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Ang II: angiotensina Il
ERK: quinasa regulada por sefales extracelulares
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MAPK: quinasas activadas por mitogenos
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1. Hipertrofia Cardiaca

1.1 Generalidades: Visiéon global del problema

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo, por
encima del cancer, las  enfermedades respiratorias y la  diabetes

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/en/). Alrededor de 17 millones de

personas mueren al afho por esta razén, lo que representa un tercio del total de
muertes, concentrada mayormente en los paises de menores ingresos, en los que la
dificultad para acceder a programas integrados de atencién primaria de salud que
permitan la deteccion temprana y el tratamiento de factores de riesgo pareciera ser la
clave. Sin embargo, en paises de altos ingresos donde esta deteccion y tratamiento son
una realidad, tampoco se ha logrado disminuir sustancialmente su morbimortalidad.

Si bien la implementaciéon de politicas higiénico-dietarias como promocién de dietas mas
saludables, minimizar consumo de tabaco y alcohol, o actividad fisica regular son
esenciales para restringir factores de riesgo y prevenir el desarrollo de estas patologias,
no es menos importante la busqueda de alternativas terapéuticas que permitan
enfrentarlas con mayor éxito.

Mortalidad proporcional (% del total de muertes, todas las edades,
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Figura 1. Porcentajes de muerte por enfermedades no transmisibles en Argentina. Adaptado de Riley y

colaboradores (Riley, L. and M. Cowan 2014).

Segun el dltimo relevamiento de la Organizacion Mundial de la Salud del afio 2014, la

poblaciéon Argentina sigue la tendencia mundial. En tal sentido, del total de muertes por
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enfermedades no transmisibles, el 35% son decesos por enfermedades cardiacas
seguidas por canceres (21%) y otras enfermedades no transmisibles (16%) (Figura 1).
Cifras del Ministerio de Salud de la Nacion muestran que patologias que afectan al
corazén como hipertensiéon arterial, procesos isquémicos, hipertrofia e insuficiencia
cardiaca provocaron la muerte de 71.893 argentinos en 2015, lo que representa una
persona cada siete minutos. De ese valor el 25% fueron decesos por insuficiencia
cardiaca. Ademas, este riesgo de mortalidad aumenta conforme aumenta el rango etario
(Figura 2), lo cual genera una perspectiva preocupante teniendo en cuenta el creciente

“‘envejecimiento” poblacional (http://www.deis.msal.gov.ar/index.php/estadisticas-vitales/).

30 1

20

Mortalidad (%)

3544 45-54 55-64 65-74 75-84 85y+
Rango de edad '

Figura 2. Porcentaje de mortalidad por enfermedades del corazén segun rango etario en Argentina en el afio

2015. En el rango de 75-84 afios es la primera causa de muerte segun el Ministerio de la Salud de la Nacién.

1.2 Insuficiencia e Hipertrofia Cardiaca

La insuficiencia cardiaca es un complejo cuadro clinico que describe la incapacidad del
corazén de bombear sangre en volumenes adecuados como para satisfacer las
demandas metabdlicas. La hipertrofia cardiaca (HC) es por definicion un aumento en la
masa miocardica. Se la clasifica en fisiolégica, que involucra a aquella que se manifiesta
en deportistas 0 en mujeres embarazadas y no sera tratada en este trabajo de Tesis
Doctoral, y patolégica, objeto principal de nuestro estudio, cuyos disparadores son
diversos e involucra cambios morfologicos y funcionales que la posicionan como una de
las principales vias de entrada hacia la insuficiencia cardiaca.

La HC ha sido considerada clasicamente como una respuesta adaptativa del miocardio

para compensar el aumento del estrés parietal. Sin embargo, esta postura ha sido
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severamente cuestionada ante la rapida aparicion de sintomas claros de disfuncion
cardiaca cuando la patologia se cronifica, poniendo de manifiesto que es en realidad una
respuesta maladaptativa del miocardio (Selvetella and Lembo 2005). Es por eso que la
HC patoldégica es considerada actualmente un factor de riesgo independiente de
morbilidad y mortalidad de origen cardiovascular en adultos (de Simone, Gottdiener et al.
2008, Frohlich, Gonzalez et al. 2011). Entre los factores que predisponen al desarrollo de
HC patolégica aparecen diversas patologias como hipertension arterial, estenosis aoértica
o valvulopatias. La morfologia del corazén cambia drasticamente, se caracteriza por un
aumento de la fibrosis intersticial, muerte celular principalmente de cardiomiocitos vy
disfuncion cardiaca. El crecimiento de cardiomiocitos que se produce durante este
proceso supera la capacidad de los capilares para suministrar adecuadamente nutrientes
y oxigeno, lo que lleva a hipoxia celular y muerte. Se ha postulado que este
remodelamiento general del miocardio no sélo se vincula a la progresion hacia
insuficiencia cardiaca, sino también a otras patologias cardiacas como infarto de
miocardio, arritmias y muerte subita (Levy, Garrison et al. 1990, Koren, Devereux et al.
1991). En este marco la caracterizacion precisa de las bases fisiopatolégicas que llevan al
desarrollo de HC patolégica constituye un paso clave para el desarrollo de terapias de
prevencion y/o reversion de la misma. El presente trabajo esta orientado precisamente a
la caracterizacion de dichos mecanismos y al eventual desarrollo de terapias eficaces
para su control en un modelo genético de HC por hipertension arterial. En particular
haremos hincapié en la hipertrofia ventricular izquierda, mas adelante, en el apartado 4.1,
describiremos en detalle el modelo genético de hipertrofia patoldgica a utilizar.

1.3 Caracteristicas generales de hipertrofia cardiaca patolégica

1.3.1 Mecanismos Responsables de su desarrollo

Ante un estimulo inicial como puede ser una sobrecarga de presion, se genera un
estiramiento miocardico que promueve la liberacion de factores neurohumorales como
Angiotensina Il (Ang Il), Endotelina 1 (ET1) y Noradrenalina (NA) (Sadoshima, Xu et al.
1993, Adiarto, Heiden et al. 2012), los cuales se uniran a sus receptores especificos
(acoplados a proteina G, “GPCR”) AT1 de Ang Il, ETo y ETg de ET1, y a1 y B1
adrenérgicos, provocando la activacion de quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) y
calcineurina/NFAT, ruta de sefializacion que se describira con mas detalle en la secciéon
1.3.2. La activacion de estos receptores, y en consecuencia de sus respectivos efectores
corriente abajo, generara el desencadenamiento de las respuestas celulares

caracteristicas de la HC patolégica como aumento del area celular y de la produccion de
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colageno intersticial (fibrosis), disparo de rutas pro-apoptoéticas, y mayor estrés oxidativo
(ver 1.3.3), dando como resultado un deterioro general de la funcién cardiaca.

Uno de los efectos mas relevantes de la sefalizacion corriente abajo de GPCR es el
aumento en la actividad del intercambiador Na*/H* cardiaco (NHE1) (Cingolani, Alvarez et
al. 1998). La activacion del NHE1 es consecuencia de una ruta de eventos
autdcrinos/paracrinos desencadenados a partir de la estimulacion de los receptores de
Ang Il y ET1 y que involucran la activacion de NADPH oxidasa con el consiguiente
aumento en la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Caldiz, Garciarena
et al. 2007), las cuales han sido vinculadas estrechamente con el desarrollo de HC (Cave,
Grieve et al. 2005, Maulik and Kumar 2012).

1.3.2 Vias de senalizacion

De las multiples vias de sefalizacion que participan en la respuesta hipertréfica
maladaptativa, en este apartado nos centraremos en las relacionadas a MAPKs, a estrés
oxidativo y en la ruta de la fosfatasa calcineurina.

Las MAPKs se clasifican en 3 subfamilias: ERK (quinasa regulada por sefiales
extracelulares), JNK (quinasa c-Jun amino-terminal) y quinasa p38. Esta familia de
quinasas se encuentran involucradas en procesos biolégicos importantes como
proliferacion, diferenciacion, metabolismo, motilidad y apoptosis (Pearson, Robinson et al.
2001). Todas ellas son activadas por fosforilacién a partir de una quinasa activadora
especifica (McCubrey, Steelman et al. 2007) y dicha activacién responde a agonistas de
GPCR como mencionamos anteriormente, a especies reactivas del oxigeno (Son, Cheong
et al. 2011) y/o a estrés mecanico (Sadoshima, Qiu et al. 1995, Takeishi, Huang et al.
2001). La activacion de ERK1/2 en particular fue descripta tanto para procesos
adaptativos (Bueno, De Windt et al. 2000) como maladaptativos y su accion depende del
sitio fosforilado. Esta quinasa se activa por fosforilacién en residuos conservados de
treonina y tirosina, y se inactiva por desfosforilacion por fosfatasas de doble especificidad,
tirosina fosfatasas y serina-treonina fosfatasas como es la serina-treonina fosfatasa 2A
(PP2A) (Alessi, Gomez et al. 1995). Se ha descripto que la autofosforilacion de ERK en el
sitio de Thr188 conduce a una localizacién nuclear de la quinasa y a la promocion de la
transcripcion de genes relacionados con hipertrofia patolégica (Lorenz, Schmitt et al.
2009). Asimismo estimulos como Ang Il o estiramiento mecanico de la pared miocardica
estimulan la sefalizacion de MAPK inducida por MEK (MEK-ERK1/2), que culmina con la
activacion de la quinasa corriente abajo p90 ribosomal S6 (p90RSK) y la fosforilacién

directa de la extremidad C-terminal del NHE1 en el sitio Ser703 (Cingolani, Perez et al.
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2013). Esto hace que ERK sea un factor importante de regulacién del NHE1 (Moor and
Fliegel 1999).

Las otras dos subfamilias, JNK y p38, también presentan roles duales, en general se las
asocia con estrés, dafo cardiaco y desarrollo de hipertrofia (Izumi, Kim et al. 2000, Behr,
Nerurkar et al. 2001). Sin embargo, algunos autores describen la funcion cardioprotectora
de JNK contra la insuficiencia cardiaca en respuesta a la sobrecarga de presion
(Sadoshima, Montagne et al. 2002) y un papel cardioprotector contra el dafio por
isquemia/reperfusion (I/R) para p38 (Hernandez, Lal et al. 2011).

La quinasa p38 merece un parrafo aparte ya que se evaluara en el presente trabajo de
Tesis. La dualidad en las funciones de p38 dependera de la isoforma que esté
involucrada, de los blancos corriente abajo que active, y del balance entre los mismos. Se
sabe que existen 4 isoformas de p38 MAPK: p38a, p38p, p38y y p380. Las isofomas ay 3
fueron reportadas como las prevalentes en el corazén (Lemke, Bloem et al. 2001).
Mientras que a p38a se le asignan funciones pro-apoptéticas mediante la activacion de
p53 (Liu, Pedram et al. 2011), p38pB participaria en procesos de supervivencia mediante la
inhibicion de la generacion de EROs (Kim, Pedram et al. 2006). La quinasa p38 modula
diferentes funciones cardiacas como proliferacion de miocitos, apoptosis y tiene una
funcion importante en la regulacion de la respuesta hipertréfica en cardiomiocitos
(Nemoto, Sheng et al. 1998). Diferentes lineas de investigacién han indicado que la
inhibicién de la actividad de p38 puede inducir la reentrada y la progresion del ciclo celular
en miocitos adultos y mejorar la proliferacién celular en los cardiomiocitos progenitores y
neonatales (Engel, Hsieh et al. 2006). En cuanto a la apoptosis, se ha demostrado que
bajo condiciones de estrés como dano por I/R o estrés oxidativo los cardiomiocitos
mueren por apoptosis. Como observé Kaiser y col. (Kaiser, Bueno et al. 2004) en cultivo
celular de neonatos, la sobreexpresion de p38a disminuye la expresion de la proteina anti-
apoptética bcl2. También se ha observado la interaccion de dos rutas de MAPK opuestas
y se ha demostrado que la activacién de p38 disminuye la activacién de ERK inducida por
H,0O, a través de un mecanismo dependiente de PP2A en miocitos ventriculares cardiacos
(Liu and Hofmann 2004). En el marco de la interaccion de p38 con PP2A, nuestro grupo
de trabajo cuenta con evidencia experimental que esta quinasa participa en la via que
lleva a la inhibicion de la hiperactividad del NHE1 por Sildenafil (SIL) (Diaz, Escudero et
al. 2019) lo cual le conferiria un papel cardioprotector como se detallara en la seccion 3.2.
Como se dijo antes, el aumento de EROs es también una caracteristica del miocardio

hipertrofico patoldgico. El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio entre EROs
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producidas y la capacidad del corazén de eliminarlos mediante sistemas antioxidantes
intrinsecos, como por ejemplo, superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa (Nordberg and Arner 2001). Este desbalance en las EROs ha sido asociado
con HC patolégica y con insuficiencia cardiaca tanto en modelos animales como en
humanos (Dhalla, Temsah et al. 2000, Pimentel, Amin et al. 2001, Date, Morita et al. 2002,
Seddon, Looi et al. 2007). En pacientes con insuficiencia cardiaca se ha observado un
aumento de marcadores de estrés oxidativo tanto sistémicos como en fluido pericardico
(Mallat, Philip et al. 1998), mientras que en ratones se ha demostrado que una inyeccion
intraperitoneal de un antioxidante disminuye significativamente la HC inducida por TAC
(Date, Morita et al. 2002). Se han reportado tres principales fuentes de EROs en el
corazéon: (1) el complejo enzimatico unido a membrana Nicotinamida-Adenina-
Dinucledtido-Fosfato (NADPH) oxidasa (Fleming, Michaelis et al. 2001), (2) los complejos
mitocondriales | y Ill de la cadena respiratoria mitocondrial cuando operan en mal
funcionamiento (lde, Tsutsui et al. 2001), y (3) la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
en modo desacoplado (Vasquez-Vivar, Kalyanaraman et al. 1998, Takimoto, Champion et
al. 2005), (4) el sistema xantino oxidasa (Engberding, Spiekermann et al. 2004). Respecto
al origen de las EROs que participan en el desarrollo de HC, se ha demostrado que la
NADPH oxidasa juega un papel importante ya que ratones transgénicos deficientes de la
subunidad gp91 de la enzima resultan estar protegidos contra el desarrollo de hipertrofia
patoldgica inducida por Ang Il (Bendall, Cave et al. 2002). Por otra parte, la produccién de
EROs de origen mitocondrial también cumple un rol fundamental, habiéndose demostrado
una liberacién de EROs mitocondriales como amplificacion de los producidos por NADPH
oxidasa provenientes de una sefal citosdlica (Zorov, Filburn et al. 2000) y su participacién
en la senalizacién producida por Ang Il (Dai, Johnson et al. 2011, Cingolani, Perez et al.
2013).

Los estimulos hipertroficos como Ang Il, ET-1, catecolaminas, citocinas y el estiramiento
mecanico de la pared pueden inducir un aumento en la produccién de EROs en musculo
cardiaco (Pollock and Pollock 2005, Hitomi, Fukui et al. 2006, Caldiz, Garciarena et al.
2007). En cardiomiocitos de rata se observé que las EROs inducen la activacion de la via
MEK-ERK1/2-p90RSK, lo que aumenta la actividad de NHE1 a través de un proceso de
fosforilacion (Wei, Rothstein et al. 2001). En este marco, se ha demostrado que el efecto
cardioprotector de los inhibidores de NHE1 como cariporide esta relacionado con una
disminucion del estrés oxidativo (Fantinelli, Cingolani et al. 2006, Garciarena, Caldiz et al.
2009).
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Respecto de la ruta de la fosfatasa calcineurina se ha propuesto que desempefia un papel
clave en el desarrollo de HC. Calcineurina es una proteina fosfatasa de sefializacion
dependiente de calcio que, desfosforila e induce la translocacion del factor nuclear de
células T-activadas (NFAT) desde el citoplasma al nucleo. De esta manera, NFAT activa
la transcripcion de los genes diana pro-hipertrofiantes (Bueno, Wilkins et al. 2002).
Respecto de la relacién de calcineurina con la generacion de hipertrofia por estiramiento,
se ha demostrado que los inhibidores de NHE1 como cariporide llevan a la regresion de la
HC a través de la inactivacion de esta via calcineurina/NFAT (Ennis, Garciarena et al.
2007).

1.3.3 Respuestas celulares

El corazén contiene varios tipos celulares incluyendo cardiomiocitos, fibroblastos, células
del musculo liso vascular, endoteliales e inmunes. Los cardiomiocitos constituyen,
aproximadamente el 30% del numero total de células, pero representan entre el 70-80%
de la masa del corazén, por lo que la HC se relaciona con el agrandamiento de este tipo
celular (Popescu, Gherghiceanu et al. 2006). Tienen la capacidad de detectar el
estiramiento mecanico debido a la sobrecarga hemodinamica y convertirlo en sefales de
crecimiento, lo que conduce a la hipertrofia. Experimentos in vitro han demostrado que el
estiramiento de cardiomiocitos aislados provoca la activacion de sistemas de segundos
mensajeros inducidos por factores de crecimiento (Sadoshima and Izumo 1997).

Los fibroblastos constituyen el 64% del total de los tipos celulares cardiacos y sintetizan
colageno y glucosaminoglucanos de la matriz. Estos tipos celulares permiten mantener la
homeostasis en condiciones fisiolégicas y el remodelamiento tisular en respuesta al
estrés. Los fibroblastos cardiacos expresan receptores de matriz extracelular acoplando
los estimulos mecanicos a las respuestas funcionales, y son criticos reguladores de la
respuesta fibrética y por ende de la rigidez ventricular. La matriz proporciona una red
organizada alrededor de los cardiomiocitos, que no solo sirve como plataforma para los
componentes celulares, sino que también ayuda a soportar una variedad de procesos
mecanicos, quimicos y eléctricos que mantienen la homeostasis y coordinan la funcion
contractil y el acoplamiento eléctrico entre cardiomiocitos. El estrés mecanico resulta en la
activacion y proliferacion persistente de fibroblastos, que conduce a la deposicion
aberrante (intersticial y/o de reemplazo) y posterior acumulacion de colageno en el
corazon. El principal colageno fibrilar presente en la fibrosis cardiaca es el colageno tipo 1
y la acumulacion excesiva de colageno endurece los ventriculos, lo que dificulta la

contraccion y relajacion, el acoplamiento eléctrico de los miocitos cardiacos con las
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proteinas de la matriz extracelular y reduce la densidad capilar. La fibrosis y la densidad
capilar reducida aumentan las distancias de difusion de oxigeno, lo que lleva a la
isquemia del miocardio y es probable que contribuya a la transicion de la HC a
insuficiencia cardiaca (Eckhouse and Spinale 2012). Esta fibrosis causa rigidez mecanica,
contribuyendo asi a la disfuncién diastélica que puede progresar a disfuncion sistélica
(Brower, Gardner et al. 2006).

2. Intercambiador sodio — hidrégeno miocardico

El intercambiador de Na*/H" (NHE) pertenece a una familia de proteinas de membrana
presentes en todos los organismos vivos que median el intercambio de un ion sodio (Na*)
extracelular por un ion hidrégeno (H") intracelular siendo su principal funcién la proteccién
de la célula contra la acidificacion intracelular. Existen diez isoformas conocidas que
tienen distintas ubicaciones, expresién y funciones fisioldgicas dentro del organismo. Las
isoformas del 1 al 5 se encuentran en membrana plasmatica, del 6 al 9 estan en
membranas intracelulares, mientras que la isoforma 10 parece expresarse Unicamente en
osteoclastos (Fliegel 2008). La isoforma 1 (NHE1) fue la primera en ser descubierta y por
ende la mas estudiada (Sardet, Franchi et al. 1989). Se encuentra en casi todos los tejidos
y, como mencionamos anteriormente, es la principal isoforma en miocardio mamifero, lo
que la hace conocida como la isoforma cardiaca. En los miocitos se encuentra
principalmente en la regién de discos intercalares y tubulos transversos de miocitos
ventriculares (Petrecca, Atanasiu et al. 1999).

2.1 Estructura y funcion:

El NHE1 es una glicoproteina con un total de 815 aminoacidos. Esta formada por dos
dominios principales, un dominio transmembrana de 500 aminoacidos y un dominio
citoplasmatico carboxiterminal de 315 aminoacidos. Se sabe que la minima unidad
funcional necesaria para la extrusion de protones es el monémero de NHE1, pero se ha
demostrado que NHE1 es capaz de formar homodimeros (Fafournoux, Noel et al. 1994,
Slepkov and Fliegel 2002). Como se puede ver en la Figura 3, el dominio transmembrana
estd formado por 12 hélices o unidades que son fundamentales para el transporte de
iones, mientras que la cola citosdlica tiene un rol importante en la regulacién de la
actividad del intercambiador ya que contiene numerosos sitios de fijacion para otros
factores reguladores (Wakabayashi, Fafournoux et al. 1992). Como mencionamos
anteriormente, la principal funcion del NHE1 es proteger a la célula de la acidificacién. El
intercambiador se activa por disminuciéon en el pH intracelular (pH;). Cuando existe

acidosis, la actividad de NHE1 aumenta restaurando el pH; a valores normales mediante
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la extrusion electroneutra de un H* en intercambio por un Na* que ingresa a la célula

(estequiometria 1:1) (Aronson 1985).

Extraceflular

Figura 3. Estructura del NHE1. Formado por un dominio transmembrana (contiene 12 hélices con el dominio
N y C terminal ubicado en el citosol) y un dominio citoplasmatico de 315 aminoacidos que interactda con los
distintos factores para la regulacion de su actividad. Reproducido de Spepkov y col. (Slepkov, Rainey et al.
2007)

En el cardiomiocito existen dos mecanismos de extrusidon que se activan en el caso de
una acidificacién intracelular, uno es el mencionado NHE1 y el otro es el cotransportador
Na*’/HCO; (NBC). La contribucion relativa de cada transportador no es equitativa, de
hecho se observa que el NHE1 es el transportador dominante para el eflujo (Vaughan-
Jones, Villafuerte et al. 2006).

Ademas de la regulacion del pH;, el NHE1 ha sido involucrado con otras funciones
celulares que enumeraremos a continuacion:

1- Regulacion del flujo de sodio y el volumen celular después de la contraccién osmotica
(Grinstein, Woodside et al. 1992).

2- Diferenciacion celular (Wang, Singh et al. 1997).

3- Anclaje estructural, dado que participa en la organizacién del citoesqueleto (Denker and
Barber 2002)

4- Crecimiento celular (Rotin, Steele-Norwood et al. 1989).
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2.2 Regulacién de la actividad de NHE1 y su relaciéon con patologias cardiacas
Debido a su vinculacién con distintas funciones celulares, el NHE1 estd sujeto a una
intensa y compleja regulacion que varia segun el tipo celular. Como se dijo antes, el
estimulo principal para su activacion es la acidosis intracelular. Sin embargo, también se
activa en respuesta a otros estimulos como factores de crecimiento, hormonas y estrés
osmoético (Fliegel and Karmazyn 2004). La mayoria de estas respuestas son mediadas por
fosforilacion en el extremo C-terminal de la cola citosdlica y este estimulo es clave en el
desarrollo de procesos patologicos. En general, un aumento en la fosforilacion del
intercambiador se relaciona con un aumento de su actividad, habiéndose identificado
varios sitios de fosforilacion que se activaran dependiendo del tipo de estimulo. Cuando el
estimulo es el sostenimiento de la acidosis, se dispara la via de sefalizacidon mediada por
Ras que culmina con la fosforilacion del intercambiador por ERK en los sitios Ser770,
Ser771 (Coccaro, Karki et al. 2009) y por p90RSK en Ser703 (Takahashi, Abe et al.
1999). En el caso del estiramiento miocardico se ha visto que el NHE1 incrementa su
fosforilacion en Ser703 (Cingolani, Perez et al. 2013), lo que conduce a una hiperactividad
del mismo.

Las MAPKs tienen un papel importante en la regulacion del NHE1 ya que algunas de ellas
como ERK1/2, p90RSK vy p38 interaccionan directa o indirectamente con el
intercambiador. Como se dijo antes, ERK1/2 y p90RSK fosforilan de forma directa al
dominio citoplasmatico del NHE1 miocardico activandolo (Moor and Fliegel 1999) y esta
fosforilacion puede ser inducida por EROs (McCubrey, Lahair et al. 2006). La quinasa p38
en cambio puede inhibir o activar al intercambiador dependiendo del tipo celular que se
trate (Kusuhara, Takahashi et al. 1998, Khaled, Moor et al. 2001). Es necesario destacar
que el nivel de activacion del NHE1 dependera del balance neto fosforilacion-
desfosforilacion generado entre estas quinasas y las fosfatasas PP1 y PP2A presentes en
el miocardio (Misik, Perreault et al. 2005, Snabaitis, D'Mello et al. 2006).

La hiperactividad del NHE1 ha sido vinculada a diversas patologias miocardicas entre las
que se puede mencionar el dano por isquemia/reperfusion, proceso durante el cual la
acumulacién de Na* intracelular lleva a la sobrecarga de Ca*" por el intercambiador
Na*/Ca?", responsable de contractura y arritmias cardiacas, asi como de muerte celular
por necrosis y/o apoptosis (Karmazyn, Gan et al. 1999). Estudios sugieren que la
disminucion en la apoptosis a través de la inhibicion de NHE1 se debe a un aumento en la
concentracion de Ca®" mitocondrial, una reduccién en la actividad de caspasa 3 y un

aumento en la relacién de la proteina anti-apoptética bcl2 con la proteina pro-apoptética
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bax (Sun, Wang et al. 2004). Del mismo modo, y como se menciond con anterioridad, el
NHE1 tiene un rol esencial en el desarrollo de HC patolégica, existiendo evidencia
experimental de que se encuentra hiperactivo en modelos animales de HC, y que su
inhibicién crénica es capaz de revertir la misma (Kusumoto, Haist et al. 2001, Camilion de
Hurtado, Portiansky et al. 2002, Perez, Piaggio et al. 2007, Garciarena, Caldiz et al. 2009).

3. Terapias farmacolégicas contra la Hipertrofia Cardiaca

31 Inhibidores de NHE1

Como hemos mencionado antes, el NHE1 juega un papel importante en el desarrollo de

patologias del miocardio. Esto ha puesto en evidencia la necesidad de caracterizar de
manera precisa sus mecanismos de regulacién como paso previo clave para el desarrollo
de estrategias terapéuticas tendientes a prevenir las consecuencias de su hiperactividad.
En tal sentido, y sobre la base de un enorme acumulo de informacién obtenida en
modelos experimentales, se propuso que la inhibicion del NHE1 seria clave para prevenir
el remodelamiento ventricular independientemente de su origen. Sin embargo, estudios
clinicos como ESCAMI (Zeymer, Suryapranata et al. 2001), GUARDIAN (Theroux,
Chaitman et al. 2000) o EXPEDITION (Mentzer, Bartels et al. 2008) no arrojaron
resultados alentadores. ESCAMI fue un ensayo clinico de fase 2 realizado en pacientes
con infarto agudo de miocardio en el que se evalué el efecto de eniporide (inhibidor del
NHE1) sobre el tamafo de infarto, pero fall6 en mostrar mejoras. El ensayo GUARDIAN
evalud los posibles efectos beneficiosos de cariporide (otro inhibidor del NHE1) en tres
subgrupos de pacientes con distintas afecciones cardiacas, pero no mostré evidencia
general de cardioproteccion, excepto en un grupo limitado de pacientes con injerto de
derivacion de la arteria coronaria tratados con altas dosis. El estudio EXPEDITION fue un
ensayo clinico de fase 3 que también se orientd a probar el efecto cardioprotector del
cariporide, pero debio finalizarse tempranamente debido a un considerable aumento de
accidentes cerebrovasculares. A pesar de estos inesperados resultados, la inhibiciéon del
NHE1 sigue siendo considerada como el potencial blanco terapéutico mas efectivo para
prevenir el remodelamiento patoldégico del miocardio (Karmazyn 2013). Mas aun, se
especula que la ineficacia de los inhibidores especificos del NHE1 (eniporide y cariporide)
utilizados en los ensayos clinicos en pacientes podria relacionarse con la eliminacion
plena de la actividad del intercambiador, incluyendo su importantisima funcion
homeostatica basal, sugiriendo que las nuevas lineas de investigacion deberian apuntar a

intervenciones que disminuyan solamente la sobreactivacion del intercambiador.
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3.2 Posible uso de Sildenafil como terapia anti-hipertrofiante

SIL es un inhibidor de la fosfodiesterasa 5A (FDE5A), enzima encargada de degradar el
GMP ciclico (GMPc) a 5°GMP. A pesar que fue pensado originalmente para el tratamiento
de la angina de pecho (Andersson 2018), este conocido vasodilatador es ampliamente
destacado por su utilizacion en el tratamiento de la difusion eréctil (Eardley, Brooks et al.
1999). SIL actua a nivel del cuerpo cavernoso del pene inhibiendo la degradacion del
GMPc generado por el NO liberado por neuronas no adrenérgicas - no colinérgicas y por
las células endoteliales arteriolares, potenciando asi la accién vasodilatadora del mismo.
Como consecuencia de la relajacion muscular lisa vascular y trabecular, y de la dilatacion
de las arterias del pene, se favorece la ereccién (Rajfer, Aronson et al. 1992).Diferentes
estudios demuestran que los inhibidores de FDES5A son seguros y bien tolerados
(Jackson, Montorsi et al. 2006) y que no hay diferencias significativas en cuanto a esos
parametros entre los distintos inhibidores aprobados para uso en pacientes como SIL,
Vardenafil y Tadalafil (Hatzimouratidis, Salonia et al. 2016). También esta aprobado su
uso para el tratamiento de la hipertension pulmonar y del edema pulmonar de altitud
(Ladha, Bonnet et al. 2005, Bates, Thompson et al. 2011).

En los ultimos afios, promisorios resultados en modelos experimentales, han reimpulsado
la idea de usar SIL para el tratamiento de patologias miocardicas en las que la HC es una
caracteristica saliente. Das y col. (Das, Xi et al. 2005) trabajando en un modelo de
isquemia simulada en corazén de ratones adultos mostraron que SIL tiene efectos
directos en la prevencion de necrosis y apoptosis de células cardiacas. Takimoto y col.
(Takimoto, Champion et al. 2005) han mostrado que SIL es capaz de revertir la HC en
ratones con constriccion de la aorta transversa. También, se ha observado que el
tratamiento con SIL post-infarto de miocardio alivia la disfuncién del ventriculo izquierdo
en ratén (Chau, Salloum et al. 2011). Ademas se ha demostrado que SIL es capaz de
revertir la HC inducida por L-NAME en miocitos ventriculares de ratas neonatas (Zeidan,
Siam et al. 2012). Nuestro grupo de trabajo también ha aportado importantes resultados
que han proporcionado la base sobre la cual se pensé y desarroll6 el presente trabajo de
Tesis Doctoral. En tal sentido, se ha demostrado que el aumento de la actividad de la
proteina quinasa G (PKG) por inhibicion de la FDE5A con SIL mejora el remodelamiento
post-infarto agudo de miocardio en rata, previniendo la hipertrofia del tejido sobreviviente,
la fibrosis que acompafaba al crecimiento anémalo de los cardiomiocitos y la disfuncion
ventricular, efectos que podrian ser asignados a la inhibicion del NHE1 por SIL (Perez,

Piaggio et al. 2007). Por otra parte, en un estudio realizado en un modelo de isquemia
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regional en corazones aislados de rata se observd la eficacia de SIL en cuanto a
reduccién del tamafo de infarto y mejoramiento de la disfuncion mecanica post-isquémica
(Garciarena, Fantinelli et al. 2011), efecto que también se acompaidé con una menor
fosforilacion del NHE1 en Ser703. En un trabajo posterior que se orientd a caracterizar el
mecanismo intracelular que desencadenaria las acciones beneficiosas demostradas en
distintos procesos isquémicos se pudo confirmar el efecto inhibitorio de SIL sobre el NHE1
mediante un mecanismo que involucrara la activacion de la fosfatasa PP2A con la
consecuente desfosforilacion del intercambiador (Diaz, Nolly et al. 2010). Como
adelantamos en una seccion anterior (1.3.2), trabajos recientes mostraron que la
activacion de la quinasa p38 seria de gran importancia para la citada activacién de PP2A
y posterior disminucién de la actividad de NHE1 (Diaz, Escudero et al. 2019). El presente
Proyecto de Tesis Doctoral fue orientado a profundizar el estudio de la regulacion del
NHE1 por la ruta GMPc/PKG, para posteriormente evaluar el potencial rol anti-
hipertrofiante de SIL en un tratamiento crénico, sobre modelos de hipertrofia in vitro e in

vivo.
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OBJETIVOS



Objetivo general:

El presente trabajo de Tesis Doctoral tiene como objetivo general la caracterizacion
funcional y molecular de la regulacion del NHE1 por fosforilacion en el miocardio, poniendo
especial énfasis en el analisis de la participacion de la ruta GMPc/PKG en condiciones

normales (miocardio nhormotréfico) y patologicas (miocardio hipertrofico).

Objetivos especificos:

-Caracterizar la activacion de la ruta GMPc/PKG inducida por inhibicion de la FDE5SA con
SIL sobre la actividad del NHE1 en cardiomiocitos de ratas normotensas Wistar y

espontaneamente hipertensas SHR.

-Evaluar el posible efecto anti-hipertrofiante de la administraciéon crénica de SIL en un
modelo in vitro de crecimiento celular disparado por Ang Il en células HOC2 (linea celular

proveniente de mioblastos de miocardio de rata).
-Evaluar el posible efecto anti-hipertrofiante de la administracién crénica de SIL in vivo

en un modelo de hipertrofia miocardica por hipertension (ratas SHR), caracterizando los

posibles mecanismos intracelulares involucrados.
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4. Modelos experimentales

4.1 Ratas Espontaneamente Hipertensas

Como modelo animal de hipertrofia para nuestros experimentos elegimos las ratas
espontaneamente hipertensas o SHR (Spontaneously Hypertensive Rats). Estas cepas de
ratas se obtuvieron en los afios 60 por Okamoto y col. (Okamoto and Aoki 1963) quienes
cruzaron una cepa de ratas normotensas Wistar-Kyoto con ratas que tenian presion
arterial alta. Se considera que esta cepa es un modelo puramente patolégico y ofrece
predisposicion genética especifica y uniforme, lo que permite el estudio de las causas, los
mecanismos y la patologia de la hipertension, asi como sus consecuencias conductuales,
y enfermedades cardiovasculares.

Como caracteristicas principales esta cepa de ratas presenta un desarrollo de
hipertensién que comienza a las 5-6 semanas de edad, un ascenso creciente de la
presion sistélica (Sen, Tarazi et al. 1974), la que se encuentra en 180-200 mmHg en ratas
adultas (Figura 4) y el desarrollo de caracteristicas de enfermedades cardiovasculares

como insuficiencia cardiaca entre las 40-50 semanas (Conrad, Brooks et al. 1995)
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FIGURE 1

Blood pressure and body weight in normal rats (NR) and
spontaneously hypertensive rats (SHR).

Figura 4. Curva de crecimiento y desarrollo de hipertensién en el modelo de ratas SHR. Reproducido de Sen
y col. (Sen, Tarazi et al. 1974)

La sobrecarga de presion se asocia con niveles elevados de Ang Il, catecolaminas y ET-1
(Schunkert, Dzau et al. 1990, Rapacciuolo, Esposito et al. 2001, Yayama, Horii et al.
2004). El desarrollo de insuficiencia cardiaca en SHR envejecidas se relaciona con una

marcada fibrosis miocardica, una rigidez pasiva aumentada y una funciéon contractil
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alterada en relacién a animales SHR sin insuficiencia cardiaca y a controles no
hipertensos de la misma edad (aprox. 12 meses).

Se ha determinado, ademas, que células derivadas de SHR jévenes muestran un
crecimiento exagerado, producen Ang Il y expresan varias enzimas, moléculas de
adhesion y citocinas, que son independientes de la hipertension y posiblemente se
asocian con anomalias genéticas (Fukuda, Hu et al. 2002).

Como mencionamos anteriormente el NHE1 tiene un rol fundamental en el desarrollo de
la hipertrofia cardiaca y se ha demostrado que éste se encuentra hiperactivo en ratas
SHR (Perez, Alvarez et al. 1995). Este modelo también presenta un aumento de la via
calcineurin/NFAT con respecto al miocardio normotenso de ratas Wistar (Ennis,
Garciarena et al. 2007). Ademas se ha observado que se encuentra aumentada la
activacion de las caspasas 3, 8 y 9 (Deng, Xia et al. 2015) y presentan un aumento
significativo de la peroxidacion lipidica (T-BARS) a los 11 meses de edad (Alvarez, Caldiz
et al. 2008).

4.2 Células H9C2

Para completar los estudios realizados en animales utilizamos la linea celular de
mioblastos de miocardio de rata Rattus norvegicus H9C2. Esta linea celular se obtuvo
originalmente del tejido ventricular de rata embrionario (Kimes and Brandt 1976), que es
importante ya que la hipertrofia cardiaca resultante de la hipertension se produce
principalmente en el musculo ventricular del corazén. Los cultivos de cardiomiocitos,
generalmente de corazones neonatales de rata, se usan ampliamente para investigar los
cambios celulares y moleculares que subyacen a la respuesta hipertréfica. Estos incluyen
un aumento en el tamano celular, acumulacion y reorganizacién de proteinas contractiles
y regulacion positiva de un perfil de genes especifico de hipertrofia. Esta confirmado que
las células HO9C2 imitan una amplia gama de rasgos hipertréficos mostrados por los
cardiomiocitos primarios en respuesta a los agentes hipertrofiantes como ET-1 y Ang |l
(Watkins, Borthwick et al. 2011) y por eso los elegimos para los estudios in vitro.

4.2.1 Mantenimiento de la linea celular

La linea celular fue mantenida en condiciones de temperatura (37°C) y tensién de CO,
(5%) constantes. Las células fueron cultivadas en medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Microvet), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Natocor) y 1% (v/v)
de los antibidticos penicilina y estreptomicina (Life Technologies). Se las mantuvo en
placas de 100 mm y fueron subcultivadas una vez por semana. Para el subcultivo se retird

el medio de cultivo, se lavé la monocapa de células con PBS y se agregé 0,5 ml de
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tripsina 0,25% en EDTA (Life Technologies). La accion de la tripsina se terminé por
adicion de 5 ml de medio de cultivo, y las células se dispersaron por pipeteo. Una décima
parte del volumen de células dispersadas se coloco en una placa nueva y se agregaron
10 ml de medio. Todo el material de cultivo fue esterilizado por autoclave o por filtracién
(con filtro de 0.22 um) en el caso de los medios de cultivo y las drogas adicionadas.

4.2.2 Diseio experimental con células H9C2

Las células provenientes del subcultivo se dispusieron en placas de 6 wells con DMEM
suplementado y se dejaron estabilizar por 24 horas. Pasado este tiempo se las expuso a
un medio DMEM sin suero por otras 24 horas, en estas condiciones se adicion6é Ang Il en
dosis crecientes (10, 10%, 107, 10° y 10° M). Para determinar area celular, a las 24 y 48
horas desde la inoculacion de Ang Il se tomaron fotografias de las placas en los distintos
wells (microscopio invertido Olympus IX71, objetivo de 20X) y se la estimé utilizando el
programa Image pro-plus 6.0. Cada n corresponde a una serie y cada serie es una placa
de 6 wells, los cuales tienen el control sin agregado de droga alguno y las diferentes
intervenciones. Se contaron alrededor de 40 a 60 células por cada well.

En otro set de experimentos, se selecciond una unica dosis de Ang Il y se procedio6 a la
inoculaciéon de las células como fue descripto anteriormente. A las 24 horas del agregado
de Ang Il se incorporé al medio SIL en dosis crecientes (0.5, 1, 5y 10 yM) y pasadas 24
horas luego del agregado de SIL se procedié a la evaluacion de area celular.

5. Ensayos en células aisladas

5.1 Aislamiento de cardiomiocitos.

Se utilizaron ratas Wistar y SHR macho de 4 meses de edad. Los animales fueron
anestesiados con ketamina (75mg/Kg) + diazepam (5mg/Kg) intraperitoneal. Luego de
constatar anestesia profunda se abrid |la cavidad toracica, se expuso el corazoén, previa
canulacion de la aorta se lo extrajo y se colocd el corazén en un sistema tipo Langendorff
para perfusion retrograda. Se lo perfundié con una solucion libre de bicarbonato (buffer
HEPES) conteniendo (en mmol/L) HEPES 10, NaCl 148.0, KCI 4.5, CaCl, 1.0, MgSO,
1.05, glucosa 11.0, pH final 7.4; lo cual permitié limpiar el tejido. Luego se cambié a un
medio HEPES libre de Ca*? con 0.1 mmol/L de EGTA durante 5 minutos y se recirculé una
solucién de digestion compuesta por HEPES libre de Ca*?, 0.50 mg/ml de colagenasa tipo
[I (300U/ml), 0.02 mg/ml de proteasa y albumina bovina 0.5 mg/ml. Concluida la digestion,
el corazon fue desmontado y el tejido ventricular no digerido fue disociado

mecanicamente con tijeras. La suspension de células obtenida fue sometida luego a 4
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pasos de decantacion y resuspensién en soluciones cada vez mas concentradas de CaCl,
hasta lograr 1 mmol/L, la cual se mantuvo durante los protocolos experimentales.

5.2 Determinacion de pH;

El pH; se midié siguiendo la técnica de epifluorescencia con BCECF-AM (2°-7"-Bis(2-
CarboxiEtil)-5,6-CarboxiFluoresceina Acetoximetiléster) (Yeves, Villa-Abrille et al. 2014).
El BCECF es un indicador fluorescente pH-métrico con relacion de excitacién doble y con
un pKa~6.98. Las mediciones de pH; con BCECF se realizan determinando la relacion de
intensidad de emisidon dependiente del pH;, detectada a 535 nm, cuando el colorante se
excita a ~ 490 nm y cuando se excita en su punto isosbéstico de ~ 440 nm.

El BCECF-AM se solubiliz6 en dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Chemical Co) para
favorecer la penetracion. La forma acetoximetiléster del indicador una vez ingresada a las
células a través de la membrana, sufre un clivaje mediante esterasas intracelulares que lo
retiene en el citoplasma. Cuando los H* se unen a esta forma desesterificada se produce
una modificacion de la emisién de la misma dependiente de la longitud de onda incidente.

Las células cargadas se colocaron en una camara de perfusién de un microscopio
invertido (Nikon, TE 2000-U) y se perfundieron continuamente con HEPES. Se
proporciond una excitacion doble (440 y 495 nm) mediante una lampara de arco de xenén
de 75 watts y una rueda de filtros que permite la alternancia entre las longitudes de onda
de excitacion. La fluorescencia emitida se recogié con un tubo fotomultiplicador equipado
con un filtro a 535 nm. La relacion de fluorescencia de 495 a 440 nm se digitalizé a 10 kHz
(software de andlisis de fluorescencia ION WIZARD). Al final de cada experimento, la
relacion de fluorescencia se convirti6 a pH; mediante calibraciones in vivo utilizando el
método de nigericina-alto K.

El eflujo de protones (Jy.) se calculdé como dpH; / dt x B; y la comparaciéon entre los
diferentes grupos se realizdé a un pH; comun de 6,8. El dpH; / dt en cada pH; se obtuvo a
partir de un ajuste exponencial de la fase de recuperacion. La capacidad de
tamponamiento intracelular de los miocitos (B;) se midid exponiendo las células a
concentraciones variables de NH,Cl en HEPES libre de Na®. Fueron estimados a
diferentes niveles de pH; a partir de las lineas de regresion de minimos cuadrados de §3; vs
parcelas pH;.

Los miocitos aislados (ver 5.1) se cargaron con BCECF (Invitrogen, Molecular Probes) a
una concentracion final de 10 pmol/L durante 10 minutos, se lavé el indicador por
centrifugacion, se descartd el sobrenadante y se resuspendié en medio HEPES libre de

BCECF. Se carg6 una gota de suspension celular sobre la platina y se realizé un pulso de
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2 minutos de NH,CI (30mM), luego se lavé con una solucién de HEPES carente de Ca*' y
de Na* con el fin de sostener la acidosis por 1 minuto. Finalmente se recirculé HEPES y
se observé la recuperacion del pH;. La capacidad inhibitoria de SIL (1 pmol/L) sobre el
NHE1 se determindé tanto en cardiomiocitos de miocardio normal (Wistar) como
hipertrofico (SHR).

6. Experimentos en animales

Los experimentos se realizaron en ratas macho SHR respetando las normas bioéticas

nacionales e internacionales para el manejo de animales de laboratorio: “Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health,

NIH Publication No. 85-23, revised 1996”7, y Comité Institucional para el Cuidado y Uso de

Animales de Laboratorio “CICUAL” de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNLP. A

continuacion se describen las preparaciones usadas y los protocolos experimentales

aplicados

6.1 Diseio experimental

Para demostrar el efecto crénico de SIL en ratas SHR, utilizamos tres grupos

experimentales.

o EIl grupo experimental 1 estaba constituido de ratas machos SHR de 4 meses de
edad. Este grupo fue tratado con SIL a una dosis de 100mg/Kg/dia (“SHR+SIL”) y
comparado con ratas SHR controles, es decir sin tratamiento (“SHR”). La droga fue
incorporada en la dieta de los animales disuelta en el agua de bebida y el tratamiento
duré 3 meses.

o El grupo experimental 2 se realiz6 con ratas macho SHR de 8 meses de edad que
también fueron tratadas de la misma forma y con la misma dosis de SIL que el grupo
experimental 1.

o El grupo experimental 3 se realiz6 con ratas macho SHR de 8 meses de edad que
también fueron tratadas de la misma forma y con la misma dosis de SIL que los
grupos experimentales anteriores, pero fueron sacrificadas al mes del tratamiento.

En todos los grupos experimentales se realizaron seguimientos de presion arterial, antes

de iniciar el tratamiento y finalizando el mismo, antes del sacrificio (realizado como consta

en el inciso 5.1). Se tomaron los pesos de las ratas y al momento del sacrificio se pesé

también el ventriculo izquierdo para determinar el indice de hipertrofia cardiaca (6.3):

cociente peso ventricular izquierdo sobre peso corporal. En ese momento se disecaron los

musculos papilares del ventriculo izquierdo (6.4), uno fue utilizado para la determinacion

de rigidez miocardica (6.5) y el otro papilar para medicion de pH; (6.6). También se
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tomaron muestras para preparar cortes histoldgicos que se utilizaron en la determinacién
de la superficie de seccién transversal (SST) de los cardiomiocitos y fibrosis intersticial
mediante porcentaje de colageno total a través de técnicas histoldgicas descriptas en el
apartado 6.7. Ademas, se tomaron muestras para la posterior medicién de los parametros
de estrés oxidativo: EROs (6.8) y T-BARS (6.9) y para la evaluacion de proteinas
involucradas en las vias de sefializacion (6.10).
6.2 Determinacién de presion arterial:

La presion arterial sistélica fue registrada en la
arteria de la cola de las ratas, segun lo descrito
en la técnica de RivaRocci (Bunag 1973). Este
método de lectura indirecta se realizé antes del
inicio, durante y al final del periodo de
tratamiento.

Primero se dejo al animal en una camara de
calor durante 15 minutos aproximadamente
con la finalidad de provocar una vasodilataciéon
en las arterias caudales para una mejor
deteccion de los pulsos pletismograficos.
Luego se lo traslad6é a una caja compacta de

acrilico con orificios. El cuerpo de la rata se

amolda con facilidad a este tipo de jaulas /

evitando el movimiento excesivo y brusco para Figura 5.Imagen del equipo de toma de presion

facilitar la utilizacion de electrodos (Figura 5). La unidad del pletismografo se acopla a
una pinza especial en forma curva que se amolda a la forma redonda de la cola de la rata.
La sefal obtenida se registré mediante un transductor de presién conectado a una
computadora.

6.3 Parametros Morfométricos

Para establecer los parametros hipertréficos por balanza se tomaron los pesos corporales
correspondientes a cada rata antes de ser sacrificadas. Antes de extraer los musculos
papilares se peso el ventriculo izquierdo, expuesto a sobrecarga por incremento en la
presion arterial. El indice de hipertrofia cardiaca se estimé como el cociente entre el peso

ventricular izquierdo respecto al peso corporal (PVI/PC).
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6.4 Aislamiento de musculos papilares de ventriculo izquierdo

En animales anestesiados con ketamina (75mg/Kg) + diazepam (5mg/Kg) via
intraperitoneal, se abrié la cavidad toracica, se expuso el corazén, se lo extrajo y se lo
perfundié con una solucién Ringer de siguiente composicion (en mmoles/L): NaCl 128.3,
KCl 4.5, CaCl, 1.35, NaHCO; 20.23, MgSO, 1.05, glucosa 11.0, burbujeado con 5%
CO,/95% O, a 30°C para eliminar la sangre residual.

Se aislaron 2 musculos papilares de ventriculo izquierdo por corazén (uno fue destinado a
la Determinacion de pH; y el otro a Determinaciéon de rigidez miocardica) los que
fueron montados horizontalmente en sendas camaras de perfusion ubicadas sobre la
platina de un microscopio invertido, entre un soporte fijo y un transductor de fuerza.

6.5 Determinacioén de rigidez miocardica.

Los musculos papilares aislados fueron montados en una camara de perfusion y
sobreperfundidos con soluciéon Ringer. La posible participacion de catecolaminas
liberadas por las terminaciones nerviosas se previno mediante el bloqueo de los
receptores adrenérgicos con 1,0 ymol/L de prazosin mas 1,0 uymol/L de atenolol. Los
musculos se estimularon a 0,2 Hz a una tension del 10% por encima del umbral
mantenido a 30°C, y se registraron las contracciones isométricas. Al cabo de un tiempo de
estabilizacion se determind la longitud basal (Lslack), asi como el ancho y espesor de los
musculos papilares. Luego se los estird progresivamente en intervalos de 10% del Lslack
hasta alcanzar la longitud a la cual desarrollaban maxima fuerza (Lmax). El area de la
SST (calculada como 0,75 del producto de espesor y ancho) se usé para normalizar los
registros de fuerza obtenidos con un medidor de tensién de silicio (modelo AEM 801,
Sensonor Technologies, Horten, Noruega). Los datos experimentales de tensién de
reposo fueron expresados en porciento de la tension medida a Lmax y ajustados a una
funcién exponencial para luego promediar valores a porcentajes fijos de tension.

6.6 Determinacion de pH;

Los musculos papilares fueron montados en un sistema similar al anterior, pero en medio
HEPES. Luego de determinarse su Lslack, fueron estirados paulatinamente hasta llegar a
Lmax. Posteriormente se los desestird hasta ~98% de Lmax, longitud a la cual se
desarrollaron los experimentos. Al igual que en el caso anterior, el medio fue
suplementado con atenolol y prazosin (1 pymol/L ambos) para inhibir las respuestas
adrenérgicas.

La actividad del NHE1 se determin6 midiendo la recuperacion del pH; dependiente de Na*

luego de una acidosis sostenida generada por un pulso de cloruro de amonio (NH,CI:
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30mM) (Perez, Piaggio et al. 2007). Los experimentos fueron realizados en ausencia
nominal de bicarbonato (buffer HEPES) para asegurar que el unico mecanismo activo de
regulacion de pH; fuera el NHE1. Los musculos se cargaron con BCECF-AM (10 pymol/L)
por una hora, luego se lavo repetidas veces el espacio extracelular con solucion libre de
indicador. Los experimentos se realizaron ~30 minutos después de este lavado, tiempo al
cual la fluorescencia del BCECF se hallaba uniformemente distribuida. La actividad del
NHE1 se estimé comparando en los distintos grupos experimentales el eflujo de H* (J4.) a
un pH; comun de ~6.8 luego de una acidosis sostenida (lavando el amonio con HEPES en
el cual el Na* fue reemplazado equimolarmente por N-metil-D-glucamina) de 10 minutos o
de una acidosis transitoria (lavando el amonio con buffer HEPES).

6.7 Técnicas Histolégicas

Para determinaciones de SST vy fibrosis, fueron cortados secciones transversales de 3 a 4
mm de ancho de cada base de corazon. El tejido ventricular se fij6 en formaldehido al
10% durante 24 horas y se embebi6 en parafina. Los portaobjetos con el preparado de
tejido en parafina fueron tefiidos con hematoxilina/eosina. Para evaluar SST, solo se
observaron células redondas a ovoides con nucleo redondo visible considerado, y se
contaron 50 células en al menos 10 imagenes obtenidas de cada muestra de corazén.

La fibrosis intersticial se evalu6é con la técnica de picrosirius red (Vogel B, Siebert H,
Hofmann U, Frantz S. 2015). El porcentaje de colageno se calculé como la suma de las
areas de colageno dividido por el area total del ventriculo izquierdo. La fraccién
volumétrica de colageno se calculé como la suma de todas las areas de tejido conectivo
dividido por la superficie total de la seccién, en no menos de 10 imagenes. El colageno
perivascular se excluyé de esta medida (Portiansky, Alonso et al. 2002)

Microscopio confocal: Muestras de ventriculo izquierdo fueron extraidas en formalina
durante 24 horas, y luego cortadas de manera serial en secciones de 10 ym de grosor
usando un vibratomo (Leica VT 1000S). La fluorescencia se detectdé usando un
microscopio confocal (Olympus FV1000). Se usé un laser de 559 nm para excitar el
fluoréforo DsRed, y el objetivo 4X para determinar la distribucion viral en el tejido. Para la
captura de imagenes, la intensidad del laser de 559 nm y la de su fotomultiplicador se
mantuvieron constantes a fin de comparar cualitativamente las muestras.

6.8 Determinacion de la produccién de especies reactivas del oxigeno

Se disecaron tiritas de tejido cardiaco del ventriculo izquierdo (1x5mm) de SHR tratadas y
sin tratar y se utilizé el método quimioluminiscencia aumentada por lucigenina para medir

la produccién O2° (Caldiz, Garciarena et al. 2007). La quimioluminiscencia en unidades
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arbitrarias (AU) se registré con un lumindmetro (Chameleon, Hidex; Finland) durante 30
segundos cada 4,5 min por un periodo total de 30 min. La produccion de O, se normalizé
a miligramos de peso seco de tejido por minuto.

Dado que las concentraciones elevadas de lucigenina (> 20 umol / L) pueden favorecer el
ciclo redox, utilizamos 5 ymol/l de lucigenina, en la que se ha demostrado que la cantidad
de artefactos es insignificante (Li, Zhu et al. 1998).

6.9 Determinacion de la peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se determind midiendo la tasa de produccion de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), expresada como unidades arbitrarias. Los
homogenatos de corazon se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. Los
sobrenadantes (0,5 ml) se mezclaron con 1,5 ml de &cido tricloroacético (30% p / v), 1 ml
de acido tiobarbiturico (0,7% p / v) y 0,5 ml de agua, seguido de ebullicién durante 15
minutos. Después del enfriamiento, la absorbancia se determind
espectrofotométricamente a 535 nm, usando un valor de € de 1,56 x 105 (mol / ) ™
(Buege and Aust 1978).

6.10 Técnicas Inmunoquimicas

6.10.1 Western Blot

Homogenizacién: Las muestras fueron congeladas a -80°C, se colocaron en 4 volumenes
(4ml/g) de buffer de lisis RIPA que contenia (en moles/L): sacarosa 300, DTT 1, EGTA 4,
ortovanadato de Na+ (pH 7.4) 1, Tris-HCI (pH7.4) 20, NaF 50, EDTA 2, pirofosfato 5,
adicionado con cocktail de inhibidores de proteasas (Complete Mini Roche) 1 pastilla/15
ml de buffer y pepstatin 1 ug/ml. Se realizaron 3 pasos de homogeneizacién en bafio de
hielo utilizando la velocidad 6 del homogeneizador de tejidos Polytron (Brikmann modelo
PCU11), de 10 segundos cada uno, separados por 30 segundos. Luego de la
homogeneizacion, las muestras se mantuvieron en bafio de hielo durante 30 minutos para
completar la accion del buffer de lisis. A continuacion, se realizd una centrifugacion a baja
12000rpm a 4°C durante 15minutos (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed
Centrifugue), para separar los restos de tejido no homogeneizado. El pellet fue descartado
y el sobrenadante se sonicé 5 segundos y se conservé como homogenato a -80°C.

Se midié la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford en lector de
microplaca. Las muestras se descongelaron en bafo de hielo. Se tomé el volumen
adecuado segun la proteina a analizar y se procedio a la desnaturalizacion y preparacion
para electroforesis utilizando buffer de muestra: SB 5X (que contiene: Tris 1.5 ml pH 6.8,

glicerol 100%, B-mercaptoetanol, SDS, azul de bromofenol).
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Para la separacion electroforética de las proteinas se utilizaron geles poliacrilamida al 8 %
Se sembrd un volumen apropiado de las muestras en las respectivas calles del gel. La
corrida electroforética se realizé a 65 mV durante 30 minutos para apilar las proteinas en
el frente de corrida y luego a 100 mV, suministrados por una fuente de poder PS 251-2
(Sigma-Aldrich). La corrida se prolongo durante el tiempo necesario para que el frente de
solvente alcanzara el extremo del gel (aprox. 90minutos).

Las proteinas separadas por su peso molecular fueron transferidas a membranas de
PVDF (Millipore) por técnica de transferencia en humedo. Las membranas se activaron
sumergiéndolas durante 30 segundos en metanol, luego se las enjuagé con agua
bidestilada y se las dejé equilibrar en el buffer de transferencia varios minutos, al igual que
los papeles de filtro y las esponjas utilizadas en el sandwich. La transferencia se llevo a
cabo con la cuba en bafio de hielo, utilizando el voltaje y el tiempo apropiados en cada
caso. Una vez finalizada, se retiraron las membranas y se corrobord la presencia de
proteinas en la misma mediante tincion reversible con rojo Ponceau (0.1% Ponceau en
0.5% de éacido acético) y posteriormente se enjuagé con T-TBS (Tris base 0.05 mol/L,
NaCl 0.15 mol/L, Tween 20 0.1%).

Las membranas se bloquearon durante 60 minutos en agitador orbital (Decalab) a
temperatura ambiente con solucion en T-TBS de leche en polvo descremada o de BSA al
5%. Luego de un breve enjuague con T-TBS de la soluciéon de blogueo, se incubaron las
membranas con la dilucion correspondiente de anticuerpo primario contra la proteina de
interés. Este procedimiento se realizé overnight, a 4°C. Se utilizaron anticuerpos anti-fosfo
ERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology), y anti-fosfo p38a/p (Santa Cruz Biotechnology), anti
ERK2 (Santa Cruz Biotechnology), anti p38 (Santa Cruz Biotechnology), anti NHE1, anti
calcineurina AB, anti caspasa 3 (Santa Cruz Biotechnology), anti gp91, anti SOD Cu-Zn
(Abcam), anti SOD Mn (Santa Cruz Biotechnology). Se utilizd anti gapdh como
normalizador.

Posteriormente las membranas se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente
y con agitacion, con 10mL de la dilucién apropiada del anticuerpo secundario
correspondiente. Como anticuerpo secundario se us6 IgG peroxidasa conjugada anti-
raton o anti-conejo segun correspondiera (Santa Cruz Biotechnology), que esta acoplado
a la enzima peroxidasa de rabano (HRP) y disefiado asi para reconocer la fraccion
especifica de la especie en la que se obtuvo el anticuerpo primario, haciendo de nexo

entre la proteina de interés y el sistema posterior de deteccion.
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Para el revelado se utilizé el sistema de deteccion ECL Plus (Amersham) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La reaccién se basa en la generacion de éster de acridinio a
partir de un sustrato, agua oxigenada y la HRP, en las condiciones alcalinas del medio
esta sustanciase oxida generando un producto excitado que emite senal
quimioluminiscente que puede ser detectada y cuantificada. La deteccién se realizd
mediante la camara CCD de un equipo Chemidoc XRS (Bio-Rad), que captura y digitaliza
las imagenes. Se cuantificd la intensidad de las bandas por densitometria utilizando el
programa Scionlmage.

6.10.2 Inmunoprecipitacion

Se homogeneizaron en [|P-Buffer tiritas de ventriculo izquierdo de ambos grupos
experimentales. Se incubd con proteina A/G sefarosa y se centrifugd a 9000rpm para
hacer un clearance. El sobrenadante fue incubado con anticuerpo monoclonal de conejo
anti-NHE1 a 4°C durante 3 horas y a continuacién nuevamente con la proteina A/G
sefarosa a 4°C hasta el dia siguiente. Las perlas enriquecidas en NHE1 se lavaron
repetidas veces, se resuspendieron en buffer de carga para SDS-PAGE y se calentaron
antes de la realizacion del Western Blot. Se estim6 fosforilacion del residuo Serina 703
(Ser703) del NHE1 empleando un anticuerpo anti-motivo de union para la proteina 14-3-3
(anti 14-3-3BM) (Snabaitis, D'Mello et al. 2006). Ademas se estimd interaccion entre
NHE1 y la fosfatasa PP2A utilizando un anticuerpo anti PP2A (Santa Cruz Biotechnology).
7. Estadistica

Los resultados se expresaron como media + error estandar. El andlisis estadistico entre
los distintos grupos experimentales se realizé mediante la prueba t de Student, ANOVA de
una via seguido de Student-Newman-Keuls como post-hoc o ANOVA de dos vias segun
correspondiera. Se uso el programa Primer of Biostatistics (McGraw Hill) para realizar
estas pruebas estadisticas. Se establecié como limite de significacion un valor de p <
0,05.
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8. Efecto agudo de Sildenafil sobre la actividad de NHE1 en miocitos aislados de
ratas Wistar y SHR

El efecto agudo de SIL sobre la actividad de NHE1 se describié originalmente en el
miocardio normotrofico de rata Wistar (Perez, Piaggio et al. 2007), por lo que decidimos
inicialmente probar que la capacidad inhibitoria de SIL sobre el NHE1 también estaba
presente en cardiomiocitos aislados del miocardio hipertréfico de ratas SHR, donde el
NHE1 se encuentra hiperactivo (Perez, Alvarez et al. 1995). Para ello evaluamos la
recuperacion de pH; luego de una acidosis sostenida (calculada como el Jy. a un mismo
pH)) generada mediante la técnica del pulso de amonio (ver metodologia 5.2) en
cardiomiocitos de ambas cepas, en presencia y ausencia de SIL. El panel A de la Figura
6 muestra los registros originales de pH,, y el grafico de barras del panel B los promedios
generales de Ju. obtenidos en las diferentes condiciones experimentales a un pH; comun
de 6.8. Como era de esperar, el efecto inhibitorio de SIL sobre la actividad del NHE1
demostrado previamente en musculos papilares de rata Wistar, también se evidencié en

cardiomiocitos aislados indicando que es un efecto directo de SIL sobre la célula

miocardica.
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Figura 6. A) Registros representativos con su correspondiente aproximacion exponencial de la recuperacion
de pHi en miocitos aislados de ratas Wistar y de SHR, en presencia y ausencia de SIL. B) Promedios
generales de eflujo de protones a un pHi comun de 6,8 en todos los grupos experimentales. * p<0,05 con

respecto a Wistar; # p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR.
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Los registros representativos mostrados a la derecha del panel A corresponden a
experimentos realizados en cardiomiocitos aislados de rata SHR, donde no solo se
confirma la accion inhibitoria de SIL sobre el NHE1 en estas células hipertréficas, sino que
ademas se puede observar que la recuperacion de la acidosis en ausencia de SIL fue
significativamente mayor que la observada en cardiomiocitos de rata Wistar, confirmando
hallazgos previos de nuestro grupo que demostraron la hiperactividad del NHE1 en el
miocardio hipertrofico de SHR (Perez, Alvarez et al. 1995).

Resulta interesante destacar que la accién inhibitoria de SIL sobre el NHE1 deja una
actividad remanente del mismo de magnitud similar en ambas cepas de ratas. En tal
sentido, y tomando en cuenta hallazgos previos (Haworth, McCann et al. 2003, Perez,
Piaggio et al. 2007), es factible especular con la posibilidad de que SIL esté promoviendo
la desfosforilaciéon plena del NHE1 en ambos casos, dejando como resto de actividad
solamente aquella debida a la sensibilidad del sitio alostérico del intercambiador al H*
intracelular (Wakabayashi, Bertrand et al. 1994). Es importante recordar aqui que la
hiperactividad del NHE1 en SHR no seria debida a un aumento de la expresion del
intercambiador (Siczkowski, Davies et al. 1994) sino que seria producto de un estado de
hiperfosforilacion basal del mismo como sugiere Siczkowski y col. (Siczkowski, Davies et
al. 1994).

9. Hipertrofia inducida por Angiotensina Il en células H9C2. Efecto del tratamiento
crénico con Sildenafil
En el apartado anterior se demostré la capacidad inhibitoria de SIL sobre el NHE1 en
cardiomiocitos hipertréficos de SHR. El objetivo principal de los apartados siguientes sera
demostrar que esta nueva propiedad de SIL le confiere capacidad anti-hipertrofiante. En
ésta etapa nos enfocamos en la evaluacion de los efectos crdonicos de SIL sobre células
cardiacas sometidas a un estimulo pro-hipertrofiante. A tal fin utilizamos un cultivo celular
derivado de células mioblasticas H9C2, las cuales fueron sometidas a estimulaciéon con
Ang II, como agente pro-hipertrofiante (Watkins, Borthwick et al. 2011) y a tratamientos
con diferentes dosis de SIL, evaluando el incremento porcentual en el area celular (ver
metodologia 4.2.2). Cabe recordar que la hiperactividad del NHE1 se halla
estrechamente vinculada al desarrollo de HC (Camilion de Hurtado, Portiansky et al.
2002), y que diversos factores de crecimiento como Ang Il o endotelina no solo son

ampliamente reconocidos por su capacidad pro-hipertrofiante (Sadoshima, Xu et al. 1993,
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Adiarto, Heiden et al. 2012) sino ademas por promover la activacion del NHE1 (Cingolani,
Perez et al. 2005).
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Figura 7. A) Incremento en el area celular de H9C2 con estimulos dosis-creciente de Ang Il. Los tiempos de
incubacioén fueron 24horas (Izquierda) y 48horas (Derecha). B) Efecto de concentraciones crecientes de SIL
sobre la hipertrofia inducida por 24horas de incubacién con Ang I 10°Mm. * p<0,05 con respecto a control; #
p<0,05 con respecto a Ang Il.

Se emplearon diferentes dosis de Ang Il para corroborar la magnitud de su efecto
hipertrofiante en esta linea celular (Watkins, Borthwick et al. 2011). Se evalué el
incremento en el area celular luego de 24 y 48 horas de iniciado el tratamiento en las
distintas condiciones experimentales. La Figura 7 A muestra que Ang Il a dosis iguales o
mayores a 10®M fue capaz de inducir un incremento significativo y sostenido en el area
de las células HO9C2, que se mantuvo en el tiempo hasta las 48 horas. Seguidamente, y
dado que nuestro objetivo principal era comprobar el potencial rol anti-hipertrofiante de
SIL, evaluamos el efecto de este compuesto sobre el incremento en el area inducido tras
24 horas de incubacién con una dosis Unica de Ang Il de 10°M. El area celular se
determiné luego de 24 horas de incubacion con diferentes dosis de SIL (es decir, 48 horas

totales de incubacion con Ang Il). SIL provocd una reduccion dosis dependiente de la
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hipertrofia celular que alcanzé valores estadisticamente significativos a concentraciones
de 5y 10 uM como se observa la Figura 7 B. Vale destacar que a la dosis mayor de SIL
ensayada (10 uM) la reversién del efecto hipertrofiante de Ang Il fue total. Los resultados
indican que SIL es capaz de revertir la hipertrofia generada por Ang Il en células H9C2.
Este efecto de SIL podria estar asociado a su capacidad inhibitoria sobre la hiperactividad
del NHE1, el cual se encuentra expresado en esta linea celular (Jaballah, Mohamed et al.
2015) y cuya relacién con Ang Il se ha demostrado previamente (Costa-Pessoa,
Figueiredo et al. 2013).

10. Efectos de la administracion crénica de Sildenafil sobre la hipertrofia cardiaca
patolégica de ratas SHR jovenes

Trabajos anteriores de nuestro laboratorio demostraron que la inhibiciéon crénica de la
actividad del NHE1 con cariporide (durante 3 meses) promueve un mejoramiento en la
HC, la fibrosis y la distensibilidad miocardica en ratas SHR jévenes (Camilion de Hurtado,
Portiansky et al. 2002, Cingolani, Rebolledo et al. 2003). Por otro lado, el tratamiento
cronico con SIL (6 semanas) en ratas sometidas a infarto agudo de miocardio fue capaz
de prevenir la generacion de HC producida a consecuencia del mismo, efecto que se vio
acompanado de una disminucion significativa de la actividad del NHE1 (Perez, Piaggio et
al. 2007). En este contexto, y para tratar de corroborar si los resultados obtenidos en
cultivos celulares podian ser reproducidos en un modelo de HC in vivo, decidimos probar
si SIL era capaz de prevenir la HC administrandolo cronicamente a ratas SHR. Como
primera aproximacion, utilizamos animales jovenes de 4 meses de edad, los cuales fueron
medicados con SIL 100mg/kg/dia mediante el agua de bebida durante 3 meses
(SHR+SIL, n=4), y comparados con sus respectivos controles que no recibieron
medicaciéon (SHR, n=4). Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, los animales fueron
sacrificados y se midieron parametros funcionales e indices de HC.

Debido al conocido efecto vasodilatador de SIL (que justifica sus indicaciones
terapéuticas), evaluamos la posibilidad de que exista un efecto vascular en nuestro
modelo, determinando presion arterial a lo largo del tratamiento. Como se puede ver en la
Figura 8, las presiones arteriales de las ratas tratadas no fueron diferentes de sus
controles sin tratar a lo largo de todo el tiempo de tratamiento. Para una mejor
comparacion en el panel B se exhiben los promedios de presiones arteriales al inicio y al

final del tratamiento. Estos resultados nos permitieron descartar una posible accién
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antihipertensiva de SIL que pudiera afectar la sobrecarga hemodinamica y, en

consecuencia, la HC de estos animales.
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Figura 8. Presion arterial sistolica en ambos grupos experimentales. A) Seguimiento durante el periodo de
tratamiento. B) Valores al inicio y al final del tratamiento en cada grupo.

El cociente peso ventricular izquierdo (PVI) / peso corporal (PC) se utilizé para estimar HC
en ambos grupos de animales. En tal sentido, la Figura 9 muestra que el tratamiento
crénico con SIL de ratas SHR jovenes fue capaz de reducir significativamente la HC de

estos animales.
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Figura 9. Promedio del parametro hipertréfico PVI/PC (peso ventricular izquierdo sobre peso corporal) en un

PVI/IPC

grupo de SHR sin tratamiento y al cabo de 3 meses de tratamiento con SIL en animales jovenes. * p<0,05

SHR+SIL con respecto a SHR sin tratamiento.

Como ya se ha dicho en un apartado anterior, la HC se caracteriza por un aumento de la
fibrosis intersticial y disfuncion cardiaca. Parte de esta disfuncion se evidencia en que los
corazones hipertroficos presentan un incremento en la presion diastolica final
independientemente del volumen debido principalmente a una mayor rigidez de su pared
(Gilbert and Glantz 1989). Con la idea de estimar funcion diastélica evaluamos rigidez

miocardica en musculos papilares aislados de ambos grupos experimentales comparando
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curvas longitud-tensiéon. Como se puede observar en la Figura 10, el tratamiento con SIL
disminuy6 significativamente la rigidez del miocardio de SHR, lo que a su vez se
correlacioné con una disminucién del colageno intersticial total, componente clave para la

determinacion de dicha rigidez.
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Figura 10. A) Evaluacion de la rigidez miocardica mediante curvas longitud-tensiéon en musculos papilares

aislados de ventriculo izquierdo. B) Porcentaje de colageno total (tipos | y Ill) que permite evaluar fibrosis

intersticial. * p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR sin tratamiento.

Como ya se menciond, la inhibicion del NHE1 es clave tanto para la reversion de la
hipertrofia post-infarto de miocardio (Perez, Piaggio et al. 2007) como para la prevencion
del desarrollo de hipertrofia por sobrecarga de presion (Camilion de Hurtado, Portiansky et
al. 2002, Cingolani, Rebolledo et al. 2003). Por esta razén, decidimos evaluar la actividad
del NHE1 en musculos papilares aislados del ventriculo izquierdo de ratas SHR controles
y tratadas con SIL. La actividad del intercambiador fue estimada mediante la recuperaciéon

de pH; luego de una acidosis sostenida.
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Figura 11. A) Promedios generales de la actividad de NHE1 estimada mediante el eflujo de protones durante
la recuperacién de la acidosis a un pH; comun de ~ 6,8. * p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR sin
tratamiento. B) Registros tipicos de medicion de pH; durante la totalidad de la recuperacion de la acidosis

luego del pulso de amonio en una rata SHR control y una tratada con SIL.
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Los resultados presentados en la Figura 11 muestran que el tratamiento crénico con SIL
promovioé una disminucién significativa de la actividad del NHE1, de manera similar a lo
observado en cardiomiocitos aislados en los que SIL fue aplicado agudamente. Estos
resultados sustentan firmemente la posibilidad de que la inhibicidn crénica del
intercambiador haya sido responsable del efecto anti-hipertrofiante de SIL sobre el

miocardio de ratas SHR (Figura 9).

11. Efecto de Sildenafil sobre miocardio hipertrofico de ratas adultas.

Sobre la base de las mejoras observadas en ratas SHR jévenes, nos preguntamos si el
tratamiento crénico con SIL también seria capaz de revertir la hipertrofia en ratas con un
mayor grado de avance de la patologia. Con este propdsito, se repitio el tratamiento con
SIL (durante 3 meses, 100mg/kg/dia) en animales de 8 meses y se los compard con sus

respectivos controles no tratados.
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Figura 12. Promedios de presién arterial medida al inicio y al final del periodo de tratamiento en ambos

grupos experimentales.

Similarmente a lo mostrado en ratas jévenes, SIL no tuvo efecto vasodilatador (Figura 12)
y provocd una disminucion significativa de la relaciéon PVI/PC como se aprecia en la
Figura 13 A, indicando que el tratamiento anti-hipetrofiante también es efectivo en
animales con mayor edad, y por ende con un desarrollo mas avanzado de la patologia.

La disminucion del cociente PVI/PC observada en el grupo tratado con SIL tuvo su
correlato en una disminucion significativa del area de seccion transversal de los

cardiomiocitos, como se puede observar en la Figura 13 B.

47



4+ 800
*

3 . 600 *
o~ —
e

2- E 400
]_
7))
7))

1+ 200 4

0- 04

SHR SHR+SIL SHR SHR+SIL

Figura 13. A) Relacién PVI/PC en ambos grupos luego de 3 meses de tratamiento con SIL en ratas de 8
meses de edad. B) Promedios del area de secciéon de cardiomiocitos ventriculares. * p<0,05 SHR+SIL con

respecto a SHR sin tratamiento

En cuanto a la funcién miocardica, observamos una disminucioén significativa de la rigidez
de la pared en el grupo tratado con SIL (Figura 14 A), que al igual que en las ratas
jovenes se correlaciond con una disminucion en los niveles de colageno intersticial
(Figura 14 B), indicando una significativa mejoria en la funcién diastélica en estos

animales.
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Figura 14. A) Evaluacion de la rigidez miocardica mediante curvas longitud-tension en musculos papilares

aislados de ventriculo izquierdo. B) Porcentaje de colageno total (intersticial). * p<0,05 SHR+SIL con respecto

a SHR sin tratamiento.

Finalmente, no encontramos diferencias significativas en la fosforilacion de las quinasas
involucradas en vias relacionadas a la hipertrofia. Por esta razén decidimos evaluar

posibles cambios prematuros a tiempos mas cortos de tratamiento con SIL.
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12. Posible mecanismo de accién de Sildenafil: Blancos intracelulares

Una vez que verificamos la disminucion significativa de la HC por SIL en ratas de 8 meses
de edad nos propusimos identificar el posible mecanismo por el cual SIL generd los
efectos beneficiosos. Para ello tratamos ratas de 8 meses de edad durante un periodo de
tiempo mas corto (1 mes), con la idea de detectar posibles cambios precoces en las rutas
de sefializacion que pudieran haberse enmascarado en etapas mas tardias de
tratamiento.

Al igual que en los grupos anteriores el tratamiento con SIL no modifico significativamente
los valores de presion arterial (Figura 15). Dado que en ratas SHR se ha demostrado una
exacerbada produccion de Ang Il (Fukuda, Hu et al. 2002), que seria responsable de una
mayor activacion de la via autécrino-paracrina que lleva a un aumento en la fosforilaciéon y
actividad del NHE1 en cardiomiocitos (Cingolani, Perez et al. 2013), nos propusimos
inicialmente evaluar la actividad del NHE1 en musculos papilares aislados de ambos
grupos experimentales, pero en esta oportunidad utilizando un modelo de acidosis
transitoria. La idea aca era poder evaluar la actividad basal del intercambiador en cada
grupo experimental evitando que el desafio acidético altere per se los niveles de
fosforilacion del intercambiador como lo hace la acidosis sostenida (Haworth, McCann et
al. 2003). Asi, si el NHE1 se encontrase hiperfosforilado basalmente en SHR vy el
tratamiento con SIL afectara su fosforilacion y consecuentemente su actividad, podriamos

ponerlo facilmente de manifiesto mediante esta simple maniobra experimental.
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Como se puede ver en la Figura 16, la actividad del NHE1 tras acidosis transitoria

también fue reducida por el tratamiento crénico con SIL, reforzando la idea de que la
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inhibicion del intercambiador por SIL subyace a los efectos anti-hipertrofiantes del

compuesto.
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Figura 16. A) Actividad de NHE1 estimada mediante el eflujo de protones a un pH comun de ~ 6,8. * p<0,05
SRH+SIL con respecto a SHR sin tratamiento. B) Registro tipico de medicién de pH; durante un pulso de

amonio completo en un papilar de cada grupo experimental.

La menor actividad del NHE1 luego del tratamiento con SIL podria deberse a una
disminucién de su fosforilacion, como hemos descripto en Wistar (Diaz, Nolly et al. 2010)
y creemos que efectivamente esta ocurriendo aqui; a una menor expresion proteica, como
sucede en las ratas infartadas tratadas con este farmaco (Perez, Piaggio et al. 2007); o
eventualmente a una combinatoria de ambas situaciones. Como se ve en la Figura 17 A,
el tratamiento crénico con SIL no generd variaciones en la expresion total del
intercambiador. Interesantemente, la fosforilacion en el sitio Ser703 de la cola citosdlica
del NHE1, evaluada por expresion del motivo de unién a la proteina adaptadora 14-3-3 en
muestras inmunoprecipitadas con anticuerpo anti-NHE1 (ver Metodologia 6.10.2),
disminuyd significativamente (Figura 17 B), lo cual nos permite sugerir que el efecto de
SIL seria unicamente sobre la actividad intrinseca del NHE1 sin alterar su expresion.
Como se dijo previamente, resultados anteriores de nuestro grupo de trabajo muestran
que en agudo, SIL induce la activacion de la fosfatasa PP2A (Diaz, Nolly et al. 2010) y
que dicha activacion estaria mediada por la quinasa p38 llevando a la desfosforilacion del
NHE1 (Diaz, Escudero et al. 2019). Para identificar si esta ruta pudiera explicar los
resultados observados en este modelo de tratamiento crénico con SIL, evaluamos la

fosforilacion de p38 como estimacion de su activacion.
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Figura 17. A) Expresion del NHE1 referida a una proteina de expresion invariante en ambas cepas como es
GAPDH. B) Fosforilacion en el sitio Ser703 de NHE1, evaluada a través de la expresion del motivo de unién
para la proteina 14-3-3. Sobre los graficos de barras se observan western blots representativos, C: SHR, S:
SHR+SIL. * p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR sin tratamiento
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Figura 18. A) Promedio de la fosforilacion de p38 (izquierda) y promedio de la expresion de p38 (derecha)
estimadas mediante western blot. B) Promedio de la interaccion de PP2A con NHE1 estimada mediante
inmunoprecipitacién. Sobre los graficos de barras se observan western blots representativos, C: SHR, S:
SHR+SIL * p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR sin tratamiento
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La Figura 18 muestra un aumento significativo en la fosforilacién/activacién de p38 sin
cambios en la expresion de esta quinasa. Como se dijo antes, postulamos que p38
activaria a PP2A, y ésta desfosforilaria al NHE1 en el sitio Ser703 disminuyendo su
actividad con el consecuente efecto anti-hipertrofiante. Con la idea de sumar evidencia en
favor de la hipodtesis decidimos evaluar (mediante inmunoprecipitacion) la posible
existencia de una interaccion entre la enzima PP2A y su sustrato el NHE1 (Snabaitis,
D'Mello et al. 2006), y de ser asi, si esa interaccion se modificaba por el tratamiento con
SIL. El ensayo permitid corroborar la existencia de una interaccion entre PP2A y NHE1
que se vio incrementada con el tratamiento con SIL a pesar de no alcanzar un nivel

estadisticamente significativo (p=0,059).

12.1 Efecto de Sildenafil sobre el estrés oxidativo miocardico
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Figura 19. Indicadores de estrés Oxidativo. A) Produccién basal de anion superdxido estimado por método de
lucigenina. B) Estimacion de peroxidacion lipidica mediante la técnica de T-BARS. C) Fosforilacion de la
quinasa redox-sensible ERK1/2 (sobre el grafico de barras se observa un western blot representativo, C: SHR,

S: SHR+SIL). * p<0,05 con respecto a SHR sin tratamiento.
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Como las ratas SHR presentan un mayor estrés oxidativo (Kunes, Hojna et al. 2004),
estimamos la concentracion de EROs basales mediante la técnica de lucigenina (ver
metodologia 6.8) con la idea de detectar posibles cambios generados por el tratamiento
cronico con SIL. Los resultados presentados en el panel A de la Figura 19 muestran que
el tratamiento con SIL generé una disminucién significativa de las EROs. En
concordancia, el analisis de T-BARS permiti6 comprobar una disminucion del dafo
oxidativo a nivel lipidico generado como consecuencia de las elevadas concentraciones
intracelulares de EROs (Figura 19 B). Consistentemente, se detecté una disminucion en
la activacién de la proteina redox sensible ERK1/2 (Figura 19 C), quinasa corriente arriba
en la regulacién por fosforilacién del NHE1.

Seguidamente nos preguntamos cuales podrian ser las causas del efecto antioxidante de
SIL. En tal sentido, se ha sugerido que SIL podria participar en la regulacion de varios de
los numerosos sistemas que participan en la homeostasis de las EROs. Un estudio en
humanos ha demostrado un aumento de las enzimas antioxidantes en sangre como SOD
y catalasa (Perk, Armagan et al. 2008) a consecuencia del tratamiento con SIL, mientras
que en las arterias del cuerpo cavernoso de conejo se ha visto que SIL ejerce un efecto
inhibitorio sobre NADPH oxidasa (Jeremy, Ballard et al. 1997, Koupparis, Jeremy et al.
2005). Con la idea de dilucidar posibles blancos cardiacos de SIL que pudieran promover
la disminucion de EROs observada en la Figura 19, evaluamos expresion de gp91,
subunidad glicosilada de NADPH oxidasa citosolica. Esta enzima, cuyas subunidades se
acoplan para permitir su funcionamiento y se degradan cuando no esta activa (Groemping
and Rittinger 2005) produce pequefas cantidades de EROs que luego son amplificadas
en mitocondria (Zorov, Filburn et al. 2000). Como se puede apreciar en la Figura 20, no
observamos cambios significativos en la expresion de esta subunidad entre ambos grupos
de ratas, lo que nos permite desestimar a NADPH como blanco de las acciones de SIL en

el miocardio de SHR.
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Como se dijo antes, otros potenciales blancos de la accion de SIL que justifiquen la
disminucion en EROs podrian ser los sistemas antioxidantes. Se ha demostrado en
neuronas de raton sometidas a estimulos estresores que SIL aumentaria la expresion de
mensajeros de enzimas antioxidantes como por ejemplo SOD (Sikandaner, Park et al.
2017). Por esta razén evaluamos la expresion de dos isoformas de SOD, SOD1 (SOD Cu-
Zn) y SOD2 (SOD-Mn) en ambos grupos de ratas. Sin embargo, como se puede observar
en la Figura 21, no se detectaron cambios apreciables en la expresion de estas enzimas,
permitiéndonos descartar también un posible efecto de SIL sobre este sistema

antioxidante enzimatico.
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Figura 21. Evaluacion de expresion de las enzimas antioxidantes. A) Promedio de la expresion de SOD Cu-
Zn (SOD1). B) Expresion de SOD Mn (SOD2). Sobre los graficos de barras se observan western blots
representativos, C: SHR, S: SHR+SIL.

Estudios anteriores de nuestro laboratorio mostraron que la disminucion de la actividad de
NHE1 mitocondrial determina una menor generacion de EROs (Garciarena, Caldiz et al.
2008, Garciarena, Fantinelli et al. 2011). Dado que no hemos detectado cambios en las
proteinas relacionadas a la generacion citosolica de EROs como NADPH oxidasa, o a la
degradacion de las mismas, se podria especular con una inhibiciéon del NHE1 mitocondrial
promovida por SIL como posible causa de la disminucién de EROs. Lamentablemente no
contamos actualmente con datos que permitan validar o refutar esta hipdtesis, la cual

intentaremos probar mediante experimentos futuros.
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12.2 Efecto de Sildenafil sobre las vias de Calcineurina/NFAT y caspasa 3

La hiperactividad del NHE1 se ha asociado a un incremento en el calcio citosdlico,
principalmente por promover una sobrecarga de Na® que forzaria un mayor
funcionamiento del intercambiador Na*/Ca*?> en modo inverso (Cingolani, Perez et al.
2013). Dicho incremento de calcio se ha demostrado que es suficiente para desencadenar
sefiales deletéreas (Nakamura, lwata et al. 2008), las cuales pueden ser consecuencia de
la activacion de la via calcineurina/NFAT que lleva a un aumento de la transcripcion de
distintos genes pro-hipertréfiantes (Ennis, Garciarena et al. 2007). Por este motivo,
sospechamos que SIL podria estar afectando esta via. Ademas, se ha mostrado evidencia
que SIL protege contra apoptosis y necrosis en miocitos ventriculares de ratones adultos
sometidos a isquemia simulada, mediante un mecanismo que involucra la disminucion de
caspasa 3 (Das, Xi et al. 2005). En este contexto, decidimos evaluar ambas rutas
intracelulares en nuestras condiciones experimentales, para lo cual analizamos la
expresion de la isoforma inducible de calcineurina (Cn AB), cuya induccién es indicio de

su actividad, y de caspasa 3, enzima perteneciente a la familia de las cisteina-proteasas.
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Figura 22. Evaluacion de la expresion de enzimas involucradas en vias deletéreas. A) Expresion de caspasa
3. B) Expresion de calcineurina. Sobre los graficos de barras se observan western blots representativos, C:
SHR, S: SHR+SIL. * p<0,05 SHR+SIL con respecto a SHR sin tratamiento.

Como muestra la Figura 22, ambas proteinas se encuentran disminuidas
significativamente en las ratas tratadas con SIL. Esto sugiere que en ratas SHR adultas la
accién de SIL implicaria una posible inhibicion de las rutas que conducen tanto a la

hipertrofia como a la apoptosis de las células miocardicas.

55



12.3 Efecto de Sildenafil sobre hipertrofia cardiaca y funcion diastélica

Una vez mas evaluamos la relaciéon PVI/PC como indice de HC y la distensibilidad del
musculo papilar como medida funcional. A pesar de las diversas rutas afectadas por el
tratamiento de un mes con SIL en ratas de 8 meses de edad (Figuras 18 a 22), solo se
pudo observar una leve tendencia (no significativa) a disminuir el desarrollo de HC en el

grupo tratado sin cambios detectables en la rigidez parietal (Figura 23).
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Figura 23. Hipertrofia y rigidez miocardica. A) Promedio de PVI/PC. B) Rigidez miocardica evaluada mediante

curvas longitud-tensién en musculos papilares de ventriculo izquierdo.

En resumen, la administracion de SIL durante un mes indujo la disminucién de la
fosforilacion en Ser703 y de la actividad del NHE1, por una via que involucra a la quinasa
p38 y la fosfatasa PP2A. El tratamiento también provocé una reduccién significativa del
estrés oxidativo y de las quinasas redox-sensibles corriente arriba del NHE1. Ademas, y
aunque no se pudieron detectar evidencias morfolégicas y funcionales concretas (Figura
23) probablemente por el escaso tiempo de tratamiento, también fue capaz de reducir la
activacion de calcineurina y por ende la via pro-hipertréfica cascada abajo
(calcineurina/NFAT), como asi también la activacién de caspasa 3 y su consecuente ruta
pro-apoptética.

En conjunto, y mas alla de los puntos que aun no hemos logrado dilucidar con precision,
los resultados obtenidos permiten sugerir que el tratamiento crénico con SIL es capaz de
interferir con el desarrollo de HC en SHR, mediante un mecanismo que podria asignarse a

una disminucion del estrés oxidativo y de la actividad del NHE1.
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Seccion IV:

DISCUSION
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Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis demuestran que el tratamiento crénico
con SIL, conocido inhibidor de FDE5A ampliamente usado en clinica médica, determina
cambios beneficiosos en el miocardio hipertréfico (patoldgico) de ratas SHR. En tal
sentido, 3 meses de tratamiento con SIL provocaron una disminucion de la hipertrofia
ventricular izquierda (menor indice PVI/PC que tuvo su correlato en una disminucion de la
superficie de seccidén de los cardiomiocitos), y de la fibrosis intersticial, lo cual se tradujo
en una menor rigidez de la pared ventricular. Estos hallazgos nos permiten concluir que el
tratamiento crénico con SIL es efectivo para mejorar tanto la morfologia como la funcién
miocardica, posicionando a este compuesto como una interesante alternativa terapéutica
para esta patologia de alta prevalencia en sociedades occidentales. Seguidamente
analizaremos algunos aspectos del presente trabajo que merecen ser considerados.

En primera instancia discutiremos los modelos experimentales utilizados durante el
trabajo. Como vimos en la seccién “Resultados”, con el fin de estudiar los efectos de SIL
en un tratamiento crénico sobre un modelo in vitro se utilizaron células H9C2, las cuales
como hemos mencionado anteriormente son una linea celular derivada de ventriculo de
embrién de rata, presentando varias semejanzas morfolégicas y de expresion proteica con
los cardiomiocitos primarios (Hescheler, Meyer et al. 1991). Sin embargo, a diferencia de
estos Ultimos, su uso asociado a ensayos relacionados con hipertrofia puede ser
cuestionable debido a que son una linea celular proliferativa. Mas alla de eso, esta linea
ha sido utilizada en multiples trabajos orientados al estudio de la HC (Shubeita,
McDonough et al. 1990, Rosenkranz 2004, Watkins, Borthwick et al. 2011, Somvanshi,
Qiu et al. 2013, Song, Zhang et al. 2015, Luo, Zheng et al. 2016, Mao, Wang et al. 2016).
Entre ellos, Watkins y col. (Watkins, Borthwick et al. 2011) demostraron que esta linea
celular responde a estimulos pro-hipertrofiantes como Ang Il y ET1 de forma similar a un
cultivo de cardiomiocitos primarios de neonatos. Mas aun, demostraron que luego de 48
horas de incubacién con dichos factores, se producian aumentos significativos en el area
celular y en la expresién de genes que habitualmente se expresan en respuesta a
estimulos hipertrofiantes como BNP y ANP, lo cual no sélo avala nuestra eleccion como
modelo experimental, sino que ademas respalda nuestros resultados en area celular
obtenidos luego de 24/48 horas con Ang |l (Figura 7). Respecto de la elecciéon de Ang I
como agente pro-hipertrofiante en H9C2, decidimos utilizar este factor de crecimiento con
la idea de simular las condiciones hipertrofiantes que presentan las ratas SHR, en las que

se ha descripto un aumento de Ang Il localmente en células lisas vasculares (Hu, Fukuda
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et al. 2002), como también una exacerbacion general del sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona (Lijnen and Petrov 1999).

Otro aspecto a discutir es la edad de las ratas SHR utilizadas en el tratamiento crénico.
En el presente trabajo se seleccionaron dos grupos etareos al inicio del tratamiento:
animales jovenes de 4 meses de edad y adultos de 8 meses. Se sabe que la hipertensién
espontanea caracteristica de este modelo comienza a manifestarse aproximadamente a
los 2 meses de vida, y que para los 4 meses ya cuentan con un crecimiento hipertrofico
manifiesto que alcanza su maximo nivel aproximadamente a los 6 meses de edad (Sen,
Tarazi et al. 1974). Revisando la literatura es posible detectar que la mayoria de los
trabajos en SHR han sido llevados a cabo en animales de entre 2 y 6 meses de edad,
siendo lo mas comun realizar ensayos a partir de los 3 0 4 meses de edad (Cingolani,
Rebolledo et al. 2003, Chiang, Badrealam et al. 2018, Melo Junior, Dalpiaz et al. 2018).
Sin embargo, Bell y col (Bell, Kelso et al. 2004) sostienen que éste es un periodo de
cambios importantes para los animales por lo que la eleccion de la edad puede ser
responsable de la variabilidad de resultados en estudios experimentales. Entendemos que
independientemente de las variaciones experimentales que pudiera suponer el uso de un
modelo de hipertrofia con ratas jévenes (Figuras 8 a 11), el uso de ratas de 8 meses de
edad con una hipertrofia totalmente establecida valida nuestras conclusiones acerca de la
disminucion significativa de la HC mediante el tratamiento con SIL (Figuras 12 a 14).

Otro punto importante a tratar es el posible efecto hipotensor de SIL. Como
mencionamos en “Introduccién” este farmaco ha sido ampliamente usado para tratar la
disfuncion eréctil (Eardley, Brooks et al. 1999) y la hipertension pulmonar (Singh 2010)
debido a su accion vasodilatadora. Se ha demostrado en pacientes que si bien SIL
potencia el efecto hipotensor de nitratos organicos como gliceril trinitrato disminuyendo
significativamente la presién arterial, no tiene efecto hipotensor per se (Webb, Freestone
et al. 1999). Mas aun, resultados obtenidos por Jackson y col. (Jackson, Benjamin et al.
1999) en los primeros estudios clinicos de fase | en voluntarios sanos indicaron que SIL
tiene modestas propiedades vasodilatadoras sin cambios significativos en la presién
arterial. Por otro lado, se ha reportado un efecto hipotensor de SIL en pacientes con
hipertension resistente a 24 horas de la administracién de una unica dosis de SIL (Santa
Catharina, Modolo et al. 2016) por lo que tal vez tenga un efecto hipotensor transitorio en
administracion aguda y no en un tratamiento crénico como ocurre en nuestro caso. En
efecto, en cuanto a su uso para el tratmiento de la hipertension pulmonar, se ha reportado

que SIL tiene una disminucién significativa en la presion pulmonar sin afectar la presion
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arterial sistémica (Gillies, Roblin et al. 2002). En diferentes trabajos clinicos se ha
observado que una dosis de SIL oral preoperatorio en pacientes con hipertension
pulmonar severa produce durante el periodo perioperatorio un importante efecto
vasodilatador pulmonar sin generar cambios en la presion arterial (Shim, Choi et al. 2006,
Gandhi, Shah et al. 2014)

En ratas SHR no existe pleno acuerdo acerca del posible efecto hipotensor de SIL,
planteando un escenario por lo menos incierto debido a la disparidad de resultados. En tal
sentido, si bien nuestros resultados (Figuras 8, 12 y 15) coinciden con los de Fowler y col.
(Fowler, Naz et al. 2007) quienes muestran ausencia de efecto de SIL sobre la presién
arterial en SHR, parecieran diferir de los de Yaguas y col. (Yaguas, Bautista et al. 2010)
quienes observaron una tendencia (estadisticamente no significativa) a la disminucion de
la presién arterial en ratas SHR de aproximadamente 4 meses tratadas con una dosis
baja (2.5 mg/kg/dia) de SIL durante 6 meses. En favor de estos autores se encuentra el
hecho de que usaron un método de registro de presién arterial que involucraba la
introduccion de un catéter en la arteria carétida, que resulta mucho mas sensible que el
método pletismografico usado en nuestro trabajo (método indirecto no invasivo de la cola,
ver apartado 6.2 de Metodologia), a pesar de lo cual tampoco pudieron observar
diferencias significativas.

Respecto de la dosis de SIL utilizada (100mg/kg/dia), si bien pareciera ser muy alta, es
necesario recordar que el metabolismo de SIL en ratas es diferente al de humanos. En un
estudio realizado por Walker y col. (Walker, Ackland et al. 1999) en el que se compara la
farmacocinética de SIL en diferentes mamiferos, se observé que las ratas macho tienen
mayor metabolismo de la droga que los humanos y una excrecion significativamente
aumentada de SIL al cabo de 24 horas (64% vs. 19%).

Un hallazgo importante de nuestro trabajo es la reduccion de la fibrosis intersticial en
SHR, tanto en animales jovenes como adultos. Se la evalué mediante la variacion del
porcentaje de colageno intersticial. El colageno es sintetizado por los fibroblastos que,
como dijimos en ‘“Introduccion”, constituyen el 64% del total de los tipos celulares
cardiacos. También es sabido que Ang Il ademas de actuar sobre los miocitos cardiacos
generando el remodelamiento caracteristico, actua sobre los miofibroblastos generando
tanto proliferacion (Cheng, Cheng et al. 2003) como un incremento en la sintesis de
colageno (Rosenkranz 2004), por lo que es esperable que en las ratas SHR se encuentre
aumentada la fibrosis. Nuestros resultados permitirian inferir que SIL también esta

actuando sobre este tipo celular. En este sentido, en fibroblastos cardiacos aislados de
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ratones sometidos a TAC y tratados con SIL durante 4 semanas se observo una
disminucion de la actividad de los mismos, que abarca proliferacién, transformacion a
miofibroblastos y sintesis de colageno (Gong, Yan et al. 2014). En concordancia con
nuestro hallazgo, también se observé un efecto antifibrotico en otro modelo de HC
inducida por Ang Il en ratones tratados durante 3 semanas con SIL oral (Patrucco, Domes
et al. 2014). Ademas del efecto medido en fibroblastos, es necesario destacar que en
diferentes grupos de investigacion, empleando ratones sometidos a TAC y tratados con
SIL (Gong, Yan et al. 2014, Nakamura, Zhu et al. 2018), se pudo comprobar una mejora
en la funcion cardiaca, resultados que concuerdan con los mostrados en la presente Tesis
(Figuras 10 y 13).

Para dilucidar el posible mecanismo subyacente a los efectos beneficiosos de SIL sobre la
HC, evaluamos distintos blancos intracelulares. Basandonos en nuestros resultados
previos, que sugieren que SIL inhibe al NHE1 mediante un mecanismo que involucra la
activacion secuencial de PKG, quinasa p38 y fosfatasa PP2A con la consecuente
desfosforilacion en Ser703 del intercambiador (Perez, Piaggio et al. 2007, Diaz, Nolly et
al. 2010, Diaz, Escudero et al. 2019), quisimos probar si esa misma ruta era responsable
de los efectos anti-hipertrofiantes de SIL en ratas SHR. Los resultados que se muestran
en la Figura 18 parecieran apoyar esta idea. Sin embargo, el rol de p38 en el miocardio
ha generado controversias que merecen ser analizadas. Por un lado, es importante
recordar aqui que la quinasa p38 tiene funciones duales segun el tipo de tejido y la
isoforma que se evalue (Yokota and Wang 2016). En miocardio se ha observado que
p38a tiene un efecto pro-apoptdtico (Wang, Huang et al. 1998) mientras que p38p tiene
una funcion de supervivencia mediante la inhibicién de la formacion de EROs (Liu,
Pedram et al. 2011). Podriamos especular entonces que el aumento de pp38/p38
observado en nuestras condiciones experimentales pudiera ser responsable no solo de la
activacion de PP2A, sino también contribuir a disminuir las EROs como se muestra en la
Figura 19. Es importante destacar que el vinculo p38-PP2A fue descripto por Liu y col.
(Liu and Hofmann 2004) en cardiomiocitos aislados de rata adulta estimulados con H,O,,
quienes observaron que un aumento en la actividad de p38 estimulaba la apoptosis y a su
vez, mediante la activacién de PP2A, promovia la inhibicion de la ruta anti-apoptdtica
disparada por ERK. Estos resultados contrastan claramente con los nuestros que asignan
un rol cardioprotector a la p38 disminuyendo la generacion de EROs y la activacion de
ERK. Sin embargo, no debemos perder de vista que las condiciones experimentales de

dichos estudios configuran un escenario sustancialmente diferente al nuestro lo que
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podria justificar las discrepancias observadas. Por otro lado, Sugden y col. (Sugden and
Clerk 1998) han demostrado que el estrés oxidativo es un poderoso activador de las MAP
quinasas ERK, JNK y p38 en cardiomiocitos neonatales de rata. Si por accion de SIL
disminuyeran las EROs, como se puede apreciar en la Figura 19, deberian disminuir las
activaciones de ERK y de p38. Sin embargo, como mencionamos en el parrafo anterior
pp38 aumentd con el tratamiento (Figura 18) lo cual da sustento a pensar que en
nuestras condiciones experimentales in vivo y con administracion crénica de SIL se
repetiria la via PKG-p38-PP2A descripta en agudo (Diaz, Nolly et al. 2010, Diaz, Escudero
et al. 2019).

Mas alla de cualquier especulacién, y a pesar de la mencionada dualidad funcional de
p38, es innegable que esta quinasa ha sido histéricamente relacionada con la generacién
de apoptosis y con vias de desarrollo de HC (Wang, Huang et al. 1998, Liu, Pedram et al.
2011). Una posible justificacién para nuestros hallazgos que sugieren una accion
cardioprotectora de p38 podria radicar en una activacion diferencial de quinasas. En tal
sentido, Kwon y col. (Kwon, Pimentel et al. 2003) observaron, en cardiomiocitos de rata
adulta estimulados con H,0,, que los efectos de EROs son dependientes de su
concentracién, generando una activacion diferencial de distintas quinasas. Mientras que a
bajas concentraciones de H,O, (concentraciones pro-hipertrofiantes) se activa
principalmente ERK1/2 pero no p38 llevando a hipertrofia en ausencia de apoptosis, por el
contrario, a altas concentraciones (concentraciones pro-apoptéticas) produce activacion
de ERK1/2, JNK, p38 y akt (Kwon, Pimentel et al. 2003). Por otro lado, cabe aclarar que
en nuestros experimentos la fosforilacion de p38 utilizada como indice de activacion,
involucra tanto a las isoformas a como (3, que como dijimos anteriormente se relacionan
con vias intracelulares muy diferentes. Si bien no contamos con elementos como para
discernir cual de las isoformas aumenta a consecuencia del tratamiento con SIL, los
resultados obtenidos invitan a sugerir que se trataria de la isoforma 3.

Respecto de la accion especifica de SIL sobre las EROs, y como mencionamos
anteriormente, la Figura 19 muestra claramente que el tratamiento disminuye el estrés
oxidativo. Entre las alternativas que nos permitirian explicar este hallazgo, debiéramos
considerar la posibilidad de que SIL estuviera modulando la actividad de las distintas
fuentes de EROs o bien la capacidad antioxidante del tejido cardiaco. Como se sabe, una
de las fuentes de EROs es la NADPH oxidasa (Brandes, Weissmann et al. 2014). En
arteria pulmonar de cerdo se ha descripto que SIL inhibe la formacion de EROs mediante
la inhibicion de la expresion de NADPH oxidasa (Muzaffar, Shukla et al. 2005). En el
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presente trabajo evaluamos la subunidad glicosilada de la NADPH oxidasa (gp91) en los
corazones de ambos grupos de ratas, pero no se encontraron cambios significativos entre
ambos (Figura 20), lo que excluye a esta enzima como potencial blanco de SIL. Como se
dijo antes, otra alternativa para explicar la disminucién de EROs podria ser mediante una
potenciacidon de los sistemas antioxidantes (Brown and Griendling 2015). En tal sentido,
se ha demostrado que el SIL es capaz de producir una disminucion de EROs en ratones
sometidos a estrés sonoro, mediante un mecanismo que lleva a la sobreexpresion de
enzimas antioxidantes como SOD (Sikandaner, Park et al. 2017). Sin embargo, tampoco
encontramos cambios significativos en cuanto a enzimas antioxidantes en nuestras
condiciones experimentales (Figura 21). Por ultimo, es sabido que la mayor fuente de
EROs es la mitocondria, en la que se generan como bioproducto de la respiracion
(Murphy 2009). Evidencias previas muestran que SIL es capaz de proteger de la injuria
por isquemia-reperfusion en rata mediante un mecanismo que involucra mejoramiento de
la funcién y morfologia mitocondrial (Garciarena, Fantinelli et al. 2011, Lee, Kwon et al.
2014). También en ratas, otro estudio muestra que la apertura PKG-dependiente de los
canales de mBKCa (canales de potasio sensibles a calcio) juega un papel fundamental en
la cardioproteccion inducida por SIL (Behmenburg, Dorsch et al. 2015). Por otra parte,
experimentos de Ascha y col. (Ascah, Khairallah et al. 2011) han demostrado que SIL
puede evitar la apertura excesiva del poro de permeabilidad de transicion mitocondrial en
corazones de ratones distréficos. Finalmente, experimentos en rata de nuestro propio
laboratorio permitieron demostrar que la inhibicién del NHE1 con cariporide es capaz de
reducir la produccién de EROs inducidos por Ang Il debido a una accién directa sobre el
NHE1 mitocondrial (Garciarena, Caldiz et al. 2008). Es importante destacar que los
resultados del presente trabajo de Tesis muestran que SIL provoco una disminucion
significativa de la fosforilacion en Ser703 del intercambiador (Figura 17) que se
correlacion6 con una marcada inhibicion de su actividad general (Figura 16). Tomando en
conjunto los antecedentes mencionados y nuestros propios resultados, se podria
especular con la posibilidad de una accién de SIL sobre el NHE1 mitocondrial, lo cual
provocaria una disminucion de la generacién de EROs.

Como mencionamos anteriormente p38 puede afectar la via hipertrofiante
calcineurina/NFAT (Braz, Bueno et al. 2003) y las quinasas relacionadas con las vias pro-
apoptoticas (Wang, Huang et al. 1998). Interesantemente, se ha demostrado que un
aumento de la actividad de PKG inhibe la via de sefializacién calcineurina/NFAT (Fiedler,

Lohmann et al. 2002). Por otra parte, un trabajo de nuestro propio grupo permitio
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demostrar que la HC de ratas SHR caracterizada por una sobreactivacion del NHE1
(Perez, Alvarez et al. 1995), involucra la activacion de la via calcineurina/NFAT, y que la
misma puede ser normalizada mediante inhibicion especifica del intercambiador con
cariporide (Ennis, Garciarena et al. 2007). Por ultimo, Zhang y col. (Zhang, Wang et al.
2015) demostraron que el efecto protector de SIL en un modelo de disfuncién miocardica
post-resucitacion en cerdos esta relacionado con la disminucion de la apoptosis, evaluada
mediante TUNEL, relacion bcl2/bax y expresion de caspasa 3. En nuestras condiciones
experimentales hemos podido detectar una disminucién significativa tanto en la expresién
de calcineurina como en la de caspasa 3 (Figura 22), indicando que el tratamiento con
SIL estaria interfiriendo en vias involucradas en la generacion de HC y en aquellas
conducentes a apoptosis.

Considerando todos estos datos en conjunto, podemos sugerir que el tratamiento crénico
con SIL (oral) podria representar una excelente alternativa terapéutica para combatir la
HC patolégica producida por sobrecarga hemodinamica. Nuestros hallazgos contrastan
sin embargo con otros publicados por Straubinger y col. (Straubinger, Schottle et al. 2015)
quienes demostraron la inefectividad del SIL administrado en el agua de bebida (400mg/l)
durante 2 meses para revertir la HC en un modelo de ratdn transgénico que sobreexpresa
el receptor AT1 de Ang Il, sugiriendo que SIL carece de efecto a nivel del cardiomiocito.
Sin embargo, Takimoto y col. (Takimoto, Champion et al. 2005) demostraron que un
tratamiento de 2 semanas con SIL en ratones sometidos a TAC, procedimiento que se
sabe que involucra la activacion de receptores AT1 de Ang Il (Cingolani, Perez et al.
2011), es suficiente para prevenir el desarrollo de HC en estos animales. En nuestras
condiciones experimentales, tanto en cardiomiocitos aislados (Figura 6) como en el
modelo de hipertrofia inducida in vitro (Figura 7) hemos podido demostrar
convincentemente que SIL tiene un efecto directo sobre estos tipos celulares inhibiendo la
actividad del NHE1 y revirtiendo la hipertrofia generada por Ang Il. Asimismo, el
tratamiento crénico con SIL por 3 meses logré una disminucién efectiva de la HC
generada por sobrecarga hemodinamica en el modelo SHR (Figura 13 A). Ademas,
aunque no lo hemos comprobado experimentalmente, nos permitimos especular con la
posibilidad de que SIL también pudiera estar actuando sobre otros tipos celulares como
fibroblastos basandonos en los efectos sobre el colageno intersticial (Figura 13 B).

Por ultimo, es importante hacer referencia al tiempo de tratamiento necesario para lograr
efectos significativos sobre la hipertrofia miocardica. Si bien no conseguimos detectar una

disminucion significativa de los indices de HC al cabo de un mes de tratamiento con SIL
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(Figura 23), este efecto fue identificado claramente cuando el tratamiento se prolongo
durante 3 meses (Figura 13). Vale recordar aqui que aunque la inhibicién total y cronica
del NHE1 con cariporide en ratas SHR logré reducir la HC tan precozmente como al mes
de tratamiento, tanto el colageno intersticial como su consecuencia directa, la rigidez de la
pared, requirieron entre dos y tres meses para normalizarse (Cingolani, Rebolledo et al.
2003). Basandonos en estos antecedentes y en los resultados propios de este trabajo de
Tesis Doctoral, pareciera factible especular con la posibilidad de que un mes de
tratamiento no sea suficiente como para detectar cambios morfolégicos que pudieran
depender de tasas de recambio intrinsecas (“turnover”) de las proteinas directamente
vinculadas al proceso pro-hipertrofiante (Lyon, Lange et al. 2013). En contraposicién,
podria ser un tiempo suficiente como para comenzar (y por ende detectar
experimentalmente) procesos intracelulares beneficiosos que pudieran manifestarse
morfoldgica y funcionalmente luego de periodos mas prolongados de tratamiento. Una vez
mas, nuestros resultados en los modelos animales descriptos (Figuras 9 y 13) muestran
un claro efecto anti-hipertrofiante y antifibrético disparado por el tratamiento con SIL
durante 3 meses. La disminucion de la actividad del NHE1 pareciera ser un factor clave
de este efecto, como blanco final de una ruta intracelular disparada por la inhibicion de la

FDESA por SIL, y que incluiria la activacion secuencial de PKG, p38 y PP2A.
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CONCLUSION
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- Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento crénico (3 meses) con SIL
es capaz de revertir la HC y la fibrosis intersticial miocardica en ratas SHR, mejorando la
distensibilidad de la pared ventricular, por lo que podemos concluir que el tratamiento
mejora la morfologia y la funcién del corazén.

- Esta mejora seria atribuible primariamente a una disminucion de la actividad
exacerbada del NHE1, caracteristica de los corazones hipertroficos de ratas SHR,
mediante un mecanismo que limita el grado de fosforilacion del intercambiador en
el sitio Ser703 sin afectar su nivel de expresién génica.

- Se propone la siguiente ruta intracelular como responsable del efecto anti-
hipertrofiante: SIL, mediante inhibiciéon de la FDE5A, aumenta la actividad de PKG, la cual
por activacion de la quinasa p38 promueve una mayor interaccion entre la fosfatasa
PP2A y el NHE1 con la consecuente desfosforilacion del intercambiador.

- Los resultados obtenidos permiten ademas sospechar que la disminucion del
estrés oxidativo podria subyacer a los efectos beneficiosos del tratamiento con SIL.
- Los resultados en cardiomiocitos aislados y en células H9C2 sugieren que SIL tiene
un efecto directo sobre los cardiomiocitos.

- El efecto beneficioso del tratamiento sobre la fibrosis intersticial sugeriria una

posible accion de SIL sobre los fibroblastos.

Desde el punto de vista de una potencial aplicacion clinica de nuestros hallazgos, es
importante destacar que el efecto inhibitorio de SIL sobre el NHE1 no afecta su
importantisima funcion homeostatica basal, lo cual posiciona a este compuesto como
una interesante alternativa terapéutica para combatir diversas patologias
cardiovasculares que se caracterizan por una exacerbada actividad del intercambiador,
evitando los efectos secundarios que se observaron en ensayos clinicos utilizando

inhibidores especificos del NHE1.
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Perspectivas a futuro

- Como observamos en resultados, uno de los efectos favorables del tratamiento
con SIL fue la disminucion significativa de EROs. Sin embargo, no vimos cambios
en las proteinas relacionadas a la generacion de EROs como NADPH oxidasa, o a
la degradacion de las mismas. Por lo tanto, seria interesante estudiar el efecto que
SIL podria generar sobre el NHE1 mitocondrial de manera directa en mitocondrias

aisladas.

- Asimismo, seria interesante continuar el estudio de los efectos del tratamiento
cronico con SIL sobre fibroblastos, el otro tipo celular clave en la generacién de

disfuncién cardiaca secundaria a HC.
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