasica dependiente de Gs y Wormanina (Wor, inhibidor de PI3K,
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100nM) para evaluar la via PISBK/AKT que es dependiente de la trans-activacion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) por Gy (Chien, Lin et
al. 2015) La Fig. 3.8 muestra que G1 aumenta el influjo de HCO3s™ mediado por
NBC a pesar de encontrarse H89 pero no lo logra cuando pre-incubamos con
Wor. Por lo cual podemos decir que, en nuestras condiciones experimentales,
GPER no sefalizaria por Gs pero si lo hace via PI3K, probablemente via Gfy.
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Fig. 3.8) Relacién de Jxcos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso
control, frente a la incubacién con H89 o Wor en el primer pulso y
el agregado de G1 para el 2% pulso. * indica p<0,05 por ANOVA y
comparacién con el control por el test de Dunnet.

Para corroborar la via utilizada por GPER, siendo que su sefializacion intracelular
pareceria ser mediante Gy, evaluamos la posibilidad de que ocurra una trans-
activacion a EGFR, como fue sugerido previamente. Para ello, utilizamos el
bloqueante del EGFR, AG1478 (1 uM) para evaluar la actividad del NBC frente
al efecto de G1. La Fig. 3.9 muestra que no encontramos un incremento de
actividad frente a la pre-incubacién con AG1478 y el posterior agregado de G1,
sugiriendo que la activacion de GPER estaria trans-activando al EGFR.
Adicionalmente, utilizamos EGF exdgeno (1 uM) para estimular directamente a
su receptor EGFR y se encontré asi un aumento del Jucos- como vemos a la
derecha, en la Fig. 3.9.
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Fig. 3.9) Promedios de Jucos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso luego del agregado de
G1; pre-incubando con AG1748 y en el otro utilizando EGF (1 uM) en el segundo pulso. *

indica p<0,05 por prueba T apareada.

Con el objetivo de confirmar los experimentos anteriores, evaluamos el nivel de
fosforilacion de AKT en presencia de G1 (ya que esta quinasa, AKT, es activada
por fosforilaciéon a través de PI3K). Haciendo uso de la técnica de WB
encontramos que AKT se fosforila luego de la activacion del GPER por G1 (Fig.
3.10), e incluso esta fosforilacion no se produce frente a la pre-incubacién con el
antagonista de GPER, G15 y tampoco frente a la pre-incubacion con el

bloqueante de la NOX, Apocinina (Apo).
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Fig. 3.10) En el panel A observamos WB
representativos de p-AKT vy su
normalizador GAPDH en situaciones
Control, el uso de G1 y la pre-incubacion
con G15 o Apo. En el panel B
observamos los promedios de DO
expresados como porcentajes del control.
* indica p<0,05 por ANOVA vy
comparacion con el control por el test de
Dunnet.
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Como se ha descripto que EGFR puede sefializar también via ERK, e incluso
estaba descripto que Aldo sefalizaba por esa via (De Giusti, Nolly et al. 2011),
procedimos a evaluar la fosforilacion de ERK tanto con G1 como con Aldo.
Mediante WB encontramos que ERK no sufre cambios en la fosforilacion cuando
se incuba con G1 pero si lo hace luego de la incubacion con Aldo y esa
fosforilacion es impedida por Eple, aunque G15 no logra inhibirla (Fig. 3.11).
Estos resultados indican que GPER no sefalizaria via p-ERK en tejido cardiaco
ventricular y Aldo es capaz de estimular la fosforilaciéon de ERK via MR.
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Fig. 3.11) En el panel A observamos WB representativos de p-ERK y su normalizador
GAPDH en situaciones Control, incubado con Aldo, Aldo+Eple, Aldo+G15. En el panel B los
representativos para Control y G1. En el panel C observamos los promedios de DO
expresados como porcentajes del Control para los blots de Aldo y en el panel D los promedios
de DO para el control y G1. * indica p<0,05 por prueba T para el blot con G1 y por ANOVA
con comparacion con el control por el test de Dunnet para el blot con Aldo.
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Participacion de las especies reactivas del O2 (ROS) en la estimulacion
de NBC

Por otro lado, las ROS han sido involucradas en diferentes vias de sefalizacion
intracelular estimuladas por agentes extracelulares como angiotensina Il (Angll),
endotelina, EGF y Aldo (Cingolani, Villa-Abrille et al. 2006, De Giusti, Nolly et al.
2011, He, Joiner et al. 2011). Para evaluar la implicancia de las ROS en la
activaciéon del NBC via GPER por Aldo o G1, examinamos el efecto de 2-
mercaptopropionil glicina (MPG, 2 mM, secuestrador general de ROS) o
Apocinina (Apo, 300 uM, inhibidor de la NADPH oxidasa, NOX) en la
recuperacion de pHi mediada por NBC. Como se puede ver en la Fig. 3.12, los
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Fig. 3.12) Promedios de Jxcos-a pH 6,8 en el primer y segundo pulso luego del agregado de

G1 o Aldo en el segundo pulso; pre-incubando con MPG o Apo segun el caso. * indica p<0,05
por prueba T apareada.

efectos de Aldo y G1 fueron prevenidos al pre-incubar los cardiomiocitos con
MPG o Apo.

Para corroborar lo observado en los pulsos de amonio, se realizaron
experimentos en el microscopio confocal (Zeiss LSM 400) utilizando el indicador
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CM-H2DCF DA (Invitrogen) para determinar la produccion de ROS en presencia
de Aldo o G1 en cardiomiocitos (Fig. 3.13 Ay 3.13 B). Ademas, se estimo la
produccion del anién Oz en porciones de tejido miocardico mediante la técnica
de lucigenina (Fig. 3.13 C). En ambos modelos se confirmé la participacion de
GPER en la produccién de ROS inducida por Aldo o G1 ya que en ambos casos
este efecto fue inhibido por G15. Ademas, la produccion de Oz inducida por G1
fue bloqueada por AG1748 (1 uM) indicando que la produccion de ROS seria un
evento posterior a la trans-activacion del EGFR. Este fendbmeno ademas se
produce corriente arriba de la activacion de AKT, ya que no se observo
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Fig. 3.13) En el panel A observamos fotos representativas de cardiomiocitos cargados con
CM-H2DCF, en situacién control, tratados con G1, G1+G15, Aldo y Aldo+G15. En el panel B
se grafican los promedios de la pendiente de Fluorescencia del indicador sensible a ROS en
los diferentes tratamientos mencionados en el panel A. En paneles C y D vemos los
promedios de la produccion de Oz en tejido miocardico bajo diferentes tratamientos. En C:
Control, Aldo y Aldo+G15y en D: G1, G1+G15, G1+Apo y G1+AG. * indica p<0,05 por ANOVA
y comparacion con el control por el test de Dunnet.
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fosforilacién de esta quinasa por G1 si se pre-incuban las células con Apo (Fig.
3.10).

La isoforma electrogénica del cotransportador Na*/HCO3z (NBCe1) es
activada por GPER

Cabe recordar que existen al menos dos isoformas funcionales del NBC en el
corazon: el NBCe1 (electrogénico; media el ingreso de 1Na* y 2HCOg3') y el
NBCn1 (electroneutro; introduce 1Na*y 1HCOs3) (Aiello, Petroff et al. 1998, Villa-
Abrille, Petroff et al. 2007). Para identificar la isoforma del NBC regulada por la
activacién del GPER se aislo la funcion del NBCe1, para lo cual se utilizo el
protocolo de Despolarizacién por alto K* (Ver en Materiales y Métodos), que
activa especificamente al NBCe1. Este protocolo genera una despolarizacion
celular de aproximadamente 60 mV que estimula al NBCe1 y su actividad se
evidencia a través de un aumento del pHi que es completamente cancelado por
un suero conteniendo un anticuerpo inhibidor especifico del lazo (“loop”)
extracelular 3 del NBCe1 (a-L3) que fue producido previamente en nuestro
laboratorio (De Giusti, Orlowski et al. 2011). El suero Sham sin presencia del a-
L3 se utilizd6 como control del efecto de este anticuerpo. Como se puede observar
en los trazos representativos del panel A y los valores promedios de los paneles
By CdelaFig. 3.14, al agregar G1 o Aldo se encontrd un incremento significativo
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Fig. 3.14) Variacion de pHi frente al pulso de K*. En el panel A se pueden observar
registros representativos del grupo control y los diferentes tratamientos utilizados: G1,
Aldo, Aldo+G15, Sham y aL-3. En el panel B se ven los promedios y errores del grupo
control y los grupos tratados con G1, Aldo, Aldo+G15, Sham y aL-3. En el panel C, para
mayor claridad los valores de variacion de pHi tanto de los valores controles como los
tratados con G1, Aldo, Aldo+G15, Sham y alL-3. * indica p<0,05 por ANOVA y
comparacion con el control por el test de Dunnet.
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en el pHi con respecto al control. Se confirmé la participacion del GPER en el
efecto de Aldo sobre el NBCe1 ya que el mismo fue bloqueado por G15 (Fig.
3.14).

Para corroborar si el NBCe1 es la isoforma modulada por GPER, se realizaron
dobles pulsos de amonio en una solucion con buffer HCO3/CO2 (con 10 uM de
HOE) en presencia de a-L3. Como se puede ver en la Fig. 3.15, el incremento
del Jucos- generado por Aldo se evita por la pre-incubacion con a-L3, confirmando
que solo el NBCe1 seria la activado por GPER.
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Fig. 3.15) Doble pulso de amonio en buffer HCO3/CO2 con Aldo en el 2%. A) Registro
representativo de Doble pulso de amonio en buffer HCO3/CO2 con aL-3 en el primer pulso y
Aldo en el 2do. B) Promedios de los Jucos de las recuperaciones de 1¢" y 2% a pHs
intracelulares acidos.

Localizacion en el cardiomiocito de NBCe1 y GPER

Al encontrar esta asociacion funcional entre GPER y NBCe1, se evalud la
posibilidad de que ambas proteinas se encuentren localizadas proximas,
favoreciendo la integracion de la sefializacion de manera eficiente. Por lo tanto,
se evaluo la localizacion de NBCe1 y GPER mediante inmunofluorescencia y
microscopia confocal. Los cardiomiocitos aislados fueron fijados vy
permeabilizados y posteriormente se incubaron con anticuerpos primarios para
NBCe1 (Millipore) o para GPER (Abcam). Luego fueron incubados con el
anticuerpo secundario correspondiente que presenta un grupo Alexa Fluor 488 y
observados mediante imagenes obtenidas por microscopia confocal. La tincién
inmunoldgica in situ de ambas proteinas demostré un fuerte patrén transversal
estriado (Fig. 3.16, panel A). Al determinar la intensidad de fluorescencia por un
escaneo longitudinal y graficarla en funcion de la longitud se encontraron
patrones oscilatorios en fase para NBCe1 y GPER, con una periodicidad
promedio de aproximadamente 1,7 ym (Fig. 3.16, panel C) que coincide con la
distancia entre dos lineas Z, representando un sarcémero limitado por dos
tubulos-T. Estos resultados sugieren una posible co-localizaciéon del NBCe1 y
GPER en los tubulos-T. La Fig. 3.16, panel D muestra la especificidad de los
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anticuerpos contra NBCe1 y GPER por Westerns Blots de homogenatos de
cardiomiocitos de rata. Se pueden ver las bandas correspondientes a NBCe1
(PM = 130 kDa) y a GPER (PM = 42 kDa).
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Fig. 3.16) Los paneles A y B muestran fotos representativas de la inmunotincion contra NBCe1
y GPER respectivamente. Al medio se observa la variacion de la intensidad de fluorescencia
a lo largo de un escaneo confocal y longitudinal del miocito, destacando en gris los picos
amplificados a la derecha del panel. C) Distancia promedio de los picos de fluorescencia
obtenidos por las fotos de microscopia confocal. D) Westerns Blots de NBCe1 y GPER a los

PMs esperados.
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Transportadores alcalinizantes: Intercambiador Na*/H* (NHE-1)

Nuestro grupo de trabajo habia demostrado previamente que Aldo activa al NHE-
1 a través de un mecanismo no genémico mediado por el MR (De Giusti, Orlowski
et al. 2015). Dado que en la presente tesis se presentan efectos no genémicos
mediados por Aldo a través del GPER, se evalud la posibilidad que los efectos
sobre el NHE-1 también sean debidos a la activacion de este receptor. Por lo
tanto, se realizaron experimentos en solucién HBS (sin HCOz3") para evaluar la
participacion del GPER sobre la actividad del NHE-1. Como puede observarse
en la Fig. 3.17, G1 no modifico la actividad de NHE-1 y G15 fue incapaz de
prevenir la estimulacién del intercambiador por Aldo, a pesar de que Eple si lo
evitd. Estos resultados, junto a los observados previamente (Fig. 3.11 donde se
observa fosforilacion de ERK por Aldo y no por G1), nos permiten descartar
posibles efectos inespecificos de G1 y G15, como asi también proponer dos vias
paralelas iniciadas por Aldo, una que involucra la activacion de NHE-1 por MR y
otra que implica la activacién del NBCe1 mediada por GPER.
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Fig. 3.17) Observamos los promedios de los AJn del 18" pulso control y
el 2% pulso tratado con G1 o Aldo y el agregado de G15 y Eple en
solucion HBS. * indica p<0,05 respecto al control por ANOVA y
comparacion con el control por el test de Dunnet.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren una activacion del transportador
NBCe1 por Aldosterona a través del GPER en el cardiomiocito via PISK/AKT.
Podemos concluir que Aldo activa a GPER en tejido cardiaco, el cual transactiva
al EGFR Yy éste activaria la NOX, asi la produccién de Oz~ incrementa la cantidad
de H20:2 intracelular. Estos ROS producidos podrian estimular al EGFR en
retroalimentacion positiva (Paulsen, Truong et al. 2011) favoreciendo asi la
estimulacion PI3K que lleva a la fosforilacion de AKT y conduce a la activacion
del transporte alcalinizante de NBCe1.
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Rol del GPER en la contractilidad cardiaca y el manejo de Ca*™*

Al encontrar al GPER ubicado en los tubulos-T del cardiomiocito y observarse
bibliografia que describe potenciales implicancias del receptor en movimientos
de Ca* en diversos tipos celulares evaluamos la posibilidad de estudiar la
participacion de este receptor en la regulacion del manejo del Ca*™* intracelular y
la contractilidad cardiaca.

Funcioén contractil

Se evalué la contractilidad como el porcentaje de cambio del acortamiento en el
tiempo y se obtuvieron los valores de acortamiento de los sarcomeros o del largo
celular en el sistema de microscopia lon Optix.

Se estudio la respuesta contractil de los cardiomiocitos al agonista G1 y el
bloqueo del efecto del agonista por el antagonista G36 para corroborar la accion
del receptor en buffer HCO3/COz2. La activacién selectiva del GPER disminuyé
la contractilidad cardiaca (efecto inotrépico negativo) ya que se encontré una
disminucion significativa del porcentaje de acortamiento de cardiomiocitos
aislados solo en presencia de G1, como se observa en la Fig. 3.18. Cabe
destacar que se prosiguio a utilizar el G36 en lugar de G15 porque se discontinué
la comercializacion de este ultimo. De todos modos, el antagonista G36 mostro
una mayor selectividad por el GPER (Dennis, Field et al. 2011).
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Fig. 3.18) En el panel A se observa un registro representativo de contractilidad cardiaca y la
respuesta al agregado de G1, en el B se amplian las zonas a y b del registro para mejor
visualizacidén. En panel C, se observa el grafico de barras con los promedios del porcentaje
de cambio en la contractilidad en condiciones Control, frente al agregado de G1 y el agregado
de G1 con la pre-incubacién con G36. El porcentaje de cambio se calculé en la misma célula
como el acortamiento a los 15 minutos luego de la aplicacion de la droga en relacion al tiempo
0. En ausencia de droga (Control) se establecid la relaciéon del acortamiento entre los tiempos
0y 15 minutos. * indica p<0,05 por ANOVA y comparacién con el Control por el test de Dunnet.

Debido a que en la seccion anterior determinamos que el G1 activa al NBCe1,
nos preguntamos si este efecto podria estar implicado en la diminuciéon de la
contractilidad producida por el agonista del GPER. La activacién del NBCe1
podria estar incrementando el pHi basal, afectando de este modo Ila
contractilidad. Sin embargo, este efecto se deberia asociar a un aumento de la
contractilidad y no a una reduccién de la misma, ya que la alcalinizacién aumenta
la sensibilidad al Ca*™ de las proteinas contractiles (Shahid and Rodger 1989).
En contraste, la activacion del NBCe1 (por ser electrogénico) genera una
corriente anionica y deberia acortar el potencial de accion, reduciendo el tiempo
durante el cual se encuentran abiertos los CaL. En este caso, la accion del G1
sobre el NBCe1 si podria explicar una disminucién en la contractilidad. Por lo
tanto, con el objetivo de evaluar la potencial participacion del NBCe1 en el efecto
inotrépico negativo del G1, se procedio a estudiar la contractilidad basal de los
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miocitos en ausencia de HCOs" extracelular (solucion HBS) para descartar la
participacion de este mecanismo. La Fig. 3.19 muestra que en condiciones
dénde el NBCe1 no es funcional, G1 reduce la contractilidad en una magnitud
similar a la observada en los experimentos realizados en presencia de HCO3"
(Fig. 3.18, alrededor de un 30% comparada con su control). Estos experimentos
descartan la participacion del NBCe1 en la disminucion de la contractilidad

inducida por G1.
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Fig. 3.19) En el panel A se observa un registro representativo de contractilidad cardiaca y la
respuesta al agregado de G1, en el B se observa el grafico de barras se observan los cambios
del porcentaje de cambio en la contractilidad. * indica p<0,05 respecto al control, por prueba
T apareada.

Patrticipacion de Aldo en la contractilidad cardiaca

A pesar de encontrar implicancias en la transduccion de sefiales del receptor
GPER sobre la contractilidad, no hemos podido reproducir esos resultados con
Aldo en buffer HCO3/CO2 en nuestras condiciones experimentales (Fig. 3.20).
Sin embargo, al estudiar la posible participacién del GPER utilizando el inhibidor
G36 encontramos un leve inotropismo positivo en presencia de Aldo, como se
observa en la Fig. 3.20. Estos resultados nos permitirian inferir que MR y GPER
presentan efectos inotrépicos opuestos, es decir el MR generaria un efecto
inotropico positivo que es compensado por GPER, por lo cual no observamos
diferencias al utilizar Aldo que activaria a los 2 receptores.
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Fig. 3.20) En el panel A se observan los promedios del porcentaje de acortamiento en
situaciones control y después del agregado de Aldo. El panel B muestra un registro
representativo de contractilidad cardiaca y la respuesta al agregado de Aldo con la pre-
incubacion en G36. En el panel C, se observan los promedios de acortamiento incubados con
G36 y después del agregado de Aldo. * indica p<0,05 por prueba T apareada.

Patrticipacion de Estradiol en la contractilidad cardiaca

Otro agonista ampliamente conocido del GPER es el Estradiol (E2). Por lo cual
se evaluo la respuesta contractil de los cardiomiocitos al E2 y al bloqueo del
efecto por G36. La activacion del GPER provoco un efecto inotrépico negativo
ya que se encontrd una disminucion significativa del porcentaje de acortamiento
de cardiomiocitos aislados cuando se los mantuvo en presencia de E2, como se
observa en la Fig. 3.21. Este efecto fue cancelado por el uso de G36,
confirmando la participacion de GPER en este mecanismo.
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Fig. 3.21) En el panel A se observa un registro representativo de contractilidad cardiaca y la
respuesta al agregado de E2, en el B se amplian las zonas a y b del registro para mejor
visualizacion. En panel C, se observa el grafico de barras se observan los promedios del
porcentaje de cambio en la contractilidad en la zona b respecto de la a. En el panel C, el
grafico de barras muestra los promedios del porcentaje de cambio en la contractilidad en
condiciones Control, frente al agregado de E2 y el agregado de E2 con la pre-incubacién con
G36. El porcentaje de cambio se calculé en la misma célula como el acortamiento a los 15
minutos luego de la aplicacién de la droga en relacion al tiempo 0. En ausencia de droga
(Control) se establecio la relacion del acortamiento entre los tiempos 0 y 15 minutos. * indica
p<0,05 por ANOVA y comparacién con el Control por el test de Dunnet.

Amplitud del transitorio de Ca*™*

A la vista de estos resultados, podemos decir que el receptor GPER esta
involucrado en la regulacién de la contractilidad cardiaca. Por lo tanto, para
dilucidar la manera ante la cual ocurre este efecto inotropico negativo se procedid
a evaluar el manejo de Ca** por los cardiomiocitos con el indicador fluorescente
Fura 2. Consistentemente, se obtuvo una disminucién significativa en la amplitud
de los transitorios de Ca*™ en buffer HCO3/CO2 luego de 15 minutos de
tratamiento, tanto con G1 (n=11 células) como con E2 (n=9 células) que se evitd
al pre-incubar a los cardiomiocitos con G36 (Fig. 3.22).
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Fig. 3.22) En el panel A observamos transitorios de Ca** representativos controles y frente al
agregado de G1 0 E2. En el panel B, el grafico de barras muestra los promedios del porcentaje
de cambio en la amplitud del transitorio en condiciones Control, frente al agregado de E2, G1
y el agregado de E2 o G1 con la pre-incubacion con G36. El porcentaje de cambio se calculd
en la misma célula como el acortamiento a los 15 minutos luego de la aplicacién de la droga
en relacion al tiempo 0. En ausencia de droga (Control) se establecio la relacion del
acortamiento entre los tiempos 0 y 15 minutos. * indica p<0,05 por ANOVA y comparacion
con el Control por el test de Dunnet.

Carga de Ca** en el Reticulo Sarcoplasmatico

Al haber encontrado participacion del GPER en el manejo del Ca**, realizamos
experimentos para dilucidar el mecanismo por el cual ocurre esta disminucién en
el transitorio de Ca**. Por un lado, podria ocurrir que los reservorios de Ca**
estén disminuidos en su contenido. Por ello, se ha estimado la carga de Ca*™* del
RS mediante la aplicacion de un pulso de cafeina (15 mM) que genera la salida
de todo el Ca* de los depdsitos intracelulares. No se han encontrado diferencias
significativas entre la carga de Ca** entre los cardiomiocitos controles y aquellos
incubados con G1 (Fig. 3.23). Estos resultados nos permiten sugerir que el
contenido de Ca** de los depdsitos intracelulares no se modifica por la activaciéon
del GPER, llevandonos a buscar otra causa para la disminucién del transitorio
de Ca** observado.
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Fig. 3.23) En el panel A se observan pulsos de cafeina representativos para cardiomiocitos
control o tratados con G1. En el panel B se observan los promedios de amplitud de los pulsos
de cafeina, indicativos del Contenido de Ca** del RS.

Corriente de Ca** a través del canal Ca.

Otro participante importante en el acoplamiento excito-contractil es el canal de
Ca™ tipo L voltaje-operado, que es el encargado de permitir el influjo de Ca*™
que induce la liberacion de Ca* del RS (LCIC). Por lo tanto, se estudio la
corriente de Ca** en miocitos ventriculares como posible mediadora de la
disminucioén del transitorio de Ca**.

Mediante la técnica de Patch-Clamp en su configuracién Whole Cell, se obtuvo
la determinacién de la corriente de Ca*. Se encontré una disminucion
significativa en la corriente pico generada por los CaL tanto con G1 (Fig. 3.24)
como con E2 (Fig. 3.26). La pre-incubacion con G36 no permitiéo ningun efecto
de los agonistas sobre la Ica (Fig. 3.25 y Fig. 3.27) confirmando asi que el CaL
seria el responsable de los efectos encontrados en el inotropismo.
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Fig. 3.24) En el panel A se observan las curvas IV promedio del pico de corriente de Ca** en
situaciones Control y luego del agregado de G1, abajo se esquematiza el protocolo
implementado. En el panel B se observan trazos representativos de la corriente de Ca** a 0
mV. En el panel C se ven los promedios de corriente a 0 mV, y en el cuadro a la derecha del
mismo panel se observan los mismos datos que en el gréafico de barras apareados por célula
correspondiente antes y después de G1. * indica p<0,05 vs control, por prueba T apareada.
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Fig. 3.25) Se observan los promedios de la
corriente pico de Ca** a 0 mV pre-incubado
con G36 y el posterior agregado de G1, a la
derecha en el cuadro se observan los mismos
datos que en el grafico de barras apareados
por célula correspondiente. Abajo se
observan registros representativos a 0 mV de
la corriente pico de Ca** a 0 mV pre-incubado
con G36 y el posterior agregado de G1 con el
protocolo de clampeo de voltaje utilizado.
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Fig. 3.26) En el panel A se observan las curvas |V promedio del pico de corriente de Ca** en
situaciones Control y luego del agregado de E2, abajo se esquematiza el protocolo
implementado. En el panel B se observan trazos representativos de la corriente de Ca** a 0
mV. En el panel C se ven los promedios de la corriente pico de Ca** a 0 mV pre-incubado con
G36 y el posterior agregado de E2, y en el cuadro, a la derecha del mismo panel se observan
los mismos datos que en el grafico de barras apareados por célula correspondiente antes y
después de E2. . * indica p<0,05 vs control por prueba T apareada
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Fig. 3.27) Se observan los promedios de la
corriente pico de Ca** a 0 mV pre-incubado
con G36 vy el posterior agregado de E2, a la
derecha en el cuadro se observan los mismos
datos que en el grafico de barras apareados
por célula correspondiente. Abajo se
observan registros representativos a 0 mV de
la corriente pico de Ca** a 0 mV pre-incubado
con G36 y el posterior agregado de E2 con el
protocolo de clampeo de voltaje utilizado.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren una inhibicién del pico de
corriente del CaL por E2 0 G1 a través del GPER en el cardiomiocito que llevaria
a una menor contractilidad cardiaca sin cambios en la carga de calcio del reticulo
sarcoplasmatico. Sera interesante estudiar la via de sefalizacién intracelular que
produce este efecto en experimentos futuros.
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4-Discusion

El receptor GPER ha sido identificado como el principal mediador de los efectos
rapidos de los estrégenos en diversas lineas celulares, lo cual se ha evidenciado
por la fosforilacion de ERK 1/2 (Filardo, Quinn et al. 2000). Se ha descripto que
ésta respuesta estaria mediada por proteina GBy y posterior trans-activacion de
EGFR. En 2005, dos grupos Revenkar et al y Thomas et al encontraron que
GPER une a E2 y en respuesta a ello inicia vias de sefializacion intracelulares
como la ampliamente conocida PI3K/AKT. Debido a la participacion de esta via
en fendmenos tanto fisioldgicos como patolégicos este nuevo receptor cobré
gran relevancia en diferentes organismos vy tejidos (Zhang, Subramanian et al.
2010, Sharma and Prossnitz 2011, Murata, Dietrich et al. 2013). Ultimamente se
han desarrollado una amplia cantidad de trabajos utilizando a G1, G150 G36 y
E2. Y actualmente se ha establecido al GPER como un receptor a nivel de
membrana de E2.

Por otro lado, se ha visto que Aldo, también presentaria efectos no gendmicos
ademas de los gendmicos a nivel cardiaco (Chai, Garrelds et al. 2005, Ashton,
Le et al. 2015). MR, es un receptor citoplasmatico que segun algunos trabajos
se encontraria ubicado proximo a la membrana plasmatica y podria co-localizar
con el EGFR, siendo asi responsable de las respuestas rapidas disparadas por
Aldo (Grossmann and Gekle 2009, Krug, Pojoga et al. 2011). Sin embargo, existe
evidencia acerca de algunos efectos no genémicos de Aldo que no pueden ser
evitados por el uso de bloqueantes del receptor MR (Wehling, Kasmayr et al.
1991). Por lo tanto se aceptaria la existencia de otro receptor para Aldo y de
acuerdo con esto, el grupo del Dr. Feldman demostrd en células vasculares que
el GPER participa de los efectos rapidos generados por Aldo (Gros, Ding et al.
2011).

En esta tesis doctoral demostramos que el GPER es el mediador de los efectos
rapidos/no genomicos de Aldo asociados a la regulacion del pHi mediada por el
NBC en cardiomiocitos adultos.

De acuerdo con nuestros resultados, el grupo de Ashton (Ashton, Le et al. 2015)
sugirid la activacion de GPER por Aldo, mediante el uso de una Aldo no
permeable unida a poli-etilenglicol (PEG-Aldosterona), en el marco de
respuestas no gendémicas de esta hormona en la linea celular de mioblastos
HO9c2. En oposicion a publicaciones previas que describian efectos no
genémicos mediados por el MR, este grupo propuso que solamente estas
respuestas rapidas de Aldo eran mediadas por GPER (como por ejemplo la
previamente nombrada fosforilacion de ERK1/2). Sin embargo, en este trabajo
de tesis, de acuerdo con los estudios realizados por el grupo del Dr. Feldman
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(Gros, Ding et al. 2011, Gros, Ding et al. 2013), demostramos que los efectos no
gendmicos de Aldo sobre los cardiomiocitos se comparten entre GPER y MR.
Evidenciamos que existen efectos no gendmicos paralelos de Aldo, uno
asociado a MR y NHE, el cual se relacionaria con la fosforilacién de ERK 1/2
observada por WB en la Fig. 3.11 que no se impide por G15, y otro a GPER y
NBC por medio de la fosforilacion de AKT, como se demostré en la Fig. 3.10.
Adicionalmente, se puede observar que en las determinaciones de ROS, aunque
no se detectd diferencias estadisticas con el control, la tendencia de los datos
sugiere que el uso de G15 no inhibe completamente la produccién de H20:2 ni
O2"a partir de Aldo, pero si lo logra cuando se utiliza G1 para activar al receptor
(Fig. 3.13). Esto también avalaria la idea de que Aldo inicia 2 vias paralelas.
Aunque reste ensayar experimentos en presencia de bloqueantes selectivos del
MR, estos datos sugieren que Aldo produce ROS por medio de sus 2 receptores:
MRy GPER.

En el presente trabajo de tesis, describimos que Aldo activa GPER en corazén,
que luego transactiva al EGFR, posiblemente mediante las subunidades By de la
proteina G, estimulando una via dependiente de PI3K/AKT. De acuerdo a lo que
se ha reportado previamente: GPER utilizaria las subunidades Gy de la proteina
G para promover trans-activacion mediada por estrégenos del EGFR y la
sefalizacion de las vias ERK y PI3K (Filardo, Quinn et al. 2000, Filardo, Quinn
et al. 2002). Sin embargo, en este trabajo no hemos podido encontrar
fosforilacion de ERK via GPER (Fig. 3.11). Por otro lado, se ha visto que la
administraciéon de E2 y G1 a ratas ovarectomizadas atenua la hipertrofia
ventricular mediante determinaciones del tamano de los cardiomiocitos lo cual
se correlaciona con la activacion de la via PI3SK/Akt/eNOS (Lee, Lin et al. 2014),
e iria de acuerdo con la via planteada en este trabajo y con que el activar a GPER
sea un mecanismo benéfico para el corazon. La via propuesta en este trabajo
que finaliza con la activacion del NBCe1, sumaria aun mas al mecanismo
cardioprotector ya que los cardiomiocitos serian capaces de contrarrestar una
alta actividad metabdlica con un menor ingreso de Na*.

Se conoce ampliamente que Aldo incrementa el nivel de ROS intracelular y
proponemos que éstos actuarian como moléculas intracelulares de senalizacion
fisioloégica. Nuestros resultados nos permiten sugerir que GPER esta involucrado
en la produccion de ROS por Aldo. En la Fig. 3.12 observamos que tanto Apo
(inhibidor de la NADPH oxidasa) como MPG (scavenger de ROS) eliminan la
estimulacion de NBC, indicando la participacion de la oxidasa y las ROS en la
via de senalizacion disparada por GPER. La participacion de las ROS se
corrobora en la Fig. 3.13 donde se observa la produccion de ROS tanto en
cardiomiocitos aislados como en tejido ventricular. El factor de crecimiento
epidérmico (EGF) fue considerado activador de la NOX en tejido cardiaco (Nolly,
Caldiz et al. 2014, Brea, Diaz et al. 2016). En nuestro trabajo el inhibidor del
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EGFR, AG1478 impide la produccion de ROS a partir de NADPH oxidasa,
indicando que el EGFR se encontraria corriente arriba de la misma en esta via.
Ademas en la Fig. 3.10 se observa que Apo impide la fosforilacion de AKT,
indicando que el anién Oz~ se generaria corriente arriba de la activacion de AKT.
Cabe destacar que el lugar exacto donde el aniéon O2- o H202 actuan no se
dilucida en esta tesis, pero si se pudo determinar la secuencialidad: GPER,
EGFR, produccion de ROS (mediante NOX) y finalmente p-AKT que activa NBC.

Previamente se ha demostrado que Aldo estimula al MR de lo cual deriva la
produccion de ROS vy la fosforilacion de ERK 1/2 (De Giusti, Nolly et al. 2011).
Los experimentos llevados a cabo en esta tesis demostraron que G1 es incapaz
de activar a NHE e incluso G15 no logra impedir esta activacion de NHE mediada
por Aldo en la recuperacion de pH frente a una acidificacion provocada por un
pulso de amonio en solucion HEPES, como podemos observar en la Fig. 3.17.
Estos resultados soportarian también la hipotesis de que Aldo activaria 2 vias de
sefalizacion: una mediante el receptor MR estimulando al NHE y por otro lado
mediante el receptor GPER llevando a la activacién de NBC. Incluso, estas
diferentes vias quizas se deban a la localizacién diferencial de estos
transportadores, ya que las dos isoformas del co-transportador NBC estan
ubicados a nivel de los tubulos T y el NHE-1 se encuentra en los discos
intercalares (Garciarena, Ma et al. 2013).

Luego de observar el incremento funcional del NBC inducido por Aldo, hemos
logrado identificar a la isoforma implicada en estos efectos rapidos, la cual es la
isoforma electrogénica del transportador, NBCe1. Utilizando un anticuerpo
especifico que une a NBCe1 e impide su funcionalidad hemos demostrado que
Aldo no afecta la actividad del NBCn1 (Fig. 3.15) e inclusive fue capaz de
incrementar la actividad de NBCe1 registrada con el protocolo de pulso de K*
como se observa en la Fig. 3.14. Asi, es posible especular que la estimulacién
de NBCe1 a través de GPER disminuya el ingreso de Na* al recuperar el pH
basal frente a una sobrecarga acida. Como se sabe, el aumento en la
concentracion de Na* es crucial para el desarrollo fisiopatoldgico cardiaco, ya
que un incremento en la [Na*]idisminuye la fuerza impulsora del modo directo
del intercambiador Na*/Ca* (NCX) e incluso favorece el modo reverso de este
intercambiador llevando a un aumento intracelular de las concentraciones de
[Ca*™]i (Rothstein, Byron et al. 2002, Bril 2003, Aiello, Villa-Abrille et al. 2005).
Por lo tanto, Aldo, mediante GPER, al ingresar una menor cantidad de Na* por
una mayor actividad del NBCe1 y no por el NBCn1, aportaria, al menos en parte,
a las propiedades cardioprotectoras de GPER.

Ademas, en este trabajo se usé inmunofluorescencia y analisis de microscopia
confocal para mostrar que tanto NBCe1 como GPER se ubicarian espacialmente
a la distancia sarcomérica, indicando que ambos co-localizan a nivel de los
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tubulos T. Al distribuirse por toda la extensidn celular y no estar circunscripto a
una zona, es esperable que intervenga en muchos y variados procesos celulares.
Por ejemplo, se ha reportado que GPER cumple un rol cardioprotector, ya que el
suministro de G1 ha reducido el tamafio de infarto durante protocolos de
isquemia/re-perfusiéon (Deschamps and Murphy 2009, Bopassa, Eghbali et al.
2010), ha disminuido el engrosamiento de la pared ventricular y el tamafo de los
cardiomiocitos en hipertrofia (Jessup, Lindsey et al. 2010), e inclusive disminuye
la progresion a la falla cardiaca (Kang, Liu et al. 2012) y la fibrosis peri vascular
(Lenhart, Broselid et al. 2013). Ademas, la estimulacion de GPER inhibe la
hipertrofia generada por Angiotensina Il en la linea de mioblastos H9c2 (Li, Xiang
et al. 2015).

Como primera conclusion del trabajo podemos inferir la via de senalizacion
intracelular descripta por Aldo (y G1) en la activacion del NBCe1, como se
esquematiza en la Fig. 4.1. Brevemente, Aldo y G1 activan a GPER el cual trans-
activaria via proteina Gpy al EGFR (Filardo, Quinn et al. 2000). EGFR inicia la
via PISK/AKT (Filardo, Quinn et al. 2008) y la NOX (Paulsen, Truong et al.
2011). ElI H202 producido por la dismutacion del O2 producido por la NOX
inhibiria a la fosfatasa PTEN, evitando la desfosforilacion de PIP3 y el bloqueo
de la fosforilacion de AKT (Filardo, Quinn et al. 2008). Al mismo tiempo H202
incrementa la fosforilacion de EGFR y asi la continua activacion de NOX en lo
que podemos hipotetizar un mecanismo de retroalimentacion positiva ya que la
produccion de ROS es necesaria para activar a AKT, lo cual también iria de la
mano con trabajos que tratan a las ROS como moléculas de senalizacion local e
incluso la existencia de redoxomas que medien la sefalizacion (Oakley, Abbott
et al. 2009, Nolly, Caldiz et al. 2014). Finalmente AKT estimularia al NBCe1
fosforilandolo directamente o por proteinas regulatorias.
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Fig. 4.1) Esquema de la via de sefnalizacién sugerida por la activacion del receptor GPER con
Aldo. Tanto Aldo como G1 pueden activar a GPER y Eple se comportaria como un agonista
parcial. El GPER transactiva a EGFR, probablemente via la proteina Gpy. Luego EGFR
activaria la via PI3K/AKT y la NOX. El H202 producido por la dismutacion del Oz~ producido
por la NOX podria inhibir a la fosfatasa PTEN, evitando la desfosforilacion de PIP3 y el
bloqueo de la fosforilacién de AKT. Al mismo tiempo H20:2 incrementa la fosforilacion de EGFR
y asi la continua activacion de NOX en un mecanismo de retroalimentacién positiva.
Finalmente AKT estimularia al NBCe1 por fosforilacion directa o por proteinas regulatorias.
Se muestran en rojo todos los antagonistas utilizados en los experimentos realizados. Cabe
destacar que GPER y NBCe1 se ubican en los tubulos T.

Por otro lado, la localizacién descripta del GPER en los tubulos T (Fig. 3.16),
incita también a evaluar la participacion del receptor en la contractilidad cardiaca,
ya que el proceso de Acoplamiento Excito-Contractil depende ampliamente de
esta estructura celular.

Como primera determinacion, se evalud la contractilidad cardiaca y se observo
una disminucion en la misma por administracién de G1 a cardiomiocitos aislados,
en concordancia con lo descripto previamente con el uso de E2 y G1 en
corazones de ratas macho en los cuales encontraron un decaimiento en la
contractilidad (Filice, Recchia et al. 2009). Sin embargo en ese trabajo previo no
pudieron dilucidar si este efecto se debe s6lo a GPER, ya que E2 activa también
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a los ERs. En este trabajo de tesis debido al uso de su agonista G1 y su
antagonista especifico G36, podemos decir que el efecto inotropico negativo se
debe a GPER. Ademas, estos datos coinciden con la disminucion en la
contractilidad observada en corazones perfundidos en el sistema Langendorff
utilizando G1 en estudios en ratas Wistar y SHR (De Francesco, Angelone et al.
2013).

A pesar de haberse observado la participacion del GPER, la administracion de
Aldo no alter¢ significativamente la contractilidad cardiaca en nuestro protocolo
experimental. Sin embargo, cuando se realizaron experimentos con Aldo en
presencia de G36 se pudo observar un aumento en la contractilidad (Fig. 3.20),
sugiriendo que el efecto inotrépico negativo mediado por GPER se encontraba
enmascarado por un efecto inotropico positivo opuesto, posiblemente mediado
por MR estimulando al NHE (De Giusti, Nolly et al. 2011) En relacién con esta
especulacion, se ha demostrado previamente un inotropismo positivo producido
por Aldo (Barbato, Rashid et al. 2004), aunque en ese trabajo se han realizado
los experimentos en buffers sin HCOs", por lo que no estarian funcionales los
transportadores acidificantes que permitirian la amortiguacion de un cambio de
pH (i.e. el AE, intercambiador CI/HCOz3") y esto llevaria a un cambio inotropico
positivo apreciable por la sola estimulacion de NHE, que al incrementar el pHi
llevaria a un aumento de la sensibilidad al Ca** de las proteinas contractiles. De
todos modos, es importante notar que son necesarios experimentos futuros para
confirmar el potencial efecto dual de Aldo sobre el inotropismo cardiaco.

Debido a que con Aldo no podemos estudiar claramente la participacion de
GPER sobre la contractilidad, procedimos a evaluar la participacion en la
respuesta contractil de otro agonista ampliamente reconocido del GPER, el E2.
Este agonista del GPER no estimula al MR, resultando util para enfocar la
respuesta en el GPER, sin embargo no debemos olvidarnos de la participaciéon
de los ERs que también se encuentran en éstas células. Consistentemente con
G1, el E2 produjo una respuesta inotropica negativa (Fig. 3.22), incluso en
concordancia con estudios previos que demuestran que E2 produce efectos
inotropicos negativos como hemos dicho anteriormente (Filice, Recchia et al.
2009). Ademas, E2 demostrdé regular el efecto lusitrépico mediante la
fosforilacion y S-nitrosilacion de PLN (Filice, Angelone et al. 2011). También se
ha observado que en modelos murinos de aER y BER knock-out, E2 disminuye
la corriente de Ca** y consecuentemente la contractilidad (Ullrich, Krust et al.
2008). Estos estudios no involucraron al GPER, pero estos resultados irian de
acuerdo con nuestros experimentos, ya que el bloqueo de GPER por G36
cancela completamente los efectos observados, tanto con G1 como con E2.

Posteriormente, se procedio a evaluar la amplitud del transitorio de Ca*" como
mediador de este efecto contractil. Encontramos una leve pero significativa
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disminucion en la amplitud del mismo frente al uso de G1 y E2, definiendo asi un
menor incremento en la concentracion de Ca** en el compartimento
citoplasmatico durante la estimulacion de los miocitos. Esta disminucién de la
amplitud del transitorio de Ca** no ocurre por un descenso en el contenido de
Ca*™ en el RS, como observamos en la Fig. 3.23, determinado por la amplitud
del transitorio de Ca** provocado por el agregado de altas dosis de cafeina
(Macquaide, Bito et al. 2015). Sin embargo, mediante técnicas electrofisioldgicas
determinamos que la corriente pico de Ca** a través del canal de CaL se
encuentra disminuida a 0 mV por un menor influjo de Ca*™ al utilizar ambos
agonistas G1 y E2. Esto sustentaria la disminucion en la amplitud de los
transitorios de Ca** observados en este trabajo, ya que causaria una menor
liberacion de Ca** a través de los canales de RyR2 durante los transitorios de
Ca*™ (Fig. 3.22). La disminucion de la corriente pico se vio también en la linea
celular de musculo esquelético C2C12 cuando fue tratada con diferentes
esteroides (Passaquin, Lhote et al. 1998) que podrian ser agonistas del GPER,
sin embargo en ese trabajo la participacion de este receptor no fue evaluada.

El adecuado funcionamiento del CaL es de suma importancia en procesos tanto
fisiolégicos como patoldgicos. El canal presenta una amplia variedad de
reguladores, sus subunidades accesorias o256 (Canti, Nieto-Rostro et al. 2005) y
B (Van Petegem, Clark et al. 2004) asi como proteinas de membrana de unico
paso: fosfoleman (Mirza, Zhang et al. 2004, Wang, Gao et al. 2010) y KCNE2
(Liu, Deng et al. 2014). Inclusive proteinas asociadas con la regulacién de
GPCRs suelen modular el canal como las p-arrestinas (Kashihara, Nakada et al.
2017) y la subunidad By de la proteina G (Volkers, Weidenhammer et al. 2011).
Ademas, se ha observado la participacién de GPER en la regulacion de canales
idnicos como por ejemplo en la atenuacion del canal BK en musculo liso por
GPER mediante el uso de G1 (Evanson, Goldsmith et al. 2018). También en
cultivo celular HEK293T se vio que E2 puede modular la fosforilacién del canal
de K* neuronal TREK1 a través de GPER (Choudhury and Sikdar 2018). Por otro
lado E2 ha demostrado disminuir la poblacién de canales Cav1.2 en tejido
vascular al disminuir la expresién de la subunidad o formadora del poro, aunque
este efecto es atribuido a los receptores clasicos de estrégenos (Hill, Dalton et
al. 2017). En tejido pulmonar se ha descripto que GPER regula canales de Na*
(Greenlee, Mitzelfelt et al. 2013) y que también participa en la relajacion de
musculo liso vascular por afectar la actividad de canales de K* en ambos sexos
(Peixoto, Aires et al. 2017).

En estudios previos se ha observado que E2 disminuye la actividad del Cav1.2
arterial mediante mecanismos no gendomicos (Hill, Gebre et al. 2010). Sin
embargo no han involucrado al GPER como mediador de ese mecanismo en ese
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trabajo. En conjunto, todos estos datos previos de la literatura dan sustento a las
observaciones del presente trabajo.

Se podria sugerir que la proteccién mediada por G1 en Isquemia/Re-perfusiéon
(Deschamps and Murphy 2009, Bopassa, Eghbali et al. 2010, Rocca, Femmino
et al. 2018) o frente a la apoptosis (Li, Xiang et al. 2015) incluya una disminucion
en el ingreso de Ca*™ por el CaL. Esto evitaria una sobrecarga de Ca**
citoplasmatico y por lo tanto las vias pro-apoptéticas no se desarrollarian
masivamente. Por otro lado, el impedir la sobrecarga de Ca*™ podria ser de
utilidad en el desarrollo de hipertrofia mal-adaptativa dependiente de Ca** o
frente a miocardiopatia isquémica. Sin embargo, habria que realizar mas
experimentos para dilucidar la validez de estas hipotesis.

Restaria evaluar el mecanismo de sefalizacion por el cual GPER modula la
corriente de Ca**. Por ejemplo, el estimular al GPER se podria generar cambios
conformacionales en el receptor que lleven a modificar la estructura del CaL
disminuyendo asi su probabilidad de apertura. Incluso, GPER podria disminuir la
actividad del canal mediante la subunidad By como se ha descripto frente a la
estimulacion adrenérgica (Volkers, Weidenhammer et al. 2011) y eso iria de
acuerdo con lo postulado previamente para la regulacién del NBCe1. Ademas,
podriamos hipotetizar que participan AKT y/o ROS. Por otro lado, habria que
evaluar la posibilidad de que alguna de las subunidades regulatorias del canal
estén siendo involucradas o que ocurra alguna modificacion postraduccional
como una fosforilacion, tanto en el canal como en las subunidades auxiliares. Es
también posible que cambie la disponibilidad de CaL en la membrana mediante
la regulacion del transporte y agregacion de la proteina a la misma (“trafficking”).
Un importante mediador de este proceso es la proteina BIN1, que resultaria
también interesante evaluar (Hong, Smyth et al. 2012). Por todo esto, queda un
interesante campo de investigacién por dilucidar.

El grafico de la Fig. 4.2 esquematiza los resultados obtenidos en relacion al
efecto inotropico negativo asociado a GPER y una posible sefializacién
propuesta. Tanto G1 como E2 se unen y activan a GPER, éste regularia al Ca.
posiblemente por la proteina Gy como se ha descripto en tejido muscular liso
(Filardo, Quinn et al. 2002) e incluso sugerimos en tejido cardiaco en nuestro
grupo de trabajo (De Giusti, Orlowski et al. 2015). La proteina Gy interaccionaria
con el CaL lo cual generaria lo observado experimentalmente, una disminucion
en el ingreso de Ca** el cual induce una menor liberacion de Ca** del RS (Fig.
3.22) generando una menor fuerza de contraccion (Fig. 3.21 y Fig. 3.18). En
experimentos sucesivos y en continuidad con este trabajo de tesis, se intentara
dilucidar en detalle la via de sefializacién que participa de este fendmeno excito-
contractil.
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Fig. 4.2) Esquema de la participacion del GPER en el manejo de Ca** cardiaco. La activacion
del GPER disminuye el influjo de Ca** a través del Ca., posiblemente mediante la proteina
GpBy. Esto genera transitorios de Ca** de menor amplitud y asi se desarrolla una menor fuerza
de contraccién.
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Conclusiones

En el presente trabajo de tesis se ha dilucidado la participacion del GPER en la
regulacion del pH intracelular por medio de la activacion del NBCe1, la via de
senalizacion por la cual lo realiza, descartando la participacién de NBCn1y NHE-
1. Esta via es compartida con la hormona Aldo, por lo cual podemos concluir que
la regulacion del pH se encuentra entre los efectos rapidos mediados por Aldo
en el corazon, sin la participacion de MR y por activacion de GPER. Esta via
alcalinizante disparada por la activacion del GPER podria ser protectora al
compensar efectos acidificantes producidos por injurias del miocardio, como
pueden ser isquemia, acumulacion de lactato, alteraciones metabdlicas, etc.

El otro aporte importante de esta tesis es que se demostrd por primera vez que
el GPER regula la contractilidad cardiaca. Mediante estudios electrofisiolégicos
se observo una disminucion significativa en la corriente de Ca*™*, pudiendo ser,
al menos en parte, la causa de que disminuya la amplitud del transitorio de Ca**
y por ello la contractilidad. Estos resultados no son reproducibles mediante la
administracién de Aldo, posiblemente por efectos opuestos de los receptores MR
y GPER. Sin embargo E2, otro agonista ampliamente reconocido del receptor ha
demostrado los mismos efectos que G1, corroborando el papel de GPER.
Restaria evaluar la via de senalizacion por la cual el receptor modula el CaL. La
relevancia fisiopatologica de este fendmeno podria estar asociada al efecto
cardioprotector que significa disminuir el calcio citoplasmatico en condiciones
como isquemia, hipertrofia cardiaca mal-adaptativa o apoptosis.
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Anexo

Calibracién de pH

Determinacion de valores de pH de las soluciones mediante pHmetro:

Promedio pH 7,46 7,18 6,96 6,47

Error 0,05 0,05 0,05 0,05

Determinacion de valores de Fluorescencia de BCECF-AM en células cargadas
con el indicador, tratadas con nigericina para equilibrar los pHs intra y extra
celular y perfundidas con soluciones con pH conocido (evaluadas mediante
pHmetro) y en el Sistema de Microscopia de Epifluorecencia lonOptix:

Promedio 6,426 6,100 5,778 5,253
Fluorescencia
BCECF-AM

n 49 47 64 52
Error 0,05347 0,0362 0,0663 0,0401

7 3 0
Evaluacion de Normalidad de distribuciéon de Fluorescencia de BCECF-

AM
D'Agostino & Pearson

K2 1,515 2,010 0,2198 0,5856
Valor de p 0,4687 0,3661 0,8959 0,7462

La distribucién es Si Si Si Si

normal

(alpha=0.05)?

Shapiro-Wilk normality

w 0,9806 0,9800 0,9906 0,9926
Valor de p 0,5926 0,5937 0,9100 0,9860
La distribucién es Si Si Si Si
normal

(alpha=0.05)?

Test de Principal Significancia? Valor de
comparaciones diferencia en p
multiples de Dunn el rango estimado
7,18 vs. 7,46 -34,09 Si 0,0391
6,96 vs. 7,46 -70,04 Si < 0,0001
6,47 vs. 7,46 -126,3 Si < 0,0001
6,96 vs. 7,18 -35,95 Si 0,0138
6,47 vs. 7,18 -92,18 Si < 0,0001

6,47 vs. 6,96 -56,23 Si < 0,0001




UA de
Fluorescencia

UA BCECF-AM

80
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