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ABREVIATURAS

AEC = acoplamiento excito-contractil

AID - dominio de interaccion o

AMPc - adenosina monofosfato ciclico

ANP - péptido natriurético atrial

AS - acortamiento sarcomérico

ATP - adenosina trifosfato

BID - dominio de interaccion 3

BNP - péptido natriurético cerebral

CaL - canales de calcio tipo L

CaM - calmodulina

CaMKII = calcio calmodulina kinasa 2

CaT - transitorio de calcio

CIMBA - 2-cyclohexil-4-isopropil-N-(4-metoxibenzil) anilina
DMSO - dimetilsulfoxido

DPA - duracion del potencial de accion

DPP = proteina similar a la dipeptidil peptidasa
E1 - estrona

E2 - 17-B-estradiol

E3 - estriol

EE - estado estacionario

EGFR - receptor del factor de crecimiento epidérmico
eNOS - 6xido nitrico sintasa endotelial

ER - receptor de estrogeno

Erk1/2 = enzima extracelular regulada por sefal extracelular



ERa = receptor de estrogeno o

Erp - receptor de estrogeno 3

Em - potencial de membrana

Ex - potencial de equilibrio del ion X

FAEn - fraccion de acortamiento endocardico

G1 = rel-1-[4-(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3aR,4S,5,9bS-tetrahidro-3H-
cyclopenta[c]quinolin-8-yl]-etanona

G15 - (3aS,4R,9bR)-4-(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-
cyclopenta[c]quinolina

G36 > (4S)-rel-4-(6-bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-3aR,4,5,9bS-tetrahidro-8-(1-metiletil )-
3H-ciclopenta[c]quinolina

GDP - guanosina di fosfato

GMPc¢ - guanosina monofosfato ciclico

GPCR - receptor de estrogenos acoplado a proteina G
GPER - receptor de estrogenos acoplado a proteina G
GPR30 > receptor acoplado a proteina G 30

GTP - guanosina tri fosfato

HC - hipertrofia cardiaca

HEK - Human Embryonic Kidney

HEPES - Acido N-(2-Hidroxietil) piperazina-N’-(2-ethanesulfonico)
Ica. = corriente de calcio tipo L

Ik1 = corriente de potasio rectificadora entrante

IMVI - indice de masa ventricular izquierda

Ina = corriente de sodio

i.p =2 intraperitoneal

Iiv = corriente de potasio transitoria saliente



KChIP - proteina de interaccion con los canales Kv
Kd - constante de disociacion

LCIC - liberacion de calcio inducida por calcio
LEC - liquido extracelular

LIC - liquido intracelular

L-NAME - Nw-Nitro-L-arginina metil ester
MCU -> uniporte de calcio mitocondrial

MLC - cadena liviana de la miosina

NA - noradrenalina

NCX > intercambiador sodio calcio

NO -> 6xido nitrico

Nodo SA - nodo sinoauricular

OVX - ovariectomia

PA - potencial de accion

PAC - potencial de accion cardiaco

PE - potencial electrotonico

PI3K - fosfatidilinositol 3 kinasa

PIP2 - fosfatidil inositol-4,5-bifosfato

PKA - proteina quinasa dependiente de AMPc
PKB - proteina quinasa B

PKC - proteina quinasa C

PKG - proteina quinasa G

PLN - fosfolamban

PMCA - ATPasa de calcio de la membrana plasmatica

PMR -> potencial de membrana en reposo



Po = probabilidad de apertura de un canal

PP1 - protein fosfatasa 1

PTK -> protein tirosin kinasa

PU - potencial de umbral

RAMP - proteinas modificadoras de la actividad del receptor
ROS - especie reactiva de oxigeno

RS - reticulo sarcoplasmatico

RyR = receptor de rianodina

SERCA > ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmatico
sGC -> guanilato ciclasa soluble

TAC - constriccion aortica transversa

TnC -> troponina C

Tnl - troponina I

TnT - troponina T

WC = Whole Cell (célula entera)

AE - gradiente eléctrico

AQ - gradiente quimico

AY - gradiente electroquimico



INTRODUCCION

1.1 Receptores acoplados a proteina G

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR de sus siglas en inglés, G protein coupled
receptor) constituye la familia més grande de receptores de la superficie celular, con mas de
mil miembros conocidos o predichos a partir de secuenciacion genémica. Los GPCRs median
las respuestas celulares a un conjunto diversos de moléculas de sefializacion, ya sean
hormonas, neurotransmisores, quimosinas y péptidos regulatorios !. A pesar de la diversidad
quimica de sus ligandos, la mayoria de los receptores de esta clase presentan una estructura
similar (Figura 1). Consta de una unica cadena polipeptidica con siete segmentos a—hélices
transmembrana, un extremo N-terminal extracelular que presenta glicosilacion, un gran bucle
citoplasmatico que se compone principalmente de aminodcidos hidrofilos entre las hélices 5

y 6, y un dominio hidréfilo en el extremo C-terminal citoplasmatico '.
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Figura 1 - Estructura transmembrana estandar de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs).
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La estimulacion de estos receptores, con un determinado ligando, media la activacion de
proteinas de unién a GTP (proteina G), que regula varios efectores celulares, como enzimas
especificas y canales iénicos'. La proteina G es una proteina heterotrimérica, la cual hidroliza
GTP y alterna entre un estado activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP 2. La
proteina G esta constituida por tres subunidades: a, B y vy, que pueden variar entre tejidos
presentes en un mismo organismo, otorgando una gran variabilidad de efectos. Los GPCRs
mas conocidos en el organismo son: proteina Gs, Gi, Gi/o y Gq. Una vez activo el GPCR,
las subunidades se separan permitiendo iniciar la sefializacion correspondiente. La subunidad
o se une al GTP hidrolizandolo e interactia con proteinas efectoras posteriores, como
enzimas. Por ejemplo, GPCR acoplado a Gs activa a la adenilato-ciclasa 2. Por su parte, las
subunidades By intervienen en la transduccion de sehales al interactuar con moléculas

efectoras distintas de las reguladas por las subunidades a.

Posterior a la unién de un determinado ligando al GPCR correspondiente, se inician procesos
diversos de sefializacion intracelular. Una vez iniciado este proceso, mecanismos de
regulacion se ponen en marcha. La endocitosis de los receptores evita que se produzca una
sobre estimulacion en el tejido, proceso conocido como desensibilizacion. Una vez
endocitado los GPCRs siguen dos caminos: se reciclan rapidamente, permitiendo restablecer
receptores funcionales, favoreciendo la estimulacion nuevamente del tejido (proceso
conocido como resensibilizacidon); o son sefializados para degradacion, lo que provoca
disminucion o cese de la sefializacion en el tejido diana . Estos procesos permiten proteger
al tejido frente a una estimulacién continua del ligando, regulando asi la sefializacion

intracelular del receptor.

Cerca de ochocientos GPCRs han sido identificados en el humano y cerca de la mitad actian

a nivel sensorial, el resto de los receptores actiian en procesos de sefializacion de varios

ligandos y son los blancos terapéuticos para formacos en el &mbito clinico °.
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La caracterizacion de un nuevo GPCR se debe principalmente a la secuenciacion gendomica
del receptor en el tejido en cuestion !. A partir de una base de datos conocidos de GPCRs, se
asocian los datos de secuenciacion y se predice si presentan secuencias homoélogas para
indicar si es o no un GPCR. No se realiza a partir de posibles ligandos del receptor, por la
posibilidad de que el ligando estudiado interaccione con otro receptor que no se desea
estudiar y porque no se conoce aun con exactitud qué ligando podria interaccionar con el
receptor. Por lo tanto, una vez identificado el GPCR, a este se lo identifica como receptor
huérfano (GPCR huérfano) debido a la falta de datos para la determinacion de su o sus

posible/s ligandos 7.

2.1 Receptor de estréogenos acoplado a proteina G (GPER)

Asi el GPER inicialmente fue caracterizado como un receptor huérfano debido a que no se
conocia ligando alguno que podria activarlo. En la ultima década del siglo XX se determind
que su estructura caracteristica presentaba homologias a un GPCR, tales como: estructura de
siete segmentos o—hélices transmembrana, un extremo N-terminal extracelular, un gran bucle
citoplasmatico, y un dominio hidréfilo en el extremo C-terminal citoplasmatico '. Se
caracterizo ademds que podria interactuar con los estrogenos por su homologia del sitio de
unién a ligando, en su secuencia gendmica, de los receptores de estrogenos clasicos (ER,

ERa y ERB), denominandolo GPR30 inicialmente 8, para afios mas tarde denominarlo GPER.

Los estudios para caracterizar las implicancias fisioldgicas del GPR30 continuaron sin
presentar especificidad hacia él, postulando a los estrogenos como posible ligando. Por
ejemplo, aumentan los niveles de Erk1/2 en presencia de 17-B-estradiol (E2) en células que
presentan y no presentan los ERs ° y se generan cambios rapidos en el manejo de calcio por

E2 '° entre otros efectos que podrian implicar al GPR30 con los estrogenos.
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En 2006, por screening biomolecular y por testeos computacionales, se sintetizo el agonista
selectivoa GPR30, el G1 !!. Gracias a la sintesis del G1, el enfoque para determinar el ligando
de GPR30 permitio dilucidar que los estrégenos activan al receptor permitiendo asi confirmar
que los mismos son sus ligandos 2. Gracias a la sintesis del G1 las implicancias fisiologicas
del GPR30, ahora llamado GPER (nomenclatura designada por la International Union of
Basic and Clinical Phamacology), permiti6 investigar los efectos producidos por su
activacion de forma mas especifica, obteniéndose efectos rapidos o no gendmicos (llamadas
asi por no involucrar fendmenos de expresion génica), diferente a los receptores ERs clasicos

10y de actividad fisioldgica similar a E2 2,

2.1.1 Localizacion

Es ampliamente conocido hace afios que los estrégenos regulan varios procesos funcionales
en numerosos tejidos, sin embargo, lo que no se sabia era si el GPER podria estar involucrado
en estos procesos. Durante la identificacion de su estructura, se realizaron estudios para
determinar en qué tejidos se encuentra expresado, observandose que el GPER se encuentra
asociado a varios tejidos humanos, pero con diferentes grados de expresion, siendo el
cerebro, los pulmones, pancreas e higados los tejidos de menor expresion, y el corazon y la
placenta los 6rganos de mayor expresion de este receptor ®. Ademas, se ha determinado su
expresion en varios grupos de células patoldgicas, como cancer de mama, cancer endometrial

y en lineas celulares derivadas de cancer >3,

Su localizacion celular, por otro lado, presenta un grado de dificultad a la hora de poder
determinarlo. En principio se creia que, por ser un GPCR, deberia estar en la membrana
celular para que el ligando pueda reconocerlo y activarlo '°. Sin embargo, se observo,
mediante técnicas de inmunofluorescencia, que presenta expresion en un sistema reticular

intercelular, abarcando a la envoltura nuclear, en fibroblastos derivadas de rifion '°. Se
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encontrd el mismo patrén de distribucion en musculo liso de tejido vascular 7, sin embargo,
al seguir determinando la localizacion celular, diversos grupos de trabajo han demostrado
que el GPER se encuentra en la membrana plasmatica de epitelio uterino '®, el miometrio '*,

120

el epitelio renal 2 y neuronas del hipocampo 2!. Por lo tanto, se puede establecer que el GPER

puede encontrase en la membrana plasmatica y/o en el interior celular 2.

Como se mencioné anteriormente, GPER presenta expresion en el corazén 8y, ademas, se
determind que su expresion es independiente del sexo 2, permitiendo su estudio en ambos
géneros. Es importante mencionar que en nuestro laboratorio se determind la localizacion de
este receptor en los tibulos T de los cardiomiocitos, sugiriendo que su sefializacion podria

ser relevante para el acoplamiento éxito-contractil >,

2.1.2 Ligandos del GPER

2.1.2.1 Estradiol

Ya establecido como su ligando enddgeno, los estrogenos son hormonas sexuales femeninas
sintetizadas y secretadas principalmente por los ovarios. De forma endogena, hay 3 tipos de
estrogenos: la estrona (E1), hormona poco abundante en el organismo; estriol (E3), producida
en gran cantidad durante el embarazo; y estradiol (E2, Figura 2), la forma mas activa y
fisiologica de los tres estrogenos. Su biosintesis involucra al colesterol como precursor,
dando lugar a la biosintesis de testosterona para finalmente, mediante una reaccion de

aromatizacion, producir E2 2.
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Figura 2 — Estructura del estradiol, E2.

La actividad de E2 en sus ERs clasicos presenta una constante de disociacion (Kd) de entre
0.1-0.4 nM, determinadas en varios sistemas de estudio, entre los cuales podemos encontrar
células permeabilizadas, homogenatos de células o tejidos, unién a ERs purificados o por
unién de E2 al dominio de unién proteico ''*?> 26, En cuanto a la actividad de E2 actuando
sobre el GPER, este presenta un Kd de aproximadamente 3-6 nM, unas diez veces mayor que

sus receptores clasicos 127,

2.1.2.2 Agonista sintético, G1
Como se describi6 anteriormente, el agonista sintético para el GPER es el G1 (Figura 3). La
sintesis de este compuesto permitié dilucidar no solo que el GPER es receptor para los
estrogenos, sino que también permitié determinar sus implicancias fisiolégicas con mayor

especificidad, ya que el GPER presenta afinidad a varios compuestos endogenos o exdgenos

28,29

Br

Figura 3 — Estructura de G1, agonista sintético de GPER.
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Debido a su estructura quimica, G1 difiere de E2 por poseer caracteristicas no esteroideas y
alta especificidad hacia GPER y muy poca afinidad hacia los receptores ERs clasicos,

presentando cierta afinidad hacia estos receptores a concentraciones mayores a 1 pM 'L,

2.1.2.3 Antagonistas sintéticos, G-15, G-36 y CIMBA

Para asegurar una mejor designacion a los efectos generados por la activacion de GPER tanto
por G1 como por E2, fue necesario la sintesis de antagonistas selectivos a GPER. Del mismo
modo que Gl, se realizaron screening biomoleculares y testeos computacionales para
determinar la estructura de los antagonistas basandose en la estructura del G1. El primero en
sintetizarse fue G15 *° presentando afinidad similar a G1, y poca afinidad hacia los ERs
(Figura 4A). El segundo en sintetizarse fue G36 3!, presentando una mejora en el
antagonismo de GPER respecto a G15 (Figura 4B). Y finalmente, un antagonista
relativamente nuevo, CIMBA, permitio diferenciar la actividad de GPER a partir de un

compuesto diferente quimicamente respecto a los dos anteriores antagonistas (Figura 4C) *.

NH

OMe

Figura 4 — Antagonistas de GPER. A. G15. B. G36. C. CIMBA.

2.1.3 Actividad fisiologica del GPER
El estudio de GPER ha llevado a determinar una amplia gama de vias fisioldgicas
estableciendo asi efectos tejidos dependientes. Se ha descripto que GPER media respuestas

por activacion de la proteina Gas en células HEK, promoviendo la trans-activacion del
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receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, de sus siglas en inglés Epidermic
Grow Factor Receptor) y la sefializacion via enzima extracelular regulada por sefial
extracelular (ERK) y via fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) °; genera aumento de la

concentracion de AMPc en células de cancer de pulmon *

; incrementa la concentracion de
calcio intracelular en fibroblastos de rifion de mono (COS7) por vias no genomicas '°; induce
la despolarizacion del potencial de membrana en neuronas de la espina dorsal de neonatos de

rata ** y produce una disminucién de AMPc por formacién de complejos reguladores

asociados a GPER en células HEK *°, entre otros efectos.

Desde el punto de vista cardiovascular, se han descripto varias vias respecto a la actividad de
GPER. Las mas investigadas presentan activacion de ERK, PI3K, PKA, eNOS y sGC, tanto
por G1 como por E2, en corazones de ratas machos a través de proteina Gi/o '2; activacion
de PI3K, por G1, implicando vias que involucran p-AKT y p-ERK en corazones tanto en
ratas macho como en ratas hembras ?*; activacion del canal BKc, en presencia de G1, en
musculo liso de arterias coronarias *%; activacion de vias AMPc/PKA por G-1 en arterias
coronarias de cerdo *7; disminucion de la generacion espontanea de transitorios de calcio
inducidas posiblemente por atenuacion de la actividad de CaL por G1 en células de musculo
liso vascular *%; vasodilatacion de arterias mesentéricas de ratas hembras por G1 via NO y
AMPc *°. De lo anterior, se desprende que la activacion de GPER presenta una amplia gama
de posibles vias intracelulares en tejido cardiovascular, que podrian mediar su respuesta
fisiologica. Nuestro laboratorio demostr6 que una de esas vias es mediada por la
transactivacion del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la consecuente activacion

de la via de la PI3K-AKT “°.
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2.1.4 Actividad fisiopatologica del GPER

Se ha establecido que la activacion de GPER tanto por E2 como por G1 permite generar
respuestas diversas dependiendo el tipo de tejido. En cultivo celular y en pruebas in vivo de
células de diversos céanceres, la activacion de GPER media respuestas desfavorables para
estas patologias, como aumento del tamafio de tumor y aumento en la metastasis de ciertos
canceres *!. Sin embargo, su expresion en estos tipos de patologias aumenta, por lo que podria

llevar a plantear al GPER como predictor de canceres agresivos '°.

Desde el punto de vista cardiovascular, la activacion de GPER tanto en tejido vascular como
en tejido cardiaco, otorga efectos fisioldgicos beneficiosos. Se ha descripto que la activacion
de GPER tanto por su agonista enddogeno E2 como por el ligando sintético G1, produce:
aumento de la frecuencia cardiaca con disminucion del inotropismo '%; disminucion de la
presion arterial en rata ovariectomizadas (OVX) #*; mejora de la funcién cardiaca luego de
procesos de isquemia-reperfusion, independiente del género estudiado *; evita la disfuncion
diastolica por aumento de la presion arterial inducida por la sal *; previene la hipertrofia
cardiaca patoldgica y fibrosis perivascular dependiente de la proteina de modificacion del
receptor RAMP3, proteina que interacciona con el GPER modulando el trafico del receptor
a la membrana, la especificidad a ligando y la sefializacion corriente abajo del mismo **, entre
otros efectos cardioprotectores descriptos. En nuestro laboratorio se ha determinado que el
tratamiento cronico en ratas OVX con Gl, favorece la recuperacion frente a isquemia-
reperfusion, disminuye el tamafio de infarto y mejora las funciones mitocondriales de estas

ratas 45.

Es importante remarcar que la deplecion especifica de GPER en corazon, produce aumento
de la masa ventricular con pérdida de la funcidon cardiaca, acompafiada de cambios
estructurales en tejido vascular *%°, lo que refuerza la idea de que el GPER cumple un rol

protector fundamental en el corazén.



18

3.1 Corazon

El corazén es la bomba biomecanica del aparato circulatorio. En realidad, consta de dos
bombas interconectadas en serie mediante los vasos pulmonares y los vasos sistémicos,
denominadas cavidad izquierda y cavidad derecha (Figura 5), con subdivisiones internas
denominadas auriculas (derecha e izquierda) y ventriculos (derecho e izquierdo), ambos
separados por valvulas. La sangre por lo tanto circula entre estas cavidades de forma
orquestada, de tal manera que cambios en la biomecanica del corazon desencadenan cambios
en la fisiologia cardiovascular y hemodindmica, implicando alteraciones funcionales del

resto de los sistemas que componen al organismo.

Arteria Aorta

Arteria Pulmonar

Auricula Izquierda

Auricula Derecha Ventriculo Izquierdo

Ventriculo Derecho
Septum Interventricular

Figura 5 — Estructura del corazon, observando cavidades y vasos més relevantes.

La estructura del corazéon comprende al menos dos tipos celulares de miocitos. Por un lado,
se encuentra las células denominadas células marcapaso, cuya funcion principal es mantener
el ritmo cardiaco mediante despolarizaciones espontaneas del potencial de membrana para
trasmitirlo a todo el corazon mediante los potenciales de accion (PA) iniciados por dicha
despolarizacioén. Por el otro lado, se encuentran los miocitos cardiacos clésicos, células

musculares que mediante la estimulacion del PA generado por las células marcapaso disparan
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sus PA cardiaco (PAC), permitiendo acoplar la mecanica de contraccion y relajacion (ver

mas adelante).

La contraccion va a permitir entonces que el corazon lleve a cabo el movimiento de la sangre,
producto de la fuerza generada por las paredes de las cavidades cardiacas, elevando asi las
presiones de estas hasta tal punto que hara circular la sangre por todo el lecho vascular para

retornar, finalmente, hacia si mismo.

3.1.1 Célula muscular cardiaca

Los miocitos cardiacos presentan una estructura celular de aproximadamente 200 pm de
largo. Sumembrana celular presenta invaginaciones hacia el interior celular conocidas como
tubulos transversales (tibulos T), con didmetros de aproximadamente 0.2 um. Ademas,
presenta estriaciones intracelulares que corresponden a las proteinas contractiles, los
filamentos gruesos (filamentos de miosina) y finos (filamentos de actina), que alineados

conforman el sarcomero (Figura 6), la unidad funcional de la contraccion muscular.

: Banda A <—Banda | =,

Dlijsco o! «—Banda H —> : "

inea | : ‘ i '

a-actinina 7 ! ' Band\a M ' : v
5 B e s

Linea M
Miosina

Actina

< Un sarcémero

Figura 6 — Estructura del sarcomero de una célula muscular cardiaca. Imagen tomada y editada del
libro Fisiologia Medica — Boron & Boulpaep, 3ra edicion, 2017.
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3.1.1.1 Filamentos gruesos
Los filamentos gruesos se encuentran compuestos por miosina (Figura 7A), proteina que
contiene una cola que se orienta hacia el centro del filamento y la cabeza de forma globular
y flexible que se extiende fuera de €. Las cabezas de miosina presentan actividad ATPasa 'y
forma la base molecular del puente cruzado o transversal durante la contraccion muscular.
En la cabeza de miosina se encuentran dos pares de cadenas proteicas, denominadas livianas.
Una de estas cadenas se la denomina esencial (MLC-1), mientras que a la otra se la denomina
reguladora (MLC-2). Ambas cadenas pueden ser fosforiladas alterando asi la cinética de

union por la actina (o la generacidon de puentes cruzados).

A,

Cabeza de la cadena pesada
de miosina (MHC)

~_ Cadena ligera Reguladora
- (MLC-2)

-

Cadena ligera esencial

(MLC-1) e N S e K
Region de bisagra Region de la cola
de las cadenas pesadas de las cadenas pesadas

Complejo de troponina
A

Tropomiosina

Figura 7 — Estructura de las proteinas contractiles del musculo cardiaco. A. Estructura de la miosina.
B. Estructura de la actina. Imagen tomada y editada del libro Fisiologia Medica — Boron & Boulpaep,
3ra edicion, 2017.

3.1.1.2 Filamentos finos
Los filamentos finos se encuentran conformados por varias proteinas, pero principalmente
por actina (Figura 7B), la cual posee la propiedad de interactuar con la miosina e impulsar
actividad ATPasa. Sin embargo, la cadena de actina presenta varios tipos de proteinas

reguladoras que van a estar modulando la contraccion muscular: la troponina y la
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tropomiosina. La troponina son un conjunto de proteinas reguladoras para la interaccion entre
la actina y la miosina. Se compone por tres grupos proteicos: troponina T (TnT), regula la
union entre la actina y la miosina durante los eventos de contraccidon, uniéndose a la
tropomiosina; troponina I (Tnl), inhibe el sitio de union ubicado en la actina para la miosina;
y troponina C (TnC), permite liberar el sitio de unién entre la actina y la miosina cuando el
Ca?" se le une. La tropomiosina se extiende a lo largo de toda la actina uniéndose a la misma

en la TnT, permitiendo regular la unién entre la actina y la miosina.

Los miocitos se encuentran unidos célula a célula mediante desmosomas y uniones de
hendidura, permitiendo asi que los PAs se propaguen a todas las células del corazon. Estas
uniones van a permitir que el corazon se contraiga casi simultdneamente en su totalidad,

evento conocido como sincitio.

3.1.2 Acoplamiento excito-contrdctil

Como se menciond anteriormente, la contraccidn es un proceso que inicia con la
despolarizacion de las células marcapaso generando un potencial de accion cardiaco (PAC),
propagandose por todo el corazdn, induciendo la generaciéon de un PA en los miocitos
cardiacos, y activando en consecuencia los mecanismos contractiles, proceso denominado

acoplamiento excito-contractil (AEC, Figura 8).
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Figura 8 — Acoplamiento excito-contractil (AEC). 1. Generacion del potencial de accion. 2. Apertura
de los canales de calcio tipo L (CaL) permitiendo la entrada de Ca>" al interior celular. 3. Activacion
de los receptores de rianodina (RyR1) por la entrada de Ca?" provocando la liberacion de Ca**
inducida por Ca** (LCIC) desde el reticulo sarcoplasmico (RS). 4. Aumento del Ca** intracelular y
activacion de los mecanismos contréctiles. 5. Extrusion del Ca?* del interior celular por varias vias
posibles: a través de la SERCA (regulada por fosfolamban —PLN-); por transportadores y canales de
Ca?" mitocondriales, almacenandolo en su interior; a través del intercambiador Na*/Ca** (NCX) o por
la bomba de Ca?* dependiente de ATP (PMCA).

3.1.2.1 Potencial de accion cardiaco
Un potencial de acciéon (PA) es un cambio transitorio y rapido del potencial de membrana de
una célula excitable frente a un determinado estimulo. Generalmente se inicia por la entrada
de iones positivos (cationes) a través de sus respectivos canales, que iran despolarizando la
membrana celular hasta el punto tal que si la membrana celular llega al potencial conocido
como potencial de umbral (PU), se disparara el PA. Si la despolarizacion no llega al PU, el

PA no se generara y en su lugar se produce un potencial electrotonico (PE).
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En el caso del corazon, el potencial de accion inicia en las células marcapaso del nodo
sinoauricular (nodo SA), y a diferencia de lo anteriormente dicho, el PA generado por estas
células es independiente de estimulo alguno, debido a su capacidad de autodespolarizar su
membrana plasmatica y asi llegar al PU. Este evento se realiza de forma periddica,
permitiendo asi determinar el ritmo cardiaco, debiéndose exclusivamente a las corrientes

16nicas presentes en la membrana de las células de nodo SA.

De esta manera el PA, generado en el nodo SA, se propaga por el corazdn hasta alcanzar los
miocitos cardiacos auriculares y ventriculares. Una vez estimulados los miocitos, se dispara
su PA, el cual presenta una morfologia diferente a la del nodo SA, evento que permitira
coordinar varios canales i6nicos ubicados en la membrana del miocito y asi iniciar la

mecanica contractil.

3.1.2.2 El calcio como mediador del AEC

La generacion del PA en el miocito cardiaco, se genera por cambios en la actividad de canales
i6nicos y transportadores electrogénicos. Dentro de los canales i6nicos que participan del
PA, uno permitird iniciar la mecénica contractil de la célula y asi acoplar la parte excitatoria
(el PA) con la parte contractil. Dicho canal es el canal de calcio tipo L voltaje operado (CaL,
descripto mas adelante), ubicados en los tibulos T en gran cantidad, permitiendo ingresar

calcio (Ca*") a la célula a favor de su gradiente electroquimico.

El ingreso de Ca®" permite que se activen receptores ionotrépicos permitiendo la apertura de
estos receptores que actan como canales idnicos regulados por Ca’*, denominados
receptores de rianodina (RyR) ubicados en el reticulo endoplasmatico liso (conocido también
como reticulo sarcoplasmatico —RS-) del miocito. La apertura de los RyR por el Ca>* permite
liberar Ca®" almacenado en el RS. Esta liberacion de Ca®" permitira activar mas cantidad de

RyR del RS iniciando asi un proceso conocido como liberacién de Ca** inducida por Ca?*



24

(LCIC). Esta liberacién masiva de Ca?* permitird aumentar su concentracion en el interior

celular para asi iniciar la mecanica contractil.

3.1.2.3 Mecanismo de contraccion
Brevemente, una vez que la concentracion intracelular de Ca®" aumenta, las proteinas
contréctiles se activan para iniciar la contraccion. El1 Ca?* se une a TnC permitiendo generar
un cambio conformacional de este complejo de troponinas, liberando el sitio de union de la
miosina hacia la actina, la cual se encontraba bloqueada por Tnl. Una vez producida la
liberacion del sitio de union, se prosiguen ciclos de union a ATP e hidrdlisis de esta molécula
por la cabeza pesada de la miosina, permitiéndole elongarse, unirse a la actina y generar la
tension sobre la actina para luego separarse e hidrolizar ATP, comenzando nuevamente el

ciclo.

3.1.2.4 Mecanismo de relajacion
Luego de generar la contraccion, es necesario relajar el musculo cardiaco. Para ello, es
necesario extruir el Ca®" presente en el citoplasma, provocando asi que la interacciéon TnC-
Ca?" desaparezca. Con ello el complejo de troponina vuelve a inhibir la interaccion entre

miosina y actina produciendo finalmente la relajacion.

Para extruir el Ca?", la célula consta de varios mecanismos, presentes tanto en el citosol como
en la membrana plasmatica. Desde el punto de vista del citosol, el RS alberga la bomba de
Ca?" (SERCA), siendo una ATPasa que moviliza los iones Ca?" hacia el interior del RS y
extruye protones (H") hacia el citoplasma. Este evento representa mas del 70% de la retoma
de Ca*', y es de vital importancia ya que la mayor cantidad de Ca*" que participa de la

contraccion cardiaca proviene del RS. El otro contribuyente en el citosol es la mitocondria,
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que almacena el Ca®' en su interior en mucha menor medida que el RS, y lo realiza a través

de sus canales MCU.

SERCA se encuentra regulada por la proteina fosfolamban (PLN), que en su estado
desfosforilado se une a SERCA, reduciendo su afinidad hacia el Ca?" y, por lo tanto,
disminuyendo la retoma de Ca*" hacia el RS. Caso contrario, al encontrarse fosforilada, PLN
se desacopla de SERCA y permite aumentar la retoma por aumento de la afinidad de SERCA

al Ca’".

Finalmente, los mecanismos presentes en la membrana plasmatica son, el intercambiador
sodio/calcio (Na‘/Ca?’, NCX), que extruye un Ca®" e introduce tres Na™ en su estado
conformacional directo. Su forma conformacional reversa produce lo contrario, extruye Na®
e ingresa Ca?*, con la misma estequiometria. El otro contribuyente para la extraccién de Ca**,
es otra bomba, la ATPasa del sarcolema (PMCA), sin embargo, esta bomba contribuye en

menor medida que el NCX para extruir el Ca** del interior celular.

3.1.3 Electrofisiologia cardiaca

Durante el AEC, la generacion de un PA es crucial para que se lleve a cabo el proceso de
contraccion. Por ello, los eventos electroquimicos deben coordinarse para llevar a cabo un
correcto desarrollo del PA. Por lo tanto, las concentraciones de los iones y la actividad de los
canales i6nicos y de los transportadores electrogénicos deben mantenerse estables en todo

momento.

En la Figura 9 se puede observar un esquema tipico de un PAC ventricular de roedor. Este
se puede dividir en cinco fases, descriptas a continuacion. La fase cuatro corresponde al
potencial de membrana en reposo (PMR) de alrededor de -80 mV. En esta fase, la prevalencia

de la actividad de canales de potasio (principalmente Ik, descripto mas adelante) permite
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mantener el PMR de manera estable. La fase cero, denominada despolarizacion rapida,
desplaza el potencial de membrana a valores positivos entre +15/4+20 mV. Este rapido
ascenso en el potencial de membrana es generado por canales de gran conductancia, los
canales de sodio voltaje operados (Ina). La fase uno, denominada repolarizacion temprana,
presenta, en roedores pequefios, una gran importancia. En esta fase predominan corrientes de
potasio (I1) y de cloruro (Ii2) y en menor medida, pero no menos importante, la corriente
del intercambiador Na*/Ca®* (Incx). La fase dos (meseta) ocupa aproximadamente un 70%
de la duracion del PA de mamiferos superiores, sin embargo, en roedores pequeiios es poco
conservada, debido a la morfologia triangular del PAC *°. Dicha diferencia se explica por la
frecuencia cardiaca, debido a que los roedores alcanzan frecuencias de entre cinco y diez
Hertz (Hz). En esta fase se encuentra activa la corriente de calcio tipo L (Icar) junto con una
permeabilidad de las corrientes de potasio. Finalmente, la fase tres, denominada
repolarizaciéon rapida, permite retornar al PMR, donde predominan los canales de potasio,

inicialmente Iks y finalmente nuevamente Ik;.
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Figura 9 — PAC ventricular de raton con las principales corrientes implicadas en cada fase. Se observa
corrientes hacia adentro (despolarizantes) y hacia afuera (repolarizantes). Ina: corriente rapida de Na*.
IcaL: corriente lenta de Ca®*. Incx: corriente del cotransportador Na*/Ca?*. Ik;: corriente rectificadora
de K*. Iio1: corriente transitoria de K*. Iip2: corriente transitoria de Cl- lenta. Ixarp: corriente de K*
dependiente de ATP. Iksiowi2: corriente de K* de inactivacion lenta. Iss: corriente de K™ de no
inactivacion.

3.1.4 Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca (HC) es un proceso adaptativo que genera aumento de la masa del
corazon. Existen dos tipos de HC: HC fisiologica y HC patologica (Figura 10). La HC
patologica, implica influencia continua de sobrecarga hemodinamica, siendo las
alteraciones/enfermedades mas comunes que le dan origen, la hipertension arterial,
cardiomiopatia isquémica y patologias valvulares, entre muchas otras °!. Sin intervencion
alguna, la HC patoldgica conlleva engrosamiento del espesor de la pared del ventriculo
izquierdo, provocando aumento de la masa ventricular (HC concéntrica) o aumento de la

cavidad ventricular con espesor relativo de la pared normal, aumentado o disminuido (HC



28

excéntrica) >

. Como respuesta compensatoria a las injurias anteriormente mencionadas, se
promueven entonces la fibrosis, muerte celular, desregulacion de las proteinas que se
encargan del manejo de Ca?*, disfuncion mitocondrial, reprogramacion metabolica para la
utilizacion de glucosa, reactivacion de la expresion de genes fetales, como péptido

natriurético atrial (ANP) y cerebral (BNP), alteracion en la estructura del sarcolema y

angiogénesis insuficiente.

Normotréfico

HC Fisioldgica Concéntrica Excéntrica
HC Patologica

Figura 10 — Esquema de tipos de Hipertrofia Cardiaca (HC) fisiologica y patologica, junto a sus dos
posibles variables.

En conjunto, estas caracteristicas favorecen finalmente la falla cardiaca congestiva, y

arritmias malignas, resultando en conjunto en una muerte cardiaca stibita >.

Cambios electrofisiologicos se han descripto durante la aparicion y la progresion de la HC
patoldgica, manifestindose como retrasos en la repolarizacion incluyendo aumento en el

intervalo QT y la duracion del potencial de accion (DPA) >+ atribuido a alteraciones en las

57-59

corrientes repolarizantes de potasio , cambios en las corrientes que involucran al calcio

59-61 62, 63

, y cambios en las corrientes que involucran al cloruro
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La HC fisioldgica, es un cambio adaptativo que promueve mejorar la funcion cardiaca debido
al entrenamiento aerdbico sostenido en el tiempo. Difiere de la HC patologica con que esta
ultima implica cambios no reversibles, mientras que la HC fisioldgica si. Ademads, se
caracteriza por favorecer vias de supervivencia, regeneracion celular y el aumento de la
produccion energética, por lo que puede estar implicando un incremento en la angiogénesis
y en la actividad de los sistemas antioxidantes para mantener una eficiencia en la funcion
mitocondrial. Tampoco hay aumento de la fibrosis ni re-expresion de genes fetales. Desde el
punto de vista electrofisioldgico, se determiné que hay mejoras en la actividad de los canales
de potasio ® sin cambios en el intervalo QT; disminucién de la DPA por cambios en la
actividad del cotransportador Na*/HCO;™ %, entre otras cambios beneficiosos en la actividad

eléctrica cardiaca.

4.1 Corriente ionica

La membrana plasmatica es una bicapa fosfolipidica, donde cada capa posee una cabeza polar
y dos colas hidrofébicas. De acuerdo con esta estructura, los iones no pueden atravesar la
membrana plasmatica dado que al poseer carga resultan repelidos. Por lo tanto, es necesario
un “camino o una via” alternativa para su ingreso o egreso de la célula. Dicho camino lo
aportan diversos tipos de proteinas ancladas en la membrana plasmatica, como los canales

16nicos, bombas idnicas y transportadores.

Para que se genere una corriente idnica es necesario que se establezca un gradiente de
concentracion de un determinado ion, ademas de la presencia de canales ionicos en la
membrana plasmatica, delimitando el espacio intracelular y el espacio extracelular. Las
concentraciones de las particulas idnicas tanto en el liquido intracelular (LIC) como en el
liquido extracelular (LEC) son diferentes y significativamente importantes a la hora de

estudiar corrientes i0nicas.
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Frente a la apertura de un canal i6nico y en presencia de un gradiente de concentracion a
ambos lados de la membrana plasmatica, las particulas se desplazaran en principio desde
donde haya una concentracion mayor hacia donde haya menos concentracion. Por lo tanto,
se establece una corriente i6nica debido al movimiento de particulas cargadas a favor de su
gradiente quimico (AQ). Sin embargo, la generacion de corriente no solo depende del
gradiente quimico debido al ingreso o egreso de un determinado ion, sino que tiene otro
contribuyente que se denomina gradiente eléctrico (AE), el cual representa una diferencia de
potencial generado por los gradientes quimicos de iones de un lado al otro de la membrana

plasmatica.

Considerando en conjunto ambos gradientes surge un tercer término, el gradiente
electroquimico (AYW), el cual permite establecer el movimiento de los iones a un lado y otro
de la membrana. En el caso de que AQ y AE fuesen iguales, no se generaria un flujo neto de
un determinado ion debido a que el AW seria cero. Con esta idea, Walther Nernst hizo una
correlacion entre el AQ y el AE, formulando con ello una de las ecuaciones mas utilizadas en
el ambito de la electrofisiologia, la cual permite conocer a qué potencial de membrana la
corriente idnica neta es igual a cero, frente a una determinada concentracion intra y

extracelular de un ion determinado. Es conocida como ecuacioén de Nernst y su expresion es:

R+T
zxF

[X]
x In ([X—]j

Ecuacion de Nernst: Ex =

Donde Ex es el potencial de equilibrio del ion X estudiado. R es la constante de los gases,

C*xV
mol * K

cuyas unidades son de (Coulomb por Voltio sobre mol por Kelvin). T es la temperatura

expresada en grados Kelvin. z es la carga que del ion X (es decir el nimero de valencia que

se le otorga al ion junto con su simbolo positivo o negativo). F es la constante de Faraday
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(cuyas unidades son ﬁ). Por ultimo, [X]; y [X]e son las concentraciones del ion X dentro y

fuera de la célula, respectivamente.

5.1 Canales ionicos

Los canales i6nicos son estructuras proteicas ancladas a la membrana plasmatica, cuya
funcion es permitir el pasaje de ciertos iones a través de su estructura y a favor del AY del
ion en cuestion. La mayoria de los canales no permiten el pasaje de cualquier otro ion, sino

que son selectivos a uno determinado.

Cada canal i6nico presenta estructuras y subunidades diferentes, sin embargo, todos
comparten similitudes estructurales tales como: el poro, region del canal por el cual se lleva
a cabo el pasaje de iones; filtro de selectividad, region dentro del poro que permite
seleccionar especificamente un determinado ion; y sensor de voltaje, estructura proteica que
poseen ciertos grupos de canales que les permite abrir, cerrar o inactivar el canal dependiendo

del voltaje de membrana presente.

Dentro del filtro de selectividad se encuentran estructuras proteicas de composicion
aminoacidica variable, que le otorgan a cada canal la particularidad de dejar pasar
determinados iones y no todos los presentes en la célula o fuera de ella. Por ello los canales

son especificos a la hora de dejar pasar iones.

Los canales i6nicos presentan varios estados conformacionales, es decir estructuras que
varian segun modificaciones del entorno, los cuales son: estado abierto, el canal deja pasar
iones por su estructura y procede de un estado cerrado; estado cerrado, el canal no deja pasar
los iones por su estructura, el cual procede del estado abierto o inactivo; estado inactivo, el
canal idnico se encuentra en una conformacién abierta pero con un bloqueo del poro, lo que

provoca que no haya pasaje de iones, este estado procede del estado abierto. Los cambios
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conformacionales dependen exclusivamente de varios factores del entorno del canal, como

cambios en el potencial de membrana, ligando quimicos y cambios fisicos.

La importancia de los estados de los canales no solo radica en el hecho de que si se encuentra
en estado abierto se va a generar una corriente, es decir un flujo i6nico a través del canal,
sino que depende del tiempo en que se mantiene en dicho estado. Por lo tanto, se define un
término que se involucra de forma directa en la generacion de la corriente, la probabilidad de
apertura (Po). La Po expresa la probabilidad de que el canal se encuentre en el estado abierto

en un intervalo de tiempo determinado. Por lo tanto:

Tiempo Abierto

Probabilidad de apertura: Po = — , ,
Tiempo Abierto+Tiempo Cerrado

Por lo tanto, Po contribuye a que la corriente se establezca a través de la membrana, sin
embargo, no es el tnico término que permite establecer que la corriente se genere o no. Entra
en juego también la cantidad de canales i6nicos presentes en la membrana plasmatica (N) y
la facilidad con la que el canal i6nico deja pasar los iones, término denominado conductancia
unitaria del canal (g). Desde el punto de vista de la fisica de circuitos g es la inversa de la
resistencia (R) y por lo tanto g implica facilidad para atravesar el circuito (R seria la dificultad
de atravesar el mismo circuito). Como en la membrana celular hay un gran nimero de canales
presentes, se determina entonces la conductividad global (G), siendo esta la facilidad del ion

de atravesar la membrana plasmatica a través del canal i6nico. G se determina como:

Conductividad global: G=g*Pox*xN
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Siendo g la conductancia unitaria del canal, Po la probabilidad de apertura del canal y N el
nimero de canales presentes en la membrana plasmatica. Por lo tanto, conociendo G, el Ex
y el potencial de membrana (Em), se puede establecer una relacion con la corriente, conocida
como la Ley de Ohm. Esta ley establece que la corriente es proporcional a la conductancia y
a la fuerza electromotriz que, en el caso de la fisiologia, es la diferencia entre Em y el Ex.

Por lo tanto, la corriente Ix, sera:

Corriente ionica del ion X: Ix = Gx * (Em — Ex)
Puede decirse entonces que la corriente idnica depende de varios factores ademas de los
gradientes como se vio anteriormente. Por lo tanto, para que un ion pueda moverse a través
de la membrana es necesario que: exista un gradiente electroquimico, que haya canales para

ese ion y que esos canales estén abiertos por un determinado intervalo de tiempo.

5.1.1 Canal de calcio tipo-L
Durante la fase dos del potencial de accion cardiaco, denominada meseta, se presenta un
balance entre la baja permeabilidad de las corrientes repolarizantes y al inicio de la corriente
de Ca** ®, siendo esta una corriente despolarizante clave como enlace entre la excitacion y
la contraccion. Por lo tanto, las propiedades biofisicas del canal otorgaran el correcto
funcionamiento del AEC. A continuacion, se describira la estructura y funcionabilidad del

canal de calcio tipo L (CaL).

CaL se encuentra ubicado en gran cantidad en las invaginaciones de las células cardiacas, los
tubulos T y, aproximadamente, un 75% de la cantidad total se encuentran ubicadas de tal

forma que permite el acople con los receptores de rianodina (RyR2) ¢7-7°

complejo
denominado diada. El canal se encuentra codificado en tejido cardiaco por el gen CACNAIC
que codifica a la subunidad a1C del canal CaV 1.2 !, La subunidad a1C forma el poro del

canal en conjunto con el filtro de selectividad a Ca*", el control de la conductividad del canal,
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el umbral de activacion del canal y alberga diferentes sitios para bloqueantes de CaL "> 7>,

La proteina consiste en cuatro repeticiones homologas (motivo I a IV) con cada una
albergando seis segmentos o hélice transmembrana, interconectados por loops tanto
intracelulares como extracelulares otorgando en conjunto un peso molecular de

aproximadamente 240 kDa (Figura 11) 7.

Extracelular
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Figura 11 — Esquema representativo del canal de calcio tipo L (CaL) cardiaco junto a las subunidades
que la componen y la regulan.

Los segmentos a hélice otorgan varias de las funciones presentes en el canal. El segmento
cuatro (S4), donde se albergan una gran cantidad de aminoacidos cargados positivamente
(como arginina o lisina) permite al segmento ser el sensor de voltaje 7”77, El poro y el filtro
de selectividad se encuentran situados entre los segmentos cinco y seis (S5 y S6) de cada

motivo 788!,
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Ademas de la subunidad alC, CaL presenta tres subunidades que van a estar regulando la

actividad del canal y son estructuras vitales para el correcto funcionamiento.

La subunidad B2b, codificada en el tejido cardiaco por el gen CACNAIB 7!, es una proteina
de aproximadamente 70 kDa, localizada en citoplasma unida a la subunidad al1C entre los
segmentos S6 del dominio I y S1 del dominio II, con el dominio de interaccion a (AID de
sus siglas en inglés — a interaction domain-) por su dominio de interaccion B (BID de sus
siglas en inglés — B interaction domain-) 3% 3. Las principales funciones de la subunidad B
son: regular la amplitud de la corriente por aumento del nimero de canales y por cambios en
la dependencia de voltaje y cinética de activacién asi como la inactivacién del canal 7% 34 8;
actuar como chaperona de alC evitando su degradacion *®; participar en la inactivacion
dependiente de Ca®" al ser fosforilado *’; y es indispensable para la modulacién de CaL por

proteinas quinasas, proteina G, ubiquitinacion y proteinas RGK pequefias 8%,

La siguiente subunidad importante para la actividad de CaL es la subunidad a28-2, codificada
por CACNA2DI en tejido cardiaco 7%, siendo una proteina de aproximadamente 175 kDa
que presenta glicosilacion *°. La estructura a2 se encuentra en el espacio extracelular unida
a la estructura 6 por puentes disulfuro, la cual se ancla a la membrana plasmatica. Ambas
proteinas son codificadas por el mismo gen, pero presentan clivajes diferentes *. Las
funciones principales son: facilitar y acelerar la activacion del canal °! °%; y, junto con la

subunidad B, permitir la correcta insercién de o1C a la membrana *°.

Debido a que el canal CaL presenta un papel importante en el AEC, es necesario que su
actividad presente una alta regulacion en diferentes eventos que afecten la funcionalidad del
tejido cardiaco. Para lograr este cometido, varias vias de sefalizacion intracelular y

estructuras diferentes regulan al canal.

Se sabe que la actividad del canal se ve modificada por vias extrinsecas cardiacas, como la

liberacion de noradrenalina (NA) por vias eferentes nerviosas autdnomas simpaticas, que
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promueve el aumento de la intensidad de corriente sin cambiar las cinéticas del canal *+*7.
Para ello, NA actiia sobre sus receptores 3, activando el receptor acoplado a proteina Gs,
aumentando AMPc y activando PKA, quinasa que fosforila CaL en su subunidad a1C en su
cola C-terminal. Los sitios fosforilables son serina 1700 y serina 1928 (S1700 y S1928,
respectivamente), siendo S1928 el predominante respecto al otro sitio en tejido cardiaco *%.
Sin embargo, el sitio que presenta mayor actividad es el S1700, dando mayor regulacion del

canal por estimulo B *°, sin cambios en el S1928.

Ademas de encontrar modulacion por PKA sobre Cal, se conocen otras quinasas que alteran
la actividad del canal. Podemos encontrar PKC, que en principio presentaba sitios de
fosforilacion en CalL en su N-terminal, especificamente en treonina 27 y 31 (T27 y T31,
respectivamente), promoviendo la inhibicion del canal '%. Sin embargo, la activacion de PKC

101" por lo que su

mejora la actividad de Cavl.2 cuando T27 y T31 presentan mutacion
actividad no seria en el N-terminal. Se sabe que PKC fosforila S1928 y aumenta la expresion
del canal en la membrana '°> 1%, La otra quinasa capaz de fosforilar CaL es PKG que, en
menor medida, se conoce que fosforila S1928 promoviendo la disminucion de la corriente de

calcio. Con una disminucion en la expresion de PKG, la corriente aumenta %4 195,

Finalmente, siguiendo con quinasas, se presenta la enzima calcio calmodulina quinasa II
(CaMKII) como reguladora de CaL. Al igual que PKA, CaMKII actua fosforilando el C-
terminal %1%  Frente a aumentos de Ca®' intracelular (Ca*";), la actividad de CaMKII
aumenta y provoca aumentos en la fosforilacion de la subunidad alC '% en los sitios de
fosforilacion serina 1512 y serina 1570 (S1512 y S1570, respectivamente) en el extremo C-
terminal cercano al dominio IQ %1%, y ademas fosforila la subunidad B2a en treonina 98 y
en lisina 493 (T98 y L493, respectivamente) '!!, provocando aumentos tanto en la expresion

de CaV 1.2 como en la intensidad de corriente ''2.
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El canal no solamente se modula por fosforilacion, existen otros tipos de modificaciones por
compuestos que permite regularlo. Entre estos compuestos se encuentran: las especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales promueven el aumento de la actividad del canal ''*-
18 por poseer en su dominios intracelulares cisteinas que se reducen en presencia de ROS
119 También el canal es modulado por: 6xido nitrico (NO), donde la nitrosilacion disminuye

la actividad del canal '*°

, siendo los posibles sitios de nitrosilacion los sitios de cisteina
seguidos de glutamina o aspartico (sitios C(D/E)) '*! y se estima que sean 3 en el canal CaV
1.2. Finalmente, el canal se modula por calmodulina (CaM), proteina importante para la
inactivacion dependiente de Ca®’. CaM se une al motivo IQ, que contiene isoleucina y
glutamina, del dominio C-terminal de la subunidad a1C, censando el Ca** y permitiendo la

inactivacion 22124,

5.1.2 Canales de potasio
Durante el desarrollo del PAC, numerosos canales de potasio participan de manera ordenada,

125 De esta manera la despolarizacion de células

manteniendo su forma y duracion
musculares cardiacas da pie a la activacion de los canales de potasio para retornar el Em
hacia el reposo. Sin embargo, no todos los canales responden de la misma manera a cambios
en el Em, debido a las diferencias tanto en las cinéticas como en las regulaciones de los
canales, otorgando el correcto funcionamiento en las diferentes fases del PAC. Por lo tanto,

en esta seccion se describira la estructura y regulacion de los distintos canales de potasio

presentes en el tejido cardiaco ventricular de ratones.

Se encuentran varios tipos canales de potasio, los cuales pueden ser agrupados en
dependiente de voltaje (Kv) y los independientes de voltaje, denominados rectificadores
entrantes (Kir, de sus siglas en inglés, inwardly rectifying) '*°. Estructuralmente, los Kv y los

Kir presenta grandes diferencias en sus subunidades o (Figura 12). Los Kv presentan seis
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estructuras transmembrana, denominados segmentos (S). Entre el S5 y S6 se encuentra
situado el poro junto con el filtro de selectividad del canal, mientras que el S4 forma el sensor
de voltaje, otorgando asi su sensibilidad a cambios en el Em 2”1*°, Los Kir presenta una
estructura mas simple en comparacion con los Kv, ya que presentan dos segmentos

transmembrana, entre los cuales se forma el poro y el filtro de selectividad.

1
(]
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Intracelular e Intracelular

Figura 12 — Esquema representativo de los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv, izquierda)
y canales de potasio rectificadores entrantes (Kir, derecha), junto a las subunidades y elementos que
la regulan.

A pesar de su gran diferencia en su estructura, ambos canales presentan cuatro subunidades
o para poder formar el canal, sin embargo, los Kv forman homotetrameros, es decir, cuatro
subunidades o idénticas provenientes del mismo gen '*!"'3; mientras que los Kir forman
homotetrameros y heterotetrameros, es decir, cuatro subunidades a no idénticas provenientes

de diferentes genes '**13° A continuacion, se describiran por separado ambos tipos de

canales.
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5.1.2.1. Canales Kv

Los canales Kv presentan subdivisiones en sus corrientes, que permiten regular el PAC, de
las cuales encontramos: las corrientes de K salientes transitorias (I, de sus siglas en inglés,
transients outward) y corrientes de K rectificadores salientes tardias (Ikv, de sus siglas en
inglés, delayed outwardly rectifying). Las corrientes Iy, actiian durante la fase uno del PACy

los Iky actiian durante la fase tres y comienzo de la fase cuatro '%’.

Las canales Iy, se dividen en rapidos (I, fast) codificados en tejido cardiaco por KCND3 y

70,126, 138-141

KCND2, expresando la subunidad o Kv4.3 y Kv4.2, respectivamente , siendo esta

142, 143 ) 144, 145
2

ultima expresada en poca cantidad en ventriculo de ratones , v lentos (Lo, slow
codificado en tejido cardiaco por KCNA4, expresando la subunidad o Kv1.4 14147 Ambos
tipos de Iy, se activan a potenciales por encima -30 mV denotando diferencias en su cinética
de inactivacion y la velocidad a la cual se recupera de dicha inactivacion 3% 141 144145 T, 0 o
presenta cinéticas de recuperacion de la inactivacion de entre veinte a cien milisegundos,
mientras que Iy, sow presenta cinéticas de segundos 2% 13141 Finalmente, ambas corrientes
presentan una expresion diferencial a lo largo de las paredes ventriculares, siendo el epicardio
la seccidon con mayor expresion del canal y el endocardio la seccion de menor expresion, lo

que permite un correcto funcionamiento del corazon 48159,

El otro contribuyente al PAC dentro de esta categoria de canales Kv en raton es Iks,
codificado en tejido cardiaco por el gen KCNQI expresando la subunidad o Kv7.1 °1: 152, Se
conoce que el canal presenta diferencias en su expresion en el ventriculo '2% 133, Presenta una
activacion lenta comparado con I, a voltaje mayores a -20 mV y no presenta una
inactivacion considerable '°* !5, Estas propiedades del canal le permiten participar para
regular la fase tres, ya que presenta activacion durante la fase dos, tomando mayor peso, por

su baja velocidad de activacion, en fase tres del PAC ¢,
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Ademas de presentar la subunidad a, los canales Kv presentan subunidades accesorias. Estas
subunidades, conocidas como Kvf, son proteinas que regulan desde la expresion del canal
hasta la actividad de estos, interactuando desde el citosol, aunque algunos lo hacen desde el
medio extracelular 1*71%_ Debido a la gran cantidad de subunidades P presentes en los canales

Kv, a continuacidn, se nombraran algunos de los mas importantes.

Para los canales Kv Iy, se asocian las subunidades § KChIP (de sus siglas en inglés: the Kv
channel-interaction protein) y DPP (de sus siglas en inglés: dipeptidyl peptidase-like
protein), ambas subunidades son necesarias para la expresion y actividad de la corriente de
estos canales. KChIP son proteinas intracelulares que se asocian a la subunidad o a través del
extremo N-terminal, y existen gran variedad de esta subunidad en diversos tejidos, sin

embargo, en corazon abunda la expresion de KChIp2 !48.167-169,

Esta subunidad presenta la particularidad de que su expresion condiciona la expresion de los
canales Kv4.x, es decir, es necesario su presencia para que la subunidad a se exprese; v,
ademads, coinmunoprecipita con Kv4.x en muestras de corazones de ratones adultos lo que

indica que se encuentra asociada a la subunidad a del canal '7°.

Una de las caracteristicas de la expresion en ventriculo de la subunidad KChIP2, es que se
encuentra conformando un gradiente de expresion en este tejido, lo que supone que la
expresion diferencial de los canales Kv4.x en ventriculo podria deberse a la expresion de esta
subunidad accesoria 4% 14-16%171 "Gin embargo, esta expresion diferencial de KChIP2 no es

142,172

notable en ventriculos de ratones por lo que, una de las hipotesis propuestas, es que la

expresion de Kv4.x de forma diferencial se debe a heterogeneidad del canal entre su forma

fast y slow 72173,

Aparte de contribuir en la expresion de los canales Kv4.x, la subunidad B KChIP2 altera la
cinética de inactivacion, la recuperacion de la inactivacion y la dependencia de voltaje de la

activacion. Frente a la disminucion de la expresion de KChIP2, por ejemplo, por un
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“knockeo” de la subunidad, la intensidad de corriente de I, fast disminuye !+ 173

, sin embargo,
se ve compensada la falta de Ii, st con un aumento de Iio, siow > 6. Al contrario, con
aumentos de KChIP2, la intensidad de corriente de I, aumenta, asi como aumenta la

velocidad de inactivacion del canal, aumento de la velocidad de recuperacion de la

inactivacion y genera cambios en la dependencia de voltaje de la activacion 8,

El otro contribuyente que regula la actividad de los canales Kv4.x es la subunidad DPP. Al
igual que la subunidad KChIP, existen varios DPP, los mas importantes en la regulacion de
la subunidad Kv4a son DPP6 y DPP10. Estas proteinas actiian regulando positivamente la
expresion de Kv4.x en corazén 7. Ademas, contribuye al trafico del canal hasta la membrana

plasmatica '”®. Desde el punto de vista de la actividad del canal, contribuye a la restitucion

1 1 177,179-

de la inactivacion '7° acelerando dicha actividad y la cinética de inactivacion del cana
187 Frente a “knockeos” de DPP, disminuye la expresion de KChIP, pero aumenta la
intensidad de corriente de Iy, al igual que sus cinéticas '*®, sugiriendo que ambas subunidades

regularian los canales Kv4.x en simultaneo.

El siguiente canal Kv, Iks, presenta una subunidad B asociada, conocida como KCNE1 "'

189,190 1 .a expresion de esta subunidad estd descrita en tejido cardiaco y KCNEI1 se co-
ensambla con Iks. Estructuralmente es una proteina transmembrana, con su extremo amino
hacia el citoplasma y el carboxilo hacia el espacio extracelular ' !, La principal funcion

156, 191

de esta proteina transmembrana es evitar la rapida activacion de Iks , permitiendo su

accion en la fase tres del PAC.

5.1.2.2. Canales Kir
El canal Kir presentan una mecénica y regulacion diferente respecto a los canales Kv. La
subunidad a se encuentra codificada por los genes KCNJx, codificando la subunidad o Kir2.x

192-197 '1a cual da origen a las corrientes Ik;. En tejido ventricular de ratones, la expresion mas



42

significativa es de KCNJ2 y KCNJ12, codificando la subunidad a Kir2.1 y Kir2.2 34 A
diferencia de Ii, los Kir2.x no presenta gradientes de expresion en el ventriculo 2, sin

embargo, la expresion cambia dependiendo el tipo de célula cardiaca estudiada 7.

Ix1 no presenta dependencia de voltaje '°® debido a su estructura sencilla de unicamente dos
segmentos transmembrana. Sin embargo, presenta una dependencia de voltaje de forma
indirecta. Frente a cambios de Em mayores a -20 mV, el poro del canal Kir2.x se encuentra
taponado por magnesio y poliaminas (entre ellas, principalmente, espermina), perdiendo asi
conductividad a potenciales mayores a -20 mV 2%, El canal retoma su actividad cuando
la espermina y/o el magnesio liberan el poro a potenciales menores a -40 mV, permitiendo la
accion de Iki en el final de la fase tres del PAC y su mantenimiento en la fase cuatro

manteniendo el PMR 20!,

La estructura de Kir2.x no presenta subunidades accesorias, por lo que uno pensaria que no
estaria regulado el canal. Sin embargo, la presencia de lipidos de membrana evita que la
corriente pierda conductividad. Se sabe que PIP2 (de sus siglas en inglés phosphatidyl

) 204

inositol — 4,5 — bisphosphate) <, evita dicha pérdida de conductividad del canal al unirsele

205

entre en sus dominios transmembrana-citosolico “°. No solo evita la pérdida de

conductividad, si no que otorga dependencia del canal por el pH 2% y permite el bloqueo

reversible por magnesio 27,

5.1.2.3 Regulacion de canales de K*

A pesar de presentar subunidades capaces de regular la actividad del canal, o estructuras de
membrana (como el PIP2), los canales de potasio se encuentran regulados por vias de
sefializacion celular para su correcto funcionamiento. A continuacidon, se describird

brevemente dichas regulaciones.
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Se ha descripto que los canales de K™ pueden ser regulados por fosforilaciones. I, se regula

3 208

mediante fosforilaciones por PKC en treonina 50 y por CaMKII en treonina 503 y serina

550 299210 Ty es fosforilado por PKA en S27 2! y por PKC en S409, T513, S464 y S577 12,

2 6 214

y es desfosforilado por PP1 es S27 !, I, presenta acetilacion 2!°, nitrosilacion en C7

y
fosforilacion por PKA en S425 215216 y en Y242 por PTK 2!, I, presenta inhibicion frente a

aumentos de NO intracelular 2.

Iiv regula la actividad de CaMKII, ya que se ha demostrado que una disminucion de la
expresion de Iy, genera un aumento de la actividad de CaMKII. Ademas, se ha demostrado
que I, y CaMKII se encuentran acoplados fisicamente, inhibiéndose asi CaMKII 2"
influenciando entonces la ubicacion de esta enzima en el sarcolema 2*°. CaMKII disminuye

Lio, fast pero aumenta lyo, siow y, €n general, CaMKII acelera la recuperacion de la inactivacion

de T, 22!, En Iio, slow fosforila en S123 y en Iy, fast fosforila en S550 20% 222,

CaMKII acelera la recuperacién y aumenta la densidad de corriente de Iy, 2% 22! 223

, por
mecanismo de fosforilacion directa de o, fast € lio, stow 22> 224, CaMKII coinmunoprecipita con
Kv 4.2/4.3 21 sugiriendo que forma un complejo junto con Iy, fast y sus subunidades B, por lo
que CaMKII puede fosforilar cualquiera de estas estructuras '*!:225. CaMKII regula Ik ya
que se determind que disminuye su actividad y expresion 22!, Ixs es regulado por Ca**
dependiendo de la actividad de calmodulina 2*% 2?7, Nitrosilacién directa de Kir 2.1 en C76

incrementa la probabilidad de apertura del canal ?'* disminuyendo asi la duracién del PAC y

aumentando el PMR.

5.1.3 Canales e hipertrofia
Como se ha mencionado en puntos anteriores, la hipertrofia cardiaca se puede dividir en dos,
la fisiologica y la patologica. Para esta seccion, nos centraremos en esta ultima e indicaremos

brevemente qué sucede con la actividad de los canales i6nicos anteriormente descriptos.
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Se han publicado resultados variados y controversiales respecto a la corriente de calcio tipo
L en la HC. Se describi6 que el desarrollo de hipertrofia en humanos genera un aumento en
la expresion de subunidades alfa y beta del canal ??®. En la falla cardiaca frente a injurias
producidas por la hipertrofia, se genera aumento de la probabilidad de apertura del canal L
estudiado en la configuracion de canal inico 2%°. Sin embargo, frente a estudios de la corriente
macroscopica, no se observan cambios en la corriente, atribuyendo esto a una disminucién
en la expresion del canal 222!, Otros trabajos postulan que, frente a hipertrofias cardiacas
leves, Ica. aumenta, mientras que no cambia en hipertrofia moderada y se reduce en

hipertrofia severa con falla cardiaca 2*2.

En cuanto a las corrientes de potasio, tanto Ix1, I € Iks, presentan disminucion en su actividad
frente a hipertrofias moderadas y disminuye atin mas frente a hipertrofias severas 4233240,
En hipertrofia leve, Iki no se vio alterada >*. Frente a hipertrofias con falla cardiaca, el
gradiente establecido de Ii, en el miocardio, se ve alterada promoviendo aumentos en eventos
arritmogénicos severos 23% 239 241-247 * A] presentar disminucion en la actividad de I, se ve

alterado el acoplamiento excito-contractil, debido a que la apertura del canal de calcio, que

depende de la repolarizacion provocada por I, se ve retrasado y por lo tanto el AEC 245,
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HIPOTESIS

La hipotesis general del presente trabajo de tesis Doctoral es que la activacion selectiva de
GPER en los miocitos ventriculares aislados de corazones normotroficos regula las corrientes
i6nicas involucradas en la determinacion de la morfologia y duracion del PAC, de tal forma
que establece su acortamiento; mientras que en los corazones hipertroficos este efecto
protector del GPER se encuentra disminuido o se ve superado por las vias pro- hipertroficas,
generando el alargamiento en la duracion del PAC y consecuentemente la produccion de los
eventos arritmogénicos tipicos de esta patologia. Proponemos que la estimulacion aguda del
GPER en ratones con HC revertira las alteraciones electrofisioldgicas de esta patologia,

evidenciando su rol cardioprotector.
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OBJETIVO GENERAL

Investigar el rol fisiopatoldgico de la activacion del GPER en la regulacion de la actividad
eléctrica cardiaca en condiciones de normotrofia e hipertrofia cardiaca patologica.
Especificamente, en este trabajo de tesis se estudido la regulacion de las corrientes
involucradas en la configuraciéon y duracion del potencial de accion cardiaco a través de la

activacion del GPER por su agonista especifico G1 de forma aguda.

Objetivos Especificos

1. Determinacion de la actividad de GPER en ratas Normotroficas.

a. Investigar el efecto de la activacion del GPER por G1 sobre la contractilidad y
transitorios de calcio, y su sefializacion involucrada en miocitos ventriculares aislados

de corazones normotroficos de ratas macho.

b. Investigar el efecto de la activacion aguda del GPER por G1 sobre IcaL y su
sefializacidon involucrada en miocitos ventriculares aislados de corazones

normotroficos de ratas macho.

2. Determinacion de la actividad de GPER en ratones Normotroficos (SHAM)

e Hipertréficos (TAC).

a. Investigar el efecto de la activacion aguda del GPER por Gl, sobre la
morfologia y duracién del potencial de accion en miocitos ventriculares

aislados de corazones normotréficos e hipertroficos.
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b. Investigar el efecto de la activacion aguda del GPER por G1 sobre Icar en

miocitos ventriculares aislados de corazones normotréficos e hipertréficos.

c. Investigar el efecto de la activacion aguda de GPER por Gl sobre las
corrientes de K' transitoria saliente (I,) y rectificadora entrante (Ik;) en

miocitos ventriculares aislados de corazones normotréficos e hipertroficos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) C57Bl/6 machos y ratas (Rattus norvegicus) Wistar
macho, de entre 12 y 14 semanas de edad criados en el bioterio de la Facultad de Ciencias
Médicas de La Plata. Los procedimientos llevados a cabo durante la investigacion fueron
realizados de acuerdo con la Guia de Cuidado y uso de Animales de Laboratorio, publicado
por el Instituto Nacional de Salud (NIH No. 85-23, revisado en 1996), y siguiendo las
directrices establecidas por el Comité de Bienestar Animal de la Facultad de Medicina de La

Plata.

Generacion de Hipertrofia Cardiaca

Para el desarrollo de HC, se realiz6 coartacion aortica transversa mediante la implementacion
de clip de titanio. Este procedimiento generd un aumento hemodinamico permitiendo forzar
la actividad contréctil cardiaca y por lo tanto inducir la hipertrofia. El procedimiento se

describe a continuacion.

Los ratones fueron anestesiados con una unica inyeccion intraperitoneal (i.p) de solucion
salina que contiene ketamina (70-80 mg/Kg) y xilasina (3.5 mg/Kg). Una vez anestesiados y
observando que no haya reflejo alguno por parte del raton, ya sea por puncion en la cola o la
planta del pie, se realizd6 un corte en el segmento superior al manguito external de
aproximadamente 1 cm, con el fin de poder despejar la musculatura hasta visualizar la
traquea. Se realiza un pequefio corte del esternén de forma longitudinal, de entre 6 y 7
milimetros, con sumo cuidado, para luego separar ambos sectores y visualizar la aorta. Se

prosiguid a insertar un clip de titanio (HemoClipPlus y Hemoclip Horizon, Teleflex) para
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realizar la coartacion aortica transversa en aproximadamente un 60% de oclusion, obteniendo

asi el grupo TAC (Figura 14).

Figura 14 — Procedimiento secuencial para el desarrollo de coartacion aortica transversa (TAC,
secuencia de arriba debajo de izquierda a derecha).

Posteriormente se realiz6 el cierre del esterndn (con sutura 6/0 de polipropileno) y del tejido
despejado (con supralon 6/0 de nylon). Finalmente se aplicdé i.p solucion salina con
dexametasona (1 mg/Kg) y tramadol (10 mg/Kg) una vez que el efecto de la anestesia se haya
ido. A otro grupo de ratones se le realizé el mismo procedimiento sin generar la coartacion

aortica (Grupo SHAM).

Ecografia Cardiaca
Para establecer si la TAC generada fue eficiente para la generacion de HC, se realizaron

estudios ecocardiograficos a ambos grupos de ratones pre-cirugia y veintiocho dias post-



50

cirugia de la siguiente manera (los ratones no fueron anestesiados para este procedimiento):
se realizo la sujecion del raton exponiendo la cavidad toracica para la colocacion del
transductor (velocidad de muestreo 15 MHz) realizando asi la ecografia bidimensional en
modo M, util para determinar las dimensiones y estructuras de la cavidad ventricular. Las
medidas fueron realizadas de acuerdo con los protocolos propuestos por la American Society

of Echocardiography.

Determinacion de colageno

Se utilizaron secciones de 5 um tomadas de los ventriculos izquierdos de los grupos de
animales estudiados. Las secciones se tifieron con la técnica de Picrosirius red (Direct Red
80, Aldrich, Milwaukee, WI 53233, USA) para la evaluacion de colageno. Las muestras se
observaron bajo luz polarizada, usando un analizador (U-ANT, Olympus) y un polarizador
(UPOT, Olympus) para estudiar la birrefringencia del coldgeno. Las imagenes fueron
digitalizadas con una camara (Olympus DP73, Japon) acoplada a un microscopio de campo

amplio (Olympus BX53, Japon).

Registro de acortamiento sarcomérico y transitorio de calcio

Utilizando microscopio invertido de epifluorescencia se ha determinado, mediante la
utilizacion de indicador Fura2-AM (3 uM, Molecular Probes, Invitrogen), el desarrollo de
transitorios de calcio (CaT) en miocitos aislados en las condiciones estudiadas. Para el
desarrollo del CaT, fue necesario la estimulacion de campo en la cdmara a una frecuencia de
0.5 Hz. En las cé€lulas que lo permitian, se ha registrado la contractilidad de la célula al
promediar el acortamiento sarcomérico (AS) a lo largo de la célula en cuestion, utilizando

videocamara IonOptix (IonOptix System). Las soluciones utilizadas (solucion extracelular
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para la medida del PA con 1 mM de CaCl,, ver mas adelante) se perfundieron a velocidad
constante de flujo de 1 ml/min, a temperatura ambiente (22-25°C). Una vez obtenido los

registros, se utilizo6 el software lonWizard para analizarlos.

Obtencion de miocitos de corazon de raton

Los ratones fueron inyectados con heparina sodica (i.p, 200 u/ml) para evitar la generacion
de coagulos dentro de los vasos que irrigan el corazon, y sacrificados con dislocacion cervical
luego de 10 minutos. Posteriormente se canula la aorta in situ, se extrae el corazon y se lo
coloca en un sistema de Langerdorff para realizar la perfusion retrégrada ex vivo (Figura 15
A) con solucion buffer HEPES (HEPES, conformada por —en mmol/L-: 146.2 NaCl, 4.69
KCIl, 11 Glucosa, 10 HEPES, 0.35 NaH,POs4, 1.05 MgS04.7H>0, pH 7.4 con NaOH) libre
de Ca* con 100 uM de EGTA durante 3 minutos, esto genera relajacion del corazon
permitiendo la circulacion de la solucion por los vasos sanguineos. Posterior al tiempo
establecido, se perfunde el corazén con solucion enzimatica (conformada por: solucion
HEPES, 50 uM CaCl; y 0.5 mg/ml de Colagenasa tipo II -aproximadamente 95 U/ml-)
durante 5-7 minutos, permitiendo disgregar la red de coldgeno y asi liberar los miocitos del
tejido. Una vez concluido el tiempo de digestion, el corazéon se desmonta y el tejido
ventricular se disocia mecanicamente con tijeras de las cavidades auriculares y
posteriormente se disgrega con pinzas liberando los cardiomiocitos en la solucion HEPES

(50 uM CacCly) libre de colageno.

Los miocitos obtenidos se centrifugan para descartar la solucién enzimatica remanente y se
les restituye progresivamente, y lentamente, el Ca?" hasta la concentracion de 1 mM para
evitar la muerte por recalcificacion abrupta (Figura 15 B). Asi mismo los lavados permiten
despejar la solucion de células muertas. Los cardiomiocitos se mantienen en solucion HEPES

1 mM CaCl; hasta y durante su uso experimental.
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Figura 15 — Aislamiento de cardiomiocitos de raton. A. Procedimiento de canulacion de la aorta para
posterior colocacion del corazon en equipo Langendorff. B. Recalcificacion de Ca** de los miocitos
obtenidos durante el aislamiento desde 0.05 a 1 mM.

Obtencion de miocitos de corazon de rata

Las ratas fueron sacrificadas con inyeccion i.p. de Uretano (1.5 gr/kg) y posterior apertura de
la caja tordxica. Répidamente, la auricula izquierda fue inyectada con heparina sddica (i.p,
200 u/ml) para evitar la generacion de codgulos dentro de los vasos que irrigan el corazon.
Posteriormente, se canula la aorta in sifu, se extrae el corazon y se lo coloca en un Sistema
de Langerdorff para realizar la perfusion retrégrada ex vivo con solucion buffer HEPES
(HEPES, conformada por —en mmol/L-: 146.2 NaCl, 4.69 KCl, 11 Glucosa, 10 HEPES, 0.35

NaH»POs, 1.05 MgS04.7H,0, pH 7.4 con NaOH) con 1 mM de Ca** durante 3-5 minutos
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para el lavado de sangre remanente en el corazon. Luego al corazén se le hace circular la
solucion HEPES libre de Ca®" con 100 pM de EGTA por 3 minutos, generando relajacion
del corazdén permitiendo la circulacion de la solucidon por los vasos sanguineos. Posterior al
tiempo establecido, se perfunde el corazoén con solucion enzimatica (conformada por:
solucion HEPES, 50 uM CaCl; y 0.5 mg/ml de Colagenasa tipo II -aproximadamente 95
U/ml-) durante 7-10 minutos, permitiendo disgregar la red de coldgeno y asi liberar los
miocitos del tejido. Una vez concluido el tiempo de digestion, el corazon se desmonta y el
tejido ventricular se disocia mecdnicamente con tijeras de las cavidades auriculares y
posteriormente se disgrega con pinzas liberando los cardiomiocitos en la solucion HEPES
(50 uM CacCly) libre de colageno. Los miocitos obtenidos se centrifugan para descartar la
solucion enzimética remanente y se les restituye progresivamente, y lentamente, el Ca*" hasta
la concentracion de 1 mM para evitar la muerte por recalcificacion abrupta (Figura 15 B).
Asi mismo los lavados permiten despejar la solucion de células muertas. Los cardiomiocitos

se mantienen en solucion HEPES 1 mM CacCl; hasta y durante su uso experimental.

Determinacion de drea aparente de cardiomiocitos de raton

Posterior a los aislamientos de cardiomiocitos de raton, se tomaron fotografias en
microscopio invertido Nikon con objetivo 10X. Una vez adquiridas las fotos, fueron
analizadas a ciegas con ImageJ, utilizando el campo total como escala para la determinacién
del area de los miocitos. Utilizando una camara de Neubauer, y considerando que la seccion
cuadrada mayor de la camara mide aproximadamente 1 mm, se considerd que el didmetro

del campo de vision es de aproximadamente 1.8 mm (Figura 16).

Una vez seteada la escala, se prosigui6 a medir el area celular con la funcion de mano alzada
para dibujar el contorno de la célula en cuestion, determinando asi el area aparente de las

células cardiacas de ambos grupos de ratones.
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Figura 16 — Seteo de escala para la determinacion de area de cardiomiocitos SHAM y TAC.

Determinacién de Oxido Nitrico

La produccion de o6xido nitrico (NO) se determind por microcopia de epifluorescencia
(Microscopio Zeiss 410) en miocitos aislados de ratas Wistar pre-incubados con 5 uM del
indicador fluorescente 4-Amino-5-Metilamino-2',7'-Difluorofluoresceina Diacetato (DAF-
FM Diacetato, Invitrogen). Los miocitos fueron excitados cada treinta segundos a 488 nm de
longitud de onda. La fluorescencia emitida se registr6 entre 500-550 nm y la intensidad de
emision depende de las fuentes de NO intracelulares, como las NOS. Se estimo la produccion
de NO a partir de las pendientes obtenidas en la relacion entre emision de fluorescencia y
fluorescencia inicial (F/F0) de cada tratamiento. La fluorescencia de cada célula se registro
por cinco minutos pre-acondicionando las células con DMSO o Wortmanina, para luego
perfundirlas por quince minutos con G1 o Wortmanina con Gl, respectivamente. Las
soluciones utilizadas (solucion extracelular para la medida del PA con 1 mM de CaCl,, ver
mas adelante) se perfundieron a velocidad constante de flujo de 1 ml/min, a temperatura

ambiente (22-25°C). Finalmente, los registros obtenidos fueron analizados por Image].
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Patch Clamp

Mediante la técnica de Patch Clamp se puede llevar a cabo el registro de corriente i6nica o
de voltaje de membrana. Hay dos modos entonces para realizarlos: el de clampeo de voltaje
(Voltage Clamp -VC-) y el de clampeo de corriente (Current Clamp -IC-). En el método de
VC, se mantiene una diferencia de potencial establecida por un circuito de retroalimentacion
implementando amplificadores diferenciales rapidos y de bajo ruido eléctrico, con ello, se
puede leer entonces en simultaneo (es decir, mientras se aplica la diferencia de voltaje) la
corriente a través de la membrana. Segun la ley de Ohm, el voltaje es proporcional a la
corriente y a la resistencia del sistema. En el caso de una célula, la resistencia se debe a los
canales presentes en la membrana celular, o a la conductividad de estos, siendo la inversa de
la resistencia. Por lo tanto, cambios en el voltaje permitiran establecer una determinada
intensidad de corriente a través de estas resistencias (o canales idnicos). En el método de IC
no se mantiene una diferencia de potencial, si no que se deja libre la lectura de corriente y se
“traduce” a voltaje. Se aplica ahora la ley de Ohm, solo que se altera la corriente para obtener

entonces voltajes provenientes de la célula.

Dependiendo entonces qué se quiere registrar (si corriente por VC o voltaje por IC), es
necesario establecer un circuito entre las soluciones utilizadas y la célula. Para ello se
implementan electrodos de referencias. Uno, el de la solucidén extracelular o de “bafio”, y
otro el de la solucion intracelular o de “pipeta”, siendo ambas de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl). Finalmente, para cerrar el circuito se debe colocar la membrana de la célula entre
ambos electrodos. Para ello, se toca la membrana manipulando el electrodo de la pipeta con
un macro y micromanipulador (Figura 17 A), posteriormente se realiza una pequefia succion
para establecer la configuracion de célula sujeta (Cell Attached, CA), generando asi un

aumento gigantesco de la resistencia entre ambos liquidos (se genera el Gigasello).



56

Finalmente, y a partir de esta configuracion, se pueden establecer varias configuraciones,
siendo la de uso en esta tesis, la configuracion de célula entera (Whole Cell, WC, Figura 17
B). Para ello, se debe realizar una succidon mas intensa y rapida para poder mantener el
gigasello y acceder a la membra celular. Permitiendo ahora cerrar el circuito siendo en este
momento la célula un capacitor en este sistema, cuya caracteristica eléctrica es de cargarse y
descargarse eléctricamente frente a cambios en el voltaje del circuito, capacidad ttil para

estimar el area celular (ver méas adelante).

Entonces, se utilizd la técnica de Patch Clamp en su configuracion de WC (Figura 17) para
la obtencion de registro de Potencial de Accion (PA) y corrientes ionicas. Las células fueron
colocadas en camaras vistas en microscopio invertido y perfundidas en soluciones (tanto la
solucion del bafio como la de la pipeta), pertinentes a cada registro (composicion de las
soluciones descriptas mas adelante). En todos los casos, las soluciones del bafio y de la pipeta
se encuentran conectadas al circuito de medida con un electrodo de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl). Los registros fueron realizados con un amplificador AxoPatch 200B y
digitalizada por Digidata 1200 (Molecular Devices) para su registro. El andlisis de datos de
todos los registros fue analizado por ClampFit10.3. Todas las soluciones se perfundieron a

un flujo de 1 ml/min, a temperatura ambiente (22-25°C).
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Figura 17 — A. Foto representativo de set up de Patch Clamp, con microscopio invertido,
amplificador, digitalizador y computador. B. Esquema representativo para acceder a la configuracion
WC (3), transitando anteriormente por la configuracion de Cell Attached (CA, 2).

Los registros se realizaron de la siguiente manera:

Registro de Potencial de Accion
Utilizando la configuracion IC se registraron PAs de cardiomiocitos ventriculares aislados
utilizando la siguiente solucion de perfusion (en mmol/L): 5 KCI, 133 NaCl, 1 MgCl», 10
HEPES, 2 CaCla, 5 Glucosa (pH 7.4 con NaOH). La solucion de pipeta contiene (en mmol/L):
125 K-Gluconato, 10 KCl, 8 NaCl, 3 MgATP, 1 EGTA, 10 HEPES (pH 7.2 con KOH). El

siguiente protocolo fue aplicado para determinar la intensidad de corriente aplicada para
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poder obtener el PA: pulsos de corrientes de 1 nA por 2 milisegundos (ms) a 1 Hz

aumentando de a 1 nA por pulso (Figura 18).

(e Bt e e T e e e
10mv |
PA obtenido con el protocolo
L
1nA |
Protocolo de corriente
100 ms

Figura 18 — Esquema de protocolo para la determinacion del potencial de accién adecuado
para el registro. Arriba, potenciales de accidon registrados a diferentes intensidades de
corriente. Abajo, protocolo de corriente.

Una vez obtenida la intensidad de corriente al cual se generd un PA estable y repetido en los
siguientes pulsos, se lo utilizd para registrar 60 pulsos a esa intensidad de corriente,
analizando los ultimos 10 estables para establecer los datos a analizar. A cada registro de PA

se le sustrajo 14.8 mV de potencial de junta liquida, calculado por el programa Clampex 10.3.

Para la obtencion de los pardmetros de amplitud, potencial de membrana en reposo (PMR),
tiempo al 50% y 90% de la repolarizacion (APDso y APDoo, respectivamente) los registros

fueron analizados con la funcion de estadistica de ClampFit.
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Registro de Corriente de Calcio
Utilizando la configuracion de VC se registro la corriente de Calcio tipo L (Icar) utilizando
la siguiente solucidon de perfusion para ratones (en mmol/L): 5 CsCl, 120 NaCl, 1 MgCl,, 10
HEPES, 10 tetraetilamonio cloruro (TEA-CI, para inhibir la corriente k1), 5 4-aminopiridina
(4-AP, para inhibir la corriente Ii), 2 CaCl2, 5 Glucosa (pH 7.4 con NaOH), y para ratas, la
solucion es similar a la de raton con el cambio de las concentraciones de NaCl y CaCl, (122
y 1 mM, respectivamente). La solucion de pipeta contiene (en mmol/L): 135 CsCl, 1 MgCl.,

4 Na,ATP, 5 EGTA, 10 HEPES (pH 7.2 con CsOH).

A los cardiomiocitos aislados se aplic6 el siguiente protocolo de voltaje para la obtencion de
la curva densidad de corriente vs voltaje (curva I.V): con un voltaje de mantenimiento (o de
Holding, Vu) de -80 mV, las células fueron sometidas a un prepulso de -40 mV por 150 ms,
permitiendo asi inactivar la corriente de sodio (Ina). Posteriormente, se aplicaron pulsos desde
-50 a +70 mV por 500 ms con aumentos de voltaje cada 5 mV para miocitos de raton o cada
10 mV para miocitos de rata, a una frecuencia de 0,1 Hz. Las corrientes al pico negativo
obtenidos de los registros a cada voltaje le fueron sustraidas las corrientes en el estado
estacionario (EE) y normalizadas por la capacitancia, obteniéndose asi densidad de corriente

a cada voltaje aplicado permitiendo obtener la curva 1.V de las células para su analisis.

A partir del protocolo para la obtencion de la curva 1.V, se determiné la activacion de la
corriente dependiente de voltaje tanto para ratones como para ratas. Para ello, se dividio cada
densidad de corriente obtenida por la densidad de corriente maxima (I / Imax), obteniéndose
asi, una curva sigmoidea en funcidn del voltaje. Se consideraron los voltajes desde -50 hasta
5 mV para su determinacion. Utilizando la funcién de fiteo de ClampFit, se utilizo la ecuacion

de Boltzmann carga-voltaje como se muestra a continuacion:

IMax

fV) = +
(Em1/2 V)
1+e m Ve

C
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Siendo Emj,; el potencial al 50% de la curva (Emi, de activacion), siendo este un valor

caracteristico del comportamiento de la curva, y utilizado en el presente trabajo.

A los registros a 0 mV se les ha determinado la cinética de inactivacion utilizando la ecuacion
biexponencial para determinar la constante al 70% de la inactivacion (tau (t)) para la
inactivacion rapida (Tau répida, dependiente de calcio) y la lenta (Tau lenta, dependiente de

voltaje):

+A2*e(—

fO) = Alxe (_ Tlenta> e

Trépida>
Finalmente, se realizaron protocolos de Inactivacion dependiente de voltaje para los grupos
de ratones, de la siguiente manera. Aplicando de forma similar para la obtencion de la curva
IV, los pulsos de voltaje aplicados desde -50 a +5 mV cada 5 mV ahora fueron aplicados
durante 1600 ms. Posteriormente se aplico un pulso de 2 ms a -80 mV, evitando asi cambios
de corrientes generado por los pulsos anteriores, y aplicando consecutivamente un pulso a 0
mV durante 500 ms. Para obtener la curva de Inactivacion dependiente de voltaje se le
sustrajo la corriente en EE a las corrientes del pulso a 0 mV, normalizando esta por la
capacitancia y dividiendo cada corriente por la corriente méaxima obtenida en este pulso de
voltaje (I / Imax). Utilizando la ecuacién de Boltzmann descripta anteriormente, se obtuvo el

Emj/, de inactivacion.

Registro de Corriente de Potasio
Utilizando la configuracion de VC se registraron las corrientes de potasio, utilizando la
siguiente solucion de perfusion (en mmol/L): 133 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 10 HEPES, 2 CaCl,,
5 Glucosa (pH 7.4 con NaOH). La solucién de pipeta contiene (en mmol/L): 125 K-
Gluconato, 10 KCI, 1 MgCl,, 4 Na,ATP, 1 EGTA, 10 HEPES (pH 7.2 con KOH). Para la

medida de ki, se suministrd a la solucion de perfusion 2 mM de 4-aminipiridina para la
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inhibicion de la corriente I. El protocolo de voltaje utilizado fue el siguiente: se aplicaron
un prepulso a -40 mV por 150 ms, para inactivar Ina, y posteriormente pulsos desde -120 a -
20 mV por 500 ms. Para la medida de I, se suministro a la solucion de perfusion 0.3 CoCl2
para la inhibicion de la corriente Ixi. El protocolo de voltaje utilizado fue el siguiente: se
aplicé un prepulso a -40 mV por 100 ms, para inactivar Ina, y posteriormente pulsos desde -
50 a+80 mV por 260 ms cada 10 mV. A cada registro se le sustrajo 14.8 mV de potencial de

junta liquida, calculado por el programa Clampex 10.3.

Para los registros de Ik, las corrientes fueron analizadas en el estado estacionario, mientras
que las de I, fueron analizadas las corrientes al pico. Para determinar si efectivamente
registrabamos Ito, algunas células fueron sometidas a 4-AP, obteniendo una reduccion de la
corriente al pico, indicando que efectivamente estdbamos obteniendo I, (a +5 mV; control:

4.08 £ 0.97 pA/pF vs 4-AP: 1.6 + 0.28 pA/pF, N/n = 2/6, p<0.05).

Registro de Capacitancia
Una vez que se accede a la configuracion de WC, en cada caso de registro de corriente i6nica,
se somete a las células a un pequefio pulso negativo de 10 mV desde el Vu. Obteniéndose un
grafico similar a la Figura 19. Se calcula el area del registro capacitivo y se divide por la
diferencia de voltaje aplicado, obteniéndose asi la capacitancia de la célula, siendo este valor
un indicador proporcional del area celular y normalizador de todos los registros de corrientes

en el presente trabajo de Tesis.
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Figura 19 — A. Grafico representativo de carga y descarga de la membrana celular, comportandose
como un capacitor. B. Protocolo para obtener la capacitancia de la célula. C. Cuenta matematica
para la obtencion de la capacitancia de la célula.

Western Blot

Los corazones de los ratones de ambos grupos fueron molidos en nitrégeno liquido y
homogenizados en una solucidon buffer RIPA con inhibidores de proteasa como aditivo.
Posteriormente, se realizo la cuantificacion de proteina total mediante la técnica de Bradford
y las muestras se diluyeron en buffer de carga SDS/PAGE [10%(v/v) de glicerol, 1-3% (v/v)
2-mercaptoetanol, 2% (p/v) SDS, 0.5% de azul de bromofenol, 75 mM de TRIS, pH 6.8].
Luego fueron resueltas en 7.5-12% de poliacrilamida, dependiendo del peso molecular de la
proteina en cuestion. Al finalizar la corrida, se transfirieron a membrana PVDF por
electroforesis (SDS-PAGE). Las membranas fueron bloqueadas con una solucion al 5% de
leche para luego incubarlas overnight con los anticuerpos especificos a cada proteina. Al
finalizar, se incubaron por 1 hora con los anticuerpos secundarios, conjugados con una
peroxidasa de rabano, realizando asi la deteccién quimioluminiscencia, cuantificando la sefial

por andlisis densitométricos con el software ImageLab (Bio-Rad).

Anticuerpos utilizados:
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Anti-GPER Policlonal; 1:500; 1%BSA en TTBS (Invitrogen;, PA5-87717).

Anti-Na/K/ATPasa Monoclonal; 1:1000; 1%BSA en TTBS (Thermofisher)

Anti-Rabbit; 1:10000, 1% leche en TTBS (Santa Cruz Biotechnology, sc-2004).

Reactivos utilizados

Se utilizaron los siguientes reactivos junto a sus respectivas concentraciones: G1, agonista
de GPER, 1 uM (Cayman Chemical Company); G36, antagonista de GPER, 1 uM (Cayman
Chemical Company); L-NAME, inhibidor de NOS general, 100 nM (Sigma Aldrich);
Wortmanina, inhibidor de PI3K, 100 nM (Invitrogen); DMSO, solvente de los reactivos,

0.01% v/v (Sigma Aldrich).

Analisis Estadistico

Todos los resultados obtenidos se expresan como promedio + error estandar (SEM). En todos
los casos se ha utilizado GraphPad Prims 8 para el analisis estadistico. Para comparar los
grupos se utilizé Test de Student apareado o desapareado, segin corresponda. Un p < 0.05
implica diferencia significativa. N/n indica nimero de animales y numero de células,

respectivamente.
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RESULTADOS

1. Determinacion de la senalizacion de GPER en corazones de ratas
Normotroficos.

Con el objetivo de determinar los efectos generados por GPER en tejido cardiaco en
condiciones fisiologicas (en este caso, normotrofia), recurrimos al estudio del receptor en

cardiomiocitos aislados de ratas.

Datos preliminares realizados en nuestro laboratorio e incluidos en la tesis de la Dra. Sofia
Espejo (aun no publicados), mostraron que tanto el estradiol como la aldosterona, actuando
sobre el GPER, disminuye la contractilidad y el transitorio de Ca*" (CaT). Estos efectos se
encontraron asociados a una disminucion de la corriente de calcio tipo L (Icar). En el presente
trabajo de tesis, se realizaron experimentos adicionales, activando selectivamente GPER con
su agonista sintético G1, que confirmaron los resultados previos. Se administré buffer
HEPES + DMSO (0.01%, solvente utilizado para disolver G1) hasta lograr la estabilidad del
AS y el CaT. Posteriormente, se administré6 G1 (1 uM) por 15 minutos. El AS se midi6 en
modo continuo, mientras que el CaT se registr6 a intervalos regulares (2, 5, 10 y 15 min),
para evitar pérdida del indicador por exposicidon constante a la luz de excitacion. La Figura
20 muestra el efecto producido por el agonista de GPER en miocitos ventriculares aislados
de rata Wistar macho. Se observa que en presencia de G1 se produce un efecto inotropico
negativo rapido. Dicho efecto se ve acompaniado por una disminucion del CaT, registrado
con el indicador fluorescente Fura-2 AM. Debido a que los efectos observados se pueden
deber no solo a la administracion de G1, si no al efecto prolongado del DMSO, se realizaron
controles de tiempo pertinentes para descartar dicha posibilidad. No se encontraron
diferencias significativas a los mismos tiempos determinados en los protocolos con G1 (AS

en DMSO: 5.21 £+ 1.46%; DMSO 15 min: 4.20 £+ 1.17%, p > 0.05, t-Student apareados. CaT
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en DMSO: 0.30 = 0.07 u.a; DMSO 15 min: 0.29 + 0.07 u.a, p > 0.05, t-Student apareado.
N/n = 3/8), indicando que lo observado anteriormente se debe al G1 y no al tiempo de

exposicion del solvente.
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Figura 20 - A. Trazo representativo de acortamiento sarcomérico (AS, arriba) y promedios de AS y
transitorios de calcio (CaT) de los segmentos a y b (abajo), de cardiomiocitos de ratas antes y durante
el tratamiento con 1 uM de G1, en el sistema /onOptix, (ay b indican los trazos correspondientes para
su analisis). B. Graficas de barras del efecto de G1 sobre el AS (arriba) y el CaT (abajo). Se observa
disminucion del AS y del CaT en presencia de 1 uM de G1. * p < 0.05 y *** p < 0.001 indican
diferencia significativa respecto a DMSO. Andlisis estadistico implementando t-Student apareados.
El numero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra. EI N/n
adicional para el registro de CaT se debe a un experimento en el que no se pudo medir la
contractilidad.

Recordando que el aumento del CaT durante la sistole se asocia al mecanismo de liberacion

de calcio inducida por calcio, es importante determinar si la corriente de calcio se ve afectada



66

en presencia de G1. Recurriendo asi a la implementacion de la técnica de Patch-Clamp, se
realizaron medidas de Ica. en cardiomiocitos ventriculares aislados mediante el mismo
protocolo de administracion de soluciones utilizado en los registros de AS y CaT, es decir,
DMSO hasta lograr la estabilidad de la corriente con posterior administracion de G1 por 15
minutos. De manera consistente, el efecto observado de G1 sobre la contractilidad y el calcio

intracelular, se registré una reduccion de Icar por el agonista de GPER (Figura 21).
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Figura 21 - A. Curva de densidad de corriente en funcion del voltaje (curva IV) de cardiomiocitos
ventriculares tratados antes y después de 1 uM de G1 (inset: protocolo de voltaje aplicado), utilizando
la técnica de Patch Clamp. B. Trazo representativo de Icar a 0 mV (arriba) y grafico de barras de la
densidad de corriente junto su inset de graficos de puntos unidos (abajo). Se observa que la presencia
del agonista sintético de GPER produce una disminucion de la densidad de corriente de CaL. * p <
0.05 y ** p < 0.01 indican diferencias significativas respecto a DMSO. Analisis estadistico
implementando t-Student apareados. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentran en la
base de los graficos de barra.

Se observa en la Figura 21, que Icar disminuye significativamente su actividad a potenciales
cercanos a su maxima corriente en presencia de G1. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que la reduccion de Icar por G1, es responsable, al menos en parte, de la reduccion del calcio

intracelular y la contractilidad, pudiendo la activacion de GPER mediar efectos en el AEC.
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Debido a que la biofisica del canal podria verse alterada en presencia de G1, y por lo tanto
alterar asi la densidad Ica, se han realizado medidas de cinética de inactivacion y
dependencia de voltaje de la activacion. No se observaron cambios significativos en la
velocidad de inactivacion del canal en presencia de G1 (Tau lento a 0 mV: DMSO: 105.0 +
5.3 ms; Gl: 122.2 £ 9.3 ms, N/n = 5/10. Tau rapido a 0 mV: DMSO: 21.78 + 2.67 ms; G1:
30.39 £3.42 ms, N/n=5/10, analisis estadistico t-Student apareados, p > 0.05). Por otro lado,
aunque se ha obtenido una leve tendencia a hiperpolarizar el voltaje al 50% de la activacion
del canal, tampoco se encontraron diferencias significativas en la dependencia al voltaje de
la activacion entre DMSO y G1 (Emso de activacion: DMSO: -21.48 = 1.51 mV; G1: -23.11
+ 1.57 mV; N/n = 5/13; anélisis estadistico t-Student apareado, p =0.0516). Resta determinar
si cambios en la dependencia al voltaje de la inactivacion pueden explicar la reduccion de

Icar inducida por la activacion de GPER.

Aunque G1 es un agonista especifico de GPER, para confirmar definitivamente si el efecto
de G1 se produce a través de la activacion de GPER fue necesario la utilizacion de su
antagonista selectivo (G36, 1 uM). Para ello, los registros de AS, CaT e Ica, se llevaron a
cabo con la presencia de G36 hasta lograr la estabilidad del registro, con posterior
administracion de G1 junto con el antagonista. El efecto observado de GI sobre la
contractilidad, el transitorio de calcio y la corriente CaL, fue prevenido por G36 (Figura 22),

confirmando que la activacion de GPER media dichos efectos.
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Figura 22 - A. Efecto en AS (izquierda) y CaT (derecha) en presencia del antagonista de GPER, G36,
antes y después del tratamiento con G1. B. Trazo representativo de Ica. a 0 mV (izquierda) y grafico
de barras de la densidad de corriente de calcio (derecha) en presencia de G36, antes y después de G1.
Se observa que al inhibir el GPER con G36 el efecto producido por G1 sobre el AS, CaT e IcaL se
evita. Andlisis estadistico implementado t-Student apareados. El numero estadistico de cada
tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra. El N/n adicional para el registro de AS
se debe a un experimento en el que no se pudo medir el CaT.

Observando que la activacion de GPER produce un efecto inotrépico negativo, producto de
disminucion de la corriente y del transitorio de calcio, se decidid investigar la via de

sefializacion involucrada en este mecanismo.

De acuerdo con los conceptos vertidos en la introduccion, una de las vias responsables de la
sefalizacion disparada por la activacion del GPER es la que involucra a PI3K con la
consecuente activacion de NOS. Por este motivo, nos dispusimos a investigar estd via
intracelular inhibiendo PI3K con Wortmanina (100 nM) o la produccion de NO con L-Name

(100 nM). La Figura 23 muestran que tanto Wortmanina como L-Name previenen el efecto



69

de G1 sobre el AS, el CaT e IcaL, indicando que ambos intermediarios participan de la via de

sefializacion tras la activacion del GPER.
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Figura 23 - A. AS y CaT en presencia de L-Name, antes y después de G1. B. AS y CaT en presencia
de Wortmanina, antes y después de G1 C. Trazo representativo (izquierda) y grafico de barras
(derecha) de Ica. a 0 mV en presencia de L-Name antes y después de G1. D. Trazo representativo
(izquierda) y grafico de barras (derecha) de Ica. a 0 mV en presencia de Wortmanina antes y después
de G1. La presencia del inhibidor de NOS o PI3K previnieron la accion de Gl tanto en la
contractilidad del cardiomiocito como en el transitorio y corriente de calcio. Analisis estadistico
implementado t-Student apareados. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base
de los graficos de barra.

Finalmente, para dilucidar si el efecto de GPER se inicia con la activacion de NOS o con la
activacion de PI3K, se realizaron medidas de NO mediante fluorescencia utilizando el
indicador DAF-diacetato en presencia de G1 o Wortmanina con G1. La Figura 24 describe
que la produccion de NO aumenta con G1, efecto observado con el aumento de la pendiente

respecto a su condicion control (Figura 24 A), fendmeno que no ocurre con la preincubacion
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de las células con Wortmanina (Figura 24 B), indicando que GPER actua activando PI3K y

posterior a ello, se activa NOS, estimulando la produccion de NO.
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Figura 24 - A. Curva de fluorescencia sobre fluorescencia inicial (F/F0) en funcion del tiempo
(izquierda) y sus respectivos valores de pendientes (derecha) obtenidas en ausencia y presencia de
Gl1. B. F/FO en funcion del tiempo (izquierda) y sus respectivos valores de pendientes (derecha)
obtenidas en ausencia y presencia de G1 con pretratamiento con Wortmanina. Se observa que el
tratamiento con 1 uM de G1 provoca un aumento de la produccion de NO, indicado por su aumento
en la pendiente obtenida, efecto evitado pretratando las células con Wortmanina 100 nM. * p < 0.05
indica diferencia significativa respecto a DMSO. Analisis estadistico implementado t-Student
apareados. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.

Concluimos que la activacion selectiva de GPER con G1 en cardiomiocitos aislados de ratas
macho provoca una disminucion en Ica, alterando el acoplamiento excito-contractil del

cardiomiocito, y generando asi un efecto inotrdpico negativo por reduccion de la amplitud
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del transitorio de calcio. Ademas, se ha podido dilucidar que la via intracelular implicada en

dicho efecto es PI3K-NOS-NO.
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2. Determinacion de actividad de GPER en ratones Normotroficos (SHAM) e

Hipertroficos (TAC).

Desarrollo de hipertrofia

Con la finalidad de determinar los efectos generados por GPER en tejido cardiaco en
condiciones patologicas (en este caso, hipertrofia), indujimos una sobrecarga de presion a

traveés de la técnica de coartacion aortica transversa (TAC) en ratones macho.

Como se ha descrito anteriormente (en Materiales y Métodos), el desarrollo de hipertrofia
cardiaca se llevo a cabo con la utilizacion de clips quirtirgicos. Los clips permitieron generar
un cierre de la aorta de aproximadamente 60%, determinado por area de cierre de los clips
(se considerd el area aproximado estandar utilizado en ratones -una aguja 27G- y

considerando que la aorta posee un didmetro de 1 mm).

La utilizacion de métodos ecocardiograficos ha permitido estudiar las dimensiones cardiacas
de ambos grupos de ratones. En la Figura 25 A se observan los valores de la masa ventricular
izquierda normalizada por el peso de los ratones (indice de masa ventricular izquierda,

IMVI), anterior y veintiocho dias posterior de la cirugia.
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Figura 25— A. Indice de masa ventricular izquierda normalizado por peso corporal (IMVI) de ratones
SHAM y TAC, al dia cero (0) y veintiocho (28) posterior a la cirugia. B. Peso corporal de ratones
SHAM y TAC al dia cero (0) y veintiocho (28) posterior a la cirugia. Se observa aumento significativo
del indice de masa ventricular izquierda, sin cambios en el peso de los animales tratados TAC,
respecto a los SHAM. ** p <0.05 indica diferencia significativa respecto a SHAM 28. ### p < 0.0005
y #### p < 0.0001, indica diferencias significativas respecto a TAC 0. $$$$ p < 0.0001 indica
diferencia significativa respecto a SHAM 0. Analisis estadistico implementado t-Student apareados
(entre un mismo grupo) y desapareado (SHAM vs TAC). El numero estadistico de cada tratamiento
se encuentra en la base de los graficos de barra.

Mientras no se observaron cambios en los ratones SHAM, se detectd un aumento en el IMVI
de aproximadamente 40% en los ratones TAC luego de 28 dias de realizada la coartacion.
Ademas, el peso corporal aumentd significativamente y en la misma proporcion en cada
grupo experimental y no fue diferente entre TAC y SHAM (Figura 26 B). También se
determind la masa ventricular izquierda normalizada por la longitud de la tibia luego de 28
dias de la cirugia. Como se puede observar en la Figura 26 A, se detectd en este caso un
aumento en el IMVI de aproximadamente 30% en los TAC respecto de los SHAM. Los

valores de longitud de la tibia no fueron diferentes entre los grupos (Figura 26 B).
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Figura 26 — A. Indice de masa ventricular izquierda normalizado por longitud de tibia (IMVI) de
Ratones SHAM y TAC a 28 dias posterior a la cirugia. B. Longitud de tibia. Se observa aumento
significativo de la masa ventricular izquierda al normalizarlo por la tibia, sin cambios en este
parametro normalizador. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a SHAM. Analisis
estadistico implementado t-Student desapareado, con correccion con Test de Mann Whitney. El
numero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.

En algunas de las preparaciones se ha realizado la medida del peso del corazon de los ratones
con balanza y se la ha normalizado por el peso corporal o la longitud de la tibia. Como se
observa en la Figura 27, se ha obtenido un aumento significativo del peso de corazén de los
ratones TAC respecto al grupo SHAM al normalizar por ambos parametros. En conjunto,
todos los resultados indican que el procedimiento implementado fue efectivo para generar

HC.
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Figura 27 — A. Peso de corazon normalizado por peso de raton (PC/PR) de ratones SHAM y TAC al
dia 28 post cirugia. B. Peso de corazén normalizado por longitud de tibia (PC/LT) de ratones SHAM
y TAC al dia 28 post cirugia. Se observa un aumento significativo de la masa cardiaca de los ratones
TAC respecto a los SHAM. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a SHAM. Analisis
estadistico implementado t-Student desapareado. El niimero estadistico de cada tratamiento se

encuentra en la base de los graficos de barra.

Adicionalmente, el area celular de los cardiomiocitos puede ser estimada a través de la
capacitancia registrada por Patch-Clamp o midiendo el drea aparente de células fotografiadas
luego de los aislamientos de cada grupo de ratones. En la Figura 28 se puede observar que
la coartacion aortica con clip produjo un aumento significativo del area celular aparente de
cardiomiocitos TAC respecto a los SHAM. Sin embargo, no se observo diferencia alguna en
la capacitancia celular. Estos resultados sugieren que, a pesar de que el area aparente esté
aumentada, posibles alteraciones en los tibulos T de los cardiomiocitos TAC no permiten
que esto se vea reflejado en la capacitancia. Consistentemente, se ha reportado que los

miocitos de los corazones hipertroficos presentan detubulacion 2421,
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Figura 28 — A. Capacitancia de cardiomiocitos SHAM y TAC. B. Area celular aparente de
cardiomiocitos aislados SHAM y TAC junto a fotos representativas. Se observa aumento significativo
del area de células TAC respecto a SHAM, sin cambios en la capacitancia celular. ** p <0.005 indica
diferencia significativa respecto a SHAM. Analisis estadistico implementado t-Student desapareado
con correccion de Test de Mann-Whitney. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra en
la base de los graficos de barra.

Debido a que el modelo estudiado presenta aumentos significativos de la masa ventricular,
nos enfocamos en ver como se encontraba la funcion cardiaca para asi poder establecer si
estabamos frente a una hipertrofia con falla cardiaca o no. Para ello, y como indice de la
funcion sistolica, determinamos el valor de la fraccion de acortamiento endocardico (FAEn)
obtenido de las ecografias. El modelo no presenta cambios en la FAEn, indicando que es un

modelo de hipertrofia cardiaca patoldgica con fraccion de eyeccion conservada (Figura 29).
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Figura 29 — Fraccion de acortamiento endocardico en porcentaje de ratones SHAM y TAC, al dia
cero (0) y al dia veintiocho (28) posterior a la cirugia. No se encontraron diferencias significativas
entre grupos y entre tratamientos. Analisis estadistico implementado t-Student desapareado entre
grupos y apareados en un mismo grupo. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la
base de los graficos de barra.

Considerando que el remodelamiento cardiaco se acompafia con alteraciones del tejido,
consideramos pertinente el estudio histolégico de los corazones normo e hipertréficos. En
los corazones de ratones TAC se encontré un aumento significativo del coldgeno tipo I y una
disminucion del colageno tipo III, sin cambios en el coldgeno total (utilizado para realizar la
normalizacion). Consistentemente, el cociente coldgeno tipo I/coladgeno tipo I1I fue mayor en

TAC que en SHAM, resultado caracteristico de la HC patoldgica (Figura 30) 252254,
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Figura 30 — A. Porcentaje de colageno total. B. Colageno tipo I normalizado por colageno total. C.
Colageno tipo Il normalizado por colageno total. D. Relacion entre colageno [ y III. Se observa que
el grupo TAC presenta un aumento significativo respecto al grupo SHAM del colageno tipo I y una
relacion coladgenol/colagenolll caracteristico de este modelo. * p <0.05 indica diferencia significativa
respecto a SHAM. Andlisis estadistico utilizado t-Student desapareado. El nimero estadistico de cada
tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.

Concluimos que el modelo establecido mediante coartacion adrtica transversa mediante el
uso de clips fue exitoso para la generacion de hipertrofia cardiaca, util para nuestros objetivos

en el presente trabajo de tesis.

Cambios en el potencial de accion cardiaco (PAC) inducidos por TAC

Con el modelo ya establecido de hipertrofia cardiaca, proseguimos con los estudios
electrofisiologicos. Se sabe que en la hipertrofia cardiaca es caracteristica la presencia de
potenciales de accion prolongados. Consistentemente, en nuestros registros, las medidas de
los potenciales de accion indican que los ratones TAC presentan un aumento significativo de
la duracion del PAC respecto a los SHAM (Figura 31). Este fenomeno, caracteristico de esta
patologia, valida aun méas el modelo de hipertrofia cardiaca utilizado en el presente trabajo
de Tesis. Como puede observarse en la Figura 31 E, la duracion del PAC al 90% de la
repolarizacion (APDgg) aumentd mas de un 50% en ratones TAC respecto a los SHAM.

Adicionalmente, se detecté una disminucién significativa en el valor del potencial de
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membrana en reposo (PMR) en los TAC con respecto a SHAM (Figura 31 C). En contraste,
no se observaron cambios en el APDsp y en la amplitud del potencial de accidon entre ambos

grupos.
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Figura 31 — A. Trazo promedio de potenciales de accion cardiacos (PAC) de los grupos SHAM y
TAC. B. Grafico de amplitud del PAC de ratones SHAM y TAC. C. Potencial de membrana en reposo
(PMR) del PAC de ratones SHAM y TAC. D. Duracion del PAC al 50% de la repolarizacion (APDso)
de ratones SHAM y TAC. E. Duracion del potencial de accion al 90% de la repolarizacion (APDy)
de ratones SHAM y TAC. Se observa una disminucion significativa del PMR y un aumento
significativo del APDyg respecto al grupo SHAM, evento caracteristico de esta patologia. Analisis
estadistico utilizado t-Student desapareado, con correccion de Mann-Whitney test para el APDsoy
APDyg. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a SHAM. El nimero estadistico de cada
tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.

Concluimos que el modelo establecido mediante la utilizacion de clip permite reproducir

los eventos electrofisioldgicos caracteristicos que conlleva la hipertrofia cardiaca.



80

Efecto de la activacion aguda del GPER por G1 sobre la morfologia y duracion
del PAC en miocitos ventriculares aislados de corazones normotroficos e

hipertroficos

Debido a cambios en la duracion del PAC que podrian conllevar a alteraciones en la respuesta
contractil, nos dispusimos a determinar si la morfologia del PAC cambia frente a la activacion
de GPER por su agonista selectivo G1. Para ello, miocitos ventriculares de ambos grupos de
ratones, pre-perfundidos con la solucion de DMSO, solvente utilizado para disolver el

compuesto (concentracion final 0.01% v/v), fueron expuestos 15 minutos a G1 (1 uM).

En la Figura 32 se observa que en los cardiomiocitos SHAM, G1 provoca un aumento

significativo del PMR (Figura 32 B) mientras que disminuye significativamente el APDog

(Figura 32 D).
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Figura 32 — A. Amplitud del PAC de cardiomiocitos SHAM antes y después de G1. B. PMR del
PAC de cardiomiocitos SHAM antes y después de G1. C. APDsy del PAC de cardiomiocitos SHAM
antes y después de G1. D. APDy del PAC de cardiomiocitos SHAM antes y después de G1. Se
observa que la presencia de G1 induce aumento significativo del PMR y disminucion significativa de
APDsoy APDgy del PAC de cardiomiocitos SHAM. Analisis estadistico utilizado t-Student apareado,
con correccion de Wilcoxon para APDsg. * p < 0.05 y *** p <0.0001 indica diferencia significativa
respecto a DMSO. El namero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos
de barra.

Asimismo, para determinar si estos efectos se observan también en cardiomiocitos TAC, se

sometieron las células al mismo procedimiento. En la Figura 33 se observa que el G1 genera
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una disminucion significativa de la amplitud y el APDyo (Figura 33 A y D, respectivamente),

y un aumento significativo del PMR (Figura 33 B), pero sin alterar el APDso (Figura 33 C).
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Figura 33 — A. Amplitud del PAC de cardiomiocitos TAC antes y después de G1. B. PMR del PAC
de cardiomiocitos TAC antes y después de G1. C. APDs, del PAC de cardiomiocitos TAC antes y
después de G1. D. APDy del PAC de cardiomiocitos TAC antes y después de G1. Se observa que la
presencia de G1 induce aumento de significativo del PMR y disminucién significativa de la amplitud
y APDyy del PAC de cardiomiocitos TAC. Anadlisis estadistico utilizado t-Student apareado, con
correccion de Wilcoxon para APDso y APDgo. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a
DMSO. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.

Al observar efectos similares con G1 en ambos grupos de ratones, se decidio determinar la
expresion del GPER, ya que misma cantidad de receptores podrian determinar una respuesta
de la misma magnitud. Para nuestra sorpresa, como se puede observar en la Figura 34, existe
una disminucion significativa de la expresion de GPER en ratones TAC respecto a SHAM.
Interesantemente, se ha descripto que en un modelo de raton KO de GPER, se desarrolla
disfuncién cardiaca con grados elevados de dilatacion de la cavidad ventricular y alteraciones

de la masa ventricular 4% 48 235,256

. Por lo tanto, en referencia a los resultados del presente
estudio restaria evaluar si la disminucion del GPER es causa o consecuencia de la HC

generada por TAC.
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Figura 34 — Blot representativo (arriba) y graficos de expresion de GPER de ventriculos de ratones
SHAM (S) y TAC (T). Se observa una disminucion significativa de GPER en ratones TAC respecto
a SHAM. Analisis estadistico utilizado t-Student desaparecado. * p < 0.05 indica diferencia
significativa respecto a SHAM. El numero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de
los graficos de barra.

Observamos entonces, que la activacion de GPER en ambos grupos de cardiomiocitos tiene
efectos significativos en el PAC, indicando que posiblemente esté modificandose la actividad

de los canales i6nicos encargados de la duracion del PAC y su morfologia.

Efecto de la hipertrofia cardiaca inducida por TAC sobre IcaL

La determinacion de Ica. permite indicar, de cierta manera, si el acoplamiento excito-
contractil se encuentra alterado, ya que la union de ambos eventos (la excitacion y la
contraccion del musculo cardiaco) se debe en principio a la entrada de Ca?" por dichos
canales. A su vez, un alargamiento del PAC, como el observado en TAC, se puede deber a
un incremento de Icar, en la fase dos del potencial de accion. Sin embargo, se observo al

medir Ica que la misma no se ve aumentada en los grupos TAC. Por lo contrario, se observa
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una disminucidn significativa de Icar en los ratones TAC con respecto a los SHAM, como se

puede apreciar tanto en los trazos representativos de las corrientes registradas a 0 mV como

en la curva corriente-voltaje (Figura 35).
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Figura 35 — A. Trazos promedio representativos de corriente Cal. a 0 mV de los grupos SHAM y
TAC. B. Gréfico de barras de densidad de corriente a 0 mV. C. Curva de densidad de corriente en
funcion del voltaje (Curva IV), junto a su protocolo de voltaje aplicado (inset). D. Graficos de barra
de cinética de inactivacion rapida y lenta (abajo y arriba, respectivamente) de Cal. a0 mV. Se observa
que la induccién de hipertrofia cardiaca utilizando la técnica desarrollada durante esta tesis, produce
disminucion significativa de Ica, con aumentos en la velocidad de inactivacion del canal, en el grupo
TAC comparado con el SHAM. Analisis estadistico utilizado t-Student desapareado. * p <0.05, ** p
< 0.01, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001 indican diferencias significativas respecto a SHAM. El
numero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos de barra.



84

Para comprender este cambio encontrado en los ratones TAC, se decidi6 estudiar si la
biofisica del canal se encontraba alterada. Para ello se determinaron la cinética de

inactivacion y la dependencia del voltaje de la activacion e inactivacion del canal.

Comparando la cinética de inactivacion entre ambos grupos de miocitos, se observo que el
grupo TAC presentd un aumento significativo de la velocidad de inactivacion, tanto en el
componente rapido (inactivacion dependiente de calcio) como en el lento (inactivacion
dependiente de voltaje), frente al grupo SHAM (Figura 36 D). Esto indica que Ica de los
ratones TAC se inactiva mas rapidamente que los SHAM, lo cual disminuye la corriente total
que fluye durante el pulso aplicado, como puede observarse en el registro de la corriente

provocada por el pulso de 0 mV (Figura 35 A).
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Figura 36 — A. Protocolo de voltaje para la inactivacion (arriba) y curvas de Activacion e Inactivacion
dependiente de voltaje (abajo) de cardiomiocitos SHAM y TAC. B. Grafico de barras de voltaje al
50% de la activacion. C. Grafico de barras de voltaje al 50% de la inactivacion. Se observa que los
cardiomiocitos de ratones TAC presenta un aumento significativo de la inactivacion dependiente de
voltaje, respecto al grupo SHAM, indicando un corrimiento de la curva de inactivacion hacia valores
mas negativos. Analisis estadistico utilizado t-Student desapareado. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <
0.0005, **** p < (0.0001 indican diferencias significativas respecto a SHAM. El numero estadistico
de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos.
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En la dependencia del voltaje de la activacion del canal, aunque se observé una disminucion
significativa entre TAC respecto a SHAM solo a -10 mV (Figura 36 A), no se observaron
diferencias significativas entre TAC y SHAM en el voltaje promedio al cual se logra el 50%
de la activacion del canal (Figura 36 B). Sin embargo, la dependencia del voltaje de la
inactivacion del canal presenta cambios significativos entre grupos, observando que los
miocitos de ratones TAC presentan un mayor grado de inactivacion a la mayor parte de los
voltajes aplicados en relacion con los SHAM (Figura 36 A y C), quedando evidenciado
claramente en la negativizacion del voltaje promedio al cual se logra el 50% de la

inactivacion del canal (Figura 36 C).

Estos resultados indican que la disminucion de Icar en los ratones TAC puede deberse, al
menos en parte, al cambio de la cinética de inactivacion y al cambio de su inactivacion
dependiente de voltaje. Sin embargo, para descartar que la intensidad de corriente puede
depender también de la cantidad de canales presentes en la membrana celular, restaria medir
la expresion proteica de la subunidad alfa del canal Cal, experimentos que no se han

realizado hasta el momento.

Efecto de la activacion aguda del GPER por G1 sobre IcaL en miocitos ventriculares

aislados de corazones normotroéficos e hipertroéficos.

Nos preguntamos entonces, si la condicion observada en los miocitos TAC, podria alterarse
activando GPER con G1. Interesantemente, encontramos que en presencia de G1, la actividad
de Icar disminuye significativamente Ginicamente en el grupo TAC (Figura 38), respecto a

su condicion control. No se observaron efectos de G1 en el grupo SHAM (Figura 37).
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Figura 37 — A. Trazos promedio representativos de corriente CaL a 0 mV del grupo SHAM en
ausencia y presencia de G1. B. Grafico de barras de densidad de corriente a 0 mV. C. Curva de
densidad de corriente en funcion del voltaje (Curva IV), junto a su protocolo de voltaje aplicado
(inset). D. Graficos de barra de cinética de inactivacion rapida y lenta (abajo y arriba,
respectivamente) de Cal. a 0 mV. Se observa que la presencia de 1 uM de G1 no afecta la actividad
de CaL en ratones SHAM. Analisis estadistico utilizado t-Student apareado. El numero estadistico de
cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos.
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Figura 38 — A. Trazos promedio representativos de corriente CaL a 0 mV del grupo TAC en ausencia
y presencia de G1. B. Grafico de barras de densidad de corriente a 0 mV. C. Curva de densidad de
corriente en funcioén del voltaje (Curva IV), junto a su protocolo de voltaje aplicado (inset). D.
Graficos de barra de cinética de inactivacion rapida y lenta (abajo y arriba, respectivamente) de Cal
a0 mV. Se observa que la presencia de 1 uM de G1 afecta significativamente la actividad de CaL en
ratones TAC, provocando una disminucion en la actividad del canal. Analisis estadistico utilizado t-
Student apareado. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a DMSO. El nimero estadistico
de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos.

Estudiando un poco mas a fondo la biofisica del canal en ambos grupos de miocitos en

presencia del agonista sintético de GPER, en la dependencia del voltaje de la activacion del
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canal, 1uM de GI solamente produjo un pequefio corrimiento a valores mas negativos de

potencial de membrana en la activacion dependiente de voltaje del canal en el grupo SHAM

(Figura 39).
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Figura 39 — A. Protocolo de voltaje para la inactivacion (arriba) y graficos de Activacion e
Inactivacion dependiente de voltaje (abajo). B. Grafico de barras de voltaje al 50% de la activacion.
C. Grafico de barras de voltaje al 50% de la inactivacion. Se observa un pequefio corrimiento
significativo hacia valores negativos de la activacion dependiente de voltaje del canal Cal en
cardiomiocitos SHAM expuestos a G1. Analisis estadistico utilizado t-Student apareado. * p < 0.05,
** p < 0.01 indican diferencias significativas respecto a DMSO. El numero estadistico de cada
tratamiento se encuentra en la base de los graficos.
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De igual modo que ocurri6 con la amplitud de la corriente, G1 solamente produjo cambios
en la dependencia del voltaje de la inactivacion en TAC, en los cuales se observo un

corrimiento hacia valores alin mas negativos de la inactivacion voltaje-dependiente (Figura

40).
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Figura 40 — A. Protocolo de voltaje para la inactivacion (arriba) y graficos de Activacion e
Inactivacion dependiente de voltaje (abajo). B. Grafico de barras de voltaje al 50% de la activacion.
C. Grafico de barras de voltaje al 50% de la inactivacion. Se observa un corrimiento de la curva de
inactivacion dependiente de voltaje hace valores mas negativos en cardiomiocitos expuestos a G1.
Analisis estadistico utilizado t-Student apareado. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0005 indican
diferencias significativas respecto a DMSO. El nimero estadistico de cada tratamiento se encuentra
en la base de los graficos.
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En conjunto estos resultados indican que Icar en los ratones TAC presenta una disminucion
de la corriente respecto a los SHAM, atribuyendo dicho cambio a alteraciones en la cinética
de inactivacion y en la dependencia de voltaje de la inactivacion del canal en este grupo de
ratones. Ademads, observamos que en presencia del agonista de GPER la actividad del canal
presenta una disminucion de la intensidad de corriente, con aumentos en los parametros de

inactivacion.

Efecto de la activacion aguda de GPER por G1 sobre la corriente de K™ rectificadora
hacia adentro o rectificador anémalo (Ik1) en miocitos ventriculares aislados de

corazones normotroéficos e hipertroficos.

Debido a que el PMR en los cardiomiocitos TAC presenta una despolarizacion respecto de
los SHAM, se ha decidido registrar la corriente de potasio Iki, responsable de mantener el
PMR en células cardiacas. La Figura 41 muestra trazos representativos de Ixi en
cardiomiocitos de ratones SHAM y TAC. En el panel C se muestran datos promedio de esta
corriente. Como se puede observar en el grafico de corriente-voltaje, Ixi se encontrd
disminuida en los cardiomiocitos de los ratones TAC en comparacion con los SHAM. Esto
se puede observar tanto en las corrientes de K hacia adentro, como en el rango de voltaje
dénde el canal es activo extruyendo K™ hacia afuera de la célula (ver ampliacion de la Figura
41 B). Esta reduccion de Ik de los ratones TAC en el rango de potenciales entre los que se
encuentra el potencial de reposo de la célula y los potenciales de repolarizacion de fase tres
del PAC, explica la despolarizacion del RMP y, en parte, el alargamiento del PAC observado

en los ratones TAC en la Figura 31.
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Figura 41 — A. Graficos representativos de la corriente Ik; para los grupos SHAM y TAC (arriba) y
curva IV (abajo) para la corriente de potasio Ik; (inset: Protocolo de voltaje aplicado). B. Aumento
de la curva IV en la region entre -95 y -35 mV. C. Grafico de barras de densidad de corriente a -135
mV. Se observa que los cardiomiocitos TAC presentan una disminucion significativa de la densidad
de corriente respecto al grupo SHAM. Analisis estadistico utilizado t-Student desapareado. * p <0.05,
** p < 0.01 indican diferencias significativas respecto a SHAM. El niimero estadistico de cada
tratamiento se encuentra en la base de los graficos.

Posteriormente, al igual que se ha planteado para IcaL, se decidi6 registrar Ik presencia del
agonista de GPER, para determinar si presenta cambio alguno en su actividad.
Interesantemente, de igual modo que ocurrid con Icar, la activacion del GPER por G1 solo
tuvo un efecto significativo sobre Ix; de los ratones TAC (Figura 42). Sin embargo, en
contraste con lo observado con Icar, en este caso G1 activo Iki, consistente con un efecto
acelerador de la repolarizacién, y por lo tanto posiblemente cardioprotector al oponerse al

alargamiento producido por la hipertrofia mal adaptativa.
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Figura 42 — Ay B. Curva IV para Ik; antes y después del tratamiento con G1 de ratones SHAM (A)
y TAC (B). Cy D. Grafico de barras de Ix; a -135 mV de los grupos SHAM (C) y TAC (D) antes y
después de G1. La presencia de G1 (1 uM) produce un aumento significativo de la corriente Ix; en
cardiomiocitos de ratones TAC y no asi en los SHAM. Andlisis estadistico utilizado t-Student
apareado. * p < 0.05 indica diferencia significativa respecto a DMSO TAC. El nimero estadistico de
cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos.

Efecto de la activaciéon aguda de GPER por G1 sobre las corrientes de K* transitoria

saliente (Ito) en miocitos ventriculares aislados de corazones normotroéficos e

hipertroficos.

Otro gran contribuyente en la actividad eléctrica cardiaca en el modelo de ratones es la
corriente l. La Figura 43 muestra registros de I, en cardiomiocitos SHAM y TAC. En este

caso no se observaron cambios entre los dos grupos, concordando con los datos no
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significativos de la duracion del potencial de accion a 50% de la repolarizacion (APDso)

mencionados en la seccion del potencial de accion obtenido.
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Figura 43 — A. Figuras representativas de la corriente transitoria hacia afuera (I,) de los grupos
SHAM y TAC. B. Curva IV de i, de cardiomiocitos SHAM y TAC, junto a su protocolo de voltaje
aplicado (inset). C. Graficos de barra de I, a +65 mV. No se observan diferencias significativas entre
ambos grupos. Analisis estadistico utilizado t-Student desapareado. El nimero estadistico de cada

tratamiento se encuentra en la base de los graficos.
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Sin embargo, nuevamente, G1 solo tuvo efecto sobre I, en los miocitos provenientes de los
ratones TAC. La Figura 44 muestra la curva corriente-voltaje promedio donde se observa
que la activacion de GPER estimula las corrientes a través de Iy, a voltajes mayores a -35

mV. Estos resultados también indican una potencial accion cardioprotectora del GPER.
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Figura 44 — A 'y B. Curvas IV de I, para los grupos SHAM (A) y TAC (B) en ausencia y presencia
de G1. C y D. Graficos de barra de la corriente de I, a +65 mV para SHAM (C) y TAC (D) en
ausencia y presencia de G1. Se observa que los cardiomiocitos de ratones TAC presenta un aumento
significativo de I, en presencia de 1 uM de G1, no asi en el grupo SHAM. Analisis estadistico t-
Student apareados. * p < 0.05, ** p < 0.01 indican diferencias significativas respecto a DMSO. El
numero estadistico de cada tratamiento se encuentra en la base de los graficos.

En conjunto estos resultados indican que la actividad eléctrica cardiaca de los ratones TAC
se ve modificada en presencia de G1, produciendo posibles efectos cardioprotectores, como

los descriptos para la sefializacion de GPER.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Discusion Objetivo especifico 1. Determinacion de la actividad de GPER en ratas

Normotroficas.

Alteraciones en el manejo de calcio, como aumentos en la liberacion de calcio del reticulo,
aumentos de pérdidas de calcio a través de los canales de RyR o aumentos en la entrada de
Ca*' por CaL, son factores que promueven eventos arritmogénicos y, por lo tanto, inducen a
alteraciones en las funciones fisioldgicas mediando una respuesta patologica. Asimismo,
alteraciones en la hemodinamia del organismo, promueve alteraciones cardiacas que
ocasionan cambios no favorables para el correcto funcionamiento del corazén. Por ejemplo,
aumentos cronicos de la presion arterial desencadenan remodelamiento y aumento de la masa
ventricular, induciendo hipertrofia cardiaca. Sin intervencion terapéutica alguna, la
hipertrofia cardiaca sigue su curso hasta alcanzar cuadros clinicos desfavorables para la vida,

como la insuficiencia cardiaca o incluso la muerte.

La idea de utilizar la activacion del GPER como terapia para combatir las enfermedades
cardiovasculares es bastante reciente. Se sabe que la activacion selectiva de GPER, en
condiciones de administracion cronica de G1, promueve efectos cardioprotectores como
disminucion de la presion arterial, disminucion de eventos arritmogénicos y regresion de la
hipertrofia cardiaca 2’. En el presente trabajo de tesis doctoral, se ha determinado que la
administracion de G1 de forma aguda, promueve la activacion de GPER y este media
respuestas tales que modifican el acoplamiento excito-contractil del tejido cardiaco de ratas.
Esta respuesta se observa de manera rapida (entre 5 y 15 minutos), por lo que estaria siendo

producida por mecanismos no-genoémicos.



97

Como fue mencionado en la introduccidn, es interesante resaltar nuevamente que en un
trabajo previo de nuestro grupo de trabajo se determind la localizacion de este receptor en
los tubulos T de los cardiomiocitos, sugiriendo que su sefializacion podria ser relevante para

el acoplamiento excito-contractil 2*

. Consistentemente, dentro de los efectos producidos por
la activacion de GPER, encontramos un efecto inotrdpico negativo en los cardiomiocitos
aislados, asociado a una disminucion de CaT. Estos cambios se vieron acompafiados por
disminucion de la corriente de CaL, lo que indica que este efecto seria, al menos en parte,
responsable de la disminucion del CaT y la contractilidad. No queda claro al momento si este
efecto de G1 es cardioprotector. Sin duda podria serlo en ciertas condiciones patoldgicas,
como la reperfusion después de isquemia, debido a la repentina sobrecarga de Ca*
intracelular asociada a este efecto. Estudios previos mostraron resultados favorables usando
diferentes bloqueantes de CaL 2°%2%° sugiriendo la importante contribucion del influjo de
Ca®* a través de estos canales a la sobrecarga de Ca®" durante la reperfusion.
Consistentemente, nosotros acabamos de reportar la accioén cardioprotectora del compuesto
N-metilacetoasolamida durante la reperfusion post-isquémica actuando a través del bloqueo
de CaL ?%!. Adicionalmente, nuestro grupo de trabajo también reportd recientemente que el
tratamiento cronico con G1 disminuy¢6 significativamente el dafio post-isquémico en ratas
ovariectomizadas, aunque no se demostroé si este efecto fue producido por bloqueo de Cal

3. En conjunto, estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de la sefializacion de GPER

sobre IcaL podria funcionar como un mecanismo cardioprotector.

Se ha mencionado que la activacion de GPER media vias que involucran el aumento de
actividad de PI3K y NOS !2:23:3%:40 Para determinar si estas vias pueden mediar la respuesta
obtenida en la contractilidad y manejo de calcio registrado, se ha implementado el uso de
inhibidores de estos posibles candidatos a la via de GPER. Por ello se ha utilizado L-NAME
para poder inhibir NOS. Se ha obtenido que la activacion de GPER no genera efecto alguno

sobre los mecanismos excito-contractiles estudiados al inhibir NOS, indicando que NOS es
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un protagonista en la via de acciéon de GPER. Sin embargo, debido a que L-NAME es un

bloqueante general de la produccion de NO, no podemos dilucidar de qué NOS se trataria.

Como se ha mencionado en la introduccion, se ha descripto que la actividad del canal puede
ser modulada por NO '2°. Adema4s, la subunidad alC posee sitios de nitrosilacion que
modulan negativamente al canal '*!, lo que promoveria la disminucién de la intensidad de
corriente, evento que observamos al activar GPER y constatar que la via involucra
estimulaciéon de NOS. Consistentemente, se ha reportado que la inhibicion de nNOS

promueve aumentos de CaL 2%

. Adicionalmente, en ratones transgénicos con sobreexpresion
de nNOS se encontrd un efecto inotrdpico negativo asociado a un bloqueo de CaL 2. Sin
embargo, también se ha publicado que aumentos de NO, producto de dadores de este,
promueve el aumento de la corriente de calcio 2®*. Una posibilidad para explicar esta
controversia es que el efecto final del NO sobre el canal dependa de la dosis de este gas.
Hasta aqui, de acuerdo con estos antecedentes, podriamos sugerir que la via establecida en
este trabajo de tesis podria mediarse por aumento de la actividad de NOS y el NO producido
por €l podria mediar la posible nitrosilacion del canal, disminuyendo asi su actividad. Sin
embargo, no podemos descartar que el NO producido mediante la sefializacion de GPER
active la via de la guanilato ciclasa/GMPc/PKG y que esta quinasa fosforile al canal y lo

inhiba, tal cual fue propuesto previamente 2%, Experimentos bloqueando esta tltima via son

necesarios para dilucidar este mecanismo.

Para el siguiente protagonista de esta via, PI3K, se ha planteado utilizar Wortmanina,
inhibidor de esta quinasa. Durante los registros tanto de AS/CaT e Icar, se ha obtenido que la
inhibicion de PI3K evita el efecto de la activacion selectiva de GPER. Por lo tanto, la
activacion de PI3K media efectos de fosforilacion que alteran la actividad de los mecanismos
de AS/CaT y Ica. Debido a que es conocido que PI3K fosforila AKT y que esta quinasa

estimula la NOS “% 2% nos propusimos evaluar si esta secuencia de eventos tenia lugar en la
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sefializacion disparada por GPER. Para ello determinamos la produccion de NO mediante el
indicador DAF-diacetato para estudiar la actividad de NOS en presencia de G1 con el
agregado o no de Wortmanina. Detectamos que G1 aumenta la produccion de NO, mientras
que la inhibicion de PI3K previene dicho efecto. Este resultado nos indica que la secuencia

de la via implicada en la actividad de GPER es de PI3K/NOS/NO.

Por lo tanto, concluimos que la activacion selectiva de GPER disminuye la amplitud del CaT
y por lo tanto la contractilidad de cardiomiocitos aislados de ratas macho Wistar. Este efecto
es secundario al bloqueo de Icai. Para ello, GPER activa la via de PI3K/NOS/NO,
disminuyendo la actividad de la corriente CaL, y asi alterando la mecénica contractil del
cardiomiocito (Figura 45). Sin embargo, no se descarta que haya cambios en la mecanica
contractil promovido por vias similares a las descriptas en este trabajo de tesis u otras posibles

vias activadas o desactivadas por activacion de GPER.

Extracelular

Intracelular Transitorio

de Ca”™

AKT \’ l

Sarcomerico

Figura 45 — Via intracelular de GPER para la modulacion de la actividad de CaL en cardiomiocitos
de rata, alterando asi la mecanica contractil y el manejo de calcio. Las puntas de flecha indican
activacion y el extremo plano indica inhibicion.
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Discusion Objetivo especifico 2. Determinacion de actividad de GPER en ratones

Normotréficos (SHAM) e Hipertréficos (TAC).

El presente trabajo de tesis doctoral se ha utilizado el modelo de constriccion adrtica
transversa (TAC), generando un aumento de la masa ventricular izquierda en los ratones
TAC, utilizando como generador de resistencia vascular un clip de titanio. La utilizacion del
clip permite generar un cierre del 60% de la aorta similar al generado por la aguja 27 G. En
este punto, es importante aclarar que el uso de la aguja es ampliamente empleado por la

comunidad cientifica 26626

y la utilizacion de los clips es escasa 2’°. Debido a que el cierre
del hilo sobre la aorta utilizando la aguja presenta un cierre “circular”, respecto al clip que
presenta un cierre mas “eliptico”, el hilo proporciona el cierre mas homogéneo sobre la aorta
en relacion con el clip. Sin embargo, en el presente trabajo, se ha obtenido un 40% de
hipertrofia inducida con esta metodologia, grados similares a los publicados en diversos
trabajos previos utilizando el método de TAC por cierre con hilo 2°%, por lo que el uso del
clip para el desarrollo de hipertrofia es eficiente para generar HC en nuestro modelo de TAC.
La técnica implementada también ayuda a la hora de generar la sobrecarga hemodindmica

debido a que es un evento rapido, a diferencia del hilo y la aguja, y con ello la exposicion de

la cavidad toracica disminuye, promoviendo un aumento en la sobrevida de los animales.

Diversos grupos de trabajo han establecido que la hipertrofia cardiaca inducida por
sobrecarga hemodindmica promueve el remodelamiento cardiaco promoviendo la
insuficiencia cardiaca 2’'. El tiempo de generacion de hipertrofia por TAC del presente
trabajo de tesis es de 28 dias, tiempo que fue suficiente para el desarrollo de insuficiencia
mecanica en el tejido cardiaco en trabajos previos 2>?’4 Sin embargo, la fraccion de
acortamiento endocardico (como parametro ecocardiografico de funcion sistédlica) no se vio
modificada transcurrido los 28 dias post-cirugia ni tampoco hubo diferencias entre ambos

grupos de ratones. Esto podria deberse al tipo de cierre generado con el clip, como se ha
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descrito anteriormente, permitiendo mantener la mecénica contractil, posiblemente,
inalterada. Sin embargo, nuestro modelo presenta aumentos en la cantidad de coldgeno I
presente en el tejido, por lo que posiblemente sean los primeros pasos hacia la insuficiencia
del tejido. El cierre de la aorta con el clip, por lo tanto, produce aumento de la masa
ventricular, sin inducir significancias en el remodelamiento hacia la insuficiencia del 6rgano
estudiado, al menos en el lapso de 28 dias postcirugia. Tiempos mas prolongados podrian
generar insuficiencia sistélica o diastdlica, siendo esta una propuesta interesante para
investigar en el futuro. De todos modos, nuestro modelo es util para estudiar los cambios
electrofisiologicos precoces durante el remodelado inicial cardiaco caracteristico inducido

por la sobrecarga de presion.

Se sabe que el corazén depende estrictamente de la excitabilidad brindada por las
despolarizaciones autonomas del sistema cardionector, permitiendo la contraccion de los
cardiomiocitos. Sin embargo, alteraciones cronicas en la funcionalidad del tejido cardiaco
promueve el remodelamiento de la actividad eléctrica. En este trabajo de tesis se han
observado varios cambios desde el punto de vista eléctrico. Unos de estos cambios, el cual
se acompafia con el modelo patoldgico utilizado, es la duracidon del potencial de accion. Se
ha obtenido un aumento significativo del APDyg en los ratones TAC respecto a la condicion
control, y ademds un cambio del PMR, presentado un valor menor (despolarizacion) al de
los ratones SHAM. Interesantemente, en presencia de G1, tanto los grupos SHAM como
TAC presentaron disminucion del APDgg y aumentos en el PMR. De todos modos, es
importante remarcar que la sefializacion por activacion del GPER revierte en parte las
modificaciones electrofisioldgicas producidas por la TAC, indicando una vez mas que la

estimulacion de este receptor genera un posible efecto cardioprotector.

El estudio individual de las corrientes que componen las fases del potencial de accion podria

explicar dichos cambios. Dentro de las corrientes estudiadas, el mas notorio fue sobre la
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actividad del canal CaL. Se observd que los ratones TAC presentan una disminucion
significativa de la densidad de corriente. Este efecto no podria explicar el aumento del APDgg
en los ratones TAC, ya que disminucion de la corriente de calcio disminuiria el tiempo de
repolarizacion y, por lo tanto, la duracion del PAC. Sin embargo, este efecto debiera ser mas
notorio a potenciales cercanos al APDso, momento en el que CaL se encuentra mas activo, y

no se encontraron diferencias a este tiempo de repolarizacion entre SHAM y TAC.

En la introduccion del presente trabajo de tesis, se ha mencionado que hipertrofia cardiaca
mal adaptativa se ha asociado tanto al aumento, a la ausencia de cambio o a la disminucion
de la intensidad de la densidad de corriente macroscopica del canal CaL 222232, En el presente
trabajo hemos detectado una disminucion significativa de la densidad de corriente en este
modelo de hipertrofia patoldgica. Se ha demostrado que, durante el desarrollo de hipertrofia
con insuficiencia cardiaca establecida o bajo nivel de insuficiencia, la expresion del canal
puede disminuir, provocando la reduccién de la conductancia global de la corriente **2*!. En
el presente trabajo no se ha medido la abundancia de la proteina de la subunidad alfa
formadora del poro del canal, quedando pendiente este experimento. Sin embargo, si hemos
estudiado algunas propiedades biofisicas del canal que pueden explicar, al menos en parte,
la reduccién de Icar en TAC, observando un aumento en la velocidad a la que se inactiva el
canal y un incremento en el porcentaje de canales que se encuentran inactivos a diferentes
potenciales de membrana (corrimiento hacia la izquierda de la curva de inactivacion). Se ha
reportado que corrimientos de la curva de inactivacion dependiente de voltaje a valores mas
negativos, produce una disminucion de la densidad de Icar *”°. Por lo tanto, los resultados
obtenidos con nuestro modelo de HC generado por TAC, indican que CaL va a estar mas

propenso a inactivarse, lo que no permitiria una intensidad de corriente normal.

En presencia de Gl, la corriente Cal solo se ve alterada en los cardiomiocitos TAC,

provocando una disminucion de esta, lo cual nos podria dar la pauta de que la disminucion
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en el APDgj obtenido de los PAs de los ratones TAC pueda deberse a este efecto. Ademas,
la disminucién de la corriente se vio acompanada de un corrimiento hacia valores mas
negativos de la curva de inactivacion dependiente de voltaje, evento que también explica la
reduccion de Icar en TAC en presencia de G1. De acuerdo con esto resultados, se reportd
recientemente que el G1 también negativiza la inactivacion dependiente del voltaje de Cal
en un modelo de cobayas con ovariectomia 2’®, disminuyendo el 4rea entre la curva de
activacion e inactivacion (ventana de corriente o windows current), efecto que también se

observa al exponer los cardiomiocitos de ratones TAC a G1 en el presente trabajo.

Aunque no se han estudiado las vias de sefializacion en este caso, una explicacion para este
fendmeno podria ser por aumento en la concentracion de NO o actividad de NOS sobre el
canal, descripta para la actividad de GPER en ratas Wistar. Consistentemente, se ha descrito
que el NO modula a CaL de tal manera que permite la disminucion de la corriente '2% 12,
Ademas, se ha reportado que la HC producida por TAC genera aumentos de la actividad de
eNOS, sin alterar su expresion 2" 27%, Sin embargo, este aumento de actividad de eNOS se
ve acompafiada con aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) con
disminucion de la produccion de NO, por parte de esta enzima (desacople de NOS). Es
probable que aumentos rapidos de la actividad de NOS, producto de la activacion de GPER

por su agonista selectivo G1, reduzca el desacople de NOS y reestablezca la produccion de

NO, promoviendo asi la disminucion de Icar.

No solo se han obtenido alteraciones en la corriente de calcio con el modelo de hipertrofia,
sino que también se han observado cambios en la corriente de potasio a través del rectificador
anomalo, Iki. Se ha descripto que la disminucion de las corrientes de potasio va acompafiada
de hipertrofia °’. Este fenémeno se ha observado en el presente trabajo, es decir el modelo
utilizado también presenta dicho cambio a nivel de la actividad del canal, lo que promueve

aumentos de la duracion del PAC. Sin embargo, la duracién del PA no depende tnicamente
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de Ik1, por lo que otras corrientes presentes en el miocito, podrian estar alteradas para permitir
este aumento en el tiempo de la repolarizacion. Ademas, el PAC de los ratones TAC presenta
una despolarizacion del PMR y observando que Iki es el principal contribuyente para el

mantenimiento del PMR, la disminucién de su actividad inducira inestabilidad del PMR.

Ademas, se ha determinado que en presencia de G1, la actividad de Ix; se ve aumentada en
los ratones TAC, siendo este aumento un posible efecto cardioprotector. Se sabe que el
aumento de la actividad de Ix; previene el desarrollo de hipertrofia cardiaca 2”°. Trabajos
previos han postulado que la nitrosilacion de Ik; aumenta la probabilidad de apertura del
canal 2'*. Por ello, la actividad de GPER al aumentar NO intracelular, podria aumentar la Po
del canal y mediar asi un efecto protector a través de Iki. Estos resultados, conducen a pensar
que el aumento en el PMR de los ratones TAC por G1 sea debido a la actividad aumentada

de Ixi.

Otro canal de potasio que se ha estudiado es el transitorio saliente, Ii,. Este canal, al igual que
Ix1, presenta baja actividad en la hipertrofia cardiaca >’. Sin embargo, en el presente trabajo
no se ha encontrado diferencia significativa entre los grupos de ratones TAC y SHAM. Esto,
posiblemente, podria deberse a diferencias en los modelos utilizados para generar la HC o a
la ausencia de alteraciones en la funcidn sistolica que observamos en el presente trabajo.
Interesantemente, al exponer a las células cardiacas a G1, se observa un aumento significativo
de la actividad del canal en los miocitos provenientes de los ratones TAC. Aunque no se han
encontrado alteraciones en el APDso en ratones TAC en presencia de G1, zona del PAC en
la que I, presenta cierta relevancia, si se ha obtenido una disminucién significativa de la

amplitud del PAC, evento que la activacion de Iy, por G1 podria estar mediando.

La mecanica de regulacion de Iy en presencia de G1 podria también deberse al incremento
de la actividad de NOS. Sin embargo, la actividad de I, se ha reportado disminuida en

presencia de dadores de NO 2'®, Una posible via intracelular alternativa para explicar nuestros
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resultados es que la actividad de GPER genere alteraciones de CaMKII, debido a que se ha
reportado que CaMKII colocaliza con I, modulando negativamente la actividad del
componente rapido (corriente pico) 2°% 220223 De manera analoga, al disminuir Ica. por GPER
el influjo de Ca*" es menor, disminuyendo la actividad de CaMKII, pudiendo explicar el

aumento de la actividad de Ito.

Algo sorpresivo fue observado en los ratones SHAM. Se ha obtenido disminucion del APDgg
y aumento del PMR en presencia de G1 en el PAC, pero no se han encontrado efectos sobre
la actividad de los canales estudiados. Por lo tanto, estos efectos de G1 en SHAM deberian

ser secundarios a la modificacién de otras corrientes, como podrian ser Icica, Iks, Incx, etc.

Consideramos de gran relevancia el hallazgo de que tanto el efecto inhibidor sobre Icar, como
el efecto estimulador sobre Ik; € Iy inducido por la activacion de GPER, solo fue observado
en los ratones que desarrollaron hipertrofia cardiaca patoldgica inducida por TAC (Figura

46), permitiendo la cardioproteccion por activacion de este receptor.

v Amplitud

("Cardioprotector?

Figura 46 — Efecto de GPER sobre la actividad de CaL, Ik; e i, en cardiomiocitos de ratones TAC
y su efecto sobre el PAC. Las puntas de flecha indican activacion y el extremo plano indica inhibicion.
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CONCLUSION GENERAL

Las patologias cardiovasculares constituyen unas de las principales causas de muertes en el
mundo, siendo la hipertrofia cardiaca una de ellas. La HC puede ser promovida por eventos
genéticos o por aumentos de la sobrecarga hemodindmica, como puede ser la hipertension
arterial. Estos eventos promueven el mal funcionamiento y el mal remodelamiento del tejido
cardiaco, con lo que el efecto cronico promueve un déficit en la actividad del tejido y, sin un
tratamiento adecuado, promueve la muerte. Hoy en dia, el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares presenta un desafio a la hora de medicar evitando el progreso de la

enfermedad, debido a los multiples fArmacos establecidos para su control.

En el presente trabajo de tesis doctoral, se ha propuesto estudiar la actividad del receptor de
estrogenos acoplado a proteina G (GPER) en un modelo de normotrofia cardiaca postulando
la posible via de senalizacion de GPER en su actividad rapida no-gendmica; y un modelo de
hipertrofia cardiaca patolégica y su contribucion en el estudio electrofisioldgico de esta
patologia, en un modelo de ratones sometidos a sobrecarga hemodinamica, promoviendo el

remodelamiento cardiaco y su mal adaptacion frente a este evento.

Estos procedimientos nos permitieron determinar que GPER media efectos rapidos para
poder realizar un posible remodelamiento al alterar la electrofisiologia cardiaca. En
corazones normotroficos, GPER activa vias descriptas como cardioprotectoras, como la
interaccion de PI3K y la produccion de NO por NOS 8% 281 Asi mismo, se ha determinado
que dicha via interviene en la actividad de Icai, promoviendo su disminucién. Se ha
demostrado que alteraciones en el manejo de calcio, alteran la fisiologia del corazén 252,
Aumentos en la intensidad de corriente de CaL, por ejemplo, con aumentos de la estimulacién
simpatica, promueve la desregulacion y por lo tanto el desarrollo de patologias, entre ellas la

hipertrofia. Por ello, una disminucion de Icar, como la observada al activar GPER mediante



107

su agonista G1 en el modelo de hipertrofia patologica establecido en los ratones sometidos a
TAC, evitaria la activacion de efectores pro-hipertroficos dependientes de calcio, como

CaMKII, pudiendo explicar un posible efecto cardioprotector de este receptor.

Es conocido que la disminucion de la actividad de los canales de K* favorece la generacion
de eventos arritmogénicos. Observamos que los ratones TAC presentan baja intensidad de
corriente Ixi, lo que pudo haber alterado al PMR en estos ratones. Estos cambios, podrian
mediar alteraciones tales como eventos arritmogénicos, promoviendo el mal manejo de calcio
y por lo tanto al remodelamiento del tejido. La activacion de GPER evitaria efectos
arritmogénicos al aumentar la actividad de Ix; para mantener estable el PMR. Ademas, se ha
observado que promueve al aumento de I, otro canal de potasio importante para el correcto
manejo del calcio, ya que se ha postulado que su actividad modula la actividad de CaL y
ademds modula a CaMKII !> 22°. Aumentos en i, favorecen el efecto cardioprotector de
GPER, evitando la formacién de potenciales de accidon ectdpicos y evitar eventos

arritmogénicos.

Por ultimo, la expresion de proteina del GPER se vio disminuida en los ratones TAC en
comparacion con sus controles SHAM. Se ha demostrado en algunos modelos patologicos
un aumento compensador del GPER 276, posiblemente de algiin modo intentando prevenir el
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, frente a aumentos en la estimulacion con
endotelina 1, la expresién de GPER ha sido reportada disminuida 3. Ademas, se ha descripto
que células cardiacas neonatales o adultas tratadas con endotelina 1 generan hipertrofia
cardiaca 2% 285, Por lo tanto, seria interesante explorar si en este modelo de sobrecarga
hemodindmica producida por la TAC existen aumentos de la concentracion de endotelina 1,
que pudiesen explicar la disminucion de la expresion de GPER, disminuyendo asi sus efectos
cardioprotectores. De todos modos, es importante destacar que, en los corazones

hipertroficos estudiados en el presente trabajo, se encontrd un posible efecto cardioprotector
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de la activacion de GPER a pesar de que su expresion se encontrd disminuida, sugiriendo

que la via intracelular permanece inalterada o incluso activada.

En resumen, este trabajo de tesis ha investigado la participacion del GPER en las propiedades
eléctricas cardiacas en condiciones fisiologicas y patologicas. Se ha demostrado que la
sefializacion de este receptor inhibe Icar, induciendo una reduccion del CaT y Ia
contractilidad. De modo quiz4 aun maés relevante, se ha descripto por primera vez la accion
excitatoria de GPER sobre las corrientes repolarizantes Ik y I, sugiriendo la produccion de
efectos electrofisiologicos cardioprotectores. Entender de modo mas profundo las vias de

sefializacion involucradas en estos efectos representa un desafio interesante para el futuro.

Finalmente, podemos especular que modulaciones de GPER por nuevos farmacos, podrian
mediar efectos rapidos cardioprotectores que eviten el avance de posibles patologias, como
la hipertrofia cardiaca. De esta forma, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis podrian
abrir las fronteras en la busqueda de nuevas estrategias farmacologicas para fortalecer la
cardioproteccion mediante un unico farmaco que realice la activacion de GPER de forma

selectiva y segura.
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