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Generalidades

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad definida por anormalidades
en la regulacion de los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas o postprandial y
es frecuentemente asociada con trastornos oculares, renales, del sistema nervioso,
del sistema inmune y del sistema cardio-circulatorio. Algunos de los trastornos
circulatorios asociados con la diabetes incluyen la enfermedad cardiaca coronaria,
accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca congestiva y enfermedad arterial
periférica. Frecuentemente, la DM resulta en muerte prematura por enfermedades
cardiovasculares (ECV).”

Los efectos de la DM sobre el corazén concluyen en lo que se denomina
“miocardiopatia diabética” (MCD). Esta se presenta, inicialmente, con disfuncion
ventricular diastdlica, inhabilitando al corazén a relajarse apropiadamente entre las
contracciones. Finalmente, la MCD deriva en una disfuncion sistdlica, que se
traduce en una oferta insuficiente para las demandas del organismo, terminando en
insuficiencia cardiaca (IC). La IC de la MCD comparte, a nivel celular,
caracteristicas con la insuficiencia generada por otros agentes etiolégicos, como el
manejo alterado del Ca?* intracelular (Ca?") y la prolongacion de la duracién del
potencial de accion (PA). Otra manifestacion clinica de aparicion temprana en el
transcurso de la enfermedad es la mayor incidencia de arritmias, incluyendo
fibrilacién ventricular y muerte stbita.?

Durante el desarrollo natural de la DM existe un estado metabdlico previo que se
denomina prediabetes, definido por un estado de tolerancia a la glucosa alterada
(TGA) o test de glucosa en ayunas alterado (GAA). La TGA, generalmente asociada
a insulinorresistencia, es considerada factor de mal prondstico en pacientes con IC.
Sin embargo, no es claro aun como estas condiciones favorecen el deterioro
cardiaco.’

Distintos modelos experimentales han demostrado que una dieta rica en fructosa
perturba la homeostasis metabdlica, aumenta la fructosa plasmatica, e induce la
resistencia sistémica a la insulina.*® La dieta rica en fructosa es un modelo bien
caracterizado de TGA y se ha descrito que la TGA se asocia con fibrosis miocéardica
difusa y cardiomiocitos con una sefializaciéon intracelular de viabilidad alterada,
hipertrofia ventricular, disminucion de la funcion ventricular izquierda y alteracién en
el manejo de Ca®* y de la capacidad de respuesta al Ca** de los miofilamentos.* °
Por otro lado, la quinasa dependiente de Ca®" y Calmodulina Il (CaMKIl) es una
proteina serina/treonina quinasa, la cual es activada a través de la unién de Ca®*y

Calmodulina. Sin embargo, hay estudios que proponen una activacion
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1. Diabetes Mellitus
y prediabetes

a. Conceptos
generales

b. Fisiopatologia

independiente del Ca?;, ya sea por estrés oxidativo’, nitrosilacion®, glicosilacién® o
por la proteina quinasa C (PKC)'™. La CaMKIl media la fosforilacién de una amplia
variedad de proteinas involucradas en procesos celulares vitales, tales como el
manejo del Ca?; el crecimiento y la muerte celular. Asi mismo, participa
activamente de la modulacion del acoplamiento excitocontractil y se encuentra
relacionada con distintas patologias a través de su actividad quinasa, por ejemplo
fosforilando el canal receptor de rianodina (RyR2) en las arritmias por
isquemia/reperfusion'’, y a fosfolamban (PLN) en la progresién a insuficiencia
cardiaca en ratas hipertensas’.

Con estas generalidades en mente, nuestro objetivo general fue evaluar las
posibles alteraciones que presenta el corazén en un modelo de TGA y
caracterizarlas. Ademas, evaluamos la vinculacion de la CaMKIl y sus blancos
celulares con las alteraciones observadas y dilucidamos la forma de activacion de
esta quinasa, describiendo las vias de sefalizacion intracelular que llevan al
deterioro cardiaco de la TGA.

La prediabetes, debido a la falta de sintomas, es una entidad de diagndstico
azaroso; por lo que las bases fisiopatoldgicas de las complicaciones en esta etapa
de la enfermedad son un terreno poco explorado. Considerando que los eventos
iniciales sean quizas los disparadores de la MCD, es decir la insuficiencia cardiaca
de origen diabético, es oportuno describir la DM consolidada, haciendo énfasis en
las complicaciones de la misma, ademas de las arritmias, la apoptosis y la
regulacion de CaMKII. Con tal fin aboradaremos los siguientes items:

1) Diabetes mellitus y prediabetes, donde se define la enfermedad de estudio, la
fisiopatologia y las bases moleculares de la MCD;

2) Arritmias, fisiopatologia y relevancia en la DM;

3) Muerte celular, causas y su relacién con la MCD y

4) Calcio/Calmodulina quinasa Il (CaMKIl), estructura, activacion, efectos

fisiopatoldgicos y rol en la DM y prediabetes.

1. Diabetes Mellitus y prediabetes

a. Conceptos generales

La DM comprende un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia debida a defectos en la secrecion de insulina, en su acciéon o ambas.
Se asocia a diversas complicaciones macro y microvasculares, entre las que se
incluyen: retinopatia diabética, nefropatia crénica, neuropatia diabética y

enfermedades cardiovasculares."” Estos pacientes presentan, ademas, deficiencia
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del sistema inmune, debido al alto nivel de glucosa en sangre. La Diabetes puede
ser clasificada principalmente en DM tipo 1 (DMT1) y DM tipo 2 (DMT2). La primera
aparece durante la infancia y es debida a la destruccién de las células B
pancreaticas por mecanismos autoinmunes, por el contrario, la segunda se
manifiesta durante la adultez y su desarrollo es debido a diversos factores, entre
ellos metabdlicos y farmacolégicos.

La prediabetes (TGA o GAA) es considerada una de las primeras etapas en el
desarrollo natural de los desérdenes del metabolismo de la glucosa, y su
diagndstico se realiza a través de la medida de glucemia en ayunas o por el test de
tolerancia oral a la glucosa, tomando en ambos casos valores intermedios entre los
valores de una persona sana y una con DM. Esta representa una condicién
transitoria y es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de la diabetes y
un aumento en las complicaciones cardiovasculares y microvasculares. La
prediabetes, ademas, esta relacionada con la obesidad, la dislipemia y la
hipertension.™

Existen varios criterios para el diagnéstico de diabetes. Entre ellos estan:

- valores de HbA1C plasmatica mayores a 6.5%,

- dos medidas de glucemia en ayunas mayor a 126 mg/dl separadas por una
semana (el ayuno se define como la falta de ingesta calérica durante al menos 8
horas),

- dos glucemias mayores a 200 mg/dl durante la test de tolerancia oral a la glucosa
(TTOG) (esta prueba debe realizarse como lo indica la Organizacién mundial de la
salud (OMS), con una carga de glucosa equivalente a 75 g de glucosa anhidra
disuelta en agua), y

- una glucemia al azar 2200 mg/dl (en un paciente con sintomas clasicos de
hiperglucemia o crisis hiperglucémica).™

En los adultos asintomaticos de cualquier edad con sobrepeso u obesidad (indice
de masa corporal (IMC) =25 kg/m?) y que tienen =1 factores de riesgo adicionales
para DM (tales como, inactividad fisica, pariente en primer grado con DM, etnia con
alto riesgo para la enfermedad, mujeres que dieron a luz bebés de 5 Kg o mas o
que fueron diagnosticadas con DM gestacional, hipertension, niveles por debajo de
0,90 mmol/L de colesterol HDL y/o de triglicéridos mayores a 2,82 mmol/L en
sangre, mujeres con sindrome de ovario poliquistico, valores de HbA1C mayores a
5,7%, historia de enfermedad cardiovascular, uso de glucocorticoides o
antipsicoticos) deben hacerse analisis para detectar DM y prediabetes. En los que
no tienen estos factores de riesgo, las pruebas deben comenzarse a la edad de 45

afios y debe repetirse cada 3 afos. En los pacientes con diagnéstico de prediabetes
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se deben identificar y tratar los factores de riesgo para enfermedades
cardiovasculares.™

La DM es una enfermedad que posee una prevalencia (proporcion de individuos
enfermos de una poblacién en un periodo determinado) en constante crecimiento.
Teniendo en cuenta distintos estudios, en el periodo comprendido entre los anos
2005-2014, la prevalencia de la diabetes aumenté de un 8,4% a un 10,9%.'® Este
aumento puede deberse, en parte, al aumento de la prevalencia esperada para la
obesidad y la hipertensién, ambos considerados factores de riesgo para la DM; asi
como también a mejoras en los tratamientos de las complicaciones, ya que el
monitoreo de los pacientes y los métodos de deteccion se vieron reflejados en un

aumento de la sobrevida de los pacientes con diabetes™®.

b. Fisiopatologia

Antes de describir la fisiopatologia de cada tipo de diabetes repasaremos la
fisiologia del manejo de la glucosa para contribuir al entendimiento de las
alteraciones producidas por dicha patologia.

La insulina es una hormona secretada por las células B de los islotes de
Langerhans pancreaticos, de importancia crucial en la regulacion de la glucemia. Es
una proteina pequena compuesta por dos cadenas de aminodacidos (la cadena A de
21 aminoacidos y la cadena B de 30 aminoacidos) unidas por puentes disulfuro,
que al separarse pierde su actividad. La insulina es sintetizada como preproinsulina,
que luego es clivada dentro de los granulos de secrecién, generando un péptido
llamado ‘péptido C'. Debido a su baja vida media, y a que se secreta junto al
péptido C, este Ultimo sirve como una medida de la tasa de secrecién de insulina™.
La glucosa es el principal estimulo para la sintesis y secrecion de la insulina, pero
también existen otros moduladores de su secrecién. El glucagén, los aminoacidos,
la acetilcolina, los agentes [(-adrenérgicos, la gastrina, las secretinas, la
colecistocinina e incretinas son algunos de los estimulantes de la secrecion de
insulina, mientras que la somastostatina y los agentes a-adrenérgicos la inhiben™.
La glucosa ingresa a las células 3 de los islotes de Langerhans pancreéticos por el
transportador GLUT2 y es fosforilada para seguir su via de degradacion
aumentando asi, los niveles de ATP. El cambio en la relacién ATP/ADP regula
canales de K* sensible a ATP de la membrana plasmatica. ElI ATP lleva al cierre de
estos canales, con una consecuente despolarizacién de la membrana plasmatica.
La despolarizacién incrementa la conductancia a través de los canales de Ca*

dependientes de voltaje, promoviendo el ingreso de Ca** a las células B. Este
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incremento del Ca?* intracelular permite la movilizacién de los granulos de
secrecion, a través de Ca”*/Calmodulina y PKC."

Existen diversas familias de transportadores de glucosa en los distintos tejidos, que
permiten el ingreso de la misma a las células. Por un lado, esta la familia de los
cotransportadores de Na‘/glucosa (SGLT). Estos aprovechan la energia del
gradiente de Na* para generar una corriente en el mismo sentido de glucosa. El
SGLT1 se encuentra en el epitelio intestinal y se encarga principalmente de la
absorcion de glucosa a este nivel, el SGLT2 se expresa fundamentalmente en la
corteza renal y esta involucrado con a la reabsorcion renal de glucosa, y el SGLT3
es considerado un sensor de glucosa de células neuronales y del tejido muscular."”’
Por otra parte, podemos mencionar a los transportadores de difusion facilitada para
hexosas (GLUT), entre los que se encuentra el GLUT2 de las células pancreaticas.
Existen trece transportadores dentro de esta familia y se clasifican en tres clases:
clase | (GLUT 1-4), clase Il (GLUT 5, 7, 9, 11) y clase 3 (GLUT 6, 8, 10, 12 y HMIT).
Dada su importancia y ubicacién centraremos la descripcion en los GLUT de clase
I. EI GLUT1 tiene alta afinidad por la glucosa y esta presente en tejidos que la
utilizan como principal combustible, como los eritrocitos y las células endoteliales.
El GLUTZ2 es un transportador de baja afinidad por la glucosa y fructosa, se expresa
en el higado humano adulto, el rifdn, las células 3 de los islotes de Langerhansy
en la membrana basolateral de las células epiteliales del intestino delgado; debido a
su baja afinidad y su capacidad de transportar glucosa de forma bidireccional, se
considera un sensor de glucosa. El GLUT3 se expresa, principalmente, en tejido
nervioso y posee una alta afinidad por glucosa. EI GLUT4 es un transportador de
alta afinidad para la glucosa que se expresa fundamentalmente en tejido muscular
estriado, tejido muscular cardiaco y adipocito. En este ultimo, la insulina es capaz
de inducir su translocacion a la membrana.”’

La insulina promueve el almacenamiento de fuentes de energia como glucégeno y
triglicéridos inhibiendo su catabolismo. Ademas, estimula la sintesis de proteinas en
general, y en particular de aquellas involucradas en el anabolismo de hidratos de
carbono y I|’pidos.13 Esta actua, en los distintos tejidos, a través de un receptor de
membrana, el receptor de insulina 1 (IRS-1). Este es una glicoproteina formada por
dos subunidades a y dos B unidas por puentes disulfuro e interacciones no
covalentes. En la subunidad a se encuentra el sitio de uniéon a insulina, mientras
que la subunidad B es una proteina transmembrana que fija la subunidad a por
fuera y su porcion intracelular tiene actividad tirosinquinasa. Al unirse la insulina al
receptor, éste se autofosforila y permite la fosforilacién y activacion de la enzima

fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K). Esta enzima a su vez fosforila factores de
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transcripcion y proteinas involucradas en el metabolismo de hidratos de carbono y
lipidos, activando por ejemplo la translocacion de los transportadores de la glucosa,
GLUT4, desde el citoplasma hasta la membrana celular, proporcionando vias de
ingreso de glucosa a la célula. Hay evidencias que indican que la insulina, ademas
permite la activacion de la via de las MAP quinasas a través de la fosforilacién de
proteinas Ras (proteinas pertenecientes a la familia de las proteinas G

monoméricas)."

Como ya mencionamos, la DM es un sindrome heterogéneo caracterizado por
hiperglucemia y una predisposicion a complicaciones crénicas en 6rganos y tejidos
vitales. Su clasificacion se basa en el origen de la hiperglucemia en diabetes
mellitus idiopatica tipo 1 (DMT1), tipo 2 (DMT2), diabetes mellitus secundaria,
gestacional y prediabetes (TGA y GAA). La DMT1 resulta de una destruccion de las
células B de los islotes pancreaticos debido a una respuesta autoinmune. Se han
encontrado distintos autoanticuerpos en pacientes con DMT1. Por ejemplo el 90%
de los pacientes presentan autoanticuerpos contra células de islotes (ICA), el 80%
autoanticuerpos contra la decarboxilasa de acido glutamico (AntiGAD) (esta enzima
cataliza la formacion de acido y-aminobutirico, existen dos isoformas pero solo
GADG65 se expresa en los islotes pancreaticos), insulina, y tirosin fosfatasa 1A-2 e
IA2B en suero (esta proteina transmembrana se expresa en los granulos
secretorios de las células B y en células neuroendocrinas).”® El proceso se
desarrolla en pacientes genéticamente susceptibles, gatillado por uno o mas
agentes ambientales, con progresion en meses o anos durante los cuales el
paciente se encuentra asintomatico y euglucémico, reflejando el gran numero de
células B que deben destruirse para que se presente el estado de hiperglucemia
permanente. Sin embargo, se ha encontrado una correspondencia entre gemelos
de un 50%." Los principales genes implicados en aumentar el riesgo de padecer
DMT1 son los correspondientes al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y
al de la insulina. Sus mutaciones favorecen el reconocimiento de la insulina como
autoantigeno y contribuyen a la susceptibilidad.’ Sumados a la predisposicién
genética se han tratado de identificar factores disparadores de la enfermedad.
Dentro de los posibles agentes estan las infecciones virales y la dieta.

La apoptosis es el mecanismo mas frecuente en la destruccion de las células 3 en
la DM de origen inmunoldgico. Los macréfagos y las células T CD4+ y CD8+
median la insulitis y diabetes en modelos animales. Por tanto, existen diversas
posibilidades tedricas sobre cdmo el sistema inmune destruye las células, ya sea

por citoxicidad o mediada por citoquinas sensadas y producidas por linfocitos T
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CD4+. 2! | os estudios realizados sugieren que la destruccién de las células B en
la DMT1 depende de la interaccion entre macréfagos, células T CD4+ y células T
CD8+ que establecen una lesion inflamatoria crénica en la que los mediadores
solubles como el 6xido nitrico y las citoquinas son importantes moléculas
efectoras.’

Las alteraciones y los sintomas observados en pacientes con DMT1 son debidos a
la deficiencia de insulina. Los niveles bajos de insulina conducen a excesiva
secrecién de glucagén y a una insulinorresistencia en pacientes no controlados. Los
pacientes con déficit en la cantidad de insulina tienen una deplecion de los niveles
de glucoégeno hepatico, con un aumento de la gluconeogénesis y una disminucién
de la captacion de glucosa por parte de los tejidos lo cual lleva a un aumento de la
concentracion de glucosa plasmatica (figura 1.1). Cuando ésta supera el umbral
renal de reabsorcién se produce glucosuria y por efecto osmético, poliuria. Debido a
la pérdida de liquido se activa el mecanismo de la sed por lo que los individuos
toman agua en abundancia (polidipsia). Finalmente, el balance energético negativo
conduce a un incremento del apetito que lleva al individuo a una polifagia. En una
diabetes no controlada los depédsitos de triglicéridos disminuyen, los acidos grasos
libres son usados como fuente de energia en corazén y musculo esquelético. En
higado estos acidos grasos son utilizados como fuente de energia, y parte del
acetilCoA generado se metaboliza en cuerpos cetdnicos (acetona, acetoacetato y
B-hidroxibutirato), los que son usados por el cerebro como su principal

combustible.™
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Figura I.1: Metabolismo hepatico en el estado de DM.

La DMT2, a diferencia de la DMT1, no se considera una enfermedad autoinmune.
Varios son los factores que predisponen a esta enfermedad. Por un lado, estudios
epidemiolégicos en gemelos y en poblaciones cerradas mostraron una fuerte
asociacion genética. Por otro lado, la obesidad, la hipertensién y la falta de la
actividad fisica son, entre otros, factores predisponentes para el desarrollo de
DMT2.

El desarrollo fisiopatolégico de los pacientes con DMT2 es distinto al de los
pacientes con DMT1. Los niveles de insulina plasmatica son detectables e incluso
dan valores elevados. Al realizarles una prueba de tolerancia oral a la glucosa estos
pacientes, aun con concentraciones altas de insulina no logran normalizar la
glucemia al cabo de las dos horas de la prueba. Esto permite dividirlos en dos
grupos, aquellos con una diabetes franca y los que tienen valores elevados de
glucemia pero que no alcanzan el limite para el diagnéstico de DMT2, lo que se

denomina estado de tolerancia a la glucosa alterada, que entran en el grupo de
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prediabetes. El hecho que estos pacientes tengan una hiperglucemia con
hiperinsulinemia es un indicio de una resistencia a la accién de la insulina.?? Existen
amplias evidencias de factores metabdlicos y farmacolégicos implicados en la
fisiopatologia de la DMT2 que pueden causar apoptosis de las células (3 del
pancreas. Por ejemplo, experimentos realizados sobre islotes cultivados en medio
rico en glucosa, mostraron que en dicho contexto existe un aumento de los
procesos de apoptosis, por modulacién del balance entre los miembros proteicos

pro y antiapoptdticos de la familia Bcl*®

. Asi mismo, experimentos realizados sobre
un modelo de DMT2 en ratas diabéticas Zucker (fa/fa), desarrollado por
Shimabukuro et.al, se encontré que los islotes presentan valores muy elevados de
acidos grasos libres que aumentan la apoptosis mediada por diferentes
mecanismos: la estimulacién de la esfingomielinasa y generacion de ceramida,
aumento de expresion de 6xido nitrico y disminucién de la expresion de Bcl-2%
(proteina antiapoptotica). Otros ejemplos son el tratamiento con sulfonilureas que a
tiempos prolongados en ratones ob/ob dispara una apoptosis dependiente de
Ca?*,® y la presencia de depdsitos amiloides en los islotes contribuye al deterioro
de la funcién de las células B %.

La insulinorresistencia es un fendmeno en el cual, para una concentracion dada de
insulina, no se logra una reduccion adecuada de los niveles de glucemia. La DMT2
esta relacionada con la insulinorresistencia, de modo que para vencer esa
resistencia, las células B aumentan la masa celular produciendo una mayor
cantidad de insulina y asi normalizar los valores de glucemia. Con el tiempo estas
células se agotan, pierden su capacidad de compensar la insulinorresistencia
llevando a una hiperglucemia persistente, primero postprandial y luego en ayunas,
momento en que se declara la DMT2 manifiesta. El indice de evaluacion del modelo
homeostatico de insulinorresistencia (HOMA-IR, por sus iniciales en inglés,
HOmeostatic Model Assessment-Insulino Resistance) permite calcular de una
manera simplificada la insulinorresistencia: HOMA-IR= [Insulina pUl/ml * Glucemia
mmol/l}/22,5. Este indice responde a un modelo matematico, y diferencia la
deficiencia en la funcidon de las células B del pancreas de la insulina resistencia,
relacionando los niveles de insulina con la glucemia en ayunas.?**’ El tejido adiposo
pareciera tener un rol fundamental en el desarrollo de insulinorresistencia por su
influencia sobre diversos 6rganos, a través de moléculas de sefializacion enddcrina
como las adipocinas. Por ejemplo sobre el musculo esquelético, con la llegada de
los acidos grasos (AG) se activa el diacilglicerol (DAG) y posteriormente la PKC; la

que fosforila el IRS pero no en los aminoacidos tirosina sino en los aminoacidos
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serina, por lo que el IRS ya no queda disponible para la insulina, conduciendo a
insulinorresistencia.?

La insulinoresistencia, ademas, se asocia con la falta de activacion de la PI3K,
molécula que ha sido descripta como un mediador fundamental en la cascada de
sobrevida o antiapoptética de las células. En las células (3, durante el desarrollo de
la DMT2, la apoptosis se relaciona con el incremento de estrés oxidativo, derivado
de la oxidacién de la glucosa y de los AG, que disminuye factores de transcripcion
que ayudan a la reparacién y regeneracion de estas células.?®

Existen otros mediadores importantes en el origen de DMT2 como las incretinas y
el péptido similar a glucagén (GLP-1), producidas por el intestino. Estos aumentan
la produccion pancreatica de insulina luego de la ingesta de comida por un
mecanismo dependiente de los niveles de glucosa, a través de la unidn a un
receptor especifico acoplados aproteinas G en las células B y aumento de los
niveles de AMPc y de Ca?*.?2

El tratamiento de los pacientes con DM comienza con una buena educacién
higiénico- dietéticas. En primer lugar, un cambio en los habitos de alimentacion y
actividad fisica ayudan a disminuir el peso, a mejorar el funcionamiento del sistema
cardiovascular y a regular la glucemia. Para esto, también, es importante tener en
cuenta el apoyo psicolégico de los pacientes con DM. Se recomienda el tratamiento
nutricional para todas las personas con diabetes tipo 1 y 2, como un componente
eficaz del plan terapéutico general. Los individuos con prediabetes o diabetes
deben recibir educacién nutricional personalizada. Para los adultos obesos o con
sobrepeso y riesgo de DMT2 se recomienda reducir la ingesta calérica manteniendo
una dieta saludable y bajar de peso. La evidencia indica que no existe un
porcentaje ideal de calorias aportadas por los hidratos de carbono, proteinas vy
grasas para las personas con DM, por lo tanto, la distribucién de macronutrientes
debe basarse en la evaluacién de cada individuo sobre las caracteristicas de su
alimentacion, preferencias y objetivos metabdlicos. Para la buena salud, es
preferible ingerir los carbohidratos de los vegetales, frutas, granos enteros,
legumbres y productos lacteos en lugar de los provenientes de otras fuentes, como
las que contienen grasas agregadas, azucares o sodio. Igual que para el publico
general, para los diabéticos se recomiendan los alimentos con acidos grasos de
cadena larga (abundantes en los peces grasos) y el acido n-3 linoléico (abundantes
en aceites de semillas como el girasol, maiz, soja y cartamo), por sus efectos
beneficiosos sobre las lipoproteinas y la prevencion de las enfermedades cardiacas,

como se demostré en estudios de observacion.™
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2. Arritmias

a. Bases
electrofisiolégicas del
acoplamiento
excitocontractil

i. Excitacién

En cuanto al tratamiento farmacoldgico, la mayoria de las personas con DMT1
deben ser tratadas con inyecciones multiples de insulina, 3 a 4 inyecciones diarias o
insulina basal y prandial, o la infusidn subcutdanea continua de insulina. La
metformina, si no esta contraindicada, en caso de debilitamiento renal, y es bien
tolerada, es el agente farmacolégico inicial preferido para la DMT2. La metformina
puede actuar, principalmente, reduciendo la gluconeogénesis y la glucogenolisis
hepatica, pero también reduce la absorcion de glucosa por parte del tracto
gastrointestinal a la vez que incrementa la sensibilidad a la insulina en los tejidos
periféricos al aumentar la actividad IP3 quinasa del receptor de insulina.?®*° En los
pacientes con DMT2 de reciente diagndstico, con hiperglucemia marcada y muy
sintomaticos, o en quienes tienen HbA1C muy elevada, desde el inicio se debe
considerar el tratamiento insulinico, con o sin agentes adicionales. Debido a la
naturaleza progresiva de la DMT2, la mayoria de estos pacientes finalmente
requiere el tratamiento con insulina.

El monitoreo continuo de la glucosa puede ser una herramienta suplementaria de
las dosis multiples de insulina en las personas con hipoglucemias desconocidas y/o
episodios hipoglucémicos frecuentes. El uso de HbA1C en los monitoreos de
control de los pacientes brinda la oportunidad de modificar el tratamiento de manera
oportuna. El descenso de HbA1C por debajo del 7% disminuye las complicaciones
microvasculares de la diabetes, y si se hace una vez hecho el diagndstico de
diabetes se asocia con una reduccion a largo plazo de la enfermedad
macrovascular. Por lo tanto, un objetivo razonable de HbA1C para muchos adultos
no embarazados es 7%.

Por otro lado, para los pacientes con DM la vacunacién permite la prevencion de
las infecciones debidas a su deficiencia inmunolégica, mencionada anteriormente.
Ademas, se debe hacer un seguimiento de la aparicion de las complicaciones
asociadas a la enfermedad midiendo la presion arterial, realizandose
electrocardiogramas, y controlar el funcionamiento renal, ocular y lastimaduras en

los pies.™

2. Arritmias

Dado que la miocardiopatia diabética (MCD) afecta la contractilidad, la relajacién
miocardica y la ritmicidad, es pertinente introducir las propiedades fisioldgicas del

corazon sano.

a. Bases electrofisiolégicas del acoplamiento excitocontractil
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i.  Excitacion

El corazén es un 6rgano formado por cuatro cavidades, dos auriculas superiores y
dos ventriculos inferiores. Las auriculas reciben la sangre del sistema venoso, que
pasa a los ventriculos, desde los cuales, posteriormente es eyectada a la
circulacion arterial. La auricula derecha recibe la sangre que proviene de todo el
cuerpo a través de las venas cavas, superior e inferior. Asi mismo, la auricula
izquierda recibe la sangre de la circulacién pulmonar, que desemboca a través de
las cuatro venas pulmonares en esta. Por otro lado, el ventriculo derecho impulsa la
sangre hacia la circulaciéon pulmonar mientras que el ventriculo izquierdo la envia
por la arteria aorta para distribuirla por todo el organismo. Existe un tejido que
separa el corazén derecho del izquierdo, denominado septo o tabique y estructuras
que separan unas cavidades de ofras, evitando que exista reflujo retrégrado
denominadas valvulas. Estas estan situadas en torno a los orificios
auriculoventriculares (la valvula tricuspide del lado derecho y la valvula mitral del
izquierdo) y entre los ventriculos y las arterias de salida (la valvula pulmonar y la
valvula aortica).

El corazén posee un sistema de conduccion, que se organiza permitiendo una
propagacion de los impulsos eléctricos de forma sincronizada y coordinada en
auriculas y ventriculos. La actividad eléctrica comienza en un grupo de células que
generan potenciales de accion de manera espontanea, llamadas células
marcapaso. El grupo celular que posee la frecuencia intrinseca mas elevada se
denomina nodo sinoauricular y se sitla a nivel de la unién de la vena cava superior
y la auricula derecha. Otro nodo, el nodo auriculoventricular, se localiza en el piso
de la auricula derecha, y contiene células similares a las del nodo sinoauricular,
pero su frecuencia intrinseca de descarga es menor. La lenta conduccion del
impulso a través del nédulo auriculoventricular produce un retardo entre la
activacion auricular y la ventricular, lo que permite una contraccion secuencial de
las camaras. Las fibras inferiores del nodo auriculoventricular convergen y forman el
haz de His, un cordéon muscular por medio del cual la excitacion se transmite de la
auricula al ventriculo. Este desciende por el tabique interventricular y se divide para
termina en las denominadas fibras de Purkinje. Estas células de alta velocidad de
conduccion forman una red a través de la cual transmite el estimulo eléctrico al
musculo ventricular. La disposicion de estas fibras y su velocidad de conduccion
permite una transmision sincronica en toda la masa ventricular, desde el endocardio

al epicardio y desde el apex hacia la base. En la figura .2 se esquematizan los
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potenciales de accion (PA) de distintos puntos en el sistema de conduccién

cardiaco, su disposicion temporal y su correlacion con el electrocardiograma (ECG).

SA

AV
Figura 1.2: Potenciales de accion (PA) representativos de los

distintos tejidos de conduccion cardiaco. nédulo sinusal (SA),
musculo auricular (A), nédulo AV (AV), haz de His (H), ramas del

haz de His, fibras de Purkinje (P) y musculo ventricular (V). Los

trazados se encuentran en correspondencia temporal entre si y su
correlacién  con elelectrocardiograma (ECG) y sus ondas (P,
QRS, T, U). Se muestran ademas las fases del PA ventricular (0,
ECG 1, 2, 3y 4). Nétese la correlacion temporal de los distintos PA con
el ECG. Imagen modificada de “Bases i6nicas, moleculares y

0.2 0,4 0,6 genéticas del sindrome del QT prolongado”. Aiello et. al., Revista
Tiempo (seq) de la Federacion Argentina de Cardiologia, 2001.*"

La excitabilidad cardiaca se debe principalmente a la composicion proteica de la
membrana sarcolemal, que produce gradientes idnicos y cambios transitorios en los
flujos i6nicos intra-extra celulares, que generan el fenbmeno eléctrico que permite
las variaciones de Ca®" que llevan a la contraccién. La homeostasis iénica, dentro
de cada célula, se mantiene por un sistema conformado por canales iénicos (su
apertura y cierre generan el potencial de accién), bombas (crean y mantienen los
gradientes iénicos) y mecanismos de intercambio (como el Na*/Ca?* que contribuye
a modular la fuerza de contraccion y la relajacién, y la entrada y salida de Ca?*,
Na*/H* y CI'/HCO3 que regulan el pH citoplasmatico).

El PA ventricular resulta de la propagacion de una onda de excitacion que produce
la despolarizacion de la célula que provoca la apertura y cierre secuenciales de
canales ionicos dependientes del voltaje. La duracion del potencial de accion de las
fibras ventriculares cardiacas es de aproximadamente 250 milisegundos, la cual se
debe principalmente a la corriente de Ca®* que mantiene el flujo entrante de cargas
positivas. Las corrientes y, por ende la conformacion del PA, varia entre los
distintos tipos celulares y también, entre las distintas especies.*?

El potencial de accion ventricular consta de cinco fases:

- La fase 4 es el periodo de potencial de membrana en reposo

(aproximadamente -80 mV en las células ventriculares), el cual esta determinado
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fundamentalmente por el gradiente y la permeabilidad del K*. La corriente de K*
(k1) que mantienen el potencial de reposo se producen a través de los canales
rectificadores hacia adentro, cuya mayor contribucién a la repolarizacion aumenta a
medida que el potencial de membrana se acerca al reposo. Este canal es llamado
rectificador interno ya que permite el ingreso de K hacia el interior de la célula a
voltaje cercanos al potencial de equilibrio del K*, pero durante la despolarizacion la
corriente que lo atraviesa es hacia afuera como los demas canales de K'; esto se
debe en parte a la dependencia de su conductancia con el voltaje.*

- La fase 0 constituye la despolarizacién rapida que depende de la apertura de
canales rapidos de Na’. Estos canales son operados por voltaje por lo que luego de
una despolarizacién pasan a un estado activado. Después de la activaciéon pico se
produce la inactivacion de los canales con una caida de la corriente de Na* (/ya).
Una vez que el canal se encuentra en estado inactivo no puede volver a abrirse
hasta que vuelva a estar disponible, proceso que es dependiente del voltaje y el
tiempo. El voltaje al cual se abre un nimero de canales de Na* (principalmente
NaV1.5) suficiente para iniciar el potencial de accién representa un umbral.

- La fase 1 consiste en una rapida repolarizacién transitoria del potencial de
membrana. Se debe principalmente a la salida de K*, a través de la corriente
transitoria hacia afuera (/,,), cuya apertura del canal es dependiente del voltaje y del
tiempo.

- Lafase 2 corresponde a la meseta del potencial de accidn cardiaco. La meseta
es causada por un balance entre corrientes catidnicas despolarizantes como la
corriente de Ca® (Ica), y repolarizantes como la corriente de CI" (I¢/ ) Y las
corrientes de K' (l,,7) y de K' tardia (k). Ic. se produce a través de canales
operados por voltaje (principalmente CaV1.2, en el miocardio ventricular) y
presentan inactivacién lenta. Estos canales son el nexo en el acoplamiento
excitocontractil (AEC) cardiaco.

- La fase 3 corresponde a la repolarizacion final del potencial de accién y se
debe a la corriente generada por la lenta apertura de los canales de K* tardios (/x).
A medida que el K" efluye de la célula, el potencial de membrana se repolariza y
alcanza valores en los cuales se suprime la inhibicién de Ix;, contribuyendo a la
repolarizacion y a regresar al potencial de membrana en reposo (figura 1.3).%
Existen, también, corrientes adicionales que contribuyen al potencial de accién en la
células cardiacas: la corriente de K* activada por acetilcolina (media el efecto
inotrépico negativo de la acetilcolina, es decir su efecto depresor sobre la
contraccion), la corriente de CI° estimulada por AMP ciclico (se activa por

estimulacion B-adrenérgica generando el acortamiento del PA, lo que facilita el
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aumento de la frecuencia cardiaca que produce la estimulacién B-adrenérgica),* la
corriente de la bomba Na*/K* ATPasa, que participa en el mantenimiento del
potencial de membrana en reposo, la corriente de K* sensible a ATP* (importante
en condiciones patologicas cuando, por un proceso isquémico, disminuyen los
niveles de ATP y la corriente produce una disminucion de la duracion del PA) y la
(NCX). ElI NCX sera descripto en detalle mas

adelante, pero su funcién en el potencial de accién se basa en el transporte de 3

corriente del intercambiador Na*/Ca**
iones Na* intercambiados por un i6n Ca®', lo que resulta en un intercambio
electrogénico. Este puede funcionar de modo directo, que extruye Ca?* de la célula
ingresando Na* o inverso, sacando Na* intercambiado por Ca®*. El modo en el que
trabaja el intercambiador esta determinado tanto por el potencial de membrana,
como por el gradiente quimico del Na* y el Ca?* a través de la membrana celular; lo
que hace compleja su participacion en el potencial de accién y en el manejo del
Ca?*.* La corriente del NCX en modo reverso se activa al final de la fase 3 y
durante la fase 4 en células del nodo atrial durante el PA debido a la caida del
Ca?".%" En el ventriculo, a causa del ingreso de Na* durante el inicio del PA, se
activa la corriente reversa del NCX produciendo el ingreso de Ca?*; luego el cambio
de potencial electroquimico cambia el modo de la corriente permitiendo la salida de

ca*
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Figura 1.3: Potencial de accion en humanos. Se especifican las corrientes que mantienen los
cambios en el potencial de membrana y entre paréntesis los principales componentes del canal. Ina:

corrriente de Na* (Nav 1,5), I: corriente transitoria de K™ (Kv 4,3), Ica: corriente lenta de ca® (Cav1,2),
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Ikur: corriente de K rectificadora ultrarrépida (hKv1,5 y KvB2,1), Ik, e Iks: canales de K de apertura
lenta (HERG y MirP, KvLQt1 y minK, respectivamente), IkAch: corriente de K" activada por acetilcolina
(Kir3,1/3,4), Ixs: corriente de K' rectificadora hacia adentro (Kir2,1-3), Iz canal de K activada por
hiperpolarizacion (HCN 2,4), NCX: intercambiador Na*-Ca®*. Recuadro: puede notarse la duracion,
intensidad y sentido de las distintas corrientes durante el potencial de accion de cardiomiocitos
ventricuares. Imagen modificada de “Efectos del 6xido nitrico sobre la funcién cardiaca”. Tamargo et.
al., Revista Espafiola de Cardiologia, 2006.® Inset modificado de “Antiaaritmicos”. Randa Hilal-
Dandan, Laurence L. Brunton. Goodman & Gilman. Manual de farmacologia y terapéutica. McGraw-
Hill Education.®

Si bien existen métodos invasivos, directos, para estudiar el PA, el
electrocardiograma (ECG) permite hacer un acercamiento de los eventos eléctricos
de las células de forma sencilla, no invasiva. El ECG es el registro de las
variaciones de potencial creadas en el cuerpo, por la actividad eléctrica del corazon.
La morfologia y polaridad de estas ondas dependen de la secuencia de activacion
de los distintos tejidos de conduccion y de la localizacion de los electrodos. El
registro electrocardiografico del ciclo cardiaco se inicia con una onda de baja
amplitud, producida por la despolarizacién de las auriculas (onda P), seguido por un
segmento isoeléctrico (intervalo PR), sucedido a su vez por las deflexiones
correspondientes a la activacion ventricular que configuran el complejo QRS. Luego
de otro segmento isoeléctrico (intervalo ST) aparece la onda T, debida a la
repolarizacion de los ventriculos, la cual tiene la misma polaridad que el complejo
ya que el proceso sigue el sentido opuesto a la despolarizacion por la diferencia en
la duracion de los PA en las distintas fibras ventriculares. Las ondas visualizadas en
el ECG corresponden a un promedio de la actividad eléctrica del corazén. Como se
puede observar en la figura 1.3, el complejo QRS se corresponde con la fase 0 del
PA, asi, como el segmento ST a la meseta (fase 2) y la onda T a la repolarizacién

tardia (fase 3).%

Contracciéon

El corazon es un o6rgano especializado para la contraccion, la cual esta coordinada
gracias a la capacidad de sus células de responder a estimulos eléctricos, propios o
externos, ya que es un tejido excitable. Los cardiomiocitos son los encargados del
trabajo mecanico y una poblacién menor de células se encarga de la actividad
marcapaso y del sistema de conduccion. Los cardiomiocitos son células cilindricas
de entre 10 y 20 um de diametro y entre 50 y 100 uym de longitud. Estas se
encuentran conectadas entre si por los denominados discos intercalares (cada una

de las estructuras de unién entre dos células de musculo cardiaco), los cuales
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tienen zonas de baja resistencia eléctrica permitiendo una rapida transmision de los
impulsos eléctricos, los cual permite que el tejido funcione como un sincicio. Los
cardiomiocitos pertenecen al grupo de células musculares estriadas, ya que al
microscopio 6ptico muestran una sucesidon de bandas transversales claras y
oscuras, debidas al ordenamiento de los miofilamentos en las miofibrillas.

Las miofibrillas constituyen el aparato contractil y se organizan en unidades
contractiles musculares, sarcomeros. Cada sarcomero esta compuesto, por
filamentos gruesos, compuestos de miosina, y finos, compuestos por filamentos de
actina. Los filamentos de actina estan formados por una proteina globular
monomeérica que forma cadenas homopoliméricas. La miosina, por su parte, es un
agregado proteico formado por una cadena pesada (de 500 KDa de peso
molecular), compuesta por una molécula que posee una cola filamentosa central y
una cabeza globular flexible con actividad ATPasa (esencial en el acortamiento del
sarcomero en cada contraccion) y cuatro livianas responsables de su regulacion. La
miosina se relaciona con la proteina C de unién a la miosina (MyBPC [myosin
binding protein C]), que mantiene unido el agregado proteico, en sentido
transversal, y regula la produccién de fuerza por las cabezas de miosina por

modificacion de la tension molecular.*®

Otras proteinas importantes para la regulacién de la contraccidon muscular son la
troponina y la tropomiosina. La tropomiosina se une a la actina evitando la
interaccion entre esta y la miosina. Finalmente, existen tres proteinas que
interactuan con el complejo proteico denominadas troponinas, las cuales presentan
distintas funciones: la troponina T, que une el complejo a la tropomiosina; la
troponina I, que inhibe junto a la tropomiosina la interaccién entre la miosina y la
actina; y la troponina C, que tiene capacidad de unirse a Ca®*, lo que produce el
corrimiento del complejo troponina-tropomiosina, liberando el sitio de unién de la
actina a la miosina que genera la contraccién del musculo (figura 1.4).*" La
sensibilidad de los miofilamentos al Ca*" es la relacién entre la [Ca?'] necesaria
para activar el desplazamiento de las miofibrillas y la fuerza de contraccion
desarrollada. La sensibilidad al Ca®* es un factor que puede determinar la

progresion a latidos ectdpicos y a insuficiencia cardiaca.
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Figura 1.4: Esquema de la formacion de los puentes cruzados entre las fibras de miosina y

actina. TnC: troponinaC, Tnl: troponina I, TnT: troponina T, MyBPC: proteina de unién a miosina C.

y

Imagen modificada de “Miocardiopatia hipertréfica. Bases genéticas e implicaciones clinicas’

Francisco Navarro-Lopez, Revista Espafiola de Cardiologia, 2004.%

Acoplamiento excitocontractil

El Ca* es el principal mensajero entre la excitacion y la contraccién. La magnitud y
la duracion de la fuerza contractil estan determinadas, en gran medida, por las
fluctuaciones periédicas en la concentracion intracelular de Ca* ([Ca®']) de los
cardiomiocitos, y la dinamica de las mismas. La serie de eventos mediante los
cuales el potencial de accion cardiaco genera un aumento citosolico y transitorio en
la [Ca®'];, que alcanza niveles de entre 0.6 a 3 uM en la sistole, y que permite la
contraccion subsecuente de los miocitos cardiacos se engloban en lo que

conocemos como acoplamiento excitocontractil (AEC).*?

El AEC en miocitos ventriculares se desarrolla desde las diadas, ultraestructuras de
membrana formadas por la cisterna terminal del reticulo sarcoplasmico (RS) e
invaginaciones de la membrana celular llamadas tubulos T. La iniciacion del AEC
comienza cuando el potencial de accion llega a los tubulos T produciéndose la
despolarizacion rapida de la membrana por la apertura de canales de Na*. Estos
canales se caracterizan por una rapida inactivacion, por lo que permanecen
inactivos hasta que la membrana se repolariza al valor de reposo. La
despolarizacién de la membrana celular permite la apertura de canales de Ca*
voltaje-operados (principalmente CaV1.2 en miocardio ventricular). La corriente de

Ca? (l¢,) hacia el interior de la célula, que ocurre durante la meseta del potencial de
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accion, es insuficiente para producir el aumento de la [Ca®*], necesario para la
contraccién a nivel de los miofilamentos. Este aumento se produce por el fendmeno
de liberacion de Ca®* inducida por Ca*" (LCIC), mecanismo por el cual el Ca** que
ingresa a través de la I, y dispara la apertura de los canales de RyR2,44 los cuales
son sensible al Ca®* que ingresa por la Ic,, entre otros moduladores (Figura 1.5).
Finalmente, esto produce una liberacién masiva del contenido de Ca?* del RS. El
Ca? liberado difunde hasta los miofilamentos uniéndose a la troponina C, la
tropomiosina se corre del sitio de unidén de la actina para miosina y permite la
formacion de puentes cruzados entre ambas proteinas llevando a la contraccion de
la célula. La cantidad de Ca?' liberada en cada PA, y por lo tanto, la fuerza de
contraccién depende de multiples factores, entre ellos, la densidad de la /¢, €l
contenido de Ca?** del RS y la sensibilidad del RyR2 a determinadas corrientes de
Ca?* (ganancia del AEC).*

La relajacion depende de la disminucién de la [Ca®], que permite la liberacién de
los puentes cruzados de los miofilamentos. El secuestro de Ca®** ocurre
principalmente por la retoma del mismo por el RS a través de la bomba ATPasa de
Ca?* (SERCa2a), y en menor medida por la salida del ion por el NCX, que, con el
potencial de membrana en este punto y la alta [Ca?']; funciona extruyendo Ca*
ingresando Na* a la célula. Otros mecanismos que participan en la remocion del
Ca?* citosdlico, aunque con mucha menos participacion, son la extrusién de calcio

por medio de la bomba ATPasa de Ca®" sarcolemal y por el transportador
2+ 45

mitocondrial de Ca

Na*
Hat/K* * ﬁm
da Ca"“ ATPasa ' S

Canales da calein
senshies a voltaje

Tdbule T

Figura 1.5: Representacion del acoplamiento excitocontractil cardiaco. RyR2: receptor de

rianodina, PLB; fosfolamban, RS: reticulo sarcoplasmatico, PA: potencial de accion.
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El correcto acoplamiento entre la excitacién celular y la contraccion requiere de una
exacta relacion entre proteinas especializadas en el transporte de iones y la
contracciéon, entre las que poseen un rol importante la CaV1.2, el RyR2, la
SERCa2a y el NCX.

CaVv1.2

La proteina CaV1.2 conforma el canal lento de Ca®* operado por voltaje (LTCC),
también llamado receptor de dihidropiridinas por su afinidad a dichos compuestos,
que permite el ingreso del ion. Estd compuesto por cuatro subunidades: la
subunidad a, delimita el poro selectivo a Ca?*, contiene el sensor de voltaje y el sitio
de unién a la mayoria de los moduladores; y las subunidades accesorias, a.0, B,y y
que estan involucradas en el anclaje, trafico y regulacién de la proteina. Las
caracteristicas de los LTCC se deben a la subunidad a4, entre ellas estan, la
activacion e inactivacién dependiente del voltaje, la inhibicion dependiente del
voltaje por dihidropiridinas, y la facilitacién e inactivacién dependiente Ca?*. Los
LTCC se activan cuando, al despolarizarse la célula, el potencial de membrana
alcanza a valores de -30 mV y la corriente (/¢,) alcanza su maxima amplitud entre 0
y +10 mV La activacion y la inactivacién de dichos canales son relativamente
lentas, alcanzando el pico maximo al cabo de 1-5 ms, siendo su constante de
inactivacion mayor a 500 ms. Esta ultima estd regulada por mecanismos

21,y del voltaje. En la inactivacion dependiente de Ca?* esta

dependientes de la [Ca
involucrada la proteina Calmodulina por estar unida a la porcién C-terminal de la
subunidad a; actuando como sensor®®. La fosforilacion por PKA y CaMKII
incrementa la frecuencia de apertura prolongada del canal y enlentece su

inactivacion. *°

RyR2

El canal RyR2 es una proteina multimérica, que funciona como una unidad
liberadora de Ca?* del RS. Esta compuesta por cuatro subunidades acopladas a
una variedad de proteinas regulatorias. Las proteinas reguladoras calsecuestrina,
triadina y juntina se unen a RyR2 del lado luminal del RS sensando el contenido de
Ca?. En condiciones fisiolégicas, la probabilidad de apertura de RyR2 aumenta por
la entrada de Ca* por la Ic,. En el musculo cardiaco una gran fraccién de los
RyR2s estan ubicados en las diadas, donde la membrana del RS contiene entre 30
y 250 RyR2s, que estan muy proximos a los canales de Ca** tipo L ubicados en la

membrana T.*® Esta disposicién permite que algunos canales de Ca®" activen
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grupos de RyR2s produciendo el fenémeno de liberacién de Ca®* inducida por Ca**.
La apertura de unos pocos grupos de canales produce una chispa o spark de Ca®*
(CaSp), un evento elemental de Ca?. Durante cada latido se producen un gran
nuamero de CaSp simultaneos y sincronizados, los cuales generan la salida
transitoria de Ca®* que provoca la contraccion.

Se ha postulado que existe un mecanismo alostérico de activacion del RyR2 por
cambios conformacionales en la apertura del LTCC. Esto se sugiere a partir de
datos experimentales y de modelado por el método MonteCarlo*’. Por otra parte,
los mecanismos moleculares de regulacién endoégena del RyR2 propuestos son: 1)
la inactivacién del RyR2 dependiente de Ca?, que involucra al Ca?* tanto del lado
del citoplasma como de la region luminal del RS y a proteinas cuya actividad sobre
el RyR2 depende de Ca®*, como sorcina, calmodulina y calsecuestrina; 2) el
decaimiento espontaneo de la actividad de los RyR2 debido al cerrado estocastico
del canal; 3) el agotamiento de las reservas de Ca?" luminal del RS, lo cual
disminuye el flujo de Ca*" a través del canal; y 4) el decaimiento inducido de la
actividad de los RyR2, debido a la compleja relacién espacio/ temporal que conduce
a la disolucién casi instantanea de los gradientes de Ca?* nanoscépicos dentro de
una region local.*® La actividad de RyR2 es también regulada por moléculas
citosdlicas cuyas acciones se producen en dicha cara del canal, como PKA,
CaMKIl, proteinas fosfatasa 1 y 2A, calmodulina, y FKBP12.6, asi como también la
concentracién de distintos iones, fundamentalmente Mg?* y H*. Por otro lado, otras
modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion, desfosforilacion, oxidacion,
reduccién, y nitrosilacion también han sido propuestas como moduladoras de la
actividad del RyR2.

La modulacién del RyR2 resulta compleja, a modo de ejemplo, el aumento de la
fosforilacién de RyR2 en los sitios Ser’®®, Ser®* (dependientes de PKA) y Ser®®"
(dependiente de CaMKIl) lleva a un aumento de la probabilidad de apertura del
canal, cuyo efecto puede ser fisioldgico o patolégico dependiendo del contexto en el
que se encuentre la célula.*****® En contraposicion, también existen estudios que

describen que la fosforilacién en el sitio Ser?

por PKA no tiene relevancia
patoldgica, y que la desfosforilacién del canal también puede inducir su activacién.*
En condiciones fisioldgicas, cada RyR2 tiene alrededor de un 25 % de cisteinas
libres capaz de nitrosilarse o glutationisarse reversiblemente. La oxidacién de RyR2
puede llevar a un aumento en la liberacion de Ca*" por el RS en respuesta a una
sefial fisioldégica, permitiendo una respuesta inotropica positiva. Sin embargo, un
estrés oxidativo irreversible que incrementa la pérdida de Ca*, disminuye la carga

de Ca®* del RS y puede causar finalmente disfuncion contractil.*® del musculo
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cardiaco. Otros detalles relevantes sobre la modulacion del RyR2 seran discutidos

en los siguientes capitulos.

SERCa2a

La retoma de Ca®* hacia el RS depende fundamentalmente de la SERCa. Existen 3
isoformas de este transportador: SERCala y SERCa1b son variantes expresadas
en musculo esquelético, la variante SERCa2a se expresa selectivamente en
corazén y musculo esquelético, mientras que SERCa2b se expresa de manera
ubicua, finalmente SERCa3 se encuentra en un numero limitado de células no
musculares y en musculo liso. La bomba de Ca®*, SERCa2a, esta formada por una
Unica cadena proteica con cuatro dominios distintos, uno transmembrana que forma
el poro a través del cual el Ca*" ingresa al RS y tres citosélicos, uno de unién a
nucleétidos, otro de fosforilacion, y por ultimo un dominio activador). La principal
proteina que se relaciona con la SERCa2a es fosfolamban (PLN), una proteina
pequena, de 22kDa, que regula la actividad de la SERCa2a. Cuando PLN se
encuentra desfosforilada puede unirse a SERCa2a e inhibir su actividad. Al
fosforilarse, ya sea en el residuo Ser' (por accién de PKA) o en el residuo Thr"’
(por la acciéon de CaMKIl) se produce un cambio conformacional que permite su
separacion de la SERCa2a, haciendo que esta ultima aumente su actividad. Este
aumento de actividad media el efecto inotrépico positivo por aumento del contenido
de Ca* del RS, por un lado; asi como también posee un efecto lusitropico también
positivo, es decir, un aumento en la velocidad de relajacién, por acelerar la

disminucion del Ca?* citosolico.®”

NCX

El NCX es el principal transportador que extruye el Ca?* de la célula. Esta proteina
posee 10 segmentos transmembrana capaces de transportar Na* y Ca?* a través de
la membrana y una porcion citoplasmatica que regula su actividad alostéricamente
por unién a Ca®*. Se localiza a lo largo de la membrana plasmatica, sin embargo
existen evidencias de una mayor densidad de esta en los tibulos T.*? A través de
estudios por microscopia de fluorescencia, se encontré que existe un 27% de NCX
cercanos a los canales RyR2 ubicados en el microdominio de la diada, donde
puede tener efectos profundos en el acoplamiento excitocontractil modificando el
transporte local de Ca?.** EI NCX, como ya se menciondé anteriormente,
intercambia tres iones Na® por uno de Ca?, produciendo un transporte
electrogénico. Este intercambiador puede funcionar de dos modos, uno directo

extruyendo Ca®" del citosol e ingresando Na* al miocito, y otro inverso donde se
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invierten los sentidos. El potencial de extrusién del intercambiador es de -40mV, de
modo que cuando el potencial de membrana esta por debajo de este valor NCX
actua en su modo directo, y cuando el potencial de membrana se encuentra por
encima, el transportador trabaja en el modo inverso. De este modo, el NCX, tanto
en diastole como durante la mayor parte de potencial de accion, actua de manera
directa.* La despolarizacién de la célula aumenta el Na* intracelular y desplaza el
potencial de membrana hacia valores mayores que potencial de inversién del NCX,
lo que favorece la entrada de Ca®". Esta situacion es transitoria, ya que el mismo
Ca*" que ingresa por el NCX modifica su funcionamiento y, conjuntamente con la
repolarizacion de la membrana, el intercambiador vuelve a trabajar en modo directo.
En sintesis, en dichas condiciones el NCX extruye el Ca** en cantidad equivalente a
la ingresada por la Ic,, al mismo tiempo que la SERCa2a retoma el Ca?* liberado
por los RyR2s manteniéndose, de esta manera, el balance del Ca?". Ademas, el
NCX es modulado por la concentracion de Na® intracelular (aunque son necesarias
muy altas concentraciones (20 mM) para que se produzca su inactivacion),
regulacion que posiblemente tome relevancia en estados patologicos, como la

insuficiencia cardiaca donde la concentracion de Na* se eleva significativamente.*

Por otro lado, el fenédmeno de acoplamiento excitocontractil (AEC) es modulado por
estimulacion B-adenérgica por el neurotransmisor simpatico noradrenalina y la
hormona suprarrenal adrenalina. Dicha estimulacion desempefia un papel
fundamental en la modulaciéon de la funcién cardiaca en respuesta al estrés o el
ejercicio, y es una maniobra farmacolégica ampliamente utilizada para producir
estrés celular. Las principales proteinas de interaccién con Ca*" implicadas en el
AEC, entre ellas los canales Ca®* de tipo L, los RyR, y fosfolamban, son proteinas
diana conocidas de la proteina B-AR-adenililciclasa-cAMP, intermediario de la via
de sefializacion de la proteina quinasa A (PKA). La fosforilacion resultante de estas
proteinas aumenta las amplitudes transitorias del Ca®* intracelular y de contraccion,
y acelera su cinética.”® Estos efectos permiten que la estimulacién B-adenérgica
pueda ser utilizada como una herramienta para desenmascarar alteraciones en el

manejo del Ca®".

b. Bases moleculares de las arritmias

i.  Arritmias

Se define arritmia como un trastorno en el que el ritmo del corazén no tiene una
frecuencia dentro de un rango normal (entre 60 y 100 latidos por minuto en reposo).
Las arritmias pueden clasificarse, segun la ubicacion anatomica del foco que da

origen al trastorno o pueden dividirse segun el mecanismo que las origina. Las
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arritmias supraventriculares, se localizan en estructuras que se encuentran por
encima del haz de His, mientras que las ventriculares, se originan en el haz de His
o en los ventriculos. Por otro lado, las arritmias pueden diferenciarse segun sean
generadas por alteraciones en la formacion del impulso, en la conduccién del
impulso o de forma mixta, por alteraciones en la formacién y la conduccion del
impulso. Asi mismo, la formacion del impulso puede ser anormal por la
despolarizacién de las fibras musculares, hasta potenciales de membrana en los
que la inactivacion de Ik vy la activacion de Ic,. provoquen la descarga automatica,
produciendo asi cambios en la frecuencia o aparicion de focos ectépicos.’” En el
caso particular de la conduccién, al encontrarse enlentecida o abolida en su
totalidad (bloqueo), puede originar arritmias por reentrada. El concepto de reentrada
implica que un impulso no se extingue después de haber activado al corazén, sino
que vuelve a excitar fibras previamente despolarizadas, que estan fuera de su
periodo refractario.

Los principales tipos de arritmias son latidos ectépicos, arritmias supraventriculares,
arritmias ventriculares y bradiarritmias. El tipo mas frecuente de arritmia es el latido
ectépico.?® | que puede originarse tanto en las auriculas como en los ventriculos, ya
sea por exaltacion del automatismo o por reentrada. Las extrasistoles ventriculares
pueden producir un complejo QRS aberrante y ancho, sin la onda P, y con el doble
de distancia entre los dos complejos normales que lo flanquean. Por otro lado, las
arritmias supraventriculares son alteraciones del ritmo cardiaco con aumento de la
frecuencia cardiaca (taquicardias), los cuales pueden originarse ya sea en las
auriculas, como en el nodo auriculoventricular. Existen distintos tipos de arritmias
supraventriculares, entre ellas se incluyen: la taquicardia supraventricular
paroxistica, el sindrome de Wolff-Parkinson-White vy la fibrilacién auricular, siendo
esta ultima la arritmia grave mas frecuente. En la fibrilacién auricular el disparo de
los impulsos eléctricos se produce fuera del nodo sinoauricular, propagandose de
manera desorganizada y rapida. Como resultado de esto las auriculas no son
capaces de bombear la sangre hacia los ventriculos, ni de relajarse lo suficiente
para que se lleve a cabo un buen llenado. Esto puede conducir a dos
complicaciones principales: accidentes cerebrovasculares, por formacién de
coagulos en las auriculas; e insuficiencia cardiaca, debido a que los ventriculos
laten muy rapido y no puede bombear la sangre suficiente. Pueden suceder eventos
de fibrilacion auricular transitorios que no conduzcan a estas complicaciones
aunque, de no tratarse la enfermedad, los episodios iran en aumento tanto en
frecuencia como en duracion. La fibrilacion auricular puede ser causada por

hipertension arterial®®, enfermedad cardiaca coronaria® y cardiopatia reumatica®’,
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entre otras causas, aunque en la mayoria de los casos se desconoce su etiologia.
La inflamacién también se cree que desempefian un papel importante en el
desarrollo de la fibrilacién auricular.®® Finalmente, la taquicardia supraventricular
paroxistica es una arritmia donde la frecuencia cardiaca es elevada, y comienza y
termina repentinamente. Se produce debido a problemas de conexidn eléctrica
entre las auriculas y los ventriculos, donde puede ocurrir un fendmeno de
reentrada. Un tipo especial de taquicardia supraventricular paroxistica es el
denominado sindrome de Wolff-Parkinson-White. Este es una condicién en la que
las sefales eléctricas del corazon viajan de las auriculas a los ventriculos a lo largo
de una via adicional. Esta via adicional interrumpe la sincronizacion de las senales
eléctricas del corazén y puede causar una taquicardia ventricular.

Las arritmias ventriculares, que incluyen la taquicardia y la fibrilacién ventricular
pueden desarrollarse por enfermedad coronaria, y la consecuente isquemia
cardiaca, entre otras causas. La taquicardia ventricular es un evento de frecuencia
alta y regular de los ventriculos. En la fibrilacion ventricular se producen descargas
de sefiales eléctricas desorganizadas que hacen que la contraccion efectiva de los
ventriculos desaparezca.

Las bradiarritmias se producen si el ritmo cardiaco es mas lento de lo normal.
Pueden observarse de manera fisioldgica en deportistas sanos pero, también puede
observarse en patologias que producen isquemia cardiaca, condiciones que dafian
0 cambian la actividad eléctrica del corazén (como una glandula tiroides hipoactiva
o el envejecimiento), un desequilibrio de productos quimicos u otras sustancias en
la sangre, como el potasio, medicamentos como los bloqueadores beta,
antagonistas del calcio y algunos medicamentos antiarritmicos, entre otros

factores.>%8,

Rol del Ca*

La pérdida de Ca?*, a través del RyR2, estad fuertemente vinculada con la
generacion de arritmias ventriculares, por formacién anormal de impulsos
eléctricos.”® La pérdida de Ca** del RS puede producirse basicamente por dos
mecanismos: por una sobrecarga de Ca®" en el mismo o a causa de un RyR2
disfuncional. Si bien estos dos eventos pueden suceder de forma simultanea, se ha
demostrado que la sobrecarga del RS puede ser suficiente para generar pérdidas
de Ca®* en el RS%, aunque sigue en discusion que la disfuncién del RyR2 sin la
sobre carga pueda desencadenar dichas pérdidas.®

Existen distintas formas de pérdida de Ca®* en diastole:
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e El spark o chispa de Ca?": se produce por activacion de varios RyR2s,

e lawave u onda de Ca?": se produce cuando hay reclutamiento de varios grupos
o clusters de RyR2, pero no logran la coordinacion apropiada como para generar un
transitorio de Ca?*,

¢ mediada por RyR2 unicos,

e mediada por otros canales de la membrana del RS diferentes al RyR2, por

ejemplo el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato.*®

Los sparks son eventos de pérdida de Ca?* que involucran un grupo de RyR2
(figura 1.6, panel izquierdo), alcanzan el pico con una velocidad de aumento del
doble de fluorescencia en 10 mseg, y se disipan en 20 mseg. Las caracteristicas de
frecuencia, amplitud, duracién y ancho dependen principalmente de la actividad del
RyR2 y de la carga de Ca®* del RS (que depende de la actividad de la SERCaZ2a),
pero en promedio tienen un diametro de seccidon transversal de 2.0 ym y un
volumen de 8 fl (femtolitros).®® La ocurrencia de sparks no sucede por el fenémeno
de LCIC, descripto en el AEC, es decir que los sparks ocurren en diastole sin
despolarizacidon previa de la membrana sarcoplasmatica, por lo que la /¢, no esta
involucrada en su generacion®. Ademas, el incremento de la frecuencia de sparks
de Ca® produce la deplecién de Ca*" del RS ya que el Ca** que se pierde por los
RyR2 es removido de la célula por el NCX, lo cual tiene un efecto de
retroalimentacion negativa que tiende a disminuir la frecuencia de sparks.

Los sparks pueden activar grupos de RyR2 cercanos. Esto se refleja en la
activacion sincrénica de multiples sparks vecinos formando un macro spark. El
aumento en la amplitud y duracion del spark, y de la actividad del RyR2 pueden
propiciar la propagacién transversal, generando una onda o wave de Ca®* (figura

[.6, panel derecho).
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Figura 1.6: Imagenes de escaneo lineal por microscopia confocal de miocitos ventriculares intactos
aislados de corazones de ratas cargados con el indicador para Ca®" Fura-2AM, donde se observan

sparks (a la izquierda) y una wave (a la derecha).

Las pérdidas espontaneas de Ca?* del RS, por tanto, participan en la generacién de
arritmias por medio de posdespolarizaciones u oscilaciones del potencial de
membrana, tardias (DAD - delayed afterdepolarization) o tempranas (EAD - early
afterdepolarization), generando, si alcanzan el umbral, contracciones fuera de
ritmo.®°

Como se menciono, las pérdidas de Ca?* por el RS pueden activar grupos de RyR2
cercanos generando una mayor pérdida del ion. El volumen de Ca?* liberado al
citosol puede ser captado por la SERCa2a (dependiendo de la actividad de la
misma) o puede ser extruido de la célula por el NCX.*® En este dltimo caso, la
disminucién del Ca* citosélico se produce a expensas del ingreso de Na'.
Dependiendo de la magnitud del intercambio de Ca®* por Na* se va a producir una
despolarizacién de la membrana plasmatica, que podra o no alcanzar el umbral
para generar un PA, hecho que se denomina DAD. Las DADs se producen después
de la finalizacion del potencial de accion. Las DADs se forman en condiciones
donde el Ca?" intracelular esta elevado, por una corriente denominada /,. Dicha
corriente, dependiendo la especie, puede tener distintos componentes; entre ellos,
corrientes no selectivas de cationes, la corriente del NCX (/ycx) y la corriente de CI
activada por Ca*". Se ha encontrado que en corazones humanos solo la corriente
del NCX contribuye a la I; y por ende a la generacion de DAD® (figura 1.7).

La EAD se define como una disminucién de la velocidad o reversion de la
repolarizacion normal durante la fase 2 o la fase 3 del PA. Las EADs ocurren en el
contexto de una reduccion de las corrientes hacia afuera, un incremento de las
corrientes hacia adentro o ambos. En los rangos de voltaje a los cuales ocurren las
EADs, las corrientes que contribuyen a su generacion son I, € Incx. La iniciacion de
la EAD se debe principalmente a la reactivacion de la /c,. Si la conductancia del K*
comienza a aumentar demasiado lentamente al comenzar la repolarizacion, la
recuperacion dependiente del tiempo y el voltaje de la /¢, luego de su inactivacion,
produce la reversién de la repolarizacion, generando las alteraciones del potencial
de membrana de las EAD.® En segundo lugar, la Iycx facilita la formacién de EAD.

Mientras la [Ca®"];

esta, todavia, elevada durante la repolarizacion, la Iycx se vuelve
tan importante como las corrientes repolarizantes, conduciendo a una prolongacion
de la repolarizacion. Sin embargo esta corriente por si sola no es capaz de iniciar
EAD si la concentracion de Ca®* no aumenta mas.®® En este sentido, se ha

observado que la hiperactividad de CaMKII realza las EADs a través de su efecto

Tesis doctoral - Leandro Matias Sommese Pagina 31



2. Arritmias

a. Bases
electrofisiolégicas del
acoplamiento
excitocontractil

c. Miocardiopatia
diabética: arritmias en
Diabetes Mellitus y
prediabetes

sobre Iy,. Todos estos cambios en su conjunto, ademas de la fosforilacion de RyR,
gatillan las EADs

Las EADs son un fenédmeno clinicamente importante, debido a que son una causa
probable del inicio de arritmias letales asociadas con prolongacion del intervalo QT;
un intervalo QT largo se asocia a una fase de repolarizaciéon del potencial de accion

prolongada.”™

A Posdespolarizaciones tardias B Posdespolarizaciones tempranas

omV— ' omV—
: % PAgatillado
S0mv < 200ms > B0 mV -
- DAD ™
EAD
Membrana _
celular a0
Ve I ol anal

Corrientes
re polarizantes

Citosoli™

Figura I.7: Esquema de generacion de posdespolarizaciones tempranas (EAD, del inglés early
afterdepolarizaciéon) y tardias (DAD, del inglés delayed afterdepolaritation). PA: potencial de
accion, NCX: intercambiador Na*-Ca®*, I: corriente cationica transitoria hacia adentro, RyR2: receptor
de rianodina isoforma 2, RS, reticulo sarcoplasmatico, PLN: fosfolamban, SERCA: Bomba de ca’" del
RS, Ixur: corrienten de K ultrarrépido. Ica : corriente lenta de Ca2+, Ina, corriente de Na®, CaMKIl.
Quinasa dependiente de Ca**/calmodullina isoforma 2. Imagen modificada de “The multidimensional
role of calcium in atrial fibrillation pathophysiology: mechanistic insights and therapeutic opportunities”.
Nattel, et. al. Euripean Heart Journal 2012."

c. Miocardiopatia diabética: arritmias en Diabetes Mellitus y prediabetes

Como ya ha sido mencionado, la diabetes mellitus (DM) es un fendmeno causal,
ampliamente reconocido, de insuficiencia cardiaca. La frecuencia de la misma se
incrementa al doble en varones con DM y cinco veces mas en mujeres diabéticas,

comparados con sujetos controles de igual edad’.
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La miocardiopatia diabética (MCD) es una entidad unica y distintiva, la cual no esta
asociada a la edad, hipertension, obesidad, hipercolesterolemia, o enfermedad
arterial aterosclerédtica coronaria o alguna otra comorbilidad asociadas a DM.”

Esta se caracteriza por 5 cambios a nivel miocardico:

1) macroangiopatia diabética: cambios bioquimicos y estructurales en la lamina
media de las arterias coronarias extramurales,

2) microangiopatia diabética: cambios histologicos en la pared de capilares y
arteriolas intramurales pequefas junto con la deteccién de microaneurismas y
engrosamiento de la membrana basal capilar,

3) cambios intersticiales en el miocardio con acumulacion de tejido conectivo y
glicoproteinas,

4) presencia de neuropatia autonémica cardiaca, y

5) disfuncion de las células miocardicas por pérdida de la homeostasis

metabolica.™

En fases tempranas, la MCD presenta las anormalidades metabdlicas clasicas de la
diabetes, como los aumentos de la insulinemia, la trigliceridemia, los acidos grasos,
y la alteracion de la curva de tolerancia oral a la glucosa.”” En etapas mas
avanzadas, se observan cambios irreversibles en el tejido miocardico, como ser:
anormalidades estructurales permanentes del colageno por glicosilacion, aumento
de la fibrosis miocardica, compromiso de la musculatura intramural y la existencia
de neuropatia autonémica’™.

La MCD se caracteriza por disfuncion diastélica y sistdlica, e hipertrofia ventricular
izquierda evidenciada por ecocardiografia, tanto en humanos como en distintos
modelos murinos de DMT1 y DMT27679,

La anormalidad del llenado diastdlico constituye un signo temprano de disfuncion
ventricular izquierda y puede preceder a las anormalidades de la funcion sistdlica.
La prolongacién del tiempo de relajacion isovolumétrica y prolongacién del periodo
de llenado réapido son algunas alteraciones de la relajacion.®

Histolégicamente, los corazones de pacientes diabéticos presentan signos de
fibrosis, hipertrofia y dilatacion. Estudios electrocardiograficos han evidenciado
cambios en pacientes diabéticos en reposo, respecto de pacientes controles,
producto del aumento de la duracién de la onda P, cambios en el eje QRS,
inversion de la onda T y prolongacién del intervalo QT®°. Asi mismo, se ha
demostrado en ratones db/db (modelo de DMT2) que la resistencia a la insulina por
si sola puede provocar el dafo cardiaco y aumentar la sensibilidad de los

corazones de roedores al dafio por isquemia/reperfusion.®’
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Al comparar los modelos animales de DM con el humano surgen varios factores a
tener en cuenta: la frecuencia cardiaca es diferente en ambos, y los roedores son
menos propensos a desarrollar enfermedad aterosclerética en arterias coronarias e
isquemia espontanea que los humanos con DM®2. Sin embargo, muiltiples estudios
en humanos soportan muchos de los mecanismos mencionados en estudios en

animales®%°,

Entre otras causas, y similar a lo que sucede en la insuficiencia cardiaca de otras
etiologias, la falla cardiaca en DM cronica esta asociada, en parte, a una alteracion
en la homeostasis del Ca*" y a una disminucién de la actividad Ca®* ATPasa en las
miofibrillas. Esto se debe a un cambio de isoformas en las cadenas de miosina y
una alteracion en la fosforilacion de la cadena ligera de miosina, con la consiguiente
disminucién de la unién al Ca®* y cooperatividad®.

Entre las multiples hipdtesis sobre la patogénesis de la MCD se encuentra:
disfuncion autondmica, desarreglo metabdlico, anormalidades en la homeostasis de
iones, alteraciones en proteinas estructurales, y fibrosis intersticial®’®®. Es probable
que la ausencia de insulina y la combustion lipidica aumentada por la acumulacion
de metabolitos de la oxidacion de acidos grasos, tenga consecuencias sobre el

transporte de Ca?* celular en el proceso de acoplamiento excitocontractil.®

i Metabolismo

En el corazén sano, la principal fuente de energia (60-70%) son los acidos grasos
(AG). Estos provienen del tejido adiposo, son transportados por la albumina desde
el higado e intestino como quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). El tejido cardiaco degrada los AG con la lipoproteina lipasa (LPL) ubicada
en la superficie de las células endoteliales en la vasculatura coronaria. El ingreso de
los AG se produce principalmente por difusion, aunque también puede producirse a
través de proteinas transportadoras como la AG traslocasa/CD36 (FAT36), la
proteina de union de AG de la membrana plasmatica (FABPmp) y la proteina
transportadora de AG (FATP). Al igual que el transportador de glucosa GLUT 4
(figura 1.8), la proteina FAT36 se trasloca de un compartimento intracelular al
sarcolema inducido por insulina.

Una vez dentro de la célula, los AG se activan a través de la incorporacién de
cofactor A (CoA), siendo esta reaccion catalizada por la acil-CoA sintetasa (ACS).
Estos acil-CoA pueden tener tres destinos distintos dependiendo del estado
metabdlico del organismo:

1) la sintesis de triglicéridos (TG): un 10 % es almacenado de esa manera,
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2) la formacion de complejos lipoproteicos junto la apoproteina B y la proteina de
transferencia de AG microsomal (MTP); o

3) pueden entrar en la via catabdlica.

La catalisis de los acidos grasos se produce a través de la B-oxidacion, un proceso
por medio del cual estos son oxidados sucesivamente, hasta su descomposicién
total en forma de acetil-coA. La B-oxidacion ocurre dentro de la mitocondria, hacia
donde los acil-CoA son transportados por la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-
1), localizada en la membrana mitocondrial externa. La actividad de la CPT-1 puede
ser inhibida con el aumento de la concentraciéon citosdlica de malonaldheido, la
cual se regula a su vez por la acciéon de dos enzimas: la acetil-CoA carboxilasa
(ACC) que cataliza su formacioén y la malonil-CoA decarboxilasa que lo degrada.
Una vez dentro de la mitocondria, la acil carnitina es reconvertida a acil-CoA por la
accion de la carnitina palmitoil transferasa 2 (CPT-2), en la membrana mitocondrial,
para ser degrada luego via B-oxidacion. El acetil-CoA generado de este modo,
incrementa el poder reductor y la produccién de ATP por medio del el ciclo de Krebs

y la fosforilacién oxidativa®. (Figura 1.8)

SANGRE CARDIOMIOCITO
3
ESPACIO
INTERSTICIAL
TEJIDO ADIPOSO o
?7 & Lipoprotein-TG (
st
PAG—B{AGAID 1 AGINFABP) 16
LPL 0
TG CMTGF—— { 4
Dietarios GINFABP) B-Oxidacion
INTESTINO g A8 Acy-CoA ~ A Ao Cok ——— e Acay Cok @ NADH
—— ADH,
MalonyiCoA - - - (O || CPT4 :‘:g: co
remanente ; :
oy )
— Eib e LY CPT-2 bi
3 ) AcetyiCoA
Acyl camitine } Translocase ( ¥ Acyl camitine $
Cc
ATP & } I ATP < ADP
Contraccion C
ADP -
EXTERIOR INTERIOR b A &
CITOPLASMA MEMBRANA MATRIZ

MITOCONDRIAL

Figura 1.8: Metabolismo cardiaco de dcidos grasos (AG). Hay dos fuentes exégenas de AG en la
circulacién que estan disponibles para la utilizacién cardiaca: a) la lipolisis del tejido adiposo
(catalizado por la lipasa sensible a hormona, HSL) produce AG circulantes unidos a albumina
plasmatica (Alb); y b) a partir de triglicéridos (TG) tomados de las lipoproteinas circulantes, por la
accion hidrolitica de la lipoproteinlipasa (LPL) localizada en el endotelio de la vasculatura coronaria, se
producen AG o a través de la lipoproteina mediada por receptor (TGLPR). Los quilomicrones (CM)
transportan TG que ingresan con la dieta, mientras que las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
transportan TG endégenos formados en el higado. El metabolismo intracelular de los AG involucra la
formacién de acil CoA y, luego, su esterificacion a TG o entrada a la mitocondria (CPT-1 dependiente)

para la B- oxidacién y la produccién de energia por la cadena transportadora de electrones (ETC) y la
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fosforilacién oxidativa. La actividad de CPT-1 esta regulada por el contenido de malonil CoA,
determinado por los efectos netos de la sintesis por la enzima acetil Coa carboxilasa (ACC) y la
degradacion catalizada por la enzima malonil CoA decarboxilasa (MCD). Imagen modificada de "Fatty
acid metabolism is enhanced in type 2 diabetic hearts”. Andrew N. Carley, David L. Severson.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA).2005.%°

Los cambios en los niveles de los sustratos y la alteracion del metabolismo
energético a nivel del miocardio, son factores que contribuye en gran medida al
desarrollo de MCD.?"%? La DM se caracteriza por la reduccién en el metabolismo
de la glucosa y del lactato, acompafiada por un incremento del metabolismo de los
AG.*% A pesar del incremento en el uso de AG por el corazén diabético, la
incorporacion de AG por el miocito supera la tasa de oxidacion, resultando en la
acumulacion lipidica en el miocardio, o que promueve la acumulacién de lipidos en
tejidos ectépicos no adiposo® . El depésito de lipidos en el tejido cardiaco esta
relacionado con la presencia de insuficiencia cardiaca, sobre todo en modelo de
ratones con DMT2. Ademas existe una correlacién positiva con la expresion de
genes regulados por el receptor activado por el proliferador de peroxisomas o
(PPAR-q), (como la deshidrogenasa de acil-CoA de cadena intermedia (MCAD) y
CPT-1) y un aumento de los niveles de TNF-a en los corazones con falla cardiaca®.
Los lipidos contribuyen a los cambios en la disponibilidad de sustrato que
caracteriza al corazon diabético, entre ellos estan el incremento en la cantidad de
AG disponible para el corazén y la disminucion de la sefalizacién de la insulina,
ambos mediados por la activacion de vias transcripcionales como la red de
sefializacion PPAR-a/PGC-1, que regula el uso de sustratos en el miocardio®"%.
Esta activacion de PPAR-a incrementa la expresion de la piruvato deshidrogenasa
quinasa 4 (reguladora de la oxidacién de glucosa), y genes como FAT36, y malonil-
CoA descarboxilasa, llevando a la desrepresion de la CPT-1 y estimulando, asi, la
incorporacién mitocondrial de AG y su oxidacion. Otros genes involucrados en la [3-
oxidacion blancos transcripcionales de PPAR-a son la acil CoA deshidrogenasa de
cadenas medianas y largas, y la hidroxi acil CoA deshidrogenasa. El aumento del
uso de AG se relaciona con disfuncion cardiaca en modelos de DM, siendo la
PPAR-a, una de las moléculas mediadoras del proceso deletéreo.®”*® En contraste,
los agonistas de PPAR-y producen una sensibilizacion a la insulina en los tejidos
dianas, como el adiposo y el cardiaco, entre otros. A partir de esto, su activacion
permite la disminucion de los niveles de colesterol y mejora el metabolismo

cardiaco.™

Pero de manera contradictoria, y aun en discusion, a pesar de la
reduccion en la oxidacion de AG y el incremento del uso de glucosa con la

concomitante normalizacion de la homeostasis metabdlica sistémica, el tratamiento
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de ratones db/db de diferentes edades con agonistas de PPAR-y no puede revertir
la disfuncion cardiaca, lo que indicaria que otros factores estarian también
involucrados en la disfuncién contractil’®%%,

Otro mecanismo que puede contribuir al incremento de la absorcion de AG en el
miocardio en ratones con DMT2 es la redistribucion de los CD36 a la membrana
plasmatica. Este es un receptor secuestrador de ligandos, como: colageno,
trambospondina y eritrocitos paracitados, LDL oxidada y nativa, fosfolipidos vy
acidos grasos, que entre otras funciones, trasloca AG de cadena larga hacia el
interior de las células.'® Por otro lado, la sefializacion de la insulina alterada puede
tener efectos independientes al receptor de insulina, a través de la via Ras, que
reducen el uso de la glucosa en el miocardio e incrementan la expresion de genes
asociados con PPAR-a, los cuales aumentan la utilizacion de AG."

Prevenir la alteracion del metabolismo de sustratos en ratones db/db a través de la
sobreexpresion perinatal del transportador de glucosa GLUT4 evita el desarrollo de

disfuncion cardiaca’”'%

, lo cual sugiere que la modulacién del metabolismo de la
glucosa tiene un papel de importancia en el desarrollo de MCD, aunque sea el
sustrato metabadlico menos utilizado por el miocardio.

Esta serie de cambios que se producen en el miocardio diabético llevan a una
reduccion de la eficiencia cardiaca, es decir la relacién entre el trabajo cardiaco y el

106109 F| incremento de la expresiéon mitocondrial y citosélica

consumo de oxigeno
de tioestearasas, enzimas capaces de catalizar la hidrdlisis de los ésteres de AG-
CoA, también ha sido propuesto como contribuyente en la reduccion de la eficiencia
cardiaca incrementando el ciclo futil de los AG, promoviendo la oxidacién de AG
actuando sobre la proteina desacoplante 3, cuya funcién es desacoplar la sintesis

de ATP del metabolismo oxidativo.'"*""!

ii.  Manejo del Ca**

2. Arritmias La principal alteracién en la homeostasis del Ca®*, que conduce a una disfuncién
a. Bases . . . ., ..

electrofisiolégicas del  cardiaca en la MCD, es la disminucién de la actividad de bombasATPasas.'”” La
acoplamiento . . ., .

excitocontractil disminucion de la velocidad de retoma de Ca** por SERCa2a y de la ATPasa de

Ca?* de la membrana sarcolemal (PMCa),""*""* conduce a la disminucién del

contenido de Ca** del RS en miocitos de ratas con DMT1. Sin embargo, no hay

cambios en las corrientes del canal de Ca* tipo L dependiente de voltaje.'"

En el modelo de ratén db/db de DMT2 tanto la carga del RS como el eflujo de Ca**
desde el mismo estan reducidas en cardiomiocitos, asi como también la expresion
del RyR2. Por el contrario, la salida de Ca?* por el NCX se encuentra aumentada’'"®.

En conjunto, estos resultados se asocian con una pérdida de Ca** disincrénica en

ii. Manejo del Ca**
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diastole en ratones con DM, lo cual contribuye a la disminucién de la carga del RS.?
A partir de experimentos en ratas en las que se indujo diabetes con
estreptozotocina, que produce degeneracién de las células B de los islotes de
Langerhans del pancreas por disminucion del dinucleétido de nicotinamida-adenina
(NAD)," se ha evidenciado que la estimulacién B-adrenérgica esta deprimida. En
consecuencia, existe una disminucién en los miocitos del ingreso de Ca?, que se
revierte con la administracion de insulina. Lo que indicaria que podria deberse a
una falta de produccion de AMPc luego de la estimulacion de los receptores
adrenérgicos.''®

Por otra parte, la activacion del sistema renina angiotensina juega un rol importante
en el desarrollo de la MCD. En el corazén diabético se establece un aumento en la
expresion ARNm y densidad del receptor de angiotensina 1'"%'?°. Este aumento
esta asociado con incremento del dafio oxidativo, apoptosis y necrosis de
cardiomiocitos y células endoteliales en corazén”'?', lo que contribuye al
incremento de fibrosis intersticial y disminuciéon de las unidades contractiles. El
incremento de la produccion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del
nitrogeno (RNS), y la caida de las defensas antioxidantes en el corazén diabético
son factores que, también, contribuyen al desarrollo y al progreso de la MCD'?*'%,
Los ROS se forman por una reduccidon incompleta del oxigeno durante la
respiracion. Se incluye dentro de este grupo al radical superéxido, el radical
hidroxilo y al peréxido de hidrégeno, sustancias altamente reactivas y oxidantes
debido a la desestabilizacion por la presencia de electrones desapareados. Ademas
de la produccidén durante la respiracion, los ROS se generan por complejos
enzimaticos como la dinucleétido nicotinamida-adenina fosfato oxidasa (NADPH
ox.), Oxido nitrico sintasa desacoplada, xantina oxidasa, lipooxigenasa,
mieloperoxidasa y citocromo P450. Estos sistemas pueden estar constitutivamente
expresados y activarse ante distintos estimulos o ser inducibles, por ejemplo ante el
estimulo de angiotensina II.”'** A su vez, la desintegracion de los ROS es
catalizada por complejos antioxidantes como la superoxido dismutasa, catalasa,
glutation reductasa y peroxireductasa. Los RNS incluyen al radical 6xido nitrico y
radical peroxinitrilo, generados por las 6Oxido nitrico sintasas y la superoxido
dismutasa que, al igual que los ROS, tienen efectos oxidantes y deletéreos sobre
subestructuras celulares.'®

En la MCD, los sistemas de produccion de ROS, NADPH ox., éxido nitrico sintasa
desacoplada y xantina oxidasa, estdn aumentados produciendo alteraciones
morfolégicas y funcionales sobre estructuras celulares vitales. Se ha demostrado

que la sobreexpresion de la superéxido dismutasa mitocondrial en el corazén de un
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modelo de ratdon con DMT1 revierte la alteracion de la morfologia y la funcién
mitocondrial, y mantiene la funcién del cardiomiocito'?; asi como la sobreexpresion
de las metalotioneinas (un grupo de proteinas intracelulares con sitios de union a
metales, que contienen una alta proporcion de cisteinas, las cuales protegen a las
células del dafio oxidativo) previene la apoptosis y los signos de fibrosis'?%. Asi
mismo, existe evidencias que avalan el incremento de la produccion de ROS no
mitocondrial como la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidasa (NADPH
ox.) o la reduccidon de la actividad de la Oxido nitrico sintasa neuronal (NOS1)
acoplado al incremento de la activacion de la xantina oxidoreductasa'?”'%. Este
incremento en la generacion de ROS por encima del umbral en el que se comportan
como moléculas de sefalizacion fisioldgicas, activa vias de sefalizacion
maladaptativas, que podrian contribuir a la patogénesis de la MCD, como el
aumento en la fosforilacion de ERK % y JNK, entre otras, que conducen a
hipertrofia del miocito y apoptosis.'

La mitocondria pareceria cumplir un rol esencial en la secuencia de procesos que
llevan a la MCD. Se ha observado una disminucion de la respiracién mitocondrial y
de la expresiéon de proteinas involucradas en la fosforilacion oxidativa en ratones
obesos con DMT2'%. Ademas, las mitocondrias de corazones de animales con
DMT1 mostraron una baja actividad de creatinina fosfoquinasa™® ™' y ATP
sintasa'®. Otros defectos incluyen: la disminucién de la retoma de Ca®* por la
mitocondria'®, que se atribuye en parte a un aumento de la permeabilidad', y el
incremento de la B-oxidacion, lo que conduce a un aumento de la produccion de
sustrato reductor para la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, la
limitacion en los componentes de la fosforilacion oxidativa resulta en un incremento
en la produccion de superoxido, lo que podria desacoplar la mitocondria y reducir la
eficiencia de la generacion de ATP'®"*®. En corazones de ratones con diabetes
inducida con aloxano (derivado de la oxidacién del acido urico, que actua como
necrosante de las células B del pancreas a través de la produccion de ROS,
induciendo DM) se observa un aumento en la nitracion de proteinas mitocondriales.
Esta modificacion posttraduccional es causada por agentes nitrantes como el éxido
nitrico, el didoxido de nitrégeno y el peroxinitrito, es usada como indice de dafo

oxidativo. ™.

La elevada produccion de perdxido de hidrégeno y los niveles
reducidos de glutation de los corazones diabéticos pueden ser atenuados con
rotenona (un inhibidor del complejo | de la cadena respiratoria y del poro de
transicién mitocondrial), lo que sugeriria una fuente mitocondrial para los ROS™'.

El analisis ultraestructural de tejido miocardico, en modelos de DMT1 y DMT2, ha

revelado una proliferacién mitocondrial.™*® Esta evidencia podria ser explicada por la
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activacion demostrada de genes de la via regulatoria de PPAR-a/PGC1-a en
modelos de DM"°_ A pesar de este aumento en la masa de mitocondrias, no es
suficiente para aumentar la capacidad de los componentes de la fosforilacion
oxidativa y compensar la pérdida de funcién por el daino que sufren en el contexto
de la DM™®,

Los pacientes con DM que desarrollan MCD tienen una tendencia aumentada a
presentar arritmias, entre otras complicaciones. Existen estudios que muestran que
alrededor del 75% de los pacientes con DM presentan alteraciones del
electrocardiograma en reposo, predominando en individuos de sexo masculino
mayores de 50 afios. Entre las afecciones mas frecuentes se encuentran el bloqueo
de rama derecha del Haz de His y prolongacién de intervalo QT.'*' Ademas, existe
una relacion entre la presencia de eventos anormales en el electrocardiograma y el
riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular, tanto en personas sin
enfermedad de base como en pacientes con DMT2. En los primeros, el riesgo se
incrementa entre dos y cuatro veces, mientras que en el segundo grupo, el riesgo
de padecer una enfermedad cardiovascular en los préoximos cinco afnos habiendo
tenido un electrocardiograma anormal es ocho veces mayor."?™® Entre las
arritmias mas frecuentes que se encontraron en modelos de diabetes en animales
estan la fibrilacion ventricular y extrasistoles repetitivas, teniendo estos animales un
aumento de la vulnerabilidad y una disminucién del umbral de aparicion de arritmias
ante un proceso isquémico.'*

La hiperglucemia, la resistencia a la insulina y el incremento del estrés oxidativo
consecuente, vienen emparejados con un mayor riesgo a desarrollar dafio
cardiovascular.™® La neuropatia autonémica originada por la DM puede afectar el
corazén produciendo arritmias ventriculares y muerte subita, evidenciandose con un
QT prolongado; dependiendo de la duraciéon de la diabetes y los niveles de
glucemia que maneje el paciente. Ademas, los factores agregados que presentan
los pacientes con DM, como hipertension y enfermedad coronaria, contribuyen al
dafio miocardico."®

Existen controversias al correlacionar la DM con la fibrilacién auricular. Si bien se
observa una mayor ocurrencia de este tipo de fibrilacion ante un estimulo
adrenérgico y retrasos de conduccién con depdsitos fibroticos que pueden
explicarlo, por otro lado, estudios como el Framingham y Manitoba descartan la DM
como unico factor causal de fibrilacion atrial debido a que comparte antecedentes
en comun como hipertension, aterosclerosis y obesidad.® Anteriormente se han
mencionado distintos mecanismos que conducen a la aparicibon de eventos

arritmicos. En cuanto a los mecanismos celulares a través de los cuales pueden
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3. Muerte celular

a. Apoptosis

i. Eventos citosolicos
ii. Eventos nucleares

desarrollarse las arritmias en pacientes con diabetes, encontramos la alteracién de
canales ionicos y la aparicion de DADs. Se ha observado en trabajos anteriores que
los corazones diabéticos exhiben un potencial de accion prolongado, lo que se
correlaciona con un intervalo QT prolongado en el registro electrocardiografico.’
Por otra parte, el miocardio ventricular de ratas diabéticas es mas propenso a
desarrollar posdespolarizaciones que las normales en condiciones de sobrecarga
de Ca?"."® Las alteraciones en el manejo del Ca?* en distintos modelos de DM, por
cambios en las proteinas involucradas (PMCa, RyR, NCX, entre otras), conducen a
cambios del potencial de membrana volviendo a las células mas susceptibles a la
despolarizacion espontanea y a la produccién de latidos ectopicos. En estados de
resistencia a la insulina y tolerancia a la glucosa alterada existe una asociacién con
el QT prolongado en hombres mayores de 70 afos, involucrando una repolarizacién
miocardica anormal.'® Sin embargo, es poca la literatura destinada a determinar los

mecanismos moleculares de las arritmias en el estado de prediabetes.

3. Muerte celular

Como ya ha sido comentado anteriormente, la diabetes mellitus se caracteriza por
presentar un incremento en la frecuencia y severidad de infarto de miocardio.
Ademas, los pacientes diabéticos tienen el doble de riesgo de desarrollar
insuficiencia cardiaca tras sufrir infarto de miocardio.” La insuficiencia cardiaca es
una afeccién en la cual el corazén no aporta la cantidad de sangre requerida por el
cuerpo. Esta puede ocurrir cuando el miocardio pierde la potencia necesaria para
expulsar la sangre del corazén adecuadamente (con fraccidbn de eyeccion
reducida), o cuando el miocardio se vuelve rigido y no se llena de sangre faciimente
(con fraccion de eyeccion preservada).™’

Existen varios mecanismos que intentan explicar el proceso celular y molecular que
lleva a la insuficiencia cardiaca. Entre ellos podemos mencionar alteraciones en el
manejo del Ca®* y la muerte celular.™

Esta ampliamente reconocido que una disminucion de la magnitud y velocidad de la
contraccion y relajacion de los miocitos aislados se relaciona directamente con la
disminucion de la contraccion del corazéon en la insuficiencia cardiaca. Esta
depresidn en la actividad contractil de los miocitos se asocia a una reduccién de la
ganancia del acoplamiento excitocontractil (AEC), es decir, menor salida de Ca**
del reticulo sarcoplasmatico (RS) ante una determinada entrada de Ca*" por el
LTCC, disminuyendo de esta forma la amplitud del transitorio de Ca®" y por lo tanto

el acortamiento.”® La pérdida de ganancia del AEC de las células insuficientes
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resulta de una disminucién de la carga de Ca?* del RS debida a una reduccién del
nivel y funcion de SERCa2a, y a la alteracion de su proteina reguladora, al
incremento de la pérdida de Ca*" a través del RyR2 (frecuentemente asociado a
aumento de la fosforilacion en los sitios dependientes de CaMKIl y PKA),
incremento de la actividad del NCX, que vacia al miocito del Ca®* perdido por el RS,
y/o a un proceso de pérdida de comunicacion entre los LTCC y los RyR2. En
conjunto, esto lleva a un aumento de la salida Ca®* de la célula con la consecuente
reduccion en las reservas de Ca®* del RS y el aumento de la [Na'];."* "%

La muerte celular por apoptosis y/o necrosis es considerada un factor causal en la
insuficiencia cardiaca. En muestras de pacientes'® o en modelos murinos'* con
miocardiopatia isquémica y miocardiopatia dilatada idiopatica, se observa rotura de
ADN sin pérdida de la morfologia de las células, lo cual, condice con la progresion
hacia apoptosis. La pérdida de un gran nimero de células puede afectar al sistema
de conduccion y desencadenar arritmias fatales.’®® La isquemia y el corazén
infartado se caracterizan por la presencia de apoptosis y necrosis de los miocitos.
La disminucion del flujo sanguineo en el corazon insuficiente puede contribuir a la
apoptosis, la cual por disminucion de la cantidad de miocitos ventriculares,
contribuye a la disfuncién cardiaca. Sin embargo, hay mecanismos intrinsecos del
miocito, independientes de la irrigacion, que conducen a la apoptosis en el

miocardio insuficiente.

a. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es el proceso ordenado por el que la
célula muere ante estimulos extra o intracelulares. La apoptosis es fundamental en
el remodelado durante el desarrollo embrionario, en el desarrollo de 6rganos y
sistemas, en el mantenimiento de la homeostasis del numero de células y en la
defensa frente a patégenos. Es un proceso finamente regulado, que cuando se
altera produce graves patologias, como ser: malformaciones, defectos en el
desarrollo, enfermedades autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas o
aparicion de tumores.

La apoptosis es un proceso ordenado, con una serie de fases citosodlicas y
nucleares:'*®

1) disminucion del volumen celular y pérdida de las caracteristicas de adhesion,

2) degradacion de proteinas y fragmentacion del ADN,

3) condensacion cromatinica,

4) aparicion de burbujas en superficie,
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5) fragmentacion del nucleo,

6) formacion de los cuerpos apoptéticos (rodeados de membrana) y

7) fagocitosis de estos cuerpos apoptéticos por macréfagos, sin que vierta el
contenido celular al exterior.

En condiciones patoldgicas, la induccion de la apoptosis puede ser generada por
factores externos o internos al entorno celular. Citoquinas como el TNF,
radiaciones, falta o exceso de sefales hormonales o de factores tréficos son
algunos ejemplos de estimulos extracelulares que inducen apoptosis. Entre los
factores internos que pueden inducir apoptosis se pueden mencionar las
infecciones por patdégenos, el incremento de Ca? o de los ROS™ Ia deposicion de
sustancias toxicas para la célula, como ocurre en la enfermedad de Alzheimer™® o

dafos irreparables del ADN mediados por la molécula p53.

i. Eventos citosolicos

Podemos diferenciar a los eventos citosoélicos en dos grandes grupos, de acuerdo
con las sefales que les dan origen: la via apoptdtica Tipo | o extrinseca, mediada
inicialmente por la superfamilia de los receptores de muerte, y la Tipo |l o intrinseca,
mediada por las mitocondrias. Cada una de ellas posee una cascada de
sefnalizacién propia aunque pueden entrecruzarse a lo largo de sus respectivos
segundos mensajeros. Dentro de la célula existe un conjunto de moléculas que
generan una respuesta apoptética y otras que la previenen, siendo el equilibrio
entre estos factores lo que determina la viabilidad de la célula.'®

La via apoptdética Tipo | comienza con la activacion de dos superfamilias de
receptores: los del factor de necrosis tumoral (TNF-R1) y los receptores Fas. La
union del ligando a estos receptores induce su trimerizacion y el reclutamiento de
las llamadas moléculas adaptadoras al dominio de muerte, por ejemplo FADD,
TRADD, TRAF y RIP, que son las encargadas de generar la traduccién de sefiales
del receptor activado®®, formando el complejo de sefializacién inductor de muerte.
La formacion de este complejo recluta al iniciador de la via de las caspasas en la
via extrinseca, la caspasa 8. Subsecuentemente, la caspasa 8 es activada por
autoprotedlisis, siendo ahora capaz de clivar y activar al efector final de la via de las
caspasas, la caspasa 3. Luego de la activaciéon de los receptores, se induce la
activacion de moléculas efectoras y de segundos mensajeros, tales como las
familias de las Proteinas Kinasas Activadoras Mitogénicas (MAPK), los factores
nucleares k de cadena liviana activadores de células B (NF-kB) y las kinasas de la

familia Akt. Estos segundos mensajeros son los encargados de activar la expresion
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y/o fosforilar a las proteinas efectoras pertenecientes a las familias de proteinas pro
o antiapoptodticas. Estos dos grupos de proteinas generan el mayor control de la via
apoptotica inducida por receptores de muerte. EI mecanismo apoptdético mediado
por receptores de muerte se hace presente en el miocardio y es significativo, en los
procesos donde se exacerba la respuesta inflamatoria del mismo.'®"

La via apoptotica Tipo Il estda mediada por las mitocondrias. Los estimulos
proapoptdticos, como la respuesta al aumento del Ca?, el estrés oxidativo y la
deplecion de ATP,' estimulan la permeabilizacion de la mitocondria por la
formacion de poros entre las membranas de la organela (poro de transicidon
mitocondrial, mPTP), conformados por el canal aniénico dependiente de voltaje
(VDAC) en la membrana externa, la adenosina nucleétido translocasa (ANT) en la
membrana interna y la ciclofilina—D perteneciente a la matriz mitocondrial de la
organela. La permeabilizacion de la mitocondria libera al citosol un notable numero
de proteinas que facilitan la senalizacion apoptética, como citocromo C,
Smac/DIABLO, endonucleasa G y factor inductor de apoptosis, entre otros. El
citocromo C se une con la proteina citoplasmatica factor apoptético activador de
proteasa 1 (Apaf1) y reclutan a la caspasa 9, induciendo su activacién, a este
complejo se lo denomina apoptosoma. El apoptosoma induce la activacién de la
caspasa 3. Asi mismo, el complejo Smac/DIABLO facilita esta activacion de
caspasas ya que, secuestra proteinas inhibitorias de caspasas; mientras que la
endonucleasa G y el factor inductor de apoptosis son translocadas al nucleo y
facilitan la degradacién del DNA. Por su parte, la caspasa 3 activada como efectora
final de la via intrinseca o extrinseca actuara clivando o facilitando la degradacion
del aparato contractil, todo el contenido citosdlico y la degradacién del material

nucleico.*®'®" (figura 1.9)
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Figura 1.9: Mecanismos moleculares de apoptosis. Proteinas proapoptéticas: Proteina
citoplasmatica cofactor-1 apoptético activador de proteasa (Apaf1), citocromo C (Cit C), Bax, Bak, Bid,
factor inductor de apoptosis (AIF).Proteinas efectoras de la apoptosis: caspasa 3, proteasas,
endonucleasas, DNAsas. Proteinas antiapoptdticas: proteina inhibidora de apoptosis (IAP), Bcl2, Bcl-

x.Las flechas indican activacion y las lineas truncadas inhibicion.

Ha sido documentada una tercera via apoptética mediada por estrés del reticulo
endoplasmatico (RE). Varios factores, como concentraciones altas de Ca®' y la
presencia de especies reactivas del oxigeno, impactan sobre el plegamiento de
distintas proteinas del RE. La acumulacion de proteinas no plegadas da lugar al
estado de estrés del RE. Esto promueve la activacion de la respuesta a proteina
desplegada (UPR) que renueva el conjunto de proteinas afectadas a través de la
regulacion de chaperonas y componentes estructurales del RE. Sin embargo, ante
un estrés excesivo, UPR puede activar una cascada de sefalizacién que lleva a la
muerte celular mediada por la quinasa del factor de iniciacion eucariotico 2a PKR
(PERK), la proteina inositol dependiente 1 (IRE1) y el factor de activacion de la
transcripcion 6 (ATF6). En condiciones de estrés, la proteina de membrana
regulada por glucosa 78 (GRP78) se disocia de los tres sensores mencionados e
inicia el UPR. La fosforilacion de PERK disminuye la sintesis de proteinas

activando el factor de iniciaciéon eucariético a (elF2 a). El proceso induce la muerte
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celular por la activacién del factor de transcripcion 4 (AT4) y la proteina homéloga a
C/EBP (CHOP). IRE1 promueve la activacion de factores proapoptéticos asociados
a la inflamacién, como caspasa 12, p38 MAPK y NF-kB. ATF6 activa un factor de

regulacion transcripcional con actividad endoribonucleasa, XBP1."® (figura 1.10)
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Figura 1.10: Apoptosis mediada por el estrés del RE. Cuando se produce estrés prolongado en el
reticulo, la activacién de vias de sefalizacion apoptéticas mediada por CHOP y por JNK / p38 MAPK
regulan la familia Bcl-2, que controla el equilibrio de la sefalizacion pro- / antiapoptoético. EI complejo
IRE1a / TRAF2 / ASK1 también activa la caspasa-12 y finalmente induce la apoptosis celular. El
complejo / TRAF2 / ASK1 IRE1a también contribuye a la expresién de inflamacién que estimula la

inducién de la caspasa-1, IL-18 y UPR mediada por IL-6. Imagen modificada de Junyoung Hong,

International Journal of Vascular Medicine, 2017

Existen un conjunto de familias proteicas que regulan la apoptosis. Miembros de las
mismas son los que interactuan en las distintas vias, y su interaccion entrecruza las
vias que median la apoptosis. La primera de ellas, es la familia de proteinas BCL-2,
subdividida, a su vez, en tres sub-familias: la subfamilia formada por Bcl2, Bcl-XL,
Bcl-W y NR-13 (antiapoptética); la subfamilia que comprende Bak, Bax y Bcl-Xs

(proapoptética);'®*

y la subfamilia formada por Bim, Bid y Bad (proapoptdtica). Las
proteinas proapoptéticas son las que activan y modulan a las proteasas de la
familia de las calpainas, las caspasas y las catepsinas. El entrecruzamiento entre la
via Tipo | y la Tipo Il pueden generarse a varios niveles, como por ejemplo la
estimulacién de Bax por JNK o Bid por la caspasa 8 quien también activa a la

caspasa 3. La activacion de la caspasa 3 (mediante la caspasa 8 activada por
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TRAF-2) genera la activacién de Bid."® Por otro lado, la asociacién Bax/Bad puede
formar un poro, induciendo la liberacion del citocromo C como evento iniciador de la
cascada apoptotica mediada por la mitocondria, e incrementar los niveles de ROS
que son liberados desde la misma. La familia de las MAPKs cumple un rol
importante en la regulacién de la apoptosis mediada por las mitocondrias. En esta
familia se incluyen las proteinas kinasas de regulacion extracelular (ERK), JNK'y
p38 MAPK, entre otras. Algunas de las MAPKSs interaccionan con miembros de la
familia de proteinas BCL2 en los eventos apoptéticos mediados por mitocondrias.
Como inductor de la apoptosis, las MAPKs pueden inducir la activacion de Bax
mediada por JNK, y como respuesta antiapoptética ERK puede activar Akt quien
inhibe a Bad y estimula ARC (dominio de reclutamiento de caspasas) e IAPs

(péptido inhibidor de la apoptosis).’®

Finalmente, se produce el burbujeo
caracteristico de la membrana y la formacion de los cuerpos apoptoticos que se
debe, principalmente, a la accién de caspasa 3 sobre las proteinas que regulan la

degradacioén del citoesqueleto.

Eventos nucleares

Oftra caracteristica importante del proceso de apoptosis es la rotura del ADN.
Dentro de los eventos de clivaje de represores de DNAsas podemos mencionar los
dirigidos por caspasas. A las DNAsas inducidas por caspasas se las denomina
CAD. Estas median la respuesta de degradacion del DNA en la via apoptdtica. A las
CAD se las encuentran normalmente reprimidas por una familia inhibidora de CAD
(ICAD), que las arrestan en el citosol. Existe un segundo grupo de DNAsas

activadas por el descenso de pH."%®

b. Apoptosis en Diabetes Mellitus y prediabetes

Los corazones de pacientes con MCD sufren un remodelado ventricular que incluye
hipertrofia de miocardio y adelgazamiento de las paredes, lo que produce una
alteracion de la funcion cardiaca. Uno de los mecanismos que participa de este
proceso es la muerte celular.”” Se ha observado apoptosis en biopsias de
miocardio de pacientes con DM, los cuales tienen un aumento significativo de
muerte celular no asociada con isquemia de miocardio. Esto se ha corroborado en
modelos de ratones con DMT1 y DMT2." El mecanismo por el cual se ve
incrementada la muerte celular estd en discusion. Por un lado, la hiperglucemia

esta asociada con el disparo de vias apoptéticas a través de Rac1, una pequena
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i. Estructura
ii. Activacion

proteina de unidon a guanosina trifosfasto que forma parte del complejo de la
NADPH oxidasa, mediante el incremento en la produccion de ROS en modelos de
ratones con DM."®” Otro mecanismo potencial, es la activacion del sistema renina-
angiotensina, el cual se correlaciona con el incremento de estrés oxidativo, y
apoptosis en cardiomiocitos y células endoteliales en corazones de paciente con
DM, #'?" asi como en modelos murinos.’

Por otro lado, se ha demostrado un incremento en la sensibilidad al Ca*" del poro
de transicién mitocondrial asociado a un aumento en la produccién de ROS
mitocondriales en pacientes con DM; ademas de la activacién de la via intrinseca
de muerte celular por caspasa 9 y no caspasa 8. Estos resultados sugieren que el
incremento de muerte celular observado en pacientes con DM podria estar mediado
por la mitocondria, a través de la produccion de ROS y sensibilizacién al Ca®* del

poro de transicién mitocondrial.’®

4. CaMKil
a. Generalidades

i. Estructura

La proteina quinasa dependiente de Ca?*/calmodulina (Ca?/CaM) Il (CaMKIl) es
una Ser/Thr quinasa, codificada en cuatros genes diferentes, a partir de los cuales
se expresan cuatro isoformas de la enzima, CaMKlla, B, y, y 8. CaMKlla y B se
expresan predominantemente en cerebro, mientras que CaMKIly y & estan
presentes en todos los tejidos, siendo CaMKII® la isoforma que predomina en
corazon. Existen once formas de splicing alternativo de CaMKIId (CaMKIIBA-K).
CaMKIIBA suele expresarse en el corazén de ratéon neonato. CaMKII®B y CaMKII&C
poseen la misma actividad del sitio catalitico y sensibilidad a Ca?/CaM. CaMKII5B
posee una secuencia de 11 aminoacidos en un sitio variable que le confiere una
localizacion nuclear, mientras que CaMKII&GC se encuentra en el citoplasma.
Ademas de CaMKII®B y CaMKII6C , solo CaMKIIdl se expresa en corazdn
adulto."®®

Todas la isoformas de CaMKIl se expresan como una proteina multimérica
compuesta por 12 subunidades. Cada uno de estos mondémeros posee un peso de
50kD con 480 aminoacidos de extension aproximadamente y estan conformados
por tres dominios. El dominio C-terminal permite la asociacién entre las
subunidades para formar el multimero, el N-terminal es el sitio catalitico capaz de
fosforilar los aminoacidos serina y treonina de sus sustratos; y la zona intermedia es

el dominio regulatorio, el cual se pliega sobre el dominio catalitico (en condiciones
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ii. Activacion

basales) manteniendo al monémero en un estado de autoinhibicion, y ademas,
posee los sitios de unién a Ca**/CaM y de modificaciones postraduccionales (figura
1.11).17°

A

Dominio Dominio de
Dominio autoinhibitorio AsoeEcn
catalitico o Unién a

Inhibitorio calmoduina
=
5
1 478
B C D

Figura I.11: Estructura de CaMKII. A, representacién esquematica B, representacion cristalogréfica
de una subunidad donde en amarillo se muestra el dominio catalitico y en violeta el dominio de union
entre subunidades. C, representacion esquematica de la enzima. D, representacion de superficie con

medidas tomadas por rayos X. Imagen modificada de Hoelz, A., Molecular Cell, 2003.
ii.  Activacion

CaMKIl es regulada, principalmente, por la unién de Ca®*/CaM al sitio regulatorio.
Esta unién tiene un Ky de 10-70 nM""" cuando la [Ca*]; es elevada. A una [Ca?']; de
1,0 pM, CaM ocupa la mitad de los sitios '"%. Cuando Ca®*/CaM se une a CaMKIl,
ocurre un cambio conformacional que rompe la asociacién entre el dominio
catalitico y el regulatorio, exponiendo el sitio catalitico para la union a los sustratos.
Si bien existen otros mecanismos de activacion, todos requieren de la unién a
Ca*/CaM como paso inicial.” Cuando la unién a Ca®/CaM es prolongada, como

ocurre durante los transitorios de Ca?* largos o frecuentes, se produce la
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autofosforilacién entre las subunidades de CaMKIl en el sitio Thr?®” (Thr*®® en la
isoforma a). Esta fosforilacion hace que la afinidad por Ca®*/CaM sea 1000 veces
mayor'” y que se prevenga la reasociacién del dominio catalitico con el regulatorio,

21" La desfosforilacién puede catalizada por un grupo de

aun cayendo la [Ca
proteinas fosfatasas, PP1 o PP2A. La actividad de CaMKII puede ser modulada por
otras modificaciones postraduccionales como la oxidacién por ROS.” El dominio
regulatorio contiene un par de sitios sensibles a la oxidacién, Cis?®*/Met*®' en la
isoforma a y Met?®®'/Met® en las isoformas B, y y d; los cuales, luego de la unién
inicial de Ca®*/CaM, se descubren y ante el estrés oxidativo se oxidan activando a
la enzima. La enzima metionina sulfamida reductasa reduce los residuos oxidados
de la quinasa."”” La modificaciéon postraslacional por O-GlcNAcilacién puede
observarse cuando existe una alteracién en el manejo de la glucosa, como en la
diabetes. La O-GIcNAcilacion es catalizada por la enzima O-GIcNAc transferasa en
presencia del sustrato UDP-N-acetilglucosamina, el cual es producido en
condiciones de elevada glucosa como producto de la sintesis de hexosamina.'”
Cuando CaMKIl es inicialmente activada por Ca®‘/CaM en presencia de alta
concentraciéon de glucosa, ésta sufre O-GlcNAcilacion en el dominio regulatorio, en
el sitio Ser® (Ser’”® en la isoforma a), resultando en la activacién auténoma de la
quinasa."” (figura 1.12). Ademas, se ha encontrado un mecanismo de activacién de
CaMKIl mediado por 6xido nitrico (NO),"'" y al menos in vitro, se ha demostrado
que CaMKII contiene un sitio de S-nitrosilacion en Cis®.

Por otro lado, existen diferentes herramientas, ya sean farmacolégicas como
genéticas, para modular la accion de CaMKIl. El inhibidor mas usado en estudios
celulares e in vitro, es el KN-93, el cual inhibe competitivamente el sitio de unién de
Ca?*/CaM, e inhibe no competitivamente la unién del ATP. Este es capaz de evitar
la autofosforilacién, ya que actia sobre su sitio de activacion y no sobre el dominio
catalitico. Debido a los efectos inespecificos de KN-93, como la disminucion en la
lca,®® los resultados obtenidos con KN-93 deben compararse con KN-92, su
analogo inactivo. Algunos estudios sobre el segmento regulatorio de CaMKIIl han
permitido el desarrollo de inhibidores peptidicos, como son autocamtida-2 y
autocamtida-3, que tras una sustitucion permitieron la sintesis de AIP (del inglés,
autocamtide inhibitory protein). A partir del desarrollo de estos inhibidores, se han
generado ratones transgénicos que los expresan, ya sea en todas las células
miocardicas (ratones AC3-1) como dirigido al RS a través de la unién a PLN (SR-
AlP), lo que impide que CaMKII fosforile sus blancos en el RS. Recientemente, se
ha disenado un péptido que inhibe con elevada afinidad a CaMKII, CaMKIIN, el cual

puede aplicarse de manera farmacologica o genética. Este péptido sélo se une a la
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b. Efectos de la
actividad de CaMKIl

conformacién activa de CaMKIL."®" Por otro lado, la actividad de CaMKII puede no
solo modularse alterando su activacién, sino también alterando sus blanco
especificos, como por ejemplo los ratones modificados Ser2814A y Ser2814D, los
cuales simulan constitutivamente la falta de fosforilacion o la fosforilacion

permanente, respectivamente, de RyR."®

Estado inactivo

y autoinhibido

&

Ca*" sostenido l Incremento de ROS
@D O Incremento de glucosa ﬁﬁ'@j 5@9{

» W W W
pCaMKII q ox-CaMKII

autofosforilacién de Thr287 oxidacién de Met?81/282

Glc-CaMKII

glicocilacién de Ser?®®

Figura 1.12: Mecanismos de activacion de CaMKIl. Estructura y activacion de proteina quinasa
dependiente de Ca**/calmodulina Il (CaMKIl). CaMKIl consiste en hexameros apilados y cada
mondémero consiste en un dominio catalitico N-terminal y un dominio de asociacién C-terminal que
flanquea un dominio regulador central. CaMKIl se activa cuando el Ca** se une a la calmodulina, lo
que hace que CaMKIl adopte una conformacion activa y extendida. La unién sostenida a
Ca*'/calmodulina calcificada conduce a la autofosforilacion de Thr*®” y a la activaciéon sostenida de
CaMKII. La oxidacién de las metioninas del dominio regulador emparejado (281/282) también causa la
activacion sostenida de CaMKIl. La O-GlcNAcilaciéon del dominio regulatorio, en el sitio Serzao,
mantiene a la enzima en su conformacion extendida y activa. Imagen modificada de Heart Failure

Compendium: Mechanisms of Altered ca®* Handling in Heart Failure. Min Luo, et. al., 201 3.4

b. Efectos de la actividad de CaMKII

CaMKIl ha sido identificada como un regulador importante de los canales iénicos y

transportadores involucrados en el AEC en condiciones fisioldgicas y patolégicas.'®®
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Los incrementos de la expresién y la funcion de CaMKIl han sido relacionados con
arritmias y disfuncion contractil, por fosforilacion de sus blancos intracelulares, entre
otros efectos deletéreos. CaMKIl puede unirse a la subunidad a1 del LTCC y

1912y, 1970184 Esta modificacion incrementa la amplitud

fosforilarla en los sitios Ser
de la Ic, y enlentece progresivamente la inactivacion durante una serie de
contracciones luego de un intervalo en quiescencia (fendmeno que se denomina
facilitacion). Se ha descripto también que CaMKII fosforila el sitio Thr**®® de la
subunidad p2a del LTCC, también involucrada en la facilitacion de la Ic,. A nivel de
canal unico, se observa un aumento de la probabilidad de apertura, lo cual se
relaciona con EAD debido a las corrientes durante la fase 2 del PA. Aumentar la
probabilidad de apertura del LTCC, a través de la actividad de CaMKII, prolonga el
PA y se vincula con la propensién a arritmias generadas por EADs."®*'® Por otro

214 incrementa su

lado, la fosforilaciéon por CaMKIl del RyR2 en el sitio Ser
probabilidad de apertura.’®® Esto se refleja en un aumento de la frecuencia de SpCa
en modelos de cardiomiocitos animales transgénicos que sobreexpresan CaMKII.
Este aumento de la pérdida de Ca** del RS puede aumentar la salida de Ca*" a
través del NCX produciendo una corriente despolarizante suficientemente grande
como para que se produzcan DAD que, de superar el potencial umbral, pueden
disparar PA espontaneos, resultando en extrasistoles y arritmias ventriculares. Esto
se ha corroborado en diversos estudios donde se inhibe genéticamente la
posibilidad de RyR2 de fosforilarse, en los cuales puede observarse la prevencién
de fibrilacion atrial y de arritmias ventriculares.'®”'®

La magnitud de la pérdida de Ca?* del RS no solo depende de la probabilidad de
apertura del RyR2, sino también de la carga del RS, la cual puede ser modulada
por CaMKI| a través de la fosforilacién de PLN en el sitio Thr'’. Esta modificacién
postraslacional libera la inhibicién de PLN sobre SERCa2a incrementando la retoma
de Ca®" por el RS."®

La activacion de CaMKIl se ha relacionado, también, con la alteraciéon de las
propiedades de apertura del canal de Na*. La fosforilacion de NaV1.5 en los sitios
Ser’'® Thr*®* y Ser®”" llevan a potenciales negativos a la inactivacion dependiente
del voltaje sin alterar la activacién del canal, lo cual enlentece la recuperacion
aumentando la entrada lenta de Na*." El incremento de la Iy, puede contribuir al
incremento de Na® observado en la insuficiencia cardiaca en donde CaMKIl esta
sobre expresada, lo que limita la salida de Ca®* por el NCX, o incluso permite el
ingreso de Ca”* por esta via.”' El enlentecimiento de la salida de Ca* tiende a
elevar el Ca?" diastdlico, contribuyendo al desarrollo de disfuncion diastdlica. La

acumulacion de Ca?', también, tiende a incrementar el contenido del ion en el RS,
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potenciando un aumento de la contractilidad. EI aumento del Na* dependiente de
CaMKIl ha sido asociado con disfuncién diastélica y arritmias en modelos de
insuficiencia cardiaca por sobreexpresion de CaMKIISC."*? Se ha propuesto que la
carga de Ca*" debida al aumento de Na*, puede a su vez activar a CaMKI| creando
un circulo vicioso arritmogénico.'® Por otro lado, el Na* es un regulador importante
de la bioenergética de los miocitos cardiacos, porque controla el ingreso de Ca** a
la mitocondria por el NCX mitocondrial, y ademas regula la produccion de ROS.'
La alta concentracion de Na*, observada en la insuficiencia cardiaca, puede afectar
negativamente el metabolismo durante el marcapaseo rapido, por acumulacién de
Ca® en la mitocondria, disminucion del potencial redox NADH/NAD" e incremento

de la formacion de ROS. "

Las alteraciones en la cinética y expresion de los canales de K* han sido vinculados
con procesos arritmogénicos.'® Ademas, se ha demostrado que CaMKIl influye
negativamente en la expresion de isoformas del canal asociado a /;, en ratones que
sobreexpresan CaMKII3."®® Esta reduccién de la corriente es secundaria a la
disminucion de la expresién de Kv4.2, acompafiado de la prolongacion del PA. En
contraste la expresion de Kv1.4 aumenta con la fraccion lenta de l,.'%® Este efecto
de CaMKIl puede estar mediado por la fosforilacién en Ser**®**° de Kv4.2 y Ser'?®
de Kv1.4."9"'%8 Es interesante remarcar que este aumento de la I, dependiente de
CaMKIl puede ser importante en las arritmias inducidas por ROS, ya que éstos
pueden activar a la quinasa.'”® Ademas, ha sido demostrado que la inhibicion de
CaMKIl puede abolir la activaciéon de Ix; inducida por Ca?, sugiriendo que CaMKI|

esta involucrada en su regulacion.'®*

CaMKIl también tiene efectos gendmicos que se desarrollan a través de la isoforma
nuclear. Sus efectos sobre la regulacion transcripcional pueden ser tanto benéficos
como perjudiciales, como en la sefializacién hacia la hipertrofia y la insuficiencia
cardiaca. En el caso que CaMKIl esté sobreactivada o activada de manera croénica,
ésta puede activar vias que aumentan las pérdidas de Ca*, alterando por ejemplo
la expresion de canales y transportadores involucrados en el AEC." Una de las
vias en las que participa CaMKII®B involucra a las histona-deacetilasas de clase Il
(HDAC). En condiciones basales las HDAC se encuentran desfosforiladas, unidas y
reprimiendo factores de transcripcion de hipertrofia, como el factor promotor de
miocitos 2 (MEF2). Cuando esta es fosforilada por CaMKII o por la proteina quinasa
D (PKD), se trasloca fuera del nucleo por la proteina chaperona 14-3-3 liberando la

represion sobre MEF2. Por otro lado, calcineurina, una enzima fosfatasa, que
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ii. Activacion

c. Rol de CaMKIl
cardiaca en Diabetes
Mellitus y prediabetes

funciona en paralelo con CaMKIl, al activarse por Ca?*/CaM, desfosforila el factor
nuclear de células T activadas (NFAT), el que interactua con factores de

transcripcién involucrados en la hipertrofia e insuficiencia cardiaca, como GATA4.'®

¢c. Rol de CaMKIl cardiaca en la miocardiopatia de la Diabetes Mellitus y

prediabetes

Existen numerosos mecanismos moleculares propuestos para el desarrollo de la
MCD, los cuales ya han sido mencionados, entre ellos la alteracion del manejo del
Ca?."® Las investigaciones en modelos en roedores de DMT1 demostraron un
aumento en los niveles de Ca?" diastdlico, una atenuacion de la retoma de Ca® por

“1

el RS, con la consecuente disminucién de la recuperacion de la [Ca“"]; luego de un

transitorio de Ca?*, y un compromiso del manejo del Ca®* mitocondrial.''®2%%2"
Resultados similares han sido encontrados en modelos de ratones de DMT2, como
la disminucion del Ca?* diastdlico y sistélico, disminucion de la velocidad de caida
de Ca®", pérdida de Ca** del RS y disminucién de la carga de Ca** del RS.""¢2%2

Asi mismo, la DM esta asociada a un incremento del estrés oxidativo, que
contribuye a las complicaciones de la enfermedad,’® condicién en la que CaMKIl es
capaz de activarse por oxidacion.® Esta activacion por oxidacion ha sido postulada
como un mecanismo potencial de fibrilacién atrial®® y de arritmias ligadas a EAD y
DAD** Ademas, en modelos de DM se ha obsevado que CaMKIl puede O-
GlcNAcilarse debido a la glucemia elevada, desencadenado arritmias al aumentar
la pérdida de Ca®* del RS por hiperfosforillacién de RyR2.""” Dada la relacién entre
CaMKlI, la insuficiencia cardiaca y el manejo del Ca®, es esperable la participacion

de esta quinasa en el desarrollo de la MCD.
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1) HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipotesis de trabajo propuesta postula que el aumento de la expresidn/activacion
de la Ca*-Calmodulina kinasa Il (CaMKIl), a través de la fosforilacion de sus
sustratos interviene en las alteraciones de la funcién y/o en la generacion de
arritmias observadas en el corazon con estado de tolerancia a la glucosa alterada
(TGA), contribuyendo al desarrollo, mantenimiento o empeoramiento de la
enfermedad cardiaca que se desarrolla con mayor gravedad en la diabetes

manifiesta.

2) OBJETIVOS GENERALES

Comprobar la hipétesis de que la CaMKII participa en la cascada de sefalizacion
que conduce a la cardiotoxicidad causada por la TGA. Las anormalidades en la
regulacion de la glucosa en pacientes con insuficiencia cardiaca no se limitan
solamente a la diabetes; la TGA y la insulinoresistencia estan fuertemente
vinculadas con la insuficiencia cardiaca. Estas alteraciones de la regulacién de la
glucemia se correlacionan con la severidad funcional, clinica y bioquimica de la
insuficiencia cardiaca de pacientes no diabéticos. Por otro lado, esta ampliamente
demostrado que la actividad de la CaMKIl juega un rol fundamental en la
patogénesis de la insuficiencia cardiaca, activandose tempranamente en el proceso
de la enfermedad, determinando hipertrofia, disfuncion sistdlica, diastélica, arritmias
y apoptosis para culminar en insuficiencia cardiaca descompensada. Sin embargo,
no se conoce en detalle la relacion entre la actividad de la CaMKIl y las alteraciones

que se producen en el corazén de sujetos con TGA.

3) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Caracterizar las alteraciones del corazén en un modelo de TGA
inducido por una dieta rica en fructosa y comprobar la hipétesis de que la
CaMKIl esta involucrada en dichas alteraciones.

Los estudios propuestos apuntan a caracterizar el dafo cardiaco causado por una
dieta rica en fructosa en ratas Wistar, y en ratones salvajes (WT) y transgénicos
que expresan constitutivamente un inhibidor cardiaco de la CaMKIl a nivel del

reticulo sarcoplasmatico (RS) (SR-AIP).
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1.1.In vivo, estudiar los corazones de los animales por ecocardiografia y
electrocardiografia y caracterizar el grado de hipertrofia y/o disfuncién ventricular y
el tipo y frecuencia de arritmias.

1.2. Ex vivo, evaluar los corazones de los animales a través de parametros
morfologicos e histologicos; realizar inmunohistoquimica para evidenciar la
presencia de apoptosis, y ensayos bioquimicos para determinar la expresion vy
actividad de la CaMKIl y de otras moléculas involucradas en el acoplamiento
excitocontractil y en la apoptosis. Conjuntamente medir especies reactivas del O,
para interpretar su participacion en las vias estudiadas.

1.3. Ex vivo, también estudiar la funcion contracti en miocitos aislados
conjuntamente con medidas de Ca?*. Someter a las células a estrés para evidenciar

la aparicion de arritmias y compararlos con los controles.

Objetivo 2. Determinar si la activacion de la CaMKIl en el modelo de TGA
ocurre por la via canénica (aumentos en el Ca**), por aumento de los radicales
libres (ROS), o por ambos.

Realizar ensayos en miocitos aislados de los animales mencionados en el objetivo
1. Para tal fin, utilizar inhibidores farmacolégicos especificos de los posibles
mediadores intracelulares y atrapantes de ROS. Se medira la produccion de ROS, y

Ca*" a través de epifluorescencia y microscopia confocal.

Objetivo 3. Comprobar si la inhibicién in vivo de las vias propuestas previene
la aparicion de disfuncion contractil y arritmias, independientemente de la
reversion de TGA en si.

Corroborar las vias de senalizacion encontradas in vivo, a través de la inhibicion
especifica DE los mediadores de la activacion de CaMKIl, los ROS, los aumentos
en el Ca? 0 ambos, y sus blancos celulares en la miocardiopatia inducida por TGA,

hallados en los objetivos anteriores, intentaremos

Objetivo 4. Evaluar la presencia de apoptosis de cardiomiocitos en el modelo
y relacionarla con las alteraciones del manejo del Ca*, los ROS y la
sobreactivacion de CaMKII.

Buscar marcadores celulares de apoptosis en presencia y ausencia de inhibidores
de CaMKIl (KN-93), atrapadores de ROS (Tempol), los cuales seran

correlacionados con cambios en el Ca®* citosélico y mitocondrial.
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Manejo de animales y tratamientos

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la guia para el cuidado y uso
del animal de laboratorio (NHI publicacién No.85-23, revisada en 2011), y fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (protocolo n° T-03-01-14).

Las ratas Wistar macho (200 a 300g) fueron divididas en dos grupos: grupo control,
alimentado con una dieta comercial estandar; y grupo dieta rica en fructosa, que
recibié la misma dieta mas 10% (P/V) de fructosa en el agua de bebida, durante
tres semanas, de acuerdo a un modelo de prediabetes ya estudiado.?*>?%

También se utilizaron ratones BalbC machos (tipo salvaje [WT]) y ratones
transgénicos SR-AIP. Estos ratones expresan una secuencia que codifica un
inhibidor de CaMKII, una secuencia marcadora de fluoresceina y una de anclaje al
RS. El dominio inhibidor consiste en un tetramero del péptido inhibidor autocamtida
(AIP), con la siguiente secuencia, KKALRRQEAVDAL. ElI dominio de anclaje
corresponde a un dominio transmembrana truncado de PLN mutado en Leu31Ala,
el cual no es capaz de inhibir a la SERCa2a.?’ La expresion de este inhibidor a
nivel del RS, por su anclaje a la membrana, impide que la CaMKIl fosforile sus
blancos en esta organela. Ambas cepas se dividieron en tres grupos: grupo control,
alimentados con una dieta comercial estandar; grupo fructosa, que recibié la misma
dieta mas 10% (P/V) de fructosa en el agua de bebida; y el grupo fructosa + tempol,
que recibio, ademas de la fructosa, 0,8 mM de 4-hydroxy-2,2,6,6-

28 Todos los

tetramethylpiperidin-1-oxyl (Tempol, utilizado como antioxidante)
tratamientos fueron realizados por tres semanas.

Antes y después del tratamiento los animales fueron pesados, se les midi6 la
presion arterial sistélica por el método del manguito, se les realiz6 exdmenes eco- y
electrocardiograficos. Luego del sacrificio de los animales, se peso el corazén y se
midio la longitud de la tibia. Los corazones fueron destinados a los diferentes
estudios que se detallaran luego. Durante todo el tratamiento se midié el consumo
de agua y comida, y las calorias consumidas se calcularon teniendo en cuenta que

el alimento aport6 3 Kcal/g y la solucién de fructosa 0.4 kcal/ml.

Determinaciones plasmaticas

Antes del sacrificio, se extrajeron, bajo anestesia con isofluorano, muestras de
sangre de las ratas del plexo retroorbital. Las muestras extraidas fueron
almacenadas en tubos heparinizados, para luego medir niveles de glucosa en
sangre (OneTouchUltra, Johnson & Johnson, Estados Unidos) y realizar la prueba

intraperitoneal para tolerancia a la glucosa (TTGI).?* Esta Ultima consiste en medir
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la glucemia en ayunas y, cada media hora, durante dos horas, luego de una
inyeccién intraperitoneal de 2 mg glucosal/g peso corporal. También se evaluaron
los niveles plasmaticos de insulina (por el método de radioinmunoanalisis, Life
Diagnostics, Inc., PA, USA, Cat. # 2210-2) y triglicéridos (kit enzimatico,
BioSystems S.A., Barcelona, Espafia).’® La insulinoresistencia se evalué con el
indice HOMA-IR, calculado como insulina (uU/ml) x glucosa (mmol/L)/22.5.%’

En los ratones se midieron los niveles plasmaticos de glucosa para realizar el
célculo del area bajo la curva después del test de tolerancia intraperitoneal a la
glucosa. Para esto se midid la glucemia antes de la inyeccion intraperitoneal de
glucosa, a los 10 minutos se repitié la medicidn y luego cada media hora durante
dos horas. Con estos datos se construyd una curva de glucemia en funcion del
tiempo. El area bajo la curva se calculd utilizando el programa ImageJ.?® Una
diferencia significativa en el area bajo la curva entre los animales con dieta control y
con dieta rica en fructosa fue considerada un indice de deficiencia de la insulina

inherente del estado de tolerancia a la glucosa alterada.

Examen ecocardiografico

Se realizaron ecocardiografias en cada animal, bajo anestesia ligera (pentobarbital
soédico, 35 mg/kg). La funcion y la estructura cardiaca fueron evaluadas por
ecocardiografia de modo M 2 dimensiones, con un transductor lineal de 7 MHz.
Todas las mediciones, incluyendo dimensiones diastélicas, espesor de pared
ventricular izquierda y diametros del ventriculo izquierdo fueron realizadas segun el
método establecido por la Sociedad Americana de Ecocardiografia.?'

La masa ventricular izquierda fue calculada a través de la ecuacién: 1.04 x
[(DDVI+GDS+GPPD)? - (DDVI)?],2"" donde DDVI corresponde al diametro diastélico
del ventriculo izquierdo, GSD al grosor diastélico del septum y GPPD al grosor de la
pared posterior en diastole. El indice de masa ventricular izquierda se calculo
dividiendo la masa ventricular izquierda por el peso del animal (en gramos) o por la

longitud de la tibia (en milimetros). El porcentaje de acortamiento endocardico se

(DDVI—-DSVI)x100
DDVI

calculé utilizando la siguiente ecuacion: AE =

Electrocardiograma

El electrocardiograma (ECG) es el registro grafico de los potenciales de actividad
eléctrica del corazén desde la superficie corporal. El electrocardiografo es un
galvanometro capaz de captar la presencia, el sentido y la intensidad de las

corrientes eléctricas pasando el registro a un papel.
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El registro electrocardiografico depende de la propiedades eléctricas del corazoén. El
estimulo de activacion auricular se inicia en el nédulo sinusal y se extiende por la
auricula derecha, septum interauricular y auricula izquierda. La activacién eléctrica
de ambas auriculas forma la onda P. La activacion avanza por la pared auricular, de
manera que los registros endocardicos y epicardicos son los mismos, y se dirige
hacia el nodo auriculoventricular a través de los haces internodales. La
repolarizacion auricular se inscribe, en el ECG, como una onda de sentido opuesto
a la de la P (onda Ta), la cual generalmente no es visible porque se encuentra
superpuesta con la activacion ventricular. Cuando el estimulo llega al nodo
auriculoventricular se produce un retardo que se expresa en el ECG como intervalo
PR. El estimulo de despolarizacion ventricular es conducido por el nodo
auriculoventricular al Haz de His, sus ramas derecha e izquierda y por las fibras de
Purkinje despolarizando los ventriculos en forma perpendicular de endocardio a
epicardio. La despolarizacién ventricular produce el complejo QRS. La activacion
ventricular comienza por el septum interventricular, sigue por las masas
paraseptales a nivel de la punta del corazén, luego, las paredes libres que
representan la porcidon mas importante, desplegandose desde el endocardio al
epicardio, y desde la punta hasta la base, y la ultima seccidn es la base. La ultima
parte en despolarizarse es la primera repolarizarse; esto es debido a que: 1) El
endocardio demora en repolarizarse por estar sometido a la presién intracavitaria.
2) La temperatura del epicardio es mayor a la del endocardio. 3) El epicardio esta
mejor irrigado. La repolarizacién es mas lenta que la despolarizacion y se expresa
en el ECG con los segmentos ST y onda T.2"

El trazado del ECG puede realizarse a través de distintas derivaciones (puntos de
observacion y registro de la actividad eléctrica). Existen derivaciones bipolares DI —
DIl — DIl que registran la diferencia de potencial entre brazo izquierdo y brazo
derecho, pierna izquierda y brazo derecho, y entre pierna izquierda y brazo
izquierdo respectivamente. Las derivaciones unipolares y precordiales, las de los
miembros forman el plano frontal y se denominan aumentadas (a), porque miden
los potenciales absolutos de brazo derecho (aVR), brazo izquierdo (aVL), pie
izquierdo (aVF). En el plano transversal las derivaciones son unipolares y los
electrodos precordiales recogen el potencial absoluto de la actividad eléctrica
cardiaca desde la zona en la que estan ubicados. V1: Cuarto espacio intercostal
paraesternal derecho. V2: Cuarto espacio intercostal paraesternal izquierdo. V3: En
un punto medio entre V2 y V3. V4: Quinto espacio intercostal izquierdo. V5: Linea
axilar anterior a nivel de V4. V6: Linea axilar media a nivel de V4. V7: Linea axilar

posterior a nivel de V4. V8: Linea medio escapular a nivel de V4. V3R: Igual que V3
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pero derecha. V4R: Quinto espacio intercostal derecho. En V1 y V2 se registra la
actividad eléctrica del ventriculo derecho, en V3 y V4 el tabique interventricular, y
en V5 y V6 la del ventriculo izquierdo.?"

En el presente trabajo se registraron electrocardiogramas (ECG) de superficie en
DIl en el plano frontal en los ratones WT y SR-AIP, usando electrodos de ECG
estandar y el sistema de adquisicion de datos PowerLab 4ST. Los ECG fueron
adquiridos con una frecuencia de muestreo de 40 KHz. Las grabaciones fueron
realizadas durante un periodo de 30 minutos. Una carga catecolaminérgica (cafeina
y epinefrina, 120 mg/kg y 1,6 mg/Kg, respectivamente), se aplico para
desenmascarar la presencia de arritmias bajo condiciones de estrés, de acuerdo al
protocolo propuesto previamente.?'

Las arritmias fueron evaluadas mediante la cuantificacion de extrasistoles
ventriculares, fibrilacion ventricular y auricular, y taquicardias ventricular durante el
periodo de registro de 30 minutos. Se realizd una medida cuantitativa de los
registros de ECG a partir de los cuales se obtuvo la frecuencia cardiaca, la
duracion de los intervalos RR, PR y QT, y la duracion de la onda P y el complejo

QRS. Debido a que la duracion del intervalo QT depende de la frecuencia cardiaca

se calculd la correccion de Bazett (QT,). QTc = QT /3/(R — R).2"

Aislamiento de miocitos

Los animales fueron anestesiados con farmacos anestésicos y analgésicos, 75
mg/kg de ketamina y 5 mg/kg de diazepam, verificandose este estado por la pérdida
del reflejo corneal y la aparicion de la respiracion profunda diafragmatica lenta.
Luego, se realizé una toracotomia para la extraccién del corazén. Los miocitos se
aislaron por digestién enzimatica. Para tal fin, los corazones fueron conectados a
una canula a través de aorta, suspendidos y montados en un aparato de
Langendorff.?'® Fueron perfundidos retrégradamente a 37 °C con un flujo coronario
constante (12-14 ml/min) con una solucién de Krebs-Henseleit (K-H)*'® de la
siguiente composicién (mM): 146,2 NaCl, 10,0 HEPES, 0,35 NaH,PO,, 1,05 MgSOQO,,
10,0 glucosa (pH ajustado a 7,4 con NaOH). La soluciéon fue burbujeada
continuamente con 100% O,. Después de un periodo de estabilizacion de 5
minutos, se perfundié el corazén con una solucién libre de Ca® nominal con EGTA
(10 mM), y posteriormente con un buffer con colagenasa (118u/ml), 0.1 mg/ml
proteinasa y 1% de albumina sérica bovina, en K-H que contiene 50 uM CaCl,,
hasta que los corazones presentaron flacidez (15 - 20 min). Luego, fueron
separados del aparato de perfusion mediante un corte en la unién atrioventricular; el

tejido ventricular fue disgregado y separado del tejido aun no digerido. El tejido
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disgregado se lavd varias veces con soluciones K-H con 1% de BSA y a
concentraciones crecientes de CaCl,. Después de cada lavado, los miocitos se
dejaron sedimentar por 10 min. Este proceso permitio la recalcificacion paulatina de
los mismos, procedimiento que evita que los miocitos mueran por la paradoja del
Ca?, que es el deterioro que se produce cuando se recalcifica a los miocitos luego
de un periodo de perfusion libre de Ca?* 2"

Las células aisladas se mantuvieron en la solucién K-H con una [Ca?'] de 1mM en
el caso de los miocitos de ratas y de 2.5mM para los de ratén, a temperatura

ambiente (20-22°C), hasta el momento de ser usados.

Ca”,y acortamiento celular

Los miocitos cardiacos aislados de rata fueron incubados con Fura2-AM (10 umol/L
por 15 min). El uso de este indicador permite estimar el Ca®; libre a través de la
proporcién de indicador unido al Ca®* y de indicador libre.

El Fura2-AM es un indicador de doble-excitacion/simple-emisién, que posee una
alta afinidad para el Ca?*. La longitud de onda de excitacién se centra en 380 nm
(para el indicador libre) y 340 nm (para el indicador unido al Ca®*), generando una
Unica emisiéon maxima centrada en 525 nm (figura M.1). El hecho que el Fura2-AM
tenga doble excitacion permite que sea normalizado, lo cual independiza,
parcialmente, la medida de Ca?* de las diferencias en la carga del indicador y del
efecto de fotoblanqueo, aunque al mismo tiempo, dificulta el monitoreo de cambios
rapidos de Ca?*; ya que no hay una verdadera simultaneidad en el registro de las
dos longitudes de onda utilizadas para obtener el cociente. El Fura2-AM, en su
forma permeable de éster de acetometilo (AM), atraviesar las membranas celulares.
Una vez en el interior celular, las estearasas enddgenas “activan” al indicador
transformandolo en su forma acida, la cual es impermeable al sarcolema, lo que
impide que el indicador salga de la célula. Una propiedad importante de los
indicadores de Ca** es su selectividad por el Ca®* sobre el Mg®*. El Fura2-AM tiene
un Ky para el Ca** de aproximadamente 350 nM, por lo que es muy especificos

para la medicién del Ca®*.?"®
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Fligura M.1: Espectros de exitacion (linea punteada) y emision (linea completa) de Fura2-AM libre

(celeste) y unido a ca* (verde). ThermoFisher Scientific

Los problemas que pueden suscitar el manejo de estos indicadores son: 1) la
amortiguacion que producen sobre la [Ca®], lo que puede alterar los cambios
cinéticos del Ca?* y por lo tanto influir sobre las respuestas transitorias de Ca®"; 2) la
compartamentalizacion en las organelas (especialmente en mitocondrias), 3) la
incompleta desesterificacion, que resulta en una contribucion de fluorescencia
insensible al Ca?* y 4) la contribucién de fluorescencia dada por la
autofluorescencia celular, debida a la produccién de NAD(P)H mitocondrial.?'® Estos
problemas pudieron mitigarse con el uso de células controles para comparar.

La fluorescencia de Ca** fue medida con un sistema de epi-fluorescencia (lon Optix,
Milton, MA). Las células incubadas de indicador se colocaron en una camara en un
microscopio invertido (Nikon.TE 2000-U) y estuvieron continuamente perfundidas
con una solucién tamponada con K-H, con un flujo constante de 1 mil/min a
temperatura ambiente (20-22 °c). Los miocitos fueron estimulados a través de
electrodos de platino dos a cada lado de la camara a 1 Hz. La fluorescencia de
Fura2-AM fue tomada como un indice del contenido de Ca?*, la longitud de reposo y
el acortamiento de la célula fueron medidos por un detector de movimiento de video
(lon Optix). Se probé que cada miocito se contrajera y luego se los mantuvo en un
estado quiescente durante 3 minutos. Después de este periodo fueron estimulados
a 1 Hz hasta estabilizacion. La latencia de los eventos espontaneos de liberacién de
Ca?* (EELC) fue medida en el estado de quiescencia desde el inicio del registro,
hasta aparicién del primer EELC. Un pulso de cafeina (25 mM) fue aplicado
rapidamente después de la estabilizacién, para evaluar la carga de Ca* del SR. La
cafeina induce la apertura de los RyR2 y bloquea la actividad de la SERCa2a del
RS, lo que genera la liberacién de Ca** del RS e impide su recaptura.?’® Después
del lavado del pulso de la cafeina, el protocolo se repiti6 en presencia de

isoproterenol (Iso). El Iso es un agonista B-adrenérgico el cual, por sus efectos
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sobre el acoplamiento excitocontractil, puede exacerbar distintos procesos
subyacentes que predisponen a arritmias.

El mismo protocolo también fue realizado en presencia de un inhibidor de la
CaMKIl, KN-93, y KN-92 su analogo inactivo. KN-93 es un derivado de sulfonilo
metoxibenceno que inhibe competitivamente la unién de CaM a CaMKIl con un K;
de 0,37 uyM. KN-92 es un congénere de KN-93 sin actividad inhibidora de CaMKIl y
se utiliza como un control experimental. Ni KN-93 o KN-92 tienen efectos
apreciables sobre otras quinasas serina / treonina como PKA o PKC."®" Ademas, la
velocidad de decaimiento del pulso de cafeina (kqs) se utilizd para estimar la
velocidad de extrusién de Ca** por el NCX ya que en presencia de cafeina este es
el transportador de mayor importancia para que el Ca?'; vuelva a valores diastolicos.
La caida de los transitorios de Ca®* se debe a la retoma de Ca** por la SERCa vy al
NCX funcionado en modo directo, mientras que la caida del pulso de cafeina se
debe exclusivamente al funcionamiento del NCX. Esto nos permite estimar la
actividad de la SERCa (ksercaza), restando la constante de decaimiento del pulso de
cafeina de la del transitorio (K- Kear).

Los datos de fluorescencia se almacenaron para analisis off-line (software de
analisis de fluorescencia de ION asistente). Se realizé el analisis de las salidas

espontaneas de Ca** de forma azarosa y ciega.

Imagenes de microscopia confocal de cardiomiocitos intactos

Se tomaron imagenes en confocalidad, en el modo de barrido lineal para la
observacion de transitorios de Ca?* estimulados de manera externa, sparks y waves
de Ca?%, y la actividad contractil espontanea. Las células fueron incubadas con
Fluo-3 AM 2 mM, por 20 min a temperatura ambiente. Fluo-3 AM es un indicador de
Ca* desarrollado para su uso con fuentes de luz visible en la citometria de flujo y
microscopia confocal de escaneo laser. Fluo-3 AM tiene un espectro de absorcion
compatible con excitacién a 488 nm por fuentes de laser de ion argdén, y un
aumento importante de intensidad de fluorescencia en respuesta a la unién de Ca**
(figura M.2). Las células se estimularon con laser de argén a 488nm y se midio la

fluorescencia a 515nm.
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Figura M.2: Espectros de exitacion (linea punteada) y emisién (linea completa) de Fluo3 unido a ca®

(celeste). ThermoFisher Scientific

Cada imagen consistié en exploraciones de lineas de 512 pixeles obtenidas en
intervalos de 4 mseg. Los datos fueron visualizados utilizando Leica Application
Suite’® y los sparks se midieron utilizando el plugin "Sparkmaster" de ImageJ.?*’
Los sparks y las waves fueron obtenidas en células quiescentes, después de 5 min
de estimulo a 0,5 Hz en presencia y ausencia de Iso 30nmol/l. La frecuencia de
sparks en (100 um)™”' sec™ fue convertida a unidades fl"'*s™" asignando un volumen
de escaneo a los sparks, segun lo propuesto por los autores Santiago et al.,

2010.?? La pérdida de Ca®* del RS debida a sparks se defini6 como la frecuencia

de sparks x la masa de spark. La masa del spark, se calculé6 como amplitud x
AMAM x DMAM (AMAM, ancho a la mitad de la altura maxima; DMAM, duracion a

la mitad de la altura maxima) (Figura M.3).

Figura M.3: Grafico de superficie de un spark. El eje longitudinal muestra la progresion temporal del
Ca** en un miocito intacto, el ancho muestra los cambios en el Ca** a lo largo de la célula y la altura
representa la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.F.). La imagen
muestra, también, el ancho a la mitad de la amplitud maxima (AMAM) y la duracién a la mitad de la
amplitud maxima (DMAM,).
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Determinacion de estrés oxidativo

Produccién cardiaca de anién superoxido (-O;")

Se obtuvieron piezas de tejido de ventricular izquierdo (1-5 mm), que fueron
mantenidas en el buffer de ensayo (NaCl 118 mM, KCI 5mM, MgSO, 1,2mM,
NaHCO; 20mM, glucosa 10mM, MgCl, 0,8mM, pH 7,4 por burbujeo de CO, al 5%)
durante 30 minutos. Posteriormente, se midié la produccién de anién superdxido
(-O2) luego de una incubacion de 20 minutos con lucigenina (Bis-N-metilacridinium)
5 umol/L, por el método de quimioluminiscencia, en un luminédmetro (camaleon,
Hidex). La Ilucigenina es un reactivo utilizado para la generacion de
quimioluminiscencia en presencia de un reductor y oxigeno, los cuales permiten la
excitacion de electrones desapareados y su posterior emision luminiscente. Este
reactivo es especifico para el radical anién superéxido.Los datos obtenidos se
normalizaron por el peso seco del tejido. Los aumentos en la produccion de ‘O, se

expresaron como diferencias de valores de control.

Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica se determindé a través de la medida de la tasa de
produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), expresada
como nmol/mg de proteina. El producto final de la peroxidacién lipidica
malondialdehido, un aldehido reactivo producido por la peroxidacion lipidica de
acidos grasos poliinsaturados, forma un aducto con dos moléculas de &cido
tiobarbiturico para producir una especie quimica de color rosa que absorbe a 532-
535 nm. Para esta determinacion, se utilizaron corazones enteros que fueron
homogeneizados con un buffer fosfato (KCI 140 mM, KH2PO4 25 mM). Los
homogenatos de corazén se centrifugaron a 1000xg por 10 minutos. Una cantidad
de 0,5 ml del sobrenadante se mezclada con 1,5 ml de &cido tricloroacético (10%
p/v) y 1 ml de acido tiobarbiturico (0.67% p/v), fue llevada a ebullicion por 15 min.
Después de enfriar la mezcla se determind Ila  absorbancia
espectrofotométricamente a 535 nm, utilizando un valor £ 1.56 x 10° (mmol/l)”" cm™.
Los resultados fueron expresados en relacion con la cantidad de proteinas en cada

muestra.

Western Blot

Para los ensayos de Western Blot, los corazones extraidos de animales tratados
fueron congelados y pulverizados. Luego, se homogeneizé 0,1 g de tejido en 4
volumenes de buffer de lisis (en mmol/l, 20 glicerolfosfato de sodio, 20 NaF, 1
EGTA, 2 EDTA, 0,2 Na2vO4, 2 ditiotreitol, 10 benzamida, 1 fluoruro de
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fenilmetilsulfonilo, 0,001 pepstatina, 1 % Igepal, 0,01% de Triton y 0,048 mg/mi
leupeptina).

La concentraciones de proteinas en los homogenatos se determind por el método
colorimétrico de Bradford (BIORAD)?* por espectrofotometria a 595 nm usando
albumina sérica bovina como estandar. El mismo esta basado en el cambio de color
del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con aminoacidos
basicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta union del colorante con las
proteinas provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465 a
595 nm.

Los lisados (~ 90ug de proteina total) fueron separados en geles de poliacrilamida
al 10% o 6% con SDS, posteriormente se transfirieron las proteinas a membranas
de difluoruro polivinilideno. Dichas membranas se incubaron durante la noche con
los siguientes anticuerpos: fosfolamban (PLN) 1:1000 (ABR, Golden, CO, EE.UU.),
Fosforilacion en Thr'" de fosfolamban (P-Thr17) 1:5000 (Badrilla, Leeds, Reino
Unido), Receptor de rianodina (RyR2) 1:1000 (ABR, Golden, CO, EE.UU.),
Fosforilacion en Ser®" y Ser®® de RyR2 1:1000 (Badrilla, Leeds, Reino Unido),
fosforilacion de CaMKIl 1:1000 (P-CaMKIIl. Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.) y Ox-
CaMKIl 1:1000 (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), BAX 1:2000 (Millipore, Billerica,
MA, EE.UU), Bcl2 1:2000 (Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.), p38 1:3000 (Abcam,
Cambridge, MA, EE.UU.), Fosforilacion de p38 1:1000 (P-p38. Abcam, Cambridge,
MA, EE.UU.). La senal B-actina o de la forma no fosforilada / oxidada se utilizé para
normalizar la intensidad de la senal de las diferentes proteinas o fosfoproteinas.
Luego de los anticuerpos especificos, se utilizaron anticuerpos secundarios
antiratén o anticonejo segun correspondiera. La inmunorreactividad se visualizé
mediante un kit de deteccion de quimioluminiscencia a base de peroxidasa
(Millipore, Billerica, MA, EE.UU.), utilizando un sistema de imagen ChemiDoc. La
intensidad de senal de las bandas en las inmunotransferencias se cuantificé por

densitometria, utilizando el software Image J (NIH).

Medida de apoptosis por TUNEL

Para la medida de apoptosis se utilizé la técnica fluorescente de TUNEL, que
denota la fragmentacion del DNA por DNAasas enddgenas in situ, evento
caracteristico de la apoptosis, como se menciond en la Introduccién. Los corazones
de ratas con dieta rica en fructosa y dieta control fueron fijados en p-formaldehido al

4%, permeabilizadas con etanol y acido acético y conservadas en alcohol 70% a -
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20°C hasta ser coloreadas. Se utilizé un kit comercial para TUNEL (In Situ Cell
Death Kit de deteccién, TMR rojo, Roche, Mannheim, Alemania).**

Las imagenes de las ceélulas positivas fueron obtenidas con un microscopio confocal
(Olympus FV-1000, Japon), usando un objetivo 40x NA 0,95. Se contaron en 20
campos al azar para cada situacién experimental mediante el analisis de imagenes
de software v6.3 Olympus cellSens.?®® Los resultados se expresaron como
porcentaje de células positivas para TUNEL relacionados con el numero total de
células.

La tinciébn nuclear fue realizada utilizando la solucion DAPI (1 ug / ml, 4,
dihidrocloruro de 6-diamidino-2-fenilindol, Sigma, St Louis, MO).??® El contraste de
interferencia diferencial (DIC) de las imagenes fué utilizado para a identificar los
cardiomiocitos y células no cardiomiociticas. También se identificaron los

cardiomiocitos por tincion por inmunofluorescencia contra desmina.

Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias de corazén de rata se aislaron por centrifugacion diferencial.??’
Los corazones fueron extirpados de ratas anestesiadas con pentobarbital y
colocados en hielo con un buffer de aislamiento (BA) enfriado que contiene (en
mM): 75 sacarosa, 225 manitol y 0,01 EGTA, pH 7,4.?®® Posteriormente se retiraron
de los corazones ambas auriculas y el ventriculo derecho, y el ventriculo izquierdo
restante se homogeneizé manualmente con un homogeneizador Dounce, durante
14 minutos, en dos tandas de 7 minutos cada una, en presencia de proteinasa (0,8
mg en 5 ml de BA, P8038; Sigma).”®® El tejido homogeneizado se centrifugd 5
minutos a 2000 g (4 ° C), y se desechd el sedimento que contenia las células
intactas y los nucleos. El sobrenadante resultante que contiene la fraccion
mitocondrial se centrifugé 10 minutos a 8000 g y el sedimento se resuspendié en
buffer de aislamiento y se realizaron tres lavados centrifugando a 8000 g durante 5
min. El precipitado se resuspendio en buffer de aislamiento sin EGTA. Se determino

la concentracién de proteina de la suspension mitocondrial.

Determinacion del hinchamiento mitocondrial.

El hinchamiento mitocondrial se midi6 como una disminucién en la sefal de
dispersion de luz (DO), inducida por la adicion de 20mM, 50 mM, 100mM y 200 mM
CaCl,, que promueve la afluencia de solutos a través del poro de transicion
mitocondrial (mPTP) abierto y disminuye la dispersién de luz.?*° Después de 5 min
de preincubacién a 37 ° C, en un medio que contiene (en mM) 120 KCI, 20 MOPS,
10 Tris - HCI, y 5 KH2PO4, a pH 7,4, se afiadieron 50 mM o 200 mM CaCl2.%%
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La disminucion de la dispersién de luz se detectd con una temperatura controlada
en un espectrofluorbmetro Aminco Serie Bowman 2 operando con agitacion
continua con una longitud de onda de excitacion de 520 nm. La disminucion de la
dispersion de la luz se calculd para cada muestra como la diferencia entre los

valores antes y después de la adicién de CaCl..

Determinacién de Ca®* mitocondrial

Para la observacién de Ca®* mitocondrial, se tomaron imagenes en confocalidad en
el modo de barrido de linea. Células aisladas de ratas fueron incubadas con Fluo-3
AM 2 mM por 20 min, a temperatura ambiente. Estas fueron estimuladas con laser
de argdén a 488 nm, la fluorescencia fue medida a 515 nm. Cada imagen consistio
en exploraciones de lineas de 512 pixeles obtenidas en intervalos de 4 mseg. Los
datos fueron visualizados utilizando Leica Application Suite.?®

Se registrd la fluorescencia de las células durante la estimulaciéon eléctrica a una
frecuencia de 0.5 Hz, para constatar la viabilidad celular. Posteriormente, se incubé
las células, durante 20 minutos, en una solucién 50uM de MnCl,. Este ultimo atrapa
al indicador impidiendo que éste se una al Ca?* y fluorezca; esa concentracion de
Mn?* no ingresa a la mitocondria y por lo tanto el indicador se apaga en toda la
célula excepto en la mitocondria.?®' Finalizada la incubacion, se tomaron fotos en
estado de quiescencia y durante el estimulo eléctrico a 0.5 Hz, para observar el
Ca?" mitocondrial basal y que hubiera contraccion sin transitorio (indicativo que el
Mn?* efectivamente disminuyé la fluorescencia citosélica). Altas concentraciones de
Mn?* son capaces de interferir en la correcta contraccion de la célula por su similitud
con el Ca?". Debido a esto, se realizaron controles de contractilidad donde pudiese
compararse la fuerza y velocidad de contraccion antes y después del agregado de

Mn?*, tanto en miocitos de ratas controles como tratadas con dieta rica en fructosa.

Determinacion del potencial mitocondrial

Para la medida del potencial de membrana mitocondrial se midié por microscopia
confocal en células aisladas de ratas el cambio de intensidad de fluorescencia del
colorante especifico JC-1. JC-1 es un indicador de carbocianina catiénica que se
acumula en la mitocondria. El indicador existe como un monomero en bajas
concentraciones y produce una fluorescencia verde. Al despolarizarse la
membrana, el indicador se acumula en la misma formando J-agregados que
presentan un amplio espectro de excitacion y una emisidén maxima a ~590 nm.
Estas caracteristicas convierten al JC-1 en un marcador sensible para el potencial

de membrana mitocondrial. Para la medida de potencial mitocondrial los miocitos

Tesis doctoral - Leandro Matias Sommese Pagina 70



cardiacos se incubaron con JC-1 (3 pyM) a 37°C por 20 minutos, y después se
lavaron durante 20 minutos. Las células incubadas se excitaron con laser de argén
de 488 nm de longitud de onda y la fluorescencia emitida se recogi6 a 530 nm y 590
nm. El potencial mitocondrial se expresé como la relacion de fluorescencia emitida

(590/530 nm) en porcentaje a la medida en células de ratas con dieta control. %
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Figura M.4: Espectros de exitacion (linea punteada) y emision (linea completa) de JC1. ThermoFisher

Scientific

Estadistica

Las técnicas utilizadas nos brindaron datos numéricos de distintas caracteristicas,
los cuales fueron analizados a través de pruebas acordes a los datos obtenidos.
Las pruebas de tipo paramétrico estan sometidas a determinadas condiciones de
aplicacion, normalmente: normalidad, homoscedasticidad e independencia.
Entendemos por normalidad el ajuste de los datos, en mayor o menor medida, a la
curva normal; por independencia el que las “n” observaciones hayan sido
aleatoriamente extraidas y sean independientes entre si; y por homoscedasticidad
que las varianzas de las distribuciones intervinientes sean homogéneas.?*

Las pruebas de tipo no parameétrico por el contrario no estan sometidas a
determinadas condiciones de aplicacion y son adecuadas cuando se incumple
alguno de los criterios previstos para las pruebas de significacion de tipo
paramétrico.

La normalidad de las variables fue evaluada a través del test de normalidad de
Shapiro-Wilk, el cual evalua la similitud de la distribucion de los datos con la
distribucion de Gauss. Una vez determinado el tipo de dato que generaba cada

técnica se determind el tamafo muestral con un nivel de confianza del 95% para
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establecer un tamano muestral minimo para cada técnica. Aquellas variables que
mostraron condiciones de aplicacion paramétricas se expresaron como media +
error estandar y fueron evaluados, ya sea con la prueba t de Student (utilizado para
tamafos muestrales pequefios) o ANOVA seguido por el test post hoc de Tukey
(andlisis de varianza con un test de comparacion de medias de a pares para
mutiples grupos), cuando se realizd la comparacién entre los diferentes grupos. Los
EELC mostraron un comportamiento no paramétrico, siguiendo una distribucion x?
(la distribucién de chi-cuadrada es una distribucion continua que se especifica por
los grados de libertad y el parametro de no centralidad, la distribucién es
positivamente asimétrica). Estos se expresaron como datos continuos no
paramétricos. En estos casos, en los que la distribucién de datos no fue normal, se
utilizé la prueba de Mann-Whitney (se utiliza para comprobar la heterogeneidad de
dos muestras ordinales, para observaciones independientes) para la comparacién

entre grupos.* Un valor de p <0,05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS
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1. Caracterizacion del modelo de dieta rica en fructosa

En una primera instancia del trabajo se realizé6 una caracterizacion metabdlica del
modelo para luego poder visualizar los cambios ecocardiograficos. Las ratas con
dieta rica en fructosa mostraron un aumento en los niveles séricos de insulina,
triglicéridos, acidos grasos no esterificados (AGNE), el area bajo la curva del nivel
de glucosa en suero en funcién del tiempo después de la administracion
intraperitoneal de la carga de glucosa y la resistencia a la insulina, medido por el
parametro HOMA-IR, en comparacion con las ratas control (Tabla R.1). Estos datos
son consistentes con un patron de resistencia a la insulina, es decir, mostraron un
aumento de los niveles de insulina en sangre con una alteracion del test de
tolerancia intrapertoneal a la glucosa y aumento en la movilizacién de lipidos.” En
contraste, los niveles de glucosa en ayunas (GA) y el peso corporal fueron similares
en los animales con dieta rica en fructosa y sus pares controles, lo que indica un

estado prediabético sin DMT2 establecida.

Tratamiento
Parametros
Control Fructosa
Insulinemia (ng/ml) 0.30+0.02 1.09+0.28**
TG (mg/dl) 11415 193+9*
AGNE (mM) 0.59+0.04 0.77+0.05*
HOMA-IR 2.00+0.40 4.97+1.20*
GA (mmol/L) 80.8+2.3 89.0+4.0
glﬁsfs(alrLr.nr:iln) 2433%575 | 5231+1189*
Peso corporal (g) 271.63+15.87 | 309.00+8.86

Tabla R.1: Caracterizacion metabdlica de las ratas. TG: triglicéridos, AGNE: &cidos grasos no
esterificados, HOMA-IR: por sus iniciales en inglés, homeostatic model assessment-Insulino
Resistance (valoraciéon de modelo homeostatico- Insulinoresistencia), GA: glucosa en ayunas, ABC:

area bajo la curva. Los valores son promedio £+ SEM. *p < 0. 05, **p < 0,01. n= 4 ratas.

Las tablas R.2 y R.3 muestran la cantidad de comida y agua, y las calorias
ingeridas en ambos grupos de ratas y ratones, respectivamente. La ingesta de agua
fue mayor y el consumo de alimentos menor en ratas y ratones alimentados con
dieta rica en fructosa respecto de los animales controles. A su vez, la ingesta de

calorias fue mayor en ratas con dieta rica en fructosa pero no en los ratones. Sin
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embargo, como mencionamos, el peso de los animales no se modifico, y los efectos

de la diferencias en la ingesta caldrica se discutirdn posteriormente.

Ratas Wistar
Parametros
Control Fructosa
n 8 12

Agua de bebida "

(ml/dia) 30.18+2.64 50.61+2.62
Comida (g/dia) 18.29+0.801 14.78+0.35*
Calorias N

(Kcal/dia) 54 87+1.82 62.82+1.22

Tabla R.2: Promedio de ingesta de alimento, agua y calorias en ratas tratadas con fructosa y control.

Los valores son promedio + SEM. *p < 0. 05.

Raton WT Ratén SR-AIP
Parametros Control Fructosa Control Fructosa
n 9 17 4 12
Agua de
bebida 5.24+0.33 6.34+0.2* 5.58+057* | 8.56+0.11*
(mlidia)
C(;;’/'gl'g)a 4.07+0.16 3.53+0.07* 4.23+0.27 4.09+0.08
Calorias 14.37+059 | 13.87+0.64 | 14.96+1.02| 15.72+0.18
(Kcal/dia)

Tabla R.3: Promedio de ingesta de alimento, agua y calorias de ratones tratados con fructosa y

control. Los valores son promedio + SEM. * p < 0. 05, comparados contra los valores controles.

Por otro lado, las ratas con dieta rica en fructosa desarrollaron hipertrofia cardiaca y
disfuncion sistélica, detectada por ecocardiografia. Como se muestra en la figura
R.1 y la tabla R.4, la dieta rica en fructosa produjo un aumento en el peso del
corazén normalizado por la longitud de la tibia y del indice de masa del ventriculo
izquierdo. Al mismo tiempo, se observa una distencién de las cavidades con una
disminuciéon del porcentaje de acortamiento, ambos caracteristicos de una
disfuncion contractil. La presion arterial sistélica fue similar (p = 0,70) en el grupo
con dieta control (118 £ 2 mm Hg) y en el de dieta rica en fructosa (115 £ 4 mm Hg),
lo que indica que las alteraciones de la estructura y funcién cardiaca de las ratas

tratadas son independientes de la presién sanguinea.
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Fig. R.1. Alteraciones ecocardiogréficas estructurales y funcionales del corazén en ratas con
dieta rica en fructosa.

A, Imagen representativa de ecocardiografia del ventriculo izquierdo de rata control (CD) y con dieta
rica en fructosa (FRD): diametro en diastole (DD) y sistole (DS), GSD: espesor diastélico del tabique,
GPPD: Espesor de la pared posterior ventricular izquierda diastélica, GSS: espesor sistélico del
septum, GPPS: espesor sistélico de pared posterior; B, Parametros de hipertrofia como el indice de
masa del ventriculo izquierdo (IMVI) y el peso del corazén en relacién a la longitud de la tibia (PC/LT);
C, Dilatacién del ventriculo izquierdo evaluada con el diametro de las cavidades en diastole (DDVI) y
sistole (DSVI); D, Porcentaje de acortamiento endocardico. Los valores son promedio + SEM. *p < 0.

05, **p < 0. 01, ** p <0,001. N: 11 animales control y 12 animales con dieta rica en fructosa.
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Parametros Ratas Control | Ratas Fructosa
n 11 12

DD (mm) 5.34 + 0.08 5.69 + 0.03 ***
DS (mm) 2.08 +0.04 2.43 £ 0.02 ***
GSD (mm) 1.49 + 0.02 1.58 + 0.01 ***
GPPD (mm) 1.55 + 0.02 1.63 £ 0.02 **

AE (%) 60.93+0.40 | 57.27 £0.43 ***
IMVI (mg/g) 1.44 £ 0.05 1.76 £ 0.04 ***
IMVI (mg/mm) [ 13.03 £ 0.40 16.02 £ 0.2 ***

Tabla R.4. Parametros ecocardiograficos de ratas control y tratadas con dieta rica en fructosa.

El diametro ventricular izquierdo en diastole (DD) y sistole (DS) se incrementaron significativamente
en ratas tratadas con fructosa en comparacion con corazones de ratas controles, en asociacion con
aumentos significativos en los indices de hipertrofia (IMVI: indice de masa ventricular izquierda,
normalizado por peso corporal [mg/g] o [mg/mm] por la longitud tibial, GSD: espesor diastélico del
tabique; GPPD: Espesor de la pared posterior ventricular izquierda diastélico). Por otra parte, la
funcion sistolica (AE [%]: acortamiento fraccional endocardico) se redujo en ratas fructosa con

respecto a las ratas control. Los valores son promedio + SEM. **p < 0. 01, ***p < 0,001.

2. La dieta rica en fructosa aumenta la liberacién espontanea de Ca*

Los hallazgos observados en el animal entero nos llevaron a estudiar el manejo del
Ca?". El protocolo que realizamos para examinar el manejo del Ca®* en miocitos
aislados se muestra en la Fig. R.2A; que, como se explicd en los métodos, consistio
en medir la fluorescencia de miocitos incubados con Fura2-AM, los cuales
permanecieron en quiescencia durante 5 minutos y luego, fueron estimulados
eléctricamente a 1Hz de frecuencia, en presencia y ausencia del agonista B-
adrenérgico, isoproterenol (Iso). El uso de Iso es un desafio que simula un estrés
para la célula y podria desenmascarar eventos que en condiciones normales no se
observarian. Al finalizar cada serie se realizé un pulso de cafeina para estimar la
carga de Ca”* del RS. En condiciones no estresantes (sin Iso), los cardiomiocitos
aislados de ratas con dieta rica en fructosa mostraron un mayor nimero de eventos
espontaneos de liberacion de Ca** (EELC) (Fig. R.2A-D) que se correlaciona con

contracciones espontaneas, lo cual se asocié con un periodo de latencia mas corto

Tesis doctoral - Leandro Matias Sommese Pagina 77



(Fig. R.2E) en comparacion con miocitos de ratas con dieta control. La frecuencia
de EELC fue normalizada por el contenido de Ca®" del RS. Esta normalizacién
permite excluir que las diferencias de EELC se deban a cambios en la carga de
Ca?* del RS. Observando en detalle, se vio que solo los miocitos de ratas con dieta
rica en fructosa y no los controles mostraron aumento de los eventos de liberacion
de Ca* disincrénicos, atn durante el marcapaseo (Fig. R.2Bb, Bd, Cb y Cd). El Iso
aumenté el nimero de eventos de liberacién espontanea de Ca?* (Fig. R.2D), y baj6
el tiempo de latencia (Fig. R.2E). Estos hallazgos sugieren que las ratas con dieta
rica en fructosa ratas tienen patrones defectuosos proarritmicos del manejo del

2+
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Fig. R.2. Incremento de eventos espontdneos de liberacion de Ca® en miocitos aislados de
ratas. A, Protocolo para el estudio de Ca?" en miocitos de ratas con dieta control y dieta rica en
fructosa. El Ca** fue registrado en condiciones de quiescencia (a y ¢) a una frecuencia de estimulacién
por campo de 1Hz (b y d) en ausencia y presencia de Isoproterenol (Iso). Se realiz6 un pulso de
cafeina (caf) para evaluar la carga del reticulo sarcoplasmatico. B y C, registros de Ca®, en una
escala de tiempo ampliada, de miocitos aislados de ratas control y tratadas con fructosa,
respectivamente, correspondientes a las letras a-d del panel A. D, graficos de valores de frecuencia de
eventos espontaneos de liberacion de Ca’ en ratas a 0 Hz y 1 Hz normalizados por el contenido de
Ca’®* del SR en presencia y ausencia de Iso. E, tiempo de latencia de los eventos en miocitos de
ambos grupos de ratas en todas las condiciones. n = 25 a 40 miocitos de 4—6 ratas por grupo, *p<
0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 vs. CD sin Iso; §p< 0.05 vs. CD con Iso.

Con el fin de medir la liberacion local de Ca?* del reticulo sarcoplasmico (CaSp) y
las waves u ondas de Ca?' en cardiomiocitos aislados de rata, en las mismas
condiciones experimentales de protocolo de la fig. R.2A, se utilizd microscopia
confocal. En condiciones basales, la frecuencia, el ancho a la mitad de amplitud
maxima (AMAM) y la amplitud de las CaSp no fueron diferentes entre
cardiomiocitos aislados de ratas con dieta rica en fructosa y dieta control. En
contraste, mostraron un aumento significativo de la frecuencia de waves de Ca**y
contracciones espontaneas (Fig. R.3A-B, y en la Tabla R.5). El Iso no afect6 la
frecuencia de CaSp, pero aumentd significativamente la frecuencia de waves y
contracciones espontaneas en cardiomiocitos de ratas con dieta rica en fructosa
(Fig. R.3A-B). Estos resultados muestran una alteracién de la homeostasis del Ca®*,
que fue de una magnitud suficiente como para desencadenar contracciones

espontaneas en ratas con un estado prediabético.
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Fig. R.3. Incremento de la frecuencia de eventos espontineos de liberacion local Ca** del RS
(Ca2+ sparks y waves) en miocitos de ratas con dieta rica en fructosa respecto de las controles.

A, Imagenes de escaneo lineal de miocitos de ratas CD y FRD en presencia y ausencia de
Isoproterenol (Iso), con sus respectivos trazos lineales. B, Valores promedio de frecuencia de CaSp,
Waves y contracciones espontaneas (CE). Las barras representan el promedio + SEM. n = 20 a 26

miocitos de 4 ratas por grupo, *p< 0.05 comparado con CD, §p<0.05 comparado con CD + Iso.
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Control

Fructosa

Frecuencia (Sp/fl/seg) 18.8445.31 15.66+3.30
Amplitud (F/F0) 0.59+0.02 0.63+0.02
AMAM (pm) 3.05+0.04 3.22+0.05
DMAM (mseg) 24.5240.97 24.7110.81

Pérdida de Ca2*
mediada por Sparks

(UF/fl/seg)

484.69+30.14 | 464.84+31.90

Frecuencia (Wv/seg) 0.05+0.02 0.1140.03***

Frecuencia (CE/seg) 0.00+0.00 0.04+0.03***

Tabla R.5. Andlisis de los eventos de liberacion local de Ca®* en ratas control y con dieta rica en
fructosa.

La frecuencia de CaSp (Sparks de Caz") no fue diferente entre los cardiomiocitos aislados de ratas
con dieta rica en fructosa (FRD) o ratas con dieta control (CD). Aun asi, el aumento de las liberaciones
de Ca’" en forma de waves, en miocitos de FRD fue suficiente para desencadenar la actividad
contractil espontanea. Los valores son promedio + ES. AMAM, ancho en la mitad de amplitud maxima.

DMAM, duracién total en la mitad de amplitud maxima. UF, son unidades arbitrarias de fluorescencia.

*kk

n = 20-26 miocitos de 4-6 ratas por grupo. *** p < 0,001 vs control.

3. CaMKII media las liberaciones espontaneas de Ca?* en cardiomiocitos de

animales prediabéticos

La sobreexpresion y la hiperactivacién de CaMKIl aumentan la pérdida de Ca®" del
RS, que puede servir como un disparador molecular para las arritmias.'®® Por
esta razon, buscamos si CaMKIl juagaba un rol en la actividad espontanea inducida
por lo dieta rica en fructosa. En la figura R.4A se muestra que la forma activa
fosforilada de CaMKII y la fosforilacion de uno de sus sitios blanco, el residuo Thr'’
de PLN, se incrementaron en los corazones de ratas con dieta rica en fructosa en
comparacion con los controles, sin cambios en la expresién de otras proteinas
involucradas en el manejo del Ca**, como PLN y SERCa2a.

Un segundo grupo de experimentos tuvo como objetivo determinar si las

liberaciones espontaneas de Ca®* en los cardiomiocitos de ratas con dieta rica en
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fructosa podrian evitarse o reducirse en presencia de un inhibidor experimental de
CaMKIl. La figura R.4B-C muestra que el KN-93 impidié el aumento de los eventos
de liberacion espontanea de Ca?* y las contracciones espontaneas en
cardiomiocitos de ratas FRD bajo condiciones basales y estimuladas con Iso. Por el
contrario, KN-92, un analogo inactivo de KN-93, no pudo evitarlas.

Estos experimentos revelan en conjunto que la CaMKIl esta efectivamente
involucrada en la generacion de los eventos arritmogénicos que se observan en los

miocitos de animales tratados con fructosa.
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Fig. R4. La inhibicion de CaMKIl previene los eventos espontaneos de liberacién de ca® (EELC) en

miocitos de ratas tratadas con fructosa.
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A, inmunoblots representativos de PCaMKIl, CaMKIl, PThr'’, PLN, SERCaZ2a, y GAPDH como control de carga. A
la derecha estan los valores promedios. Los datos son promedio + ES. n= 4 ratas por grupo. *p<0.05 comparado
con CD, §p<0.05 comparado con CD + Iso. B, registros de transitorios de Ca®* continuos de miocitos de ratas
perfundidos en presencia de KN-92 y KN-93, y en presencia y ausencia de isoproterenol (Iso). Debajo, estan los
registros en una escala de tiempo expandida, a los tiempos indicados con las letras a—d. Las flechas indican los
EELC. C, valores de frecuencia de EELC a 0 Hz y 1 Hz con y sin Iso, normalizados por el contenido de Ca® del
RS, en miocitos de ratas con dieta rica en fructosa incubados con KN-92 and KN-93. Los datos de son promedio +

ES. n= 10 a 17 miocitos de 3 ratas por grupo. *p<0.05 comparado con CD, §p<0.05 comprarado con CD + Iso.

4. Mecanismos celulares de los eventos espontaneos de liberacién de Ca** y

actividad contractil inducidos por CaMKIl en los corazones prediabéticos

Las CaSp y las waves de Ca®* pueden ocurrir debido a la sobrecarga de Ca?* del
RS o como consecuencia de una alteracién en la funcién del RyR2.% Para develar
cual de estos mecanismos, si no ambos, estaban involucrados en los fendmenos
proarritmogénicos hallados, estudiamos en profundidad el manejo del Ca®* en
miocitos aislados. Se encontré que la amplitud del transitorio de Ca®" fue similar
entre los animales con dieta control y con dieta rica en fructosa, pero la amplitud de
los transitorios de Ca*" inducidos por cafeina fue significativamente menor en las
células de corazones de rata con dieta rica en fructosa respecto de las células de
ratas con dieta control (Fig. R.5B), lo que, de acuerdo a lo observado anteriormente,
puede deberse al aumento de la pérdida de Ca** en los cardiomiocitos de estas
ratas (Fig. R.3). Estos aumentaron significativamente la fraccion de liberacién de
Ca? (Amplitud de transitorio de Ca** por estimulo eléctrico/ Amplitud de transitorio
de Ca?" inducido por cafeina), en las células de ratas con dieta rica en fructosa con
respecto a las células de ratas control, como se muestra en la figura R.5A-B. El
contenido de Ca?* del RS se encontré significativamente disminuido en miocitos de
ratas con dieta rica en fructosa (Fig. R.5B), a pesar del aumento en la actividad
SERCaZ2a (Fig. R.5B, panel superior). Este aumento, puede deberse al aumento de
la fosforilacién dependiente de CaMKII en Thr'” de PLN, lo que contribuiria a evitar
una mayor reduccion de la carga de Ca?* del RS. Ademas, aunque no se observo
un cambio en el valor de Ca®" diastélico en condiciones de quiescencia y bajo
estimulo eléctrico, aumenté en gran medida cuando ocurrian los eventos
espontaneos de liberacion de Ca®* en forma de rafaga. Esto lo podemos observar
en un experimento tipico (Fig.5C) donde se ve que los miocitos de ratas con dieta
control no desarrollaron eventos arritmogénicos y por lo tanto la fluorescencia
diastdlica se mantuvo estable. Por el contrario, en miocitos de ratas con dieta rica
en fructosa, mientras no se evidenciaron eventos arritmogénicos (al inicio del
registro) la fluorescencia basal fue similar a la de los miocitos de ratas control, pero

cuando se dispararon los eventos se produjo un aumento significativo de la

Tesis doctoral - Leandro Matias Sommese Pagina 83



fluorescencia diastdlica. Esto mismo se evidencia en los resultados promedio de
este analisis en el grafico de barras de la figura R.5C, barras a rayas.

En conjunto, los resultados sugieren que el aumento en la actividad espontanea no
se asocia a una sobrecarga de Ca?* del RS.

En vista de estos resultados, la otra alternativa que podria explicar el aumento de
las liberaciones espontaneas es la alteracion de la actividad en RyR2. Puesto que
se ha demostrado que la fosforilacion RyR2 dependiente de CaMKIl aumenta la

pérdida de Ca®* del RS, la frecuencia de CaSp'®® 188

y las arritmias ™, lo préximo a
examinar fue el estado de fosforilacion de RyR2 (Fig. R.5D). Por inmunoblotting se
pudo observar un aumento en la fosforilacién de RyR2 en el sitio Ser2814, que es
reconocido como especifico para CaMKII, en los corazones de ratas con dieta rica
en fructosa en relacién con ratas con dieta control, sin cambios en la expresion
RyR2. En contraste, el grado de fosforilacién catalizada por PKA en el sitio
Ser2808, no se alter6 en los corazones prediabéticos en comparacion con los
controles.

Por otro lado, el acortamiento de los miocitos mostré un aumento significativo en
aquellos provenientes de rata con dieta rica en fructosa versus los de rata con dieta
control (Fig. 5A-B), a pesar de tener transitorios con amplitudes similares, un
hallazgo que esta en concordancia con un aumento de sensibilidad al Ca®* de los
miofilamentos, y que ya ha sido descripto en un modelo similar.* La contractilidad y
los transitorios de Ca®* que muestran los miocitos aislados estan en contraste con
los obtenidos en los estudios ecocardiograficos, donde se observd una disfuncion
sistélica a nivel de corazén entero (Fig. R.1 y Tabla R.1). La causa de esta
discrepancia no es evidente para nosotros y requiere una mayor investigacion.
Posibles explicaciones a estos hallazgos son alteraciones en el tejido y a nivel de
o6rgano entero (es decir, la fibrosis intersticial, la apoptosis, el compromiso
vascular), y que no estan presentes en miocitos aislados. Por ejemplo, la
hiperglucemia sostenida puede aumentar la glicosilacion de proteinas intersticiales
tales como el colageno, que se traduce en la rigidez miocardica y alteracion de la
contractilidad.?*®

Todos estos resultados, en conjunto, son consistentes con la presencia de un
sustrato proarritmogénico en las ratas con dieta rica en fructosa que subyace en
una fosforilacion del RyR2 dependiente de CaMKIl, que es la que produce la

pérdida de Ca*" del RS.
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Fig. R.5. El tratamiento con fructosa incrementa la fosforilacion dependiente CaMKII de RyR2 y
disminuye el contenido del RS.

A, Registros individuales representativos de contraccion, transitorio de Ca”* y transitorio de Ca’*
inducido por cafeina de miocitos de ratas controles y con dieta rica en fructosa (CD y FRD). B, valores
promedios de acortamiento, amplitud de transitorio de Ca2+, liberacion fraccional de Ca2+, velocidad de
decaimiento del transitorio de Ca®* (1/t de CaiT), amplitud transitorio de Ca** inducido por cafeina,
velocidad de decaimiento del transitorio de Ca®* inducido por cafeina y la actividad de SERCa2a (K
SERCaZ2a), de miocitos de ratas CD y FRD. Los datos se expresaron como media + ES, n=25 a 40
miocitos de 4—6 ratas por grupo. C. valores promedio de ca®* diastolico con un registro tipico
representativo de fluorescencia, La barra a rayas representa el Ca”" diastolico durante los episodios
de liberacion espontanea de Ca®* en miocitos FRD. n=18 miocitos de 6 ratas. *p<0.05 comparado con
CD. D, inmunoblots representativos y resultados promedio de la expresiéon de RyR2 (a la izquierda),
PSer2814 de RyR2 (panel central) y PSer2808 (a la derecha). B-actina fue usada como control de

carga. Los datos se expresaron como promedio + SEM. n= 4 ratas por grupo, *p<0.05.

5. Mecanismo de activacion de CaMKIl y desestabilizacion de RyR2

Como se menciond en la introduccion, CaMKIl se activa de manera candnica por
aumento en la unién a Ca?/CaM."" Sin embargo, ni el Ca®* diastdlico ni la amplitud
del transitorio de Ca? aumentaron en los miocitos aislados de ratas alimentadas
con dieta rica en fructosa, y a pesar de ello, hubo un aumento significativo en la
frecuencia de eventos de liberacién de Ca?* en las ratas con dieta rica en fructosa
con respecto a los animales controles, tanto con o sin estimulaciéon eléctrica
dependiente de la hiperactividad de CaMKII. Las liberaciones espontaneas de Ca**
aisladas no produjeron ninguna alteracion del Ca®" diastolico, pero, cuando éstas se
presentaron como rafagas de eventos espontaneos, se asociaron a un aumento en
el Ca*" diastélico (Fig. R.5C), que perduré durante los eventos arritmogénicos de
manera reversible. Por otra parte, el aumento de Ca* citosélico que se produjo
durante liberacion espontanea de Ca?*, estimado con la integral de estos eventos
durante un periodo de 3 min antes de la estimulacién eléctrica, se incrementd
significativamente en 3,14 + 1,4% (p<0,05) en los miocitos aislados de ratas con
dieta rica en fructosa respecto de sus pares controles. Sin embargo, como se
observa en los valores promedio (Fig. R5C), el Ca** diastélico no se modificé fuera
de lo que representan las rafagas arritmogénicas, por lo que es probable que exista
otra fuente de activacion de CaMKIl.

Por otra parte, experimentos anteriores han demostrado que CaMKIl puede
mantener su actividad por ROS, incluso a niveles de Ca®" subdiastélicos’ y que las
arritmias inducidas por ROS estaban vinculados a la capacidad de ROS para

activar CaMKII'". Ademas, como se ha mencionado en la introduccién, en la MCD
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los sistemas de produccion de ROS se sobreexpresan al mismo tiempo que
aumentan su actividad. Por esta razén, evaluamos la posibilidad de que un
aumento en la produccién de ROS pueda contribuir al aumento en la actividad
CaMKIl en los miocitos de ratas con dieta rica en fructosa. La figura R.6A-B
muestra que la peroxidacion lipidica (determinada por TBARS) y la produccion de
ROS (Oy) aumenté de manera significativa en los animales con dieta rica en
fructosa. Ademas, pudimos detectar un aumento significativo en la oxidacion de
CaMKIll en el sitio Met 281/282 (ox-CaMKII). La figura R.6C representa inmunoblots
tipicos y los resultados generales que indican el aumento en ox-CaMKIl,
confirmando nuestra hipdtesis. Estos resultados revelan el aumento en la

produccion de ROS y la oxidacion de CaMKII en los animales tratados con fructosa.
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ratas por grupo, *p<0.05.

Para investigar con mas profundidad el posible papel de ROS y CaMKII en el patréon
arritmogénico observado en el modelo de rata con dieta rica en fructosa, se
utilizaron ratones salvaje (WT) con dieta rica en fructosa y dieta control, y ratones

transgénicos
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SR-AIP, como una herramienta genética para confirmar los resultados obtenidos en
rata. Los ratones SR-AIP expresan un péptido inhibidor de CaMKII, AlP, dirigido a la
membrana del RS por fusién con el dominio transmembrana de PLN. Esta
herramienta quimica impide que la CaMKI| fosforile sus sustratos en el RS, es decir,
PLN y RyR2. Como se muestra en la Tabla R.6, los ratones con dieta rica en
fructosa WT y SR-AIP presentan incrementos significativos en el area bajo la curva
de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, o que indica una condicion
de prediabetes similar a las ratas. A diferencia del modelo en ratas, en la tabla R.7,
puede observarse no solo un aumento en la frecuencia de waves y contracciones
espontaneas sino también en la frecuencia y la amplitud de los sparks,

repercutiendo en un aumento de la pérdida de Ca** mediada por sparks.

Tratamiento

Ratones n Parametros
Control Fructosa
GA (mmol/L) 155.2+10.47 143.0+8.72
WT 9 ABC (e, 947+98 1281457+

glucosa/L.min)

Peso corporal (g) 31.22+0.71 25.36+3.22

GA (mmol/L) 161.0+15.66 219.2442.8

ABC (mmol

. 1106108 1720+160**
glucosa/L.min)

SR-AIP =

Peso corporal (g) 28.24+0.74 27.10+0.35

Tabla R.6: Caracterizacion metabodlica de los ratones. GA: glucosa en ayunas, ABC: area bajo la
curva, WT: por sus iniciales en inglés, wild type (cepa salvaje). Los datos se expresaron como media +
SEM, *p<0.05, **p<0.01.

Estas diferencias no se observaron en ratones SR-AIP lo cual remarca el efecto del
tratamiento con dieta rica en fructosa sobre la fosforilacion de blancos de CaMKIl a
nivel del RS.

Por otro lado, la figura R.7A muestra que en los ratones WT, la dieta rica en
fructosa, aumento significativamente (p=0,02) el estrés oxidativo (TBARS) en

comparacion con los ratones cotratados con Tempol.
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Ratones WT Ratones SR-AIP
Control Fructosa Control Fructosa
n 14 21 15 5
Frecuencia 2.79+0.94 7.86x1.77* 0.62+0.36* 0.10+0.05
(Sp/fl/seg)
Amplitud (F/F0) 0.55%£0.03 0.70+0.04** 0.45+0.05 0.64+0.09
AMAM (pam) 3.80+0.14 3.27+0.08** 3.59+0.26 3.96+0.64
DMAM (mseg) 39.11+3.83 21.43+1.14*** 24.86+3.57** 36.6717.86
Pérdida de Caz+ 220.21+23.58 | 335.26+33.98** | 27.39+8.40*** 9.28+2.26
mediada por
Sparks
(UF/fl/seg)
Frecuencia (Wv/seg) 0.08+0.02 0.18+0.04* 0.04+0.02 0.01+0.01
Frecuencia (CE/seg) 0.02+0.01 0.10+0.002* 0.01+£0.01 0.01+0.01

Tabla R.7. Andlisis de los eventos de liberacion local de Ca** en ratones CD y FRD.

En los ratones WT con FRD se visualizo un aumento de las liberaciones de Ca®', tanto locales
(sparks) como propagadas (waves y transitorios); lo cual pudo prevenirse en los SR-AIP. Estos
resultados indican que CaMKII, a través de su accién sobre el RS contribuye en la generacién de un
sustrato arritmogénico, lo que se observa, en ratones prediabéticos. Los valores son promedio + ES.
AMAM, ancho en la mitad de amplitud maxima. DMAM, duracién total en la mitad de amplitud maxima.
UF, son unidades arbitrarias de fluorescencia. n = 5-21 miocitos de ratones de 3-4 WT y SR-AIP,

control y fructosa. *p < 0.05, **p < 0. 01, *** p < 0,001 vs WT control.

Para explorar la posible participacién de los ROS en la aparicion de los eventos de
liberacién espontanea de Ca** por el tratamiento con fructosa en ratones WT, estos
fueron cotratados con Tempol, un atrapador intracelular de ROS. El cotratamiento
de los ratones WT con Tempol impidié el aumento en TBARS vy la fosforilacion de
RyR2 en el sitio de CaMKII (Fig. R.7A-B). Por otra parte, los eventos espontaneos
producidos por el tratamiento con fructosa también fueron prevenidos con Tempol
(Fig. R.7C-D). Tomados en conjunto, los resultados sugieren que los ROS estan
implicados en la actividad espontanea de los animales con dieta rica en fructosa a
través de la fosforilacion de RyR2 dependiente de CaMKII. Para profundizar en este

punto, hemos realizado experimentos en ratones SR-AIP.
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Fig. R.7. Rol de los ROS en los eventos espontdneos de liberacion de ca” y en la activacion de
CaMKil.

A, resultados promedio de TBARS que muestran la peroxidacion lipidica aumentada en ratones WT
con dieta rica en fructosa (FRD) y la disminuién significativa que produce el cotratamiento con Tempol.

Los datos se expresan como media + ES. n = 4 ratones por grupo. B, fosforilacién de RyR2 en el sitio
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dependiente de CaMKIl, S2814, en presencia y ausencia de Tempol en ratones WT FRD. Los datos
se expresan como media + ES. n = 4 ratones por grupo. C, imagenes de escaneo lineal de miocitos de
ratones WT FRD y FRD + Tempol (FRD + T). Debajo, estan los respectivos trazos lineales. Se puede
ver como el Tempol previno el incremento de eventos espontaneos de ca® producido por el
tratamiento con fructosa. D, valores promedios de frecuencia de CaSp, Waves y contracciones
espontaneas (CE). E, la peroxidacion lipidica en ratones SR-AIP FRD incrementé con la dieta rica en
fructosa y fue también prevenida con el cotratamiento con Tempol. F, fosforilacién dependiente de
CaMKIl de RyR2 en el sitio Ser2814 en presencia y ausencia de Tempol en ratones SR-AIP FRD. G,
imagenes de escaneo lineal de miocitos de ratones WT FRD y FRD+ Tempol (FRD + T) en ratones
SR-AIP. H valores promedios de frecuencia de CaSp, Waves y SC. Los ratones SR-AIP no mostraron
eventos de Ca*', a pesar del incremento en ROS. Los datos se expresan como media £+ ES. n = 10 a
15 miocitos de 4 ratones por grupo. Notese que en el caso de los ratones SR-AIP los valores de CaSp,
waves y CE son casi imperceptibles ya que por propésitos comparativos se mantuvo la escala del
panel D.

La figura R.7E muestra que el Tempol en los ratones con dieta rica en fructosa,
como sucedia con los WT, impidié el aumento en el estrés oxidativo producido por
la dieta (p < 0,05). El tratamiento con Tempol también evitd significativamente el
aumento de ox-CaMKIl en ratones SR-AIP tratados con fructosa en un 75,04 *
7,34%. Acorde con lo que se esperaba, los ratones SR-AIP con dieta rica en
fructosa no mostraron cambios en la fosforilacion de RyR2 dependiente de CaMKI|
ni en la frecuencia de eventos de liberacién espontanea de Ca®', ya sea en
ausencia o presencia de Tempol (Fig. R.7F-H), a pesar de presentar el aumento de

estrés oxidativo producido por la dieta rica en fructosa.
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Fig. R.8. La inhibién de CaMKII disminuye la incidencia de eventos espontaneos de liberacion
de Ca®* en miocitos aislados tratados con H;0.

Efecto de H-02> 200 uM en la incidencia (izquierda) y frecuencia de eventos espontaneos de liberacion
de Ca** (EELC) (derecha) en miocitos cargados con Fluo-3 en presencia y ausencia de inhibicion de
CaMKIl con KN93. El H,0; produjo Waves de ca® que se previnieron con la inhibicién de CaMKIl lo
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que indica que el estrés oxidativo puede activar la CaMKIl y producir EELC. Los datos son promedios

con sus respectivos SEM. N, indicado en cada barra. * p<0,05 respecto de células control (sin KN-93).

Por ultimo, se realizdé una serie adicional de experimentos en los miocitos aislados
de ratones WT con dieta control previamente tratados con H,O, para simular en
miocitos aislados sanos el aumento del estrés oxidativo que sufren los miocitos de
animales tratados con fructosa. Estos experimentos se realizaron en presencia y
ausencia de KN-93 para apoyar los resultados mostrados en la figura R.4. Los
mismos mostraron que la inhibicion de CaMKII fue capaz de prevenir la liberacion

espontanea de Ca** inducida por H,0; (Fig. R.8).

En resumen, estos resultados indican que el incremento en el estrés oxidativo es un
evento previo a la activacién de CaMKIl y que la activacién de dicha quinasa por
oxidacién induce cambios proarritmicos en el manejo del Ca®" en los animales

tratados con dieta rica en fructosa.

6. La aparicion de eventos de liberacion de Ca?* predispone a la aparicion de

alteraciones electrocardiograficas

Los resultados anteriores muestran que la dieta rica en fructosa produce
alteraciones proarritmogenicas en los cardiomiocitos. Entre ellas, las salidas
espontaneas de Ca®*, contracciones espontaneas y la activacion de CaMKIl y
RyR2. A partir de estos resultados, se busco evaluar los efectos de los cambios
intracelulares sobre el corazén entero in vivo. Para ello, se realizd
electrocardiografia (ECG) en animales conscientes durante 30 minutos para evaluar
si los eventos celulares observados se traducian en arritmias en los animales in
vivo. Los ratones WT con dieta control mostraron ritmo sinusal normal, en contraste
con los ratones tratados con dieta rica en fructosa en los cuales se puso en
evidencia, a partir de mediciones de ECG continuos, una bradicardia significativa
(Tabla R.8A y la Fig. R.9Al-ii). Esto se vi6 acompanado por un aumento en
intervalos de tiempo del ECG (RR, QT y QTc). Por otra parte, los ratones WT con
dieta rica en fructosa exhibieron transitoriamente al menos una de las siguientes
alteraciones en el ECG, fibrilacion auricular (FA), bloqueo auriculoventricular
(bloqueo AV), taquicardia ventricular bidireccional, latidos ectdpicos ventriculares,
taquicardia ventricular sostenida vy fibrilacion ventricular después de una carga de
cafeina + epinefrina (Tabla R.8B y Fig. R.9Aiii-v), maniobra que se realiz6 para

desenmascarar posibles arritmias inducidas por estrés.
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Fig. R.9. La dieta rica en fructosa induce arritmias y eventos de liberacién de Ca® en ratones
WT, las cuals se previenen en ratones SR-AIP.

A y B, registros representativos de ECG de ratones WT y SR-AIP controles (CD) y tratados con dieta
rica en fructosa (FRD). A, ritmo sinusal normal en ratones WT CD (i), ratones WT FRD con bradicardia
(i), taquicardia bidireccional (iij), latidos ventriculares ectopicos (iv, flecha) y bloqueo auriculo-
ventricular (v, flecha). B, ritmo sinusal normal en ratones SR-AIP, tanto CD (i) como FRD (ij). C y D,
Imagenes de escaneo lineal de miocitos de ratones WT y SR-AIP, CD y FRD, respectivamente.
Debajo aparecen sus respectivos trazos lineales. E, valores promedios de frecuencia de CaSp, Waves
y CE, y pérdida de ca®* de miocitos de ratones WT y SR-AIP, CD y FRD. Los ratones SR-AIP
estuvieron protegidos contra las arritmias y los EELC locales. Los datos se expresaron como media +
SEM. n=14 a 21 miocitos de 4 ratones por grupo, *p<0.05 comparado con WT CD; #p<0.05
comparado con WT FRD.
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WT SR-AIP
CD FRD CcD FRD
n 6 7 6 6

FC (Ipm) 682110 584+35* 567+37* 529+13*
RR (mseg) 88.1+1.6 105.2+7.2* 108.2+7.2* 113.742.8*
PR (mseg) 30.9+1.8 30.6+0.6 33.5+1.7 35.5+1.4*
P (mseg) 11.8+0.7 12.9+0.5 14.3+1.3 15.5+1.0*
QRS (mseg) 12.2+0.6 12.9+0.5 13.7+0.9 14.5+0.4*
QT (mseg) 52.6+1.9 60.8+2.8* 67.6+4.7* 70.4+3.6*

QTc (mseg) 56.0+1.9 59.4+1.6* 64.9+2.9 65.912.8

Tabla R.8A. Caracteristicas de ECG de ratones control y tratados con fructosa.
Frecuencia cardiaca, FC. Duracion del intervalo RR, RR. Duracion del intervalo PR, PR. Duracion de
onda P, Pp. Duracién del complejo QRS, QRS. Duracién del intervalo QT, QT. Duracion corregida por

la frecuencia cardiaca del intervalo QT, QTc. *p<0.05 respecto de WT CD.

WT SR-AIP
CcDh FRD FRD+Tempol CD FRD
n 6 7 7 6 6
LVE 0.47 +0.03| 1.88 + 0.05*| 0.10+0.01*" 0.00 £ 0.00] 0.08 £ 0.00
(eventos/10min)
TV 0.11+0.01| 0.31 £ 0.02*| 0.10+0.01" 0.00 £ 0.00] 0.00 £ 0.00
(eventos/10min)
FV 0.00 +0.00{ 1.37 £0.10 | 0.00+0.00" 0.00£0.00] 0.13+£0.10
(eventos/10min)
FA (# de 0de6 3de7 0de7 0de6 0de6
ratones)

Tabla R.8B. Alteraciones arritmicas del ECG en ratones control y tratados con fructosa (WT y
SR-AIP).

Los resultados muestran que los eventos arritmicos en los ratones tratados con dieta rica en fructosa
(FRD) desafiados con cafeina y epinefrina se redujeron significativamente en ratones SR-AIP y en
ratones WT FRD tratados conjuntamente con Tempol en comparacién con los ratones WT FRD. Esto
indica que CaMKIl y ROS contribuyen al patrén arritmico observado en ratones prediabéticos por su
accion a nivel del SR. Los valores son promedio + ES, de eventos/10 min. LVE: latidos ventriculares
ectopicos; TV: taquicardia ventricular; FV: fibrilacion ventricular; FA: fibrilacion auricular. *p<0.05 vs

ratones control respectivos a cada cepa. #p<0.05 vs ratones FRD respectivos sin Tempol.
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Todos estos eventos arritmicos estuvieron ausentes en ratones WT controles y
tratados con dieta rica en fructosa cotratados con Tempol (Tabla R.8B) y en ratones
SR-AIP controles y tratados con dieta rica en fructosa (Fig. R.9B). Las figuras R.7C,
D, R.9C-E y la tabla R.7 muestran que los ratones WT con dieta rica en fructosa
presentaron una mayor frecuencia de CaSp, waves de Ca?" y actividad contractil
espontanea que los WT con dieta control, y que los ratones SR-AIP, ya sea con
dieta control como con dieta rica en fructosa. En conjunto, estos resultados
indicarian que las acciones de CaMKIl sobre el RS probablemente contribuyen al

patron arritmico observado en animales prediabéticos.

7. La dieta rica en fructosa promueve apoptosis en miocitos cardiacos

En la tabla R.4 y en la figura R.1 puede observarse una disminucién de la fraccion
de acortamiento del corazén. Esta pérdida de fuerza para contraerse puede
deberse a distintos procesos, entre ellos, alteraciones en el manejo del Ca?,
desensibilizacion al Ca®* de las miofibrillas y la apoptosis, entre otras.™

En el andlisis del manejo del Ca*" y el acortamiento de los miocitos cardiacos,
representado en la figura R.5, puede observarse que no hay cambios en la amplitud
del transitorio de Ca** en los miocitos de ratas con dieta rica en fructosa. No
obstante, estas células mostraron un mayor acortamiento, lo que significa, en
conjunto con lo anterior, que los miofilamentos presentaron una mayor sensibilidad
al Ca?*, ya que para niveles similares de Ca*" las células provenientes de ratas FRD
presentaron una mayor amplitud de acortamiento celular. Esto ultimo se contrapone
con el concepto de que un mayor acortamiento de las proteinas contractiles lleva a
un aumento de la fraccién de acortamiento del corazén entero, por esto, debe existir
otra causa para este comportamiento del corazén entero. Se realizaron, entonces,
pruebas en busca de apoptosis de miocitos que pueda explicar la pérdida de fuerza
cardiaca. Para esto se realizé la técnica de TUNEL que marca de rojo los nucleos
apoptoticos, se midio por western blot la expresion de la proteina proapoptética Bax
y la antiapoptotica Bcl2, y se medié la fosforilacion de la proteina p38 MAPK
involucrada en la via intrinseca de la apoptosis. La figura R.10 A, muestra una serie
de fotos representantivas donde se ve la presencia de desmina (marca células
musculares), con DAPI se resaltan los nucleos y en rojo pueden verse los nucleos
TUNEL positivos. Las barras representan la cantidad de ratas con distinta cantidad
de células TUNEL positivas, en estas se pone en evidencia que las ratas con dieta
rica en fructosa presentaron una mayor cantidad de células con apoptosis. Estos

resultados se corroboraron con la relacion entre Bax y Bcl2 que también aumento
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en los corazones de las ratas tratadas respecto de sus pares con dieta control.
Ademas, se observé un aumento de la fosforilacion de p38 MAPK, el cual es

indicativo de la participacion de la mitocondria en el proceso apoptoético.
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Fig. R.10: Apoptosis en ratas con dieta rica en fructosa.

A. Las fotografias muestran la tincién con desmina para denotar las células musculares; TUNEL, para
denotar la fragmentacién de ADN; DAPI para ver la totalidad de ntcleos y una ultima imagen en donde
convergen todas las tinciones. FRD aumenta significativamente la apoptosis cardiaca. B. En los
graficos de barra se observa la proporcién de células con apoptosis en ambos grupos, la relacién entre
una proteina proapoptodtica (Bax) y una proteina antiapoptoética (Bcl2), calculada a partir de la técnica

de western blot y la fraccion de la proteina p38MAPK fosforilada.

Ademas de su papel en acoplamiento excitocontractil, el Ca®* regula la produccién
de ATP y otros procesos celulares como la muerte, entre otras. El Ca®* mitocondrial
sigue las fluctuaciones del Ca®" citosdlico y se cree que este mecanismo permite
una estrecha relacién entre los requerimientos de ATP y su produccién. El Ca* que

ingresa a la mitocondria, ademas de la regulacion del metabolismo, contribuye a la
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induccién del poro de transicion mitocondrial cuando se producen aumentos
sostenidos de Ca®, lo que podria llevar a la despolarizacién de la mitocondria y al
inicio de la via intrinseca de apoptosis. Se ha demostrado una mayor sensibilidad al
Ca?* del poro de transicion mitocondrial debido a la presencia de un estado alterado
del equlibrio redox de la mitocondria.?** Debido a que observamos un aumento en la
salida de Ca*" del RS con una disminucién de la carga del mismo sin aumento
sostenido del Ca?* diastélico y que es conocida la existencia de una relacién directa
entre el RS y la mitocondria®*® es légico especular que el Ca?* liberado en los EELC
podia ingresar a la mitocondria y producir alteraciones en la organela que justifique
la apoptosis observada. En la figura R.11 A se observa un grafico de barras donde
se representa el promedio de los niveles de Ca ?* en la mitocondria, y en el cual se
observa un aumento significativo del mismo en ratas tratadas con dieta rica en
fructosa respecto de las ratas con dieta control, lo que nos permite inferir la
sensibilidad del poro de transiciéon mitocondrial a la apertura inducida por Ca?*. Para
comprobar esto se realizaron ensayos de sensibilidad al hinchamiento mitocondrial
mediado por el poro gracias al agregado de Ca®* a un pool de mitocondrial aisladas.
En el panel superior a la izquierda de la figura R11.B se ven ejemplos
representativos de las caidas de densidad 6ptica (DO) ante el agregado de distintas
concentracién de Ca®" (una mayor caida indica una mayor sensibilidad a la
apertura), en el panel superior derecho se muestran dos registros representativos a
50 um de Ca®*, en negro mitocondrias aisladas de corazones de ratas con dieta
control y en rojo mitocondrias aisladas de corazones de ratas con dieta rica en
fructosa, en las cuales puede verse una mayor caida de DO en las mitocondrias de
ratas tratadas comparandolas con las controles. En el panel inferior se graficaron
los promedios de las diferencias de DO para cada concentracién de Ca*. El
corrimiento de la curva hacia la derecha muestra una mayor sensibilidad del
hinchamiento mitocondrial al Ca®* para las mitocondrias de ratas con dieta rica en
fructosa. A partir de estos resultados, se buscd confirmarlos por otro método
indicador del deterioro mitocondrial en cardiomiocitos intactos, la medida del
potencial de la membrana mitocondrial con un indicador especifico, JC-1, que
cambia su color de rojo a verde ante la despolarizacion de la membrana mitocndrial.
En la figura R.11 C se puede ver una menor relacion entre la emision roja y la verde
del indicador en las céluas de ratas con dieta rica en fructosa versus las que
tuvieron dieta control, indicando un grado mayor de despolarizacion. Al mismo
grupo de células se les agregé H,O, como estimulo agresivo para forzar la

despolarizacion, y se observo una disminucion de la relacién de fluorescencia en

Tesis doctoral - Leandro Matias Sommese Pagina 97



ambos grupos manteniéndose la diferencia entre las células de ratas tratadas y los

controles.

En su conjunto, estos resultados pusieron en evidencia la presencia de apoptosis y

la participacion de la mitocondria en el proceso.
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Fig. R.11: Apoptosis en ratas con dieta rica en fructosa

A. Protocolo de hinchamiento mitocondrial. A la izquierda, se observa la caida de DO a medida que se
agregan distintas concentraciones de Ca®" a las mitocondrias aisladas. A la derecha se muestra una
curva experimental obtenida en mitocondrias de animales CD (negro) y FRD (Rojo) luego del
agregado de 50uM de Ca®'. Las mitocondrias FRD denotaron una caida significativamente mayor que
las provenientes de animales con CD. B. Se midieron las concentraciones basales de ca*
mitocondrial por microscopia confocal, utilizando Fluo-3 AM como indicador en miocitos aislados de
rata. La figura muestra un aumento del Ca®" mitocondrial en las ratas FRD. C. Las mitocondrias de
ratas con dieta rica en fructosa (FRD) mostraron mayor despolarizacion en el comienzo del
experimento comparadas con el control y tuvieron un descenso mas rapido luego del agregado de
H20,.
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DISCUSION
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La prevalencia de la tolerancia a la glucosa alterada esta creciendo en todo el
mundo® con un consecuente incremento en el riesgo de desarrollar DMT2 y
enfermedades cardiovasculares. La tolerancia a la glucosa alterada ha demostrado
ser un estado precursor de diabetes y usualmente coexiste con un estado de
resistencia a la insulina, con un riesgo mayor de morbilidad cardiovascular y
mortalidad. Los resultados de este estudio mostraron que los miocitos ventriculares
de animales con dieta rica en fructosa desarrollaron eventos cardiacos
arritmogénicos. Ademas, indicaron que la fosforilacion de RyR2 dependiente de
CaMKIl forma parte del mecanismo proarritmogénico observado a nivel celular en
ratas y ratones con dieta rica en fructosa. Finalmente, el aumento de la actividad de
CaMKIl que se produce en el modelo es dependiente del incremento de estrés

oxidativo producido por la dieta rica en fructosa.

1. La dieta rica en fructosa como modelo de prediabetes

La Asociacibn Americana de Diabetes indico que la DMT2 esta usualmente
precedida por un desorden metabdlico conocido como prediabetes, también predice
que en 10 afios el 50% de los individuos con prediabetes presentaran DMT2
manifiesta’. Este estado se caracteriza por un nivel aumentado de glucemia en
ayunas o después de la prueba de tolerancia oral a la glucosa, sin alcanzar los
valores de un paciente con diabetes manifiesta. La prediabetes constituye un factor
de riesgo importante para el desarrollo de diabetes y/o sus complicaciones
crénicas, como retinopatia o enfermedades cardiovasculares®¢?*’.

La administracion de dieta rica en fructosa a ratas por 3 semanas induce cambios
en el metabolismo de glucosa (tolerancia a la glucosa alterada) y lipidos, disfuncién
enddcrina, resistencia a la insulina e incremento del estrés oxidativo’®. En este
modelo se observa una alteracién de las enzimas del metabolismo de los hidratos
de carbono como la disminucion de la actividad de la glucoquinasa y el aumento de
la actividad de la glucosa-6-fosfatasa, lo cual promueve la resistencia a la
insulina.?®® A pesar de la falta de obesidad, existe un aumento en los depdsitos
lipidicos con aumento del tamafo de los adipocitos, caracteristico de una
redistribucion de la grasa que se produce alrededor de los tejidos y no en un sitio u
érgano en particular.?®® Todos estos cambios son comparables con aquellos que se
observan en personas con DMT2/prediabetes, por esta razdon la dieta rica en
fructosa es un modelo util para el estudio de prediabetes. De hecho, en estudios

previos, el modelo de dieta rica en fructosa ya ha sido utilizado para la evaluacion
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de la funcién miocardica.***® Se ha observado en el modelo de resistencia a la
insulina por el consumo de fructosa, un incremento en la produccién de ROS en
corazdn, dependiente de la NADPH oxidasa.'®® Por esto, el incremento en el estrés
oxidativo es tanto una consecuencia como un causante de la resistencia a la
insulina por alteracién de la sensibilidad del receptor de insulina debido a la
disminucion de factores de transcripcion PDX-1. Como se mencioné en la
introduccion, PDX-1 disminuye por el estrés oxidativo, y ayuda a la reparacion y
regeneracion de células 3 del pancreas y a la respuesta por induccion del receptor
de insulina.>* Ademas, se ha encontrado una correlacién entre el aumento de la
produccion de ROS vy la hipertrofia cardiaca.?*®

Se ha postulado que el modelo de prediabetes por consumo de altas cantidades de
fructosa produce resistencia a la insulina, principalmente, por modificacion
posttraduccional del receptor de insulina. Sobre este receptor pueden actuar la
tirosina fosfatasa y proteinas serina/treonina quinasa (como JNK). Ambas regulan
negativamente al receptor de insulina en animales tratados con fructosa, impidiendo

su autofosforilacién y la fosforilacién de sus sustratos.?*'

Nosotros pudimos reproducir este modelo en ratas y ratones. En estos ultimos se
apreciaron caracteristicas propias del modelo tales como, la alteracion de la prueba
de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. El uso de ratones con dieta rica en
fructosa nos permitié utilizar herramientas de modificacién genética para un mejor

entendimiento de las vias y los mecanismos subyacentes.

2. Promocion de eventos espontaneos de liberacion de Cca% y contracciones

espontaneas

Ha sido descripto el incremento en el riesgo de muerte a largo plazo en pacientes

242243y de arritmias en jévenes con diabetes®*. Estos

con prediabetes
antecedentes indicarian que probablemente, durante la ventana asintomatica previa
al diagndstico de DM, habria cambios a nivel celular que favorezcan un escenario
proarritmogénico no detectado. Nordin et al.™® observé un aumento de la
propension a DADs en un modelo de ratas diabéticas por estreptozotocina y se
sabe que los pacientes diabéticos poseen varias alteraciones del ECG, como la
dispersion de la durancién del intervalo QT.?*> Ademas, el metabolismo anormal de
la glucosa y la glucemia alterada en ayuno fueron asociadas con un aumento en la
incidencia de fibrilacién atrial.** Sin embargo, la posibilidad de que la condicién de

prediabetes predisponga a arritmias ventriculares no ha sido descripta. En nuestro
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modelo de tolerancia a la glucosa alterada, mostramos un aumento en la frecuencia
de eventos espontaneos de liberacién de Ca®', incluyendo CaSp y waves que
pueden o no culminar en contracciones espontaneas en miocitos ventriculares.
Asimismo, encontramos anormalidades en el ECG, incluyendo episodios de
fibrilacion auricular, latidos ventriculares espontaneos y arritmias ventriculares in
vivo. Por consiguiente estos resultados revelan que en los animales con dieta rica
en fructosa, es evidente la presencia de un sustrato arritmogénico antes de que
aparezcan las manifestaciones clinicas propias de la DMT2.

Por otra parte, es conocido que la activacion del receptor B-adrenérgico puede
provocar arritmias cardiacas debido a la liberacién de Ca? del RS en diastole, a
través, de la fosforilacion del RyR2 por PKA. La activacion de los receptores [3-
adrenérgicos puede actuar sobre los RyR2 por activacion de CaMKIl mediada por
EPAC (proteina intercambiadora activada por AMPc), a través de mecanismos que
involucran el aumento de Ca? que produce la activacion B-adrenérgica.?*® En
nuestro estudio, el estrés producido por catecolaminas conduce a un aumento en la
frecuencia de eventos espontaneos de liberacion de Ca** en miocitos de ventriculo
izquierdo, que parece ser sustancialmente dependiente de la hiperactividad de
CaMKIl e independiente de la actividad B-adrenérgica ya que, el estado de

2808

fosforilacion de sitio del RyR2 (Ser®"") dependiente de PKA fue similar tanto en

animales controles como en los tratados con frucotsa.
3. Relacion entre patrén arritmogénico y la fosforilacion de RyR2

Muchos estudios han mostrado que el manejo anormal del Ca®* desarrolla un papel
central en la iniciacion y/o mantenimiento de arritmias auriculares y ventriculares en

247 Los defectos en los flujos de Ca”" predisponen a

animales y humanos
liberaciones espontaneas, no sincronizadas de Ca?" del reticulo sarcoplasmico
(RS), los cuales pueden activar corrientes hacia adentro por el NCX lo cual puede
llevar a la generacién de despolarizaciones tempranas (DADs)*®. Ademas, la
fosforilacién de RyR2 dependiente de CaMKIl incrementa la pérdida de Ca®* del RS
y la susceptibilidad a las arritmias cardiacas en un ndmero de modelos,"'®
sugiriendo que la inhibicion de CaMKII podria proteger contra las condiciones
proarritmogénicas en una variedad de enfermedades caracterizadas por aumento
de ROS vy alteracion del Ca?'. Los resultados presentados muestran un incremento
de los sparks de Ca?*, waves y contracciones espontaneas en los animales con
dieta rica en fructosa. Este aumento de frecuencia de eventos ocurrié en ausencia

de un contenido de Ca®* elevado en el RS respecto al control y fue inhibido por el
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bloqueo de la actividad de CaMKII a nivel del RS. Esto sugiere que la fosforilacién
de RyR2 dependiente de CaMKIl es un paso critico para el incremento de eventos
proarritmogénicos en el modelo de prediabetes inducido por una dieta rica en
fructosa. Es intertesante destacar, que hubo un aumento en la fosforilaciéon en el
sitio Thr'” de PLN en los corazones de animales con dieta rica en fructosa. Esto
puede, en parte, explicar el incremento en la actividad de SERCa2a detectada en
nuestros experimentos, lo cual podria estimular la pérdida de Ca* del RS al
recargar mas rapidamente el mismo. Sin embargo, la pérdida continua de Ca** es lo
que podria haber llevado a la disminucién de la carga de Ca®* del RS, y el aumento
de la actividad de SERCa2a mantendria el influjo hacia el RS permitiendo al RyR2
tener sustrato para la liberacidon espontanea.

En conflicto con nuestros resultados, Nishio et al.?*®

sugirio que CaMKIl se
encuentra activa previa a la generacion de ROS en un modelo de rata diabética por
estreptozotocina, y que es la quinasa la que genera la produccién de ROS. A pesar
de que esta discrepancia pueda deberse a la diferencia entre los modelos o
diferentes estados evolutivos y etiologias de la enfermedad, nuestros resultados
sostienen que la activacion de CaMKII estd mediada por ROS, como se discutira
mas adelante. Nosotros hemos demostrado que los ratones SR-AIP prediabéticos,
con un incremento en la peroxidacion lipidica, que refleja un estado de estrés
oxidativo, estuvieron protegidos contra el desarrollo de eventos de liberacion
espontanea de Ca®' y las alteraciones en el ECG. El aumento de ROS, a pesar de
estar presente en los ratones SR-AIP tratados con dieta rica en fructosa, no fue
suficiente para causar liberaciones espontaneas de Ca®" en los miocitos aislados ni
de provocar arritmias en los animales in vivo. Estos resultados indican que la
produccién de ROS antecede a la activacién de CaMKII en la via que lleva a
alteraciones en el manejo del Ca® y arritmias, y que los efectos de la CaMKIl son
necesarios para el desarrollo de las anomalias observadas, ya que la elevacion de
los ROS por si mismos, al menos en los niveles de este estudio, no fue capaz de

inducir alteraciones en la homeostasis del Ca®".
4. Posibles mecanismos que podrian conducir a la activaciéon de CaMKiII

De forma candnica, CaMKIl se activa tras la unidén sostenida con Ca?/CaM, que
produce la autofosforilacion en el sitio Thr®’. CaMKII fosforilada incrementa la
afinidad por Ca?*/CaM de manera alostérica y permite que se sostenga la actividad
de CaMKIl independiente de Ca?'/CaM. Otra modificacion postraduccional que

puede sufrir CaMKI| es la oxidacion en Met?®""?2, La oxidacion de CaMKIl induce un
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cambio similar a la unién de Ca?*/CaM pero de manera independiente al mismo."”
Nuestros datos han demostrado que el Ca®* diastdlico en estado basal no fue
diferente en los animales tratados con fructosa comparados con los controles. El
Ca?* diastolico solo aumenté durante los periodos en que se producian los eventos
de liberacién espontanea de Ca?* en forma de “rafagas’. Nuestro grupo de trabajo
ha descripto previamente, que la oxidacion de CaMKII sensibiliza la enzima al Ca*",
por lo que es capaz de activarse a concentraciones de Ca®" mas bajas®’. Esto
sugiere que en condiciones de aumento de la produccién de ROS puede producirse
la activacién de CaMKIl sin cambios en los niveles de Ca®‘/CaM. Por lo tanto,
nuestros hallazgos sugieren que la principal fuente de activacion de CaMKIl es la
produccion de ROS en los animales con dieta rica en fructosa. La reciente
descripcién de la activacion de CaMKIl por O-GIcNAcilacién u éxido nitrico’"?’
estuvo fuera del estudio de esta tesis. A pesar de esto, en nuestro estudio, evitar el
incremento de ROS con Tempol fue suficiente para prevenir la generaciéon de los
CaSp y waves, que potencialmente culminan en arritmias. Lo que implicaria que si
estos procesos (O-GlcNAcilacién o nitrosilacion) estuvieron presentes, no son de la
magnitud suficiente como para superar o reemplazar el efecto del aumento en los
ROS.

5. Hipertrofia e insuficiencia cardiaca en ratas prediabéticas

Ha sido descripto que tanto humanos como animales con diabetes pueden
desarrollar cardiomiopatia e hipertrofia'®?°2%_ |a patogenia de estas alteraciones
cardiacas esta lejos de ser clara. Se han propuestos mecanismos multifactoriales,
incluyendo la disfunciéon autondmica, alteraciones metabdlicas y la disminucién del
estado energético, anormalidades en la homeostasis de iones, alteracion en las
proteinas estructurales vy fibrosis intersticial. En cuanto a nuestro estudio, este es el
primer informe que muestra que el tratamiento con fructosa produce hipertrofia
cardiaca en ratas, aunque nuestro enfoque no se centr6 en investigar los
mecanismos de la hipertrofia en estos animales. Es de amplio conocimiento que en
la hipertrofia cardiaca y la insuficiencia cardiaca, el manejo alterado del Ca*
intracelular esta involucrado en la disfuncion contractil y contribuye al desarrollo de
arritmias.?*?*® Una pregunta importante que surge de este estudio es si las
alteraciones del ECG de corazones de ratas con dieta rica en fructosa son
consecuencia de la hipertrofia observada en estos corazones. Los presentes
resultados no pueden negar o apoyar esta posibilidad. Nuestro estudio demostro la

alteracion de la manipulacién de Ca? intracelular y el incremento del Na* (que fue
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de 340+35%, n=3 animales por grupo, p< 0.0001) en ratas con dieta rica en
fructosa, similar a lo que se ha descrito en diferentes modelos de
hipertrofia®’?°%?°_ Por tanto, es posible que las alteraciones que se encuentran
como base de las arritmias en el corazon de la dieta rica en fructosa, también estén
involucrados en el desarrollo de la hipertrofia. Por otra parte, aunque la evaluacion
del metabolismo energético de los corazones de los animales con dieta rica en
fructosa no fue el objetivo de este trabajo, se ha demostrado que los cambios
metabdlicos en modelos de DMT2 disminuyen la eficacia cardiaca y energética®’.
En particular, una disminucién del estado energético (determinado, entre otras
cosas, por el consumo de oxigeno y la produccion de ATP) de los corazones de
animales con dieta rica en fructosa también podria contribuir al desarrollo de
hipertrofia cardiaca.

En resumen, hemos descrito una via proarritmica en el estado prediabético. Aqui
presentamos evidencia que muestra la vulnerabilidad del estado de prediabetes
para inducir un aumento de la actividad de CaMKIl dependiente de ROS, que a su
vez produce un aumento de la fosforilacién de RyR2 y de la pérdida de Ca®* del RS
capaz de inducir actividad contractil espontanea. Por lo tanto, las estrategias
terapéuticas para disminuir la activacion de CaMKIl y la produccién de ROS pueden
contribuir a prevenir o reducir el patrén arritmogénico de la prediabetes.

La evidencia experimental indica que un factor critico en la transicién de la
hipertrofia cardiaca compensada a la no compensada es la pérdida de células de
los miocitos por apoptosis y necrosis.”®> Como hemos comentado anteriormente, la
diabetes mellitus se caracteriza por presentar un incremento en la frecuencia y
severidad de infarto de miocardio. Ademas, los pacientes diabéticos tienen el doble
de riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca tras sufrir infarto de miocardio.’® En
este estudio puede observarse una disminucion de la fraccion de acortamiento del
corazon. Esta pérdida de fuerza para contraerse puede deberse a distintos
procesos, entre ellos, alteraciones en el manejo del Ca?", desensibilizacién al Ca®*
de las miofibrillas y la apoptosis, entre otras.” Los resultado han mostrado que la
relacion entre la fraccion de acortamiento y el Ca®* liberado en cada contraccién por
los miocitos de ratas tratadas con fructosa fue mayor comparado con los animales
con dieta control, sugiriendo una mayor sensibilidad de los miofilamentos al Ca®".
Este aumento da lugar a la hipdtesis que la apoptosis y el remodelado del corazon
pueden ser factores influyentes en la pérdida de fuerza de eyeccion observada en
los animales con dieta rica en fructosa.

Los presentes resultados muestran que el tratamiento de aanimales con dieta rica

en fructosa promueve la apoptosis como lo demuestra el aumento significativo en
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los nucleos TUNEL-positivos y la relacion Bax / Bcl-2, lo que sugiere la participacion
de RS / mitocondrias en el proceso apoptético.?*

Varios estudios han investigado la muerte celular en corazones diabéticos. Estos
estudios indican que la apoptosis se potencia y se asocia con un aumento del
ventriculo izquierdo y un aumento de la fibrosis después del infarto de miocardio en
cardiomiocitos diabéticos.?®*?®> Ademas, varias lineas de evidencia indican que
CaMKIl constituye un intermedio comun por el cual diversos estimulos inductores
de la muerte activan la apoptosis de los cardiomiocitos.?*® Por otra parte, diferentes
resultados sugieren un fuerte vinculo entre el manejo anormal del Ca®* de los
miocitos, la disfuncién mitocondrial y la apoptosis.?®’**° De hecho, numerosos
datos respaldan la hipdtesis de que el movimiento de Ca? desde el SR a
mitocondrias es un proceso clave en algunas rutas apoptéticas.?*® En este contexto,
ha sido demostrado que la muerte de los miocitos desencadenada por mitocondrias
aumenta por la activacion de CaMKIl a través de un aumento de la corriente de
Ca?* tipo L y la liberacién de Ca** del RS.?**’ La excesiva [Ca®'] dentro de las
mitocondrias puede inducir apoptosis al abrir el poro de transicién de permeabilidad
mitocondrial (mPTP).?"°

Este estudio muestra que en ratas FRD con tolerancia alterada a la glucosa, una
etapa que precede ampliamente a la diabetes y MCD manifiesta, hay un aumento
significativo de la muerte apoptética y en el dafio mitocondrial, expresado en una
sensibilizacién de la mitocondria al hinchamiento y al dafo por H,O,. Un analisis
exahustivo es requerido para poner en evidencia los mecanismos que relacionan
las pérdidas de Ca®" del RS disparadas por la activacion de CaMKIl y el dafio

mitocondrial que conduce a la apoptosis.

6. Relevancia clinica y limitaciones potenciales

Un reto importante para la prevencién de la DMT2, su evolucion y sus
complicaciones es el reconocimiento de la etapa inicial de prediabetes. El comienzo
insidioso de la DMT2 incluye una fase subclinica prolongada de prediabetes. En
este modelo animal de prediabetes, mostramos una tendencia llamativa a presentar
alteraciones del ECG. El hallazgo de que CaMKIIl esta hiperactiva en pacientes
diabéticos y el conocido aumento de la pérdida de Ca** por RyR2 en arritmias

clinicas?'=2"?

abogan por la posible relevancia clinica de nuestro trabajo. Estos
resultados sugieren, ademas, que la presencia del estado de prediabetes debe
motivar una busqueda cuidadosa de las arritmias y viceversa. Una posible limitacion

de nuestro modelo es que el consumo de calorias en la dieta de ratas ricas en
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fructosa es ligeramente, pero significativamente mayor en comparacion con las
ratas control de la dieta. Si este aumento de la ingesta calérica tiene un papel
modulador sobre la actividad de CaMKII, remodelacién miocardica y arritmogénesis
descrito aqui, no se puede determinar a partir de los resultados actuales y merece
una mayor investigacion. Sin embargo, el hecho de que se obtuvieron resultados
similares en ratones en los que el consumo de calorias fue similar entre los
animales con dieta control y dieta rica en fructosa, argumenta en contra de esta
posibilidad. En este sentido, se ha demostrado previamente que la fosforilacién de
CaMKIl no se vio afectada por los cambios en la ingesta calérica?*. Somos
conscientes, sin embargo, de las limitaciones de cualquier modelo animal para
imitar la prediabetes en los seres humanos y por lo tanto la extrapolacion de
nuestros resultados a la practica clinica debe ser muy cautelosa. Ademas, el
vinculo entre prediabetes, arritmias cardiacas y la disfuncién RyR2 y la pérdida de
Ca?* en los pacientes es desconocido y requiere una amplia labor en estudios
posteriores. Por otra parte, multiples procesos complejos posibles (activacion
CaMKIl, senalizacion ROS, etc.) pueden contribuir a la génesis de defectos de
miocardio en individuos prediabéticos. Se necesitan estudios experimentales y de
traslaciéon a pacientes para evaluar la posibilidad de que las pérdidas de Ca?* del
RS dependientes de CaMKII también puedan constituir un mecanismo central para

el desarrollo y progresién de las arritmias ventriculares en pacientes prediabéticos.
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