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LA INSUFICIENCIA CARDIACA

La insuficiencia cardiaca (IC) es una de las mas importantes causas de morbi-
mortalidad en adultos en todo el mundo incluso en nuestro pais (Fairman,
2001). En términos simples, la IC es el estado en el cual el corazén es incapaz
de bombear la cantidad suficiente de sangre necesaria para cubrir las
demandas metabolicas del organismo (Bers, 2001). Esta alteracién de la
funcion cardiaca genera una serie de mecanismos compensadores, que a su
vez implican cambios o exigencias que en el tiempo representan cargas nuevas
que contribuyen a la progresion de esta patologia. La hipertension, los
desordenes valvulares y los dafos por isquemia son entre otros factores los
principales desencadenantes de IC (Braunwald, 2000). Quizas uno de los
desafios actuales mas importantes del fisiélogo es conocer cuales son las
bases celulares de la disfuncion contractil en la IC, aunque en la actualidad
esta descripto que la disfuncién contracti que exhiben los corazones
insuficientes es en parte debida a una alteracién en el manejo de Ca?
intracelular (Hasenfuss, 2002) y recientemente se ha reconocido ademas, que
la pérdida de los miocitos producida por un proceso muy regulado denominado
apoptosis o muerte celular programada, podria jugar un importante papel en la
progresion de la IC y en el deterioro de la funcion contractil (Gill, 2002). Las
bases subcelulares de estos fenomenos, hasta el momento no estan aclaradas.
Existen gran cantidad de modelos experimentales de IC en donde se han
estudiado las bases celulares de la misma. Los resultados obtenidos aunque
genuinos, no son coincidentes y es dificil hacer una descripcién generalizada
para todos los modelos de IC. Para una mejor comprension de los mecanismos
subcelulares de la insuficiencia cardiaca resulta fundamental hacer una primera
descripcion de los elementos que componen el miocardio y que intervienen en
el acoplamiento excito contractil (AEC), entendiendo como tal a la serie de
procesos que ocurren a nivel celular desde la despolarizacion de la membrana

celular hasta la contraccion de la célula cardiaca.



1. PRINCIPALES ESTRUCTURAS QUE CONFORMAN LA CELULA
CARDIACA

El corazén es un drgano vital cuya funcion es promover la circulacion de la
sangre a traves del sistema circulatorio. Para cumplir con esta funcién el tejido
cardiaco cuenta con células musculares estriadas altamente diferenciadas
denominadas miocitos cardiacos, las cuales son capaces de desarrollar fuerza
contractil organizada. Los miocitos cardiacos representan aproximadamente el
30% del numero total de células cardiacas, pero dado su gran tamano
constituyen mas del 75% del volumen del érgano (Frank, 1974).

Los miocitos cardiacos varian en su forma y tamafo. Desde una simple elipse
hasta un cilindro con ramificaciones y son varias veces mas largos que anchos.
Su diametro varia entre 10 y 20 um. Los miocitos adyacentes estan conectados
por estructuras denominadas discos intercalares. Un segmento de estos discos
-la union estrecha (gap junction)- constituye una unién de baja resistencia
eléctrica, lo que permite una rapida transmisién de los impulsos de célula a
célula e implica una contraccion simultanea de todas las fibras. Las gap
junction estan formadas por agregados hexaméricos de proteinas individuales

denominadas conexinas (ver figura 1).
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Figura 1. Organizacion subcelular del musculo cardiaco. Elementos claves de la estructura
cardiaca. El miocardo adulto esta compuesto principalmente por células musculares estriadas
(miocitos cardiacos) organizadas como un sincitio funcional. Los miocitos adyacentes estan
conectados por los discos intercalares. Dentro del miocito cardiaco los sarcémeros se disponen

en serie constituyendo las miofibrillas y generan una 6ptima arquitectura para la contraccién.

1.1 El sarcolema.

La membrana celular, plasmalema, o sarcolema en el caso de una célula
muscular, es una membrana especializada. Esta presenta invaginaciones,
tabulos transversales o tubulos t que posibilitan un estrecho contacto entre el
espacio extracelular y las miofibrilas. El sarcolema representa una barrera
fisica entre el medio intracelular (citosol) y el medio extracelular. Por fuera de
esta membrana existe una cubierta formada fundamentalmente por
glicoproteinas, mucopolisacaridos y la membrana basal. Todo este complejo
sarcolema-glicocalix posee numerosos sitios cargados negativamente, con una
gran afinidad por el ion Ca?". El Ca®" unido a estos sitios desempefia un papel

fundamental en el AEC.



A continuacién se realizara una breve descripcion de los principales

componentes del sarcolema que participan en el AEC.

1.1.1 Canales de calcio tipo L

Los canales de calcio tipo son canales que facilitan la entrada de Ca®* a la
célula. Si bien en los miocitos se encuentran dos tipos de canales de Ca?* tipo
L y tipo T, la corriente de Ca®* que generan los de tipo L (aperturas de larga
duracién, gran conductancia, y grandes despolarizaciones) es la corriente
dominante en los miocitos. La corriente de tipo T (pequefia conductancia y
apertura transitoria), esta presente en células de la auricula y en las células del
sistema de conduccidén eléctrica y no puede ser detectada en la mayoria de los
miocitos. Los canales de tipo L son caracteristicamente sensibles a las 1-4
dihidropiridinas (DHPs) que bloquean el canal (antagonistas calcicos como la
nifedipina, nisolodipina) o promueven la apertura del mismo (agonistas calcicos
como BayK 8644), por lo cual también se los conoce como receptores de DHP
(DHPR). Ambos tipos de canales son operados por voltaje es decir se abren
con la despolarizacion del sarcolema (Bers, 2002). Los DHPR son complejos
polipeptidicos que comprenden diferentes subunidades. Las subunidades de
transmembrana en el tejido cardiaco son ai. y 0 (dependiendo el tejido existe
una subunidad y). La subunidad citosélica se denomina B y la extracelular a,
codificada por genes diferentes (ver figura 2 para conocer su estrucura). La
subunidad a;. conforma la estructura por la cual ingresa el Ca®". Esta
subunidad es un poro ion-selectivo, formado por cuatro repeticiones de un
dominio con seis segmentos transmembrana y es el sensor del voltaje; ademas
poseeria sitios fosforilables especificos para la proteina quinasa dependiente
de AMPc (PKA), la proteina dependiente de Ca®* y calmodulina (CaMKll) y la
proteina quinasa dependiente de Ca?* y de fosfolipidos (PKC), que regulan su
actividad. Mientras que ax/5 y B son subunidades accesorias encargadas de

regular las propiedades biofisicas del canal (Boda, 2005).



Figura 2. Dibujo esquematico de la estructura del canal de Ca’* tipo L. La subunidad principal
a, tiene 4 dominios y forma el poro del canal. Las subunidades a, & y B regulan las
propiedades del canal (en este esquema se muestra a la subunidad y, también con funcion

regulatoria).

1.1.2 El intercambiador Na*/Ca?* (NCX).

El NCX es una proteina integral de membrana que promueve el transporte de

tres iones Na* por cada ion de Ca®* en direcciones opuestas, a través de un
proceso que no requiere energia y es electrogénico (Homma, 2006). EI NCX se
encuentra en la membrana plasmatica de la mayor parte de las células de los
mamiferos. Existen tres isoformas (Linck, 1998) derivadas de tres genes
diferentes: NCX1 especifico del musculo cardiaco, NCX2 especifico del
musculo esquelético y NCX3 especifico de cerebro. La expresién del NCX
ocurre en etapas muy tempranas de la cardiogénesis. En mamiferos normales
el nivel de expresion del NCX1 es maximo cerca del nacimiento, y luego va
disminuyendo en la vida postnatal (Boerth, 1994). EI NCX posee 938
aminoacidos (aa) y nueve segmentos transmembrana (figura 3), con el extremo
amino terminal glicosilado (péptido sehnal) orientado hacia el espacio
extracelular. Posee ademas un gran lazo interno hidrofilico (entre los aa 250 y
796) entre los segmentos transmembrana 5 y 6, el cual es importante para la
regulacion alostérica intracelular por Ca*® o Na* (Matsuoka, 1993) y posee una
region denominada XIP (péptido inhibitorio de intercambio). Préximos a los
extremos amino y carboxilo terminal se conocen dos secuencias repetidas de
40 aa llamadas repeticiones a-1 y a-2 que se encuentran conservadas en todos
los NCX de la familia y que cumplirian un importante rol en el transporte de

iones (Di Polo, 2006). Este intercambiador posee dos modos de



funcionamiento: un modo directo que extruye Ca?* de la célula durante la
relajacidon miocardica, lo cual constituye la principal funcién del mismo; y un
modo revertido en el que introduce Ca®* en condiciones de alta concentracién
de Na' intracelular y potencial de membrana positivo (Nuss, 1992). Es
importante mencionar, sin embargo, que en condiciones patoldgicas en las que
aumenta la concentraciéon de Na® intracelular, este incremento no sélo puede
enlentecer el modo directo del NCX, sino eventualmente invertir su
funcionamiento y resultar importante como mecanismo de entrada de Ca®* a la

célula.

Extracelular

Gran lazo
citoplasmatico
\

Silio regulado
por Ca™ 3‘2
p-1

Figura 3. Modelo esquemético del NCX. El NCX posee 9 dominios transmembrana. El bucle
intracelular contiene 550 aminoacidos. En este bucle se encuentra la region XIP, el sitio de
unién al Ca®* y el sitio de splicing alternativo. (Modificado de Dipolo, 2006).

1.1.3 La bomba Na'/K*- ATPasa
La bomba Na’/K* ATPasa o bomba de Na" es un miembro de la super familia

de ATPasas tipo P (esta familia de ATPasas forman un intermediario fosforilado
al obtener energia del ATP). Este complejo enzimatico extruye Na* e introduce
K* con el uso de energia a partir de la hidrélisis de ATP. La relacién de
intercambio entre el Na* y el K es de 3 a 2, generando una carga neta positiva
en el exterior celular. Ademas de ser una bomba transportadora de iones esta

unida a multiples complejos proteicos que transmiten sefales a diferentes



compartimentos intracelulares. La bomba esta compuesta por una subunidad
catalitica a (de aproximadamente 110 kDa) que es la encargada del transporte
de iones, una subunidad regulatoria B (de aproximadamente 35 Kda) que
asegura el correcto procesamiento y anclaje en la membrana (Xie, 2003) y una
pequena subunidad hidrofébica y (de aproximadamente 12 kDa) (ver figura 4).
La funcién fisioldégica de esta subunidad no esta bien establecida hasta el
momento (Glitsch, 2001). De acuerdo a las variantes de la subunidad a se
describen diferentes isoformas de la bomba de Na* (a1, az, as) las cuales tienen
diferentes afinidades por el Na* y por los gucosidos cardiotonicos. En los
miocitos de rata la isoforma as se expresa preferencialmente en los tubulos T
(colocalizada con los canales de Na® y el NCX) mientras que la subunidad a;
se distribuye en la membrana de manera mas homogénea. Esta subunidad
posee 10 dominios transmembrana y la cola amino y carboxilo terminales
ubicadas intracelularmente. Los dominios 1-2,5-6 y 7-8 parecen ser lo sitios
mas importantes de union de los glucésidos cardioténicos (como por ej. la
ouabaina). Estos compuestos son inhibidores especificos de la bomba de Na* y
han sido utilizados por mas de 200 afos en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca congestiva. Estos compuestos, al inhibir parcialmente a la bomba
Na'/K' ATPasa producen un aumento del Na' intracelular suficiente para
favorecer el funcionamiento del NCX en modo reverso, |o que provoca un

aumento de Ca®" intracelular y por ende un aumento en la contractilidad.

ATP
3 Na'. _ 3 Na’
2 K a— 2 K
“ADP + Pi
Na': 145 mM Na'; 12 mM
K:a4mM K140 mM

-90 mVv
Figura 4. Esquema de la bomba Na'/K' ATPasa en la membrana celular. El trabajo necesario
. + . v . . . + .
para expulsar 3 iones Na“ contra su gradiente electroquimico e ingresar 2 iones K' se realiza
mediante la hidrélisis de una molécula de ATP. En la figura aparecen las concentraciones
intracelulares y extracelulares de Na“ y K* y el potencial de membrana en reposo de un miocito

ventricular.



1.1.4 ATPasa sarcolemal

La ATPasa sarcolemal es una proteina también miembro de la familia de
ATPasas tipo P, tiene un peso de 138 Kda y posee cuatro isogenes (PMCA1-
4), ademas de poseer numerosas variantes de “splicing” (Carafoli, 1994).

Esta bomba es otro mecanismo sarcolemal responsable de la extrusiéon de Ca?*
hacia el espacio extracelular. La misma es capaz de transportar un ién Ca®* en
contra de su gradiente de concentracion, por cada molécula de ATP
hidrolizada. Aunque experimentos en miocitos aislados de conejo demuestran
que la participacion de esta bomba en la extrusién de Ca** fuera de la célula
durante la relajacion cardiaca es inferior al 1% (Bassani, 1994), en otros tipos
celulares puede ser la principal responsable de la extrusion de Ca?".

A continuacion se exponen los componentes intracelulares del AEC.

1.2. El Reticulo Sarcoplasmatico

El reticulo sarcoplasmatico (RS) es el principal reservorio de Ca?* de la célula y
su principal funcién es el secuestro y liberacion de Ca?* desde y hacia el
citosol, de modo que interviene en dos procesos importantes de la célula, la
contraccion y la relajacion. El RS es un extenso sistema de membranas
intracelulares constituido por cisternas y tubulos anastomosados entre si que
rodean a cada miofibrilla. Cada segmento de RS inicia y termina en una
cisterna terminal denominada RS de unién que junto con los tubulos
transversos conforman unas estructuras denominadas triadas. En el musculo
cardiaco la triada no esta tan organizada como lo esta en el musculo
esquelético. EI RS de unién posee los canales liberadores de Ca?*, receptores
de rianodina (RyR) de los que hablaré mas adelante, que se proyectan a modo
de pies hacia la superficie citoplasmatica e interaccionan con los DHPR
contenidos en los tubulos T. Existen otros canales liberadores de Ca,
denominados receptores de inositol 1,4 5-trifosfato (IP3R) (Walker, 1987; Ferris,
1989; Chadwick, 1990), pero en el RS cardiaco el RyR tiene un rol
mucho mas relevante en el AEC.

Las zonas que no se encuentran en la cercania de los tubulos T estan
constituidas por membranas tubulares. Esta porcién contiene una alta densidad
de bombas transportadoras de Ca?** (SERCA) como también se vera mas



adelante. La funcién principal del RS es secuestrar Ca®" como depdsito y
liberarlo al citoplasma para la contracciéon del musculo. Esta organela es capaz
de almacenar concentraciones de Ca®* entre 50 y 250 pM, que superan
ampliamente el Ca* necesario para un ciclo de contraccion (en el orden de 1
HM) (Bers, 2001).

A continuacion se detallaran las principales estructuras del RS.

1.2.1 Receptor de rianodina (RyR)

A los receptores de rianodina se los denominé de esta manera debido a la alta
afinidad por el alcaloide vegetal rianodina. EI RyR es un homotetramero de
aproximadamente 2.260 kDa con subunidades de aproximadamente 560 kDa
(Nakai, 1990). El tetrdmero adopta una forma similar a un “trébol” en el dominio
citoplasmatico denominada pié. Ademas posee un dominio de transmembrana
mas pequefo que formaria el canal propiamente dicho. Cada unidad del RyR
tiene un sitio donde se fija Ca®" y uno donde se fija la rianodina, ademas de
sitios de unién a distintos ligandos que regularian su funcién. Cada unidad esta
ademdas asociada a una proteina denominada FKBP12 en el musculo
esquelético y FKBP12.6 en el cardiaco (también conocida como calstabin2)
(para revision ver. Weherens, 2004), por ser capaz de unirse a una droga
denominada FK506. Estas se encuentran orientadas hacia el citosol y serian
vitales para la apertura coordinada de los receptores RyR (Marx, 2000).
También se pueden mencionar otras proteinas de anclaje como ser mAKAP
que se asocia con la proteina quinasa A (PKA), las fosfatasas PP1 y PP2a.
Hacia el lumen del RS existe una interaccion entre la proteina de union de Ca**
(calsecuestrina, CSQ) y dos proteinas de membrana pequefas (junctina y
triadina) que se unen a CSQ y RyR formando un complejo cuaternario de CSQ-
triadina-junctina-RyR (ver figura 5). Existen tres isoformas genéticamente
diferentes de receptores de RyR en los mamiferos: RyR1, RyR2 y RyR3. RyR1
es la isoforma dominante del musculo esquelético, RyR2 es dominante en el
musculo cardiaco y RyR3 se distribuye ubicuamente en varios tejidos incluido
el muscular. (Ogawa, 2000). Por técnicas de criofractura se observé que en el
musculo esquelético hay moléculas de RyR posicionadas en la membrana del
RS cercana al tubulo T en forma de tetramero que se alinean de manera

estricta con cuatro moléculas de DHPR en la membrana del tubulo-T opuesta
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(Block, 1998). En el musculo cardiaco no se cumple este estricto alineamiento
entre DHPR y RyR. De hecho la relacion DHPR/RyR en el corazén es
considerablemente mas baja que en el musculo esquelético (Bers, 1993).

La liberacion de Ca®* del RS cardiaco estaria mediada principalmente por el

RyR2 y en parte por los |Ps.

Complejo RyR2

Figura 5. Diagrama esquematico del complejo macromolecular receptor de rianodina cardiaco
(RyR2) y proteinas asociadas. Este incluye cuatro subunidades de RyR2 idénticas, cada una
es capaz de unir una FKBP12.6, asi como también fosfatasas y quinasas (PP1, PP2A, CaMKII,
PKA). Ademas se encuentran asociadas al complejo proteinas tales cmo CSQ, CaM, sorcina,

triadina, junctina, etc.

1.2.2 La bomba de Ca*? del RS-SERCA.
La SERCA (bomba de Ca** sarcoplasmatica) es un miembro de la familia de

enzimas ATPasas tipo P, transportadoras de iones. Esta familia esta
constituida por el producto de tres genes homélogos (SERCA1, 2 y 3). Estos
codifican cinco isoformas de la SERCA: SERCA1a y SERCA1b (isoformas del
musculo esquelético rapido), SERCA2a (isoforma principal del musculo
esquelético lento y cardiaco), SERCA 2b (isoforma principal en el musculo liso)
y SERCA3 (presente en células musculares y no musculares). A continuacién
se referira a la estructura de la SERCA2a que esta presente en las células
musculares cardiacas. La SERCA2a consta de tres regiones principales,

designadas como cabeza citoplasmatica, tallo y dominio transmembrana. La
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SERCA2a cumple un rol fundamental en el AEC, ya que es la encargada de
bombear Ca?* desde el citosol hacia el interior del RS oponiéndose al gradiente
quimico existente. Para cumplir con esto es necesario que se hidrolice una
molécula de ATP a fin de transportar dos iones Ca?*. La velocidad con que la
SERCA bombea Ca*" es regulada en el musculo cardiaco por una proteina del
RS denominada fosfolamban.

1.2.3 Fosfolamban (PLN)

PLN es una proteina de tan sélo 52 aminoacidos que actua como inhibidor

enddgeno de la SERCA2a. Se expresa principalmente en musculo cardiaco y
en menor medida en musculo esquelético lento, en musculo liso y en células
endoteliales. Se la divide en tres dominios, el dominio amino-terminal IA
(citosolico), dominio IB (citosdlico) y el dominio carboxi-terminal |l
(transmembrana). El dominio |IA posee estructura de a-hélice y es el que
contiene los residuos fosforilables Ser'®, Ser'® y Thr'”. EI dominio Il posee
estructura de cierre leucina-isoleucina, importante para la estabilizacién inter
mondémero (Simmerman, 1996). La interaccion entre la PLN y la SERCA2a
regula la actividad de la bomba de Ca®* del RS. PLN se asocia con SERCA2a
en tres sitios, uno en cada dominio de PLN. Con estas interacciones, PLN limita
los cambios conformacionales de la SERCA2a. Esto se traduce en una
disminucién de la afinidad de la SERCA2a por el Ca?*, asi como un
elentecimiento del ciclo de hidrélisis de ATP de la bomba y del transporte de
Ca®*. La fosforilacién en Ser'® y Thr'?, asi como el aumento de la concentracion
de Ca?, revierten la inhibicién que ejerce PLN sobre la SERCA2a (Asahi,
2000).

1.3 Las mitocondrias

Las mitocondrias ocupan una porcioén substancial del volumen citoplasmatico
de las células eucariotas. La funcién principal de la mitocondria es la
produccion de ATP a través de la fosforilaciéon oxidativa mediante la cadena
transportadora de electrones. Todos los pasos enzimaticos de la degradacion
oxidativa de glucidos, grasas y aminoacidos convergen en esta etapa final de
respiracion celular en la que los electrones fluyen desde intermedios
catabdlicos al O produciendo energia para la produccién de ATP a partir de
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ADP y P; (Lenhinger, 1995) Ademas de este papel fundamental en el
metabolismo energético, las mitocondrias pueden servir como depoésito de
sustancias como iones, agua, etc. También pueden acumular cantidades
masivas de Ca?". Con respecto a este punto, cada vez son mas los
descubrimientos que llevan a adjudicarle a las mitocondrias un papel de suma
importancia en los mecanismos de manejo de Ca** de los miocitos cardiacos.
Se ha descripto que las mitocondrias de los cardiomiocitos acumulan ca”
cuando éste aumenta durante la sistole (Sedova, 2006). Sin embargo, el grado
de contribucion de las mitocondrias al ciclo y la cinética del Ca*? en el AEC
permanecen muy controvertidos (Dedkova, 2008).

Recientes estudios demuestran que las mitocondrias juegan un rol crucial en la
regulacion de la muerte celular programada o apoptosis. La disfuncion de la
mitocondria producida por dafio del ADN u otros factores genotoxicos llevan a
una pérdida del potencial de membrana (Aym) de las mismas, que llevan a un
punto irreversible en la ejecucion de la cascada de muerte celular (Jeong,
2008)

1.4 Los miofilamentos

Los miofilamentos en células del ventriculo de mamiferos ocupan 45-60% del
volumen celular. Los miofilamentos son la maquinaria contractil de la célula y
representan el efector final responsable de traducir la energia quimica en
energia mecanica y trabajo. El sarcomero es la unidad contractil fundamental
en el musculo estriado y esta delimitado por la linea Z (Katz, 1977) (figura 6).
Cada sarcomero esta compuesto por un conjunto de filamentos gruesos y finos
interdigitados entre si. Cada filamento grueso tiene una longitud aproximada de
1,55 uym y esta compuesto por una proteina llamada miosina. La miosina es
una proteina de alto peso molecular que tiene forma de bastdén y posee una
cola que esta orientada hacia el centro del sarcomero y una cabeza globular
flexible que se orienta hacia los discos Z. La cabeza de miosina es la base del
puente cruzado, tiene actividad ATPasa y capacidad de unirse a la actina. Los
filamentos finos tienen una longitud aproximada de 1pm y se extienden desde
la linea Z hasta el centro del sarcémero. Estan compuestos principalmente por
una proteina denominada actina y por otras proteinas regulatorias, la troponina

y la tropomiosina (el-Saleh, 1986; Katz, 1977). Los filamentos finos estan
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compuestos por monémeros de una proteina globular denominada actina G
que se ordenan formando el filamento (figura 7). Estos filamentos se disponen
en pares de hélices a. La tropomiosina es una molécula delgada y alargada
que se extiende en todo el filamento fino. La troponina esta constituida por la
troponina T (TnT), la | (Tn!) y la C (TnC). El conjunto de estas tres se denomina
complejo troponinico. La TnT es la que une el complejo troponinico a la
tropomiosina, la Tnl inhibe, junto con la tropomiosina, la interaccion entre la
actina y la miosina, y la TnC tiene la capacidad de unirse al Ca** (figura 8).

Longitud del sarcomero
en el muasculo elongado

Banda Z Bam'ja Z

-
~

Longitud del sarcémero
en el musculo contraido

Figura 6. Esquema de un sarcomero. Seccién longitudinal de un sarcémero en distintos grados
de acortamiento. Se observa claramente como aunque el sarcémero se acorte, la longitud de
las proteinas contractiles no se modifica. Miosina en negro, actina en blanco. (Modificado de
Cingolani HE, Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de Houssay. Seccién |.
Fisiologia General (ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).
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Figura 7. Miofilamentos. Panel A: Representacion esquematica de una molécula de miosina.
Las colas estan formadas por dos cadenas pesadas enroscadas entre si hasta un extremo
en donde se separan y enroscan sobre si mismas, formando la cabeza. Las colas dan
rigidez al filamento, las cabezas salen del mismo constituyendo los puentes cruzados. Panel
B: Esquema del filamento fino donde se muestra la disposicién de la actina (circulos grises),
tropomiosina (Tm), troponina | (Tn 1), troponina C (Tn C) y la troponina T (Tn T). (Modificado
de Cingolani HE, Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de Houssay. Seccién |.
Fisiologia General (ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).

TnC

Actina Tropomiosina

Interaccion cabeza-cola

Figura 8. Complejo troponinico. Esquema que muestra la disposicién de los filamentos finos de

actina junto al complejo troponinico y la tropomiosina.
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Las proteinas arriba mencionadas son las principales protagonistas de la
contracciéon, pero también existen otras proteinas muy importantes del
sarcomero, por ejemplo: la titina, la proteina C de unién a la miosina, entre
otras. La titina, también denominada conectina (Wang, 2001), es de vital
importancia para la estructura, funcion y elasticidad del sarcomero. Esta es un
monoémero alargado y flexible que participa principalmente en la tension pasiva
del sarcomero, entendiéndose a ésta como la tensién ejercida por el sarcémero
en respuesta al estiramiento (diferente a la fuerza activa proveniente de la
interaccién actina/miosina con consumo de ATP). Esta proteina de 3000 KDa

une los extremos de miosina con los discos Z (ver figura 9).

Titina

Filamento grueso

SARCOMERO
Figura 9. Esquema del sarcomero mostrando los filamentos principales. Esta figura muestra los
dos filamentos principales (el fino de actina y el grueso de miosina) y la titina, el tercer
filamento. N6tese que hay dos filamentos de titina por cada mitad de miosina, en realidad son
seis filamentos de titina desde el disco Z por cada mitad de miosina (Granzier, 1995).
(Modificado de Granzier, 2007).

1.5 El nucleo

El nucleo ocupa alrededor del 10% del total del volumen celular. Este
compartimiento esta limitado por dos bicapas lipidicas que son atravesadas por
poros nucleares los cuales transportan moléculas desde el interior hacia el
citoplasma. Contenido en el nucleo se encuentra casi toda la totalidad del ADN
de cada célula junto a sus proteinas estructurales. Esta compartimentalizacion

permite separar las enzimas nucleares de las citoplasmaticas (Alberts, 2002).
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Un rasgo distintivo de los miocitos cardiacos adultos es la presencia de dos
nucleos separados. Después del nacimiento de los miocitos, estos pierden la
capacidad de dividirse. La sintesis de ADN esta asociada con la proliferacion
durante la vida fetal y una segunda fase de sintesis de ADN esta asociada con
la binucleacion en los primeros dias de la vida neonatal (Woodcock, 2005).

Aunque el papel del nucleo es de suma importancia en diversos procesos
fisiopatolégicos cardiacos, la explicacion detallada de la estructura del nucleo y

su funcidon escapa a los alcances de esta tesis.

Hasta ahora se han descripto las principales estructuras que conforman a la
célula cardiaca, en la parte siguiente se describiran a estas estructuras

interactuando y conformando el acoplamiento éxcito-contractil.

2. ACOPLAMIENTO EXCITO-CONTRACTIL EN EL CORAZON NORMAL

La contraccion de cada célula del musculo cardiaco o miocito, es consecuencia
de un conjunto de fenémenos que comienzan en la membrana celular o
sarcolema, con la despolarizacién de la misma (potencial de accién), y
culminan en el interior de la célula con la contraccibn a nivel de los
miofilamentos. Este proceso que tiene como nexo principal al i6n Ca?', se
denomina acoplamiento éxcito-contractil (AEC). El ciclo se completa con los
procesos que llevan a la relajacién.

Luego de un estimulo, la membrana celular se despolariza por la entrada de
Na®. A partir de los -40 mV, se abren los canales lentos de Ca®* (de tipo L) y el
Ca® entra a la célula a través de los mismos, originando la corriente de Ca?*
(Ica), predominante en la meseta del potencial de accién. La entrada de Ca®'
libera una mayor cantidad de Ca?* del RS a través de sus canales de liberacion
de Ca*" o RyR2 (liberacién de Ca?" inducida por Ca?*) suministrando el Ca?*
necesario para la contraccion (Fabiato, 1975).

Este proceso ocurre muy eficazmente debido a la colocalizacion de los DHPR y
los RyR2 en el microdominio entre el RS y la membrana sarcolemal.
Experimentos realizados mediante microscopia confocal demuestran que el
Ca® es liberado en “cuantos” que se denominan “chispas” mas conocidas por
su nombre en inglés “sparks” a partir de un grupo de canales de RyR2. Aunque

las “sparks” de Ca*? ocurren estocasticamente durante la diastole a muy baja
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frecuencia y sin Ica que las dispare, varios miles de sparks pueden ser
sincronizadas por la Ic, durante la despolarizacién y el Ca?* liberado se suma
temporal y espacialmente, para dar lugar al aumento de Ca** citosélico global
(transitorio de Ca®*) (para rev. ver Cheng, 1996) (figura 10). Este aumento de
Ca?* citosdlico inicia una serie de procesos que desencadenan la contraccion

por fijacion del idn a las proteinas contractiles (figura 11).

Inlensidad de
fluorescencia
-g

Intensdad de
fluorescencia

L

Intensidad de
fluorescencia
N

[
-'Ib‘lfr \, - ‘tw

200 mseg

Figura 10: Medidas confocales de chispas de Ca®* y Ca®" intracelular. Las imagenes se
obtuvieron realizando un escaneo en linea (line scan) a lo largo del eje longitudinal del miocito
(linea punteada blanca). El panel superior y el del medio muestran dos escaneos sucesivos en
los que no se aplico un estimulo eléctrico. Se puede observar que en la imagen superior no se
registraron cambios en la fluorescencia en tanto que en la imagen del medio se registraron
algunos eventos espontaneos (chispas), que son provocados por la liberacion espontanea de
ca® por un canal de rianodina. Estas chispas son de menor amplitud que los transitorios de
ca”, que se observan en el panel inferior, provocados por la estimulacién eléctrica de la
célula.
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Figura 11. Esquema de las posibles fuentes de aumento del Ca*?; y fenémeno de liberacién de
Ca** inducida por Ca**: Con flechas rojas se indican las principales vias de entrada de Ca** al
citosol, a través de los canales tipo L (DHPR), desde el RS a través de los RyR2, o a través del
NCXi. Los canales de Ca* tipo L se encuentran proximos a los de RyR2. En respuesta al
cambio del potencial de la membrana sarcoplasmica (MS) por la llegada del potencial de accién
(PA), se activa una corriente de Ca* tipo L (Ica) Y se genera un pulso de ca® que activa a los

RyR2 en el reticulo sarcoplasmico (RS), produciendo liberacién de mas Ca**

Segun la teoria del deslizamiento de los filamentos, el acortamiento del
musculo estriado se produce debido al deslizamiento de los filamentos finos
sobre los gruesos hacia el centro del sarcomero provocando que cada uno de
los sarcémeros se acorte sin que se modifique la longitud de los miofilamentos.
La base molecular de la contraccion muscular se debe a la interaccion ciclica
de la actina con las cabezas de miosina (puentes cruzados) asociada a la
hidrélisis de ATP (Ruegg, 1998). El deslizamiento de los filamentos y su
consecuencia, la contraccion muscular, estan regulados por la troponina y la
tropomiosina. Estas dos proteinas actuan como inhibidores naturales de la
interaccion entre actina y miosina.

Para que desaparezca la inhibicién y se inicie la contraccidon es necesaria la
presencia de Ca?*. Cuando la concentracion de Ca?* es baja, en el musculo en
reposo, el complejo tropomiosina-troponina bloquea la interaccion entre los
miofilamentos ya que cubre el sitio activo de la actina. Cuando aumenta la
[Ca®"] se revierte la inhibicion preexistente y se desencadena la contraccién

muscular. EI Ca?" se une a la TnC y se produce un cambio en el complejo
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tropomiosina-troponina que hace que se libere el bloqueo del sitio activo de la
actina y de esta forma puedan interactuar la actina y la miosina; esta
interaccion produce la activacion de la ATPasa de la miosina, |o que produce la
hidrélisis de ATP y la liberacién del fosfato de alta energia (P;) del ATP. Esta
liberacién provoca una unién fuerte entre la actina y la miosina, provocando el
deslizamiento del filamento fino sobre el grueso, produciendo el acortamiento
muscular (figura 12).

Filamento fino

1 EENRSSIRIES 2 OEERERSRESS
Puerte —p ATP ; :—’wp.@

fransversal
_,M\——AW\/\J A+ M.ADP . Pi /VWJ

(alta afinidad por la actina) :

Filamento grueso

A+M.ATP
(baja afinidad por la actina)

A+M.ADP.Pi
4 QLRI 3 QIR REES
/\H"S“W@ N G
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Figura 12. Procesos bioquimicos durante un ciclo de contraccién. El puente transversal se une
al filamento fino girando sobre si mismo y generando tensién tracciona del filamento fino, que
se desliza sobre el grueso; luego la cabeza de miosina se libera para volver a fijarse en otro
punto del filamento de actina, y asi sucesivamente. Los puentes transversales de las mitades
opuestas del sarcémero giran en direcciones opuestas y de esta forma acercan cada mitad del
sarcomero al centro. La energia para la contraccién proviene de la hidrélisis de ATP en ADP y
Pi. EI ATP se une a la cabeza de miosina inhibiendo la unidn de ésta con la actina (1). La baja
actividad ATPasa de la miosina hace que el ATP sea desdoblado lentamente en ADP y Pi
formando un complejo intermedio, miosina-ADP-Pi (2). Este complejo es capaz de unirse a la
actina formando el complejo activo, actina-miosina-ADP-Pi (3). Esta nueva interaccién formada
promueve la actividad ATPasa de la miosina haciendo que se libere el fosfato de alta energia
del ATP, determinando un cambio en la posicion del puente transversal y el deslizamiento del
flamento fino sobre el grueso (4). De esta manera la energia quimica es transformada en
mecanica. El nuevo estado (4) se conoce como complejo de rigor y permanece asi hasta que
una nueva molécula de ATP se una a la cabeza de miosina. (Modificado de Cingolani HE,
Houssay AB y colaboradores. Fisiologia Humana de Houssay. Seccidn I. Fisiologia General
(ed) El Ateneo 2000, pp 59-94, Buenos Aires).
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2.1 Relajaciéon miocardica.

Para que el musculo se relaje es necesario que baje la [Ca®");

permitiendo que
este se disocie de la TnC. Cuatro sistemas estan involucrados en la remocioén
del Ca* citoplasmatico durante la relajacién: La SERCAZ2a, el NCX, el
transportador de Ca®" mitocondrial y la ATPasa sarcolemal (figura 13). La
proporcién en que cada uno de ellos contribuye al descenso del Ca** citosdlico
varia segun la especie y las condiciones fisiopatologicas (Bers, 2006). El
principal responsable de la relajacion muscular es el RS ya que posee en la
membrana a la SERCA2a, que produce el transporte de Ca?* desde el citosol
hacia el RS (retoma de Ca®*) a una velocidad suficiente como para producir la
relajacion; como se mencion6 previamente esta velocidad esta regulada por el

estado de fosforilacion de PLN.

* XAV
Ca.*z . \f%/‘g/%?:
. .

MIT

3 Na’
Figura 13. Representacion esquemética de las vias de eliminacién del Ca**citosdlico. Luego de
la contraccién el complejo troponina-tropomiosina libera ca* porque la concentracion citosélica
disminuye. Con flechas rojas se muestran las principales vias de eliminacion de Ca®. Estas
son a través de la SERCA2a, el modo directo del NCX, la Ca** ATPasa del sarcolema y el

transportador de Ca®* de las mitocondrias.

En el ventriculo de conejo la SERCA2a remueve el 70% del Ca?* responsable
de la contracciéon, el NCX remueve el 28% dejando sélo el 2% para el
transportador mitocondrial y la ATPasa sarcolemal (conocidas como rutas de
extrusion de Ca®" lentas). En ventriculo de rata, la actividad de la SERCA2a es
mayor, remueve el 92% del Ca®* y el 7% es removido a través del NCX. En

ventriculo de raton, la remocion de Ca®* es similar a la rata, mientras que en el
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ventriculo de perro, gato, cobayo y humano es mas parecida al conejo (Bers,
1996).

2.2 Modulacién de la contractilidad
En el musculo cardiaco la fuerza contracti puede ser modulada a nivel
subcelular por dos mecanismos basicos, no excluyentes el uno del otro. Estos

son: 1) un cambio en la [Ca®];

y/o 2) una modificacion en la respuesta de las
proteinas contractiles al Ca®". Esta dltima modificacién podria deberse a un
aumento o disminucién en la sensibilidad al Ca** a nivel de las proteinas
regulatorias de los filamentos finos (especificamente TnC, y/o un aumento o
disminucién de la fuerza maxima, a nivel de los puentes transversales en los
filamentos gruesos.

1) Los aumentos de Ca?* citoplasmatico se traducen en un aumento de
la fuerza de acuerdo con la relacion fuerza-Ca?*. Los incrementos en la [Ca®')
(transitorio de Ca®*) tales como los que producen diferentes intervenciones
inotropicas positivas (aumentos del Ca®* extracelular, glucésidos cardiotonicos),
desplazan la fuerza a lo largo de la curva fuerza-Ca®* correspondiente. Este
cambio en la capacidad del sarcomero para realizar fuerza o acortarse se debe
al ascenso del Ca?* intracelular que aumenta la cantidad de Ca®" unido a la
TnCy, por lo tanto, la capacidad de ejercer fuerza (Yue, 1986; Solaro, 1998).

2) Los aumentos en la sensibilidad al Ca?" se reflejan en desplazamientos
paralelos hacia la izquierda de la relacién fuerza-Ca®* lo que se traduce en una

Y1 0 a una menor [Ca®']; para lograr una fuerza

mayor fuerza a una dada [Ca
dada. EI mecanismo basico por el cual cambia la sensibilidad al Ca®* de los
miofilamentos es una modificacién en la afinidad de la TnC por el Ca** (el-
Saleh, 1986). Esta afinidad esta determinada por la velocidad de asociacién y
disociacién entre el Ca®* y la TnC. Entonces, si disminuye la velocidad con la
que el Ca®* se disocia de la TnC, el Ca?* quedara unido por mas tiempo, a la
misma, lo que resulta en un aumento de la fuerza para esa [Ca®']. Este
fenémeno no afecta directamente los puentes cruzados y por lo tanto no hay
efectos sobre la fuerza maxima.

Las alteraciones en la fuerza maxima pueden deberse a un cambio en la
disponibilidad de los puentes cruzados, en el niumero de puentes cruzados

unidos fuertemente a la actina o en la fuerza que puede realizar cada uno de
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los puentes (Lee, 1993). Generalmente en las intervenciones que producen una
alteracién en la respuesta al Ca®" de las proteinas contractiles es dificil
diferenciar si esta alteracion se debe a cambios en la sensibilidad o en la fuerza
maxima, ya que por un lado, la mayoria de las intervenciones que modifican la
sensibilidad frecuentemente alteran también la fuerza maxima, y por otro, las
modificaciones de la fuerza maxima son de dificultosa comprobacién en
preparaciones intactas.

Dentro de las situaciones que afectan la respuesta al Ca** de los miofilamentos
se pueden nombrar a los cambios de la longitud inicial (Allen, 1985), la acidosis
(Fabiato, 1978), la fosforilacién de las cadenas livianas de miosina (Morano,
1988) y la estimulacién a y B adrenérgicas (Endoh, 1988).

2.2.1 Mecanismos fisiolégicos que requlan la contractilidad

a) Relacién fuerza-longitud

Las células musculares son capaces de aumentar su capacidad de ejercer
fuerza a medida que se las estira, es decir, a medida que aumenta su longitud
inicial. En el corazén intacto se conoce a este mecanismo como Ley de Frank-
Starling y es de vital importancia en la regulacion de la fuerza latido a latido.
Este mecanismo es un buen ejemplo de una intervencion por la que se eleva la
capacidad del musculo para realizar fuerza por todos los mecanismos arriba
descriptos. El aumento de la longitud inicial de la fibra provoca un incremento
inmediato de la respuesta al Ca®* debido principalmente a un aumento de la
sensibilidad al Ca** de los miofilamentos, producido por una mayor afinidad de
la TnC por el Ca?*. Tiene lugar ademas un aumento de la fuerza maxima, que
puede atribuirse a un incremento del numero de puentes transversales con
posibilidad de interactuar con los sitios activos de actina. Al aumento de fuerza
que ocurre inmediatamente después del estiramiento le sigue un aumento de la
fuerza que ocurre lentamente y que es producido por una ascenso en la
amplitud del transitorio de Ca®* (Alvarez, 1999).

b) Estimulacion B-adrenérgica
La estimulacién B-adrenérgica es la via fisiolégica por la que el sistema
nervioso simpatico regula el estado inotropico (contractilidad) y lusitropico

(relajacion) del corazén. Los receptores adrenérgicos mas importantes en el
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corazon son el B1 y el B2, siendo el B1 el 75-80% del total (Dohiman, 1991).
Los receptores [-adrenérgicos estan uniformemente distribuidos en el
miocardio con densidades similares en tejido auricular y ventricular y son parte
de la familia de receptores acoplados a proteina G_En particular los agonistas 8
inician una cascada que activa a la proteina Gs, la cual estimula a la adenil
ciclasa para producir AMP ciclico (AMPc). El AMPc activa a PKA. Esta quinasa
fosforila numerosas proteinas relacionadas con el AEC (PLN, canales de Ca®*
tipo L, RyR2, troponina | y la proteina C) (Bers 2000).

El efecto inotrépico de la estimulacién B-adrenérgica es debido a la
combinacion de dos fenémenos, por un lado un aumento de la Ic,
fundamentalmente por fosforilacion por PKA del canal de Ca®* y por otro, el
aumento de la carga del RS debido a la fosforilacién de PLN, que combinados
aumentan la amplitud del transitorio de Ca?*,

El efecto relajante o lusitropico también estda mediado por la fosforilacién de
PLN y de la troponina | por PKA y CaMKII, aumentando |la velocidad de retoma
de Ca®* por el RS y la disociacién del Ca* de los miofilamentos
respectivamente.

La fosforilacién de PLN por estimulacién B-adrenérgica ocurre en el sitio Ser'®
por PKA. Ademas el Ca?* aumentado como consecuencia de las fosforilaciones
de PKA, se une a la calmodulina y activa a la CaMKIl lo que determina la
fosforilacion de PLN a nivel del residuo Thr'” (Mundifia-Weilenmann, 1996).

El papel de la fosforilacion de los RyR2 por estimulacién -adrenérgica es
discutido. Trabajos recientes indican que la estimulacién B-adrenérgica fosforila
el sitio Ser 2809 y 2830 por PKA y el sitio Ser 2815 por CaMKII. Esta ultima
fosforilacién parece ser importante en el aumento de la velocidad de liberacion
de Ca®* por el RS (Ferrero, 2007).

24



B =DAMPC = PKA
5 p
Ca? Y- Ca2*
= 2Ca®;
P3
Ca
1Q*M Ca®
Ca®
™ne " ACTINA
Contraccién J-
Pi +ADP MOSNA
PR B e R R X g

N .

Figura 14. Representacién esquematica del efecto de la estimulacién 3 adrenérgica sobre el
AEC. La estimulacion de los receptores B por agonistas activa a |a proteina G y esta estimula a
la adenil ciclasa para producir AMPc. El AMPc activa a PKA y esta fosforila a PLN, canales de
Ca” tipo L, RyR2, troponina |.

c) Relacién fuerza-frecuencia
Este mecanismo juega un rol esencial en el ajuste de la funcién del corazén,
permitiendole a la bomba cardiaca responder a las diferentes necesidades
hemodinamicas del cuerpo. Este mecanismo también denominado escalera
positiva, se describe como un aumento de la fuerza de contraccién asociada a
un aumento de la frecuencia de estimulaciéon y se encuentra preservado en un
amplio rango de especies incluidas, entre ellas, la humana (Endoh, 2004).
Aunque generalmente se habla de relacion fuerza-frecuencia, ya que la
descripcion del fendmeno de la escalera se realizé inicialmente midiendo la

fuerza isométrica realizada por el musculo cardiaco (Bowditch, 1871;
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Woodworth, 1902), el fenémeno de la escalera positiva tambien puede
observarse cuando se estudia al musculo cardiaco o al miocito aislado
contrayéndose en forma isotonica (acortandose). Al aumento en la magnitud
del acortamiento al aumentar la frecuencia, lo denominaremos relacién
acortamiento-frecuencia y nos referiremos a este término en lo que sigue de la
tesis. El incremento en la fuerza de contraccién esta asociado con un
incremento en la amplitud del transient de Ca?* (figura 15), que se debe a una
mayor carga y liberacion de Ca®* por el RS (Bers, 2001). A su vez, este
aumento en la carga del RS se deberia a: 1) un aumento en la entrada de Ca**
a la células a través de los canales de Ca?* tipo L, como resultado del aumento
del numero de despolarizaciones por unidad de tiempo (Para rev. ver Endoh,
2006) y 2) un aumento del Ca?* diastélico. Experimentos de nuestro laboratorio
han demostrado que este aumento estaria fundamentalmente determinado
porque el incremento en la frecuencia de estimulacion, al reducir el intervalo
diastdlico, impediria que el NCX tuviera tiempo suficiente como para extruir el
Ca?*que entra a la célula en cada latido (Vila Petroff, 2003).
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Figura 15.E/ aumento de la frecuencia de estimulacién estd asociado con un aumento del
transitorio de Ca®*. (A) registro continuo tipico del cambio de acortamieto celular producido por
el aumento en la frecuencia de estimulaciéon. Este aumento en la frecuencia de estimulacion
provoca un aumento en la amplitud de la contraccién (latidos por minuto-lpm). (B) Trazos de
contracciones individuales (Long. celular) y de los transitorios de ca” (fluorescencia Indo-1)
asociados a las frecuencias indicadas por las letras a-e. El incremento en la frecuencia de
estimulacion de 10 a 50 Ipm esta asociado a incremento en la amplitud de la contraccion y del
transitorio de Ca®* (modificado de Vila Petroff, 2003).
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3. DISFUNCION CONTRACTIL EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA

En la actualidad, es bien conocido que la disfuncién contractil que exhiben los
corazones insuficientes es en parte debida a una alteracién en el manejo del
Ca” intracelular. Pero también, evidencia experimental reciente indica que la
pérdida de unidades contractiles por un proceso altamente regulado
denominado muerte celular programada o apoptosis, podria jugar un papel
importante en la progresion a la insuficiencia cardiaca y en el deterioro de la
funcion contractil observada en el curso de esta entidad patolégica. Muchos
estudios han demostrado que la inhibicidn de la apoptosis previene el
desarrollo de IC (para rev. Ver Lee, 2009). En lo que sigue en esta tesis, se
describiran por un lado las alteraciones en el manejo del Ca?*; que llevan a las
alteraciones del AEC y por otro lado la posibles causas que llevan a la
activacion de la muerte celular programada o apoptosis, ya que ambas
entidades contribuyen a la disfuncién contractil del corazén insuficiente.

3.1 Alteraciones del AEC

Actualmente es bien aceptado que el déficit en la contractilidad observado en la
IC es en parte debido a una disminucién del transitorio de Ca®* (Pieske, 2002)
(Ver figura 16). Esta disminucién en el transitorio de Ca?* estaria dada por un
manejo anormal del Ca®* que llevaria a una menor carga del RS con una
menor liberacion del ién por los RyR2 y la consecuente disminuciéon en la
contractilidad.

A continuacion se revisaran cuales estructuras del AEC se encuentran
alteradas en la IC y podrian ser responsables de las alteraciones en el manejo
del Ca** y por ende de la disfuncion contractil observada en esta entidad
patologica.
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Figura 16. Alteracion de la contraccioén y del transitorio de Ca** en un miocito insuficiente. Registro de la
contraccién y del Caz’y en un miocito insuficiente que muestra una menor amplitud de la contraccion y un

transitorio de Ca®* menor y prolongado. (Modificado de del Monte, 1999).

3.1.1 Canales de Ca” tipo L
La mayoria de los estudios en IC han descripto que la densidad de los canales

de Ca?* tipo L no esta consistentemente alterada (para rev. ver. Hasenfuss,
1998), asi como tampoco se han descripto modificaciones en la Ic; (Gomez,
1997; O'Rourke, 1999; Bers, 2006), lo que sugeriria que una alteracion de la
misma no tendria un papel fundamental en la disminucién del Ca*" intracelular
observado en esta patologia.

3.1.2 SERCA2a
Si bien existen trabajos en corazones insuficientes donde no se ha observado

una alteraciéon en la expresiéon de la SERCA2a (Ai, 2005; Weisser-Thomas,
2005; Schwinger, 1995), la mayoria de los trabajos en IC postulan que existe
una disminucion en la expresion de la SERCA2a (Arai, 1994; Meyer, 1995;
Muller, 2003, Prunier, 2005) que se acompafia en muchos modelos de una
menor expresidon de PLN de manera proporcional a la disminucién de la
SERCA2a (la disminucion proporcional de ambas proteinas no alteraria la
afinidad de la bomba de Ca?* por el Ca?*, pero si disminuiria la capacidad total
de transporte de Ca?* del RS) (Mercadier, 1990; Bers, 2006). Esto llevaria a
una disminucién en la capacidad de transporte de Ca?* por el RS, con dos
consecuencias fundamentales: una disminucion de la velocidad de relajacién y

una menor carga del RS y por lo tanto en la liberacién del mismo i6n por el RS.
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Esto resulta, en una menor activacién de las proteinas contractiles y por ende,

en una menor contractilidad.

3.1.3 NCX

Aunque existen resultados controversiales con respecto a si el NCX se
encuentra alterado en la IC, en la mayoria de los modelos de IC se describe un
aumento del eflujo de Ca®* a través del NCX. Se han encontrado aumentados
tanto los niveles de ARNm (Pogwizd, 1994) como los niveles de proteina del
NCX (Bers, 2006; Hobai, 2004; Schillinger, 2000). EI NCX esta involucrado en
la extrusién de Ca®" de la célula (modo directo) durante la relajacién. Este
aumento en la expresibn podria estar compensando la menor
expresidon/actividad de la SERCA2a. Esto llevaria a que el balance global del
flujo de Ca®* se incline a favor de una menor retoma de Ca® por el RS y por lo
tanto en una menor carga del mismo (Bers, 2000). Se ha propuesto que este
mecanismo podria ayudar a prevenir la sobrecarga de Ca** y la disfuncién
diastdlica tipica del corazén insuficiente (Hasenfuss, 1994). Sin embargo otros
trabajos han sugerido que la sobreexpresidon del NCX, aunque mejora la
relajaciéon, podria contribuir a la disfuncién contractil del corazén insuficiente
debido a que a su vez depleciona de Ca** al RS (Sipido, 2000; Hobai, 2004).
Estos resultados aparentemente contradictorios indican que, hasta el presente,
la contribucion de la sobreexpresién del NCX al fenotipo contractil de corazén
insuficiente no ha sido enteramente dilucidada.

3.1.4 Requlacién del Na" intracelular

La [Na'} esta elevada en la IC (Despa, 2003; Pieske, 2002). Este aumento
podria tener consecuencias importantes sobre el manejo del Ca®* debido a su
impacto sobre el funcionamiento del NCX. Existen dos posibles explicaciones
para este aumento: 1) una disminucién en la extrusion de Na® y/o 2) un
incremento en el influjo de Na*. El Na* puede entrar a la célula a través de
varias rutas, como por ejemplo a través del NCX actuando en modo directo, los
canales de Na* y a través de mecanismos dependientes del pH, entre ellos el
mas relevante es el intercambiador Na*/H* (NHE).

La bomba de Na' es la principal ruta de extrusién de Na'. Aunque el NCX

puede extruir Na* de la célula trabajando en modo reverso, durante el ciclo
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cardiaco hay un influjo neto de Na* a través del NCX trabajando en su modo
directo (Pogwizd, 2003; Bers, 2006).

Con respecto a la bomba de Na*, en la mayoria de los modelos de IC se ha
encontrado una disminucién en la expresiéon de esta proteina (incluso en
miocitos humanos provenientes de corazones insuficientes) (Shamraj, 1993,
Schwinger, 1999), asi como también cambios en las densidades relativas de
las diferentes isoformas de la bomba de Na*/K*ATPasa (Pieske, 2003). Como
se menciond mas arriba, cada isoforma de la bomba (a4, a; y as;) tiene diferente
afinidad por el Na*. Los datos de los patrones de expresion de las diferentes
isoformas de la bomba Na*/K'ATPasa no son coincidentes entre los diferentes
modelos. El grupo de Kim y colaboradores encontré en corazones insuficientes
de perro ausencia de la isoforma a; y una disminucion de los niveles aj (Kim,
1994). Schwinger y colaboradores describen una disminucién en los niveles de
a; ¥ as (Schwinger, 1999). Estos resultados dispares podrian deberse al tipo de
especie utilizada, y/o al preparado utilizado para las mediciones, ya que en
preparados de homogenato de corazén existe una gran cantidad de células que
no son musculares que pueden no representar a la densidad de la bomba de
Na'/K'ATPasa presente en los cardiomiocitos.

En resumen, ambas alteraciones (una disminucidén en la expresiéon o un cambio
en los patrones de expresion de las diferentes isoformas de la bomba de
Na'/K'ATPasa) contriburian a una menor extrusiéon de Na* y por lo tanto al
aumento del Na*;, como el que es descripto en la IC.

Con respecto a las rutas de entrada de Na*, hay fuertes evidencias y consenso
general en que existe un aumento del influjo de Na* a través de la corriente
rapida de Na® (Ina) (Despa, 2002). Se han encontrado alteraciones en los
canales de Na* en modelos de perros y humanos insuficientes, estos canales
muestran una inactivacion mas lenta y por lo tanto una Ina mas sostenida que
lleva a un incremento en la [Na'}; (Undrovinas, 1999; Maltsev, 2007).

El grupo de Baartscheer y colaboradores atribuye el aumento de Na* al NHE,
ya que el aumento en el Na* pudieron revertirlo usando un inhibidor del NHE,
cariporide. Ademas describen un aumento en la expresion del NHE en
cardiomiocitos de conejos insuficientes (Baartscheer, 2003). Sin embargo estos
resultados son controversiales ya que la dosis usada de cariporide se ha visto

que tiene efectos sobre la Iy, inhibiéndola y de esta manera el efecto
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beneficioso del cariporide seria también por dismuir la entrada de Na* a través
de la Ina (Chattou, 2000).

3.1.5 Alteraciones de la relacion fuerza-frecuencia (acortamiento-frecuencia) en
lalC
Una de las consecuencias mas importantes de la alteracién del AEC en la IC,

es la alteracién en la relacién fuerza-frecuencia (fenbmeno de la escalera) y
ésta es una razén por la que el corazén insuficiente es incapaz de satisfacer los
minimos requerimientos metabdlicos generados por el ejercicio moderado. En
general dichas alteraciones se presentan en forma de una ausencia en el
aumento de contractilidad en respuesta al aumento de la frecuencia de
estimulacién (escalera ausente) o en los casos mas extremos, en una
disminucién de la contractilidad asociada a un aumento de la frecuencia de
estimulacién (relacién fuerza-freuecia o acortamiento-frecuencia invertida o
escalera negativa) (Feldman, 1988, Rossman, 2004). La escalera negativa se
ha encontrado experimentalmente tanto en preparaciones enteras como en
miocitos aislados, y clinicamente, en estudios que revelan una reduccién en la
funcion cardiaca a medida que aumenta la frecuencia de estimulacion (Mulieri,
1992; Hassenfuss, 1994).

En el corazén insuficiente, el aumento de la frecuencia de estimulacion esta
asociado con una disminucién del transitorio de Ca?* (Piacentino, 2003).
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Figura 17. Escalera negativa en la insuficiencia cardiaca. Registros de acortamiento celular y
transitorio de Ca?’ (medido con el indicador de Ca®* fluorescente Fura-2) de miocitos
provenientes de corazones humanos insuficientes y no insuficientes. En el miocito insuficiente
se observa una disminucién del acortamiento y un aumento del Ca** diastélico a medida que
aumenta la frecuencia de estimulacién (Modificado de del Monte, 1999).
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El consenso general entre los distintos autores indica que esta disminucion se
deberia principalmente a una alteracién de la carga de Ca** del RS y en
consecuencia en la liberacion de Ca* por el mismo (Schillinger, 1998). En el
corazon sano, la escalera positiva esta acompafada por un aumento paralelo
del contenido de Ca®* del RS. En cambio en el corazén insuficiente, el
contenido de Ca®" del RS no cambia con el aumento de la frecuencia de
estimulaciéon, en tanto que la fuerza desarrollada disminuye (Endoh, 2004,
Maier, 2005). Estos estudios sugieren que la escalera negativa observada en la
IC seria mediada por una alteracion en el manejo del Ca®*. En la figura 17 se
puede observar que en tanto que en el miocito sano el aumento de la
frecuencia de estimulacion cursa con un aumento en el transitorio de Ca?*, en
el miocito insuficiente se observa una disminucién del transitorio de Ca®* y un
aumento del Ca®* diastélico con el aumento de la frecuencia de estimulacién.
Como se menciond previamente una disminucién en la expresién y/o actividad
de la SERCA2a (Arai, 1994; Schwinger, 1995) y un incremento en la expresion
del NCX (Flesch, 1996) podrian ser las principales modificaciones
responsables de las alteraciones del manejo el Ca?* y de la escalera negativa
en la IC. Estas alteraciones podrian cambiar el balance del flujo de Ca®
durante la relajacién, favoreciendo la extrusion de Ca** a través del NCX y
disminuyendo la retoma de Ca?* por el RS, lo que resultaria en una menor
carga y liberacién de Ca®" por el mismo, y en consecuencia en una menor
activacién de las proteinas contractiles en el corazén insuficiente. Ademas, los
elevados niveles basales de Na* presentes en la IC podrian favorecer el influjo
de Ca?* o disminuir el eflujo de Ca*" a través del NCX. El incremento en el Ca?*
citosdlico podria ayudar a preservar la contractilidad a bajas frecuencias de
estimulacién. Sin embargo, este mecanismo llevaria a que el RS se encuentre
relativamente lleno a bajas frecuencias de estimulacion y conspiraria asi contra
un aumento en la carga del mismo a altas frecuencias de estimulacion. El Ca*
citosdlico podria no ser facilmente removido por el RS debido a la disminucién
en la expresion y/o actividad de la SERCAZ2a y por lo tanto la funcion sistélica y
diastdlica estarian desmejoradas.

Es importante sefalar en este punto que existen numerosos estudios que han
investigado y se han focalizado en el rol de cada componente del AEC en la

generacion de la escalera negativa caracteristica de la IC. Entre ellos estan los
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que describen una funcién alterada de la SERCA2a (Davia, 1997; del Monte,
1999; Muller, 2003), los que describen un aumento de la expresién/actividad
del NCX (Schillinger, 2000; Hobai, 2004;) o los que se centran el aumento de
los niveles de Na®; (Mubagwa, 1997; Gray, 2001; Mills, 2006) como los
principales determinantes de la escalera negativa o plana. Pero, por otro lado,
existen trabajos que demuestran que en corazones insuficientes que poseen
escalera negativa, la abundancia del NCX y de la SERCA2a no esta
consistentemente alterada (Ai, 2005; Weisser-Thomas, 2005). Ademas, en
corazones no insuficientes de pequefos mamiferos la escalera negativa esta
presente aun con una actividad robusta de la SERCA2a (Bassani, 1994).

Estos resultados sugieren, que la alteracién de un solo componente, no
es suficiente para producir la escalera negativa caracteristica de la IC,
sino que, indicaria un escenario mas complejo en el cual varios
mecanismos actuando simultaneamente serian necesarios para producir
la escalera negativa.

Examinar los mecanismos responsables de la escalera negativa sera el

primer objetivo de esta tesis.

3.2 Muerte celularen lalC

La disfuncidn contractil que se observa en el corazén insuficiente, como ya se
habia mencionado, no sélo es debida a alteraciones en el manejo de Ca®* sino
que también puede deberse, al menos en parte, a la pérdida de unidades
contractiles, es decir, a la muerte de los cardiomiocitos.

La muerte celular puede deberse a dos grandes mecanismos: 1) Muerte celular
programada o apoptosis y 2) Necrosis. Aunque recientemente se ha puesto en
duda el concepto de que los miocitos mueren principalmente por apoptosis y/o
necrosis y se esta comenzando a estudiar a la autofagia como otra posible
forma de muerte celular, los resultados hasta el momento son controvertidos,
ya que |la muerte por autofagia es mas una definicion morfolégica y no hay
evidencia de que sea un mecanismo especifico de muerte celular (para rev ver
Aranguiz, 2006). Recientemente se ha reconocido, que esta pérdida de
unidades contractiles juega un papel importante en la progresién a la IC (Gill,
2002; Ling, 2009) (para rev ver Lee, 2009). Aunque los niveles de apoptosis
detectados en individuos en el Ultimo estadio de IC son muy bajos (para rev.
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ver. Kang, 2000), aunque significativos, la pérdida de miocitos gradual y en el
tiempo, podrian ser de gran relevancia en la progresion hacia la IC. Para poder
comprender esto, hay que entender a la apoptosis como un mecanismo que
tarda apenas unas horas para completarse (aproximadamente 24 hs) en tanto
que la IC es un mecanismo que lleva varios afios. El momento de extraccion de
la muestra es solo un punto en el tiempo en esta entidad patolégica (van
Empel, 2005).

A continuacién se describiran los dos grandes mecanismos de muerte celular,
la apoptosis y la necrosis, ya que las diferencias que exhiben estos dos
mecanismos de muerte celular son claras y permiten establecer diferencias.

3.2.1 Apoptosis
La muerte celular programada o apoptosis es un mecanismo conservado en la

evolucibn que le permite a los organismos multicelulares descartar
selectivamente a las células envejecidas o que son genéticamente inestables y
pueden ser potencialmente peligrosas para el organismo. También es un
fenomeno que se da con mucha frecuencia en la embriogénesis para desechar
células funcionalmente anormales o innecesarias. Este mecanismo de muerte
celular se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos tipicos, tales
como encogimiento celular, condensacion de la cromatina, degradacién del
ADN en fragmentos regulares, fragmentacion celular sin pérdida de la
membrana plasmatica y con formacién de cuerpos “apotéticos”, y en el caso de
ser un modelo “in vivo” inmediata fagocitosis para evitar procesos inflamatorios.
(Wyllie, 1995; Regula, 2005).

Es importante destacar que la apoptosis es un proceso fisiologico, altamente
regulado y controlado, que involucra una serie de eventos programados
genéticamente, que pueden ser desatados a partir de la influencia de factores
regulatorios intra y extracelulares. La ausencia o la alteracion de alguno de
estos factores regulatorios contribuyen al desarrollo de diferentes patologias,
ya sea porque el programa de muerte celular no se ejecuta y se acumulan
células inestables genéticamente que pueden transformarse en clones
inmortales (por ej. Cancer) o porque el programa de muerte celular se gatilla
inadecuadamente (por ej. Desdérdenes neurodegenerativos, diabetes tipo | e
insuficiencia cardiaca, entre otras patologias) (van Empel, 2005).
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La apoptosis puede iniciarse a través de dos vias de senalizacién diferentes
pero convergentes (ver figura 19). La via extrinseca se inicia por la uniéon de
ligandos a los llamados receptores de la muerte. Pertenecen a esta familia los
receptores que unen al factor de necrosis tumoral (TNF-R1 y TNF-R2) y
también Fas (Fas-CD95). Estos receptores son proteinas simples de
transmembrana que poseen sitios de unién al ligando ricos en cisteina en la
cara extracelular. La unién del ligando provoca la agregacién de los receptores
y el reclutamiento de otras proteinas, entre ellas la familia de las caspasas.
Estas son un grupo de cisteina proteasas con elevada homologia de funcién y
estructura entre ellas. Todas ellas se sintetizan como proenzimas que se
activan por protedlisis y tienen especificad de corte en el sustrato, siempre
después del residuo aspartico (Patel, 1996); podemos nombrar entre otras, la
caspasa-2 y caspasa-8. En este complejo multiprotéico, casapasa-8 se vuelve
activa y desencadena la activacién de las denominadas caspasas efectoras
terminales (caspasa-3, 6 y 7) responsables del clivado de sustratos
intracelulares necesarios para la estructura, funcién metabélica y supervivencia
celular. La via intrinseca de apoptosis es mediada por las mitocondrias y
deviene de una alteracién de las mismas, con pérdida del potencial de
membrana mitocondrial Ayn y con la consecuente apertura del poro de
transicion mitocondrial (mPTP). La pérdida del Ay, provoca la liberaciéon del
citocromo ¢ de la membrana mitocondrial (el citocromo c transfiere electrones
del complejo Il al IV en la cadena transportadora de electrones mitocondrial).
El citocromo c liberado en presencia de desoxi-ATP o ATP, forma un complejo
con la caspasa-9 y otras proteinas denominado apoptosoma, que activa otras
caspasas corriente abajo para producir las alteraciones bioquimicas finales,
como ser, la fragementacion del ADN, la exposicion del fosfolipido
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular y la formacién de los
cuerpos apoptoticos (Regula, 2005). Esta via se encuentra regulada por un
grupo de proteinas anti-apoptéticas tales como Bcl-2 y Bcl-X, y proteinas pro-
apoptoticas tales como Bax y Bak, entre otras (Crow, 2004). La relacién o
balance entre las proteinas pro-apoptéticas y anti apoptéticas (Bax/Bcl-2) es
indicativa de la propensién al desarrollo de la apoptosis en los miocitos (ver
figura 20).
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Existen también, otras proteinas involucradas en la muerte celular, como Smac
y DIABLO que en condiciones normales, sin estimulos apoptoéticos, se
encuentran en la matriz mitocondrial, pero su liberacion al citosol celular por

diferentes agentes, induce apoptosis (Verhagen, 2000).

Via extrinseca Via intrinseca

eceptor de muerte ¥ Estimulos ap optéticos

!
L
yd @

Caspasas efectoras "J

Procaspasa-8

Caspasa$

Apoptosis

Figura 19. Vias de apoptosis. La via intrinseca es desencadenada por estimulos extra e
intracelulares que involucran a la mitocondria como principal protagonista. La via extrinseca
requiere la unién de ligandos a los receptores de la muerte. Las vias intrinseca y extrinseca
convergen en las caspasas efectoras con el consecuente desarrollo de apoptosis. Modificado
de Regula, 2005.

Una vez en el citosol smac-DIABLO inhiben a proteinas antiapoptoéticas como
ser las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs, inhibitotrs of apoptosis
proteins) (Deveraux, 1998). El grupo de Scheubel y colaboradores ha
encontrado en corazones insuficientes una menor expresién de las IAPs hecho

que hace a los miocitos mas susceptibles a |a apoptosis (Scheubel, 2002).
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Figura 20. Esquema de las protelnas pro y anti apoptéticas. La familia de proteinas Bcl-2
funciona principalmente protegiendo la integridad de la membrana mitocondrial y controla la
liberacion de las proteinas pro-apoptéticas, como el citocromo ¢ y smac/DIABLO. En
condiciones normales Bcl-2 interacciona con las proteinas proapoptéticas (Bax-Bak) formando
heterodimeros Bcl-2/Bax, Bcl-2/Bak y ejerciendo una funcion protectora. Cuando Bax o Bak se
sobreexpresan aumenta la proporcion de heterodimeros Bax/ Bax, Bax/ Bak y aumenta la
susceptibilidad de la célula a la apoptosis

3.2.2 Necrosis

La necrosis es un proceso de muerte celular rapido e irreversible que ocurre
cuando las células son severamente danadas. A diferencia de la apoptosis es
un mecanismo que no requiere energia. Se caracteriza por el hinchamiento de
la célula y sus organelas, con la consecuente ruptura de la membrana y la lisis
celular. El vaciamiento del contenido citoplasmatico al espacio extracelular
genera una respuesta inflamatoria, que causa un dafio del medio circundante y
muerte de las células vecinas. En muchos estudios de isquemia y reperfusion o
en muestras obtenidas de corazones humanos con infarto agudo de miocardio
se ha descripto muerte celular por necrosis (Kajstura, 1996; Guerra, 1999). Sin
embargo en estos modelos también se ha descripto muerte celular tanto por
necrosis, como por apoptosis (James, 1998; Vila Petroff, 2007). Una hipétesis
que podria explicar la coexistencia de necrosis y apoptosis luego de la
isquemia/reperfusion seria que el dafo producido por isquemia desencadenaria
la apoptosis, pero si la isquemia se prolonga y la produccién de energia no es
restaurada (dado que la apoptosis es un proceso que requiere ATP), se

produciria un insulto mayor tal que desencadenaria la necrosis, (Gill, 2002).
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Figura 21. Esquema delas
principales vias de muerte
celular que muestra una célula
normal y las dos vias de
muerte celular, apoptosis y

necrosis. Noétese que en la

) (@)
Cuerpo/® bA
apoptotico &)

necrosis hay pérdida de la
integridad de la membrana

celular y de las organelas. En
cambio en la apoptosis se
conserva la membrana y se

Fagocito

forman los denominados
[ NECROSIS | [ ApoPTOSIS | cuerpos apoptéticos con la

consecuente fagocitosis por
las células vecinas.

Debido a que la apoptosis es el mecanismo de muerte celular con mas
consenso en la IC, esta tesis se focalizara en este fenomeno de muerte para

los estudios que se detallan a continuacion.

3.3 Posibles mecanismos desencadenantes de la apoptosis en la
insuficiencia cardiaca

Entre los mecanismos que se han propuesto como iniciadores de |la apoptosis
en la IC estan las alteraciones en el Ca® intracelular, ya que disturbios en la
carga de Ca®* del RS pueden generar sefales apoptéticas (Crow, 2004) (Para
rev. ver: Orrenius, 2003) y también se ha demostrado que un exceso de Ca®*
en las mitocondrias puede inducir apoptosis al abrir los mPTP, con la
consecuente liberacion de citocromo-c, activacién de caspasas y apoptosis
(Szabadkai, 2004; Jeong, 2008). Sin embargo, en estos estudios no se tuvo en
cuenta que el manejo del Ca® intracelular esta intimamente ligado a la
homeostasis del Na* intracelular dado que las alteraciones del Na* afectan la
actividad del NCX. Como vimos mas arriba en miocitos aislados de corazones
insuficientes, el Na® se encuentra elevado. Aunque las causas no han sido
completamente dilucidadas, como ya lo mencionamos, este aumento de Na* se

puede vincular tanto con un aumento en el influjo de Na* a través de la Iy,
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como con una disminucion en la expresion y en la actividad de la bomba Na*/K*
ATPasa. Esta descripto que este aumento de Na® promueve el aumento de
Ca’* a través del NCX, resultando en un aumento sostenido del Ca®* diastélico
a frecuencias fisiolégicas (Pieske, 2002).

La proteina quinasa Ca*/calmodulina dependiente 1l (CaMKIl) es una
serina/treonina quinasa ubicua que fosforila una amplia gama de proteinas en
respuesta a un aumento de Ca®' intracelular y entre sus funciones mas
estudiadas se encuentran la regulacion del AEC (Maier, 2007) y la regulacién
de la expresién génica (Wu, 2006). Por otra parte, se ha comprobado que la
sobrexpresion de la CaMKIl induce hipertrofia (Zhang, 2004; Backs, 2008) y
mas recientemente en un modelo de ratones con ablaciéon génica (gene knock-
out mouse) de la CaMKI|, se la vincul6 con la transicion de la hipertrofia a la IC,
ya que estos ratones sometidos a una prolongada sobrecarga de presion y
carentes de la CaMKIl, desarrollaron menor dilatacion del venticulo izquierdo,
menor disfuncion contractil, menor numero de células apoptdticas y menor
fibrosis (Ling, 2009). También la CaMKIl ha sido involucrada en la apoptosis
por estimulacién crénica con isoproterenol (Zhu, 2003) y resultados de nuestro
laboratorio han demostrado un papel importante de la CaMKIl en la apoptosis
inducida por isquemia y reperfusion. En ese trabajo hemos demostrado que la
activacion del NCX durante la reperfusion, induce el influjo de Ca?* que luego, a
través de la fosforilacién de distintos sustratos favorece la sobrecarga de Ca®'
del RS y el desarrollo de apoptosis (Vila-Petroff, 2007). Aunque estos estudios
demuestran la participacion del NCX en la apoptosis inducida por isquemia y
reperfusiéon, su contribucion en la cascada de sefales apoptéticas mediadas
por la CaMKIl, en un marco de Na* aumentado, como ocurre en la IC no ha
sido examinado hasta el momento. Estos resultados sugieren que la CaMKII
podria ser en parte responsable de la disfuncion contractil del corazén
insuficiente al promover la apoptosis en la IC. Sin embargo, las cascadas de
eventos que llevan a la activacién de la CaMKIl y los procesos proapoptéticos
por ella desencadenados en la IC no han sido examinadas hasta el momento.
En este marco, un trabajo demuestra que la CaMKIl puede estimular los
canales rapidos de Na*, aumentando su probabilidad de apertura y resultando
en un aumento de Na‘; (Wagner, 2006). Tomados, estos resultados en

conjunto, se podria considerar a la CaMKIl como integrante de un circulo
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vicioso en el que las alteraciones iniciales en el Na*; resultarian en un aumento
de Ca?*;, mediado por el NCX que a su vez activaria a la CaMKII llevando a un
aumento aun mayor del Na* y del Ca®* provocando una sobrecarga de Ca®'
que culminaria en la apoptosis. Por lo tanto las alteraciones del Na*
contribuirian a la alteraciéon de la homeostasis del Ca**. Por lo tanto el Na*
elevado podria ser una de las principales sefiales de iniciacion de la apoptosis.
Sin embargo, si el Na* elevado es la alteracion que gatilla el inicio de la
cascada apoptética y si esta cascada requiere la activacion de la CaMKIl
no ha sido evaluado hasta el momento.

Examinar si el Na* elevado puede inducir la apoptosis sera el segundo
objetivo de esta tesis.
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OBJETIVOS
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1. OBJETIVOS GENERALES
La presente tesis esta dirigida a examinar los principales mecanismos
responsables de la disfuncién contractii que se observa en el corazén
insuficiente. Especificamente, estudiaremos el papel que tiene las
alteraciones en el manejo del Ca*; en el desarrollo de la escalera negativa y
en la pérdida de unidades contracties por apoptosis, ya que ambos
fendmenos son de fundamental importancia en el deterioro de la funcién
contractii en la insuficiencia cardiaca. Esta disfuncién contractil que
presentan los corazones insuficientes revela la incapacidad de los mismos
para aumentar la fuerza de contracciéon frente a una mayor demanda, de
modo que comprender las bases subcelulares y moleculares de estos
fendmenos puede resultar en un importante avance en el desarrollo de
nuevas herramientas terapéuticas.
Esta tesis describe por lo tanto los resultados de dos trabajos
experimentales, que aunque diferentes, estan relacionados entre si por un
denominador comun que es la disfuncién contractili de la insuficiencia
cardiaca (IC).
En el primero de ellos, el objetivo fue reproducir a nivel de un miocito
cardiaco las tres alteraciones del acoplamiento éxcito contractil (AEC) que
se describen clasicamente en la mayor parte de los modelos de IC
(disminucion en la expresion de la SERCA2a, aumento en la expresién del
NCX y aumento del la concentracion de Na’ intracelular) y determinar si
eéstas mimetizan, asociadas o independientemente, una de las principales
caracteristicas de la IC como es el fendmeno de la escalera negativa.
En el segundo, el propésito fue examinar si existe alguna relacién entre
estas alteraciones en el AEC y la apoptosis, que como ya se mencioné
previamente, es una causa fundamental de la disminucién de la
contractilidad en la IC. Debido a que la disminucién en la expresion del NCX
(y no su aumento como ocurre en la IC) y la sobreexpresién de SERCA2a (y
no su disminucion, como ocurre en la |IC) se asociaron a apoptosis,
(Miyamoto, 2005; Vafiadaki, 2009), nos concentramos en el estudio del
posible rol del aumento del Na* intracelular en la produccion de este tipo de
muerte celular.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudiar cudl es la contribucion relativa de las tres alteraciones basicas
del AEC en la IC al fendmeno de |la escalera negativa: la alteracion en la
retoma de Ca?* (disminucién en la expresién de la SERCA2a), el efecto
de la sobreexpresidon del NCX y el aumento del Na® intracelular.

2. Examinar si se necesita mas de una de estas alteraciones en el manejo
del Ca? intracelular para reproducir la escalera negativa caracteristica
del corazén insuficiente.

3. Examinar si el Na* elevado, caracteristico de la IC, es la alteracién que
puede promover la apoptosis.

4. De confirmarse el punto anterior, aclarar si este fendbmeno se produce a
través de su efecto sobre la funcién del NCX.

5. Dilucidar los mecanismos intracelulares de este fendmeno, con especial
énfasis en la posible participacién de la CaMKII.

3. HIPOTESIS

El cumplimiento de estos objetivos nos permitira poner a prueba las siguientes

hipétesis:

1.

La alteracién simultanea en la retoma de Ca?*, la sobreexpresién del
NCX y el aumento del Na* intracelular son necesarios para producir la
escalera negativa de la IC.

Estas alteraciones son suficientes para mimetizar el fenotipo contractil
de un miocito aislado de un corazén insuficiente.

La elevacion del Na* intracelular disminuye la viabilidad y promueve la
apoptosis en miocitos aislados.

El Na*; aumentado promueve el funcionamiento del modo revertido del
NCX que ingresa Ca®* a la célula, resultando en la activacién de la

CaMKIll, que desencadena la cascada apoptética.

Para poner a prueba estas hipétesis y cumplir con los objetivos propuestos se

realizaron los siguientes experimentos:

Parte 1: para reproducir las alteraciones basicas del manejo de Ca* en la IC,

en una célula aislada de un corazén sano: 1) se inhibira parcialmente la
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SERCA2a usando tapsigarguina (Tg), acido cyclapiozonico (CPA) o ARN
silenciador de la SERCA2a (Ad.siRNA), 2) sobreexpresaremos al NCX
utilizando la técnica de transferencia génica mediada por adenovirus
portadores del gen del NCX; 3) aumentaremos el Na*; inhibiendo la bomba
Na'/K*-ATPasa con ouabaina o monensina. Verificaremos si la alteracién de
uno solo de estos mecanismos reguladores del AEC es suficiente para
transformar la escalera positiva de las células normales a una negativa similar
a la observada en el corazén insuficiente, o, si es necesaria la accion conjunta
de los mismos. Los resultados nos permitiran determinar la importancia relativa
de la disminucién de actividad de la SERCA2a, de la sobreexpresién de NCX o
del Na*; aumentado y cual o cuales de estos mecanismos son responsables del
fendmeno de la escalara negativa.

Parte 2: para mimetizar el aumento de Na'; descripto en el corazoén insuficiente
y examinar si esta alteracién produce apoptosis a través del funcionamiento del
modo reverso del NCX con la consecuente sobrecarga de Ca®* y activacion de
CaMKIl: a) Cultivaremos miocitos durante 24 hs utilizando ouabaina o digoxina
y evaluaremos su efecto en la viabilidad celular. Adicionalmente, estos cultivos
seran utilizados para realizar pruebas bioquimicas (actividad de caspasa-3 y
cociente Bax-Bcl-2) para evaluar si la muerte celular es debida a la apoptosis.
B) en una serie de experimentos cultivaremos los miocitos durante 24 hs en
presencia de ouabaina mas el inhibidor del NCX, KB-R9743 (KBR) o en
presencia del inhibidor de la CaMKIl, KN-93 (KN) y evaluaremos los
mecanismos de muerte celular midiendo la actividad de caspasa-3 y el cociente
Bax/Bcl-2. En otro grupo de experimentos sobreexpresaremos a la CaMKIl
utilizando la técnica de transferencia génica mediada por adenovirus
portadores del gen de la CaMKIl, para verificar el rol de esta quinasa en la
cascada apoptética.
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METODOLOGIA
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Aspectos Generales

Los experimentos fueron llevados a cabo respetando las normativas generales
para uso de animales de laboratorio estipuladas en la “Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, NIH Publication No. 85-23, 1996" Los experimentos
se realizaron en miocitos aislados de corazones de gatos adultos y de ratas
macho Wistar (200-300g).

1. AISLAMIENTO DE MIOCITOS

Se realizaron experimentos en miocitos de gato y rata aislados
enzimaticamente con una técnica utilizada rutinariamente en nuestro
laboratorio. En esta técnica, gatos adultos fueron anestesiados por inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sodico (35 mg (Kg peso)'). Los corazones
sujetos por la aorta a través de una canula fueron extraidos rapidamente y
colocados en un sistema de perfusion tipo Langendorff. A continuacién los
mismos fueron perfundidos retrégradamente a 37°C y presion de perfusion
constante (70 a 80 mmHg) durante 7 minutos para lavar los restos de sangre y
estabilizar el corazdén con una solucién con la siguiente composiciéon (en mM):
CINa 146.2, CIK 4.7, Cl,Ca 1.35 acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanosulfonico (HEPES) 10.0, PO4NaH, 0.35 , SO4Mg 1.05, glucosa 10.0, la
solucién fue ajustada a pH 7.4 con OHNa, llamaremos a esta solucion solucion
de HEPES. La solucién fue continuamente burbujeada con O; al 100%. Luego
de los 7 minutos, la perfusion continué por cinco minutos con la misma
solucién, pero ahora nominalmente libre de Ca®*. Este periodo de perfusion con
una solucion libre de Ca** es de crucial importancia, ya que la integridad de los
discos intercalares depende del Ca®* y se ha descripto que bajos niveles del
ion reducen la adherencia entre las células (Sollott, 1992).

Posteriormente se hizo recircular la solucion HEPES con 0.61mg/ml de
colagenasa tipo Il (160 U/ml), 0.07mg/ml de proteasa y 0.4mg/ml de suero de
albumina bovina (BSA). Ademas se agregé 50 pM Cl,Ca, ya que el Ca® actua
como un cofactor que activa las enzimas (Bkaily, 1984). La perfusién continué

hasta que los corazones presentaron flacidez (15-20 min) y rapidamente fueron

47



removidos del aparato de perfusion cortandolos a nivel auriculo-ventricular. Los
miocitos aislados se separaron del tejido no digerido y se lavaron varias veces
con solucién HEPES conteniendo BSA 1%, y 0.5 mM de Cl,Ca. El tejido
ventricular no digerido fue cortado y disociado con pinzas. Dicho tejido se
incub6 durante 3-5 minutos a 37°C, agitandolo lentamente en una atmédsfera de
O, en la misma solucion con enzimas. Luego de este procedimiento los
miocitos desagregados fueron separados del tejido sin digerir mediante su
centrifugacién a aproximadamente1000 rpm. Se elimind el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en una solucién HEPES con 0.5 mM de Cl,Ca. Al tejido
remanente, sin digerir, se lo incubd en el agitador como se describe mas arriba.
Este proceso se repitié hasta digerir la mayor cantidad de tejido posible. Luego
de cada lavado, las células fueron dejadas sedimentar durante 10 min, y en
cada resuspension se fue incrementando paulatinamente la concentracién de
Ca®" extracelular hasta llegar a una concentracion de 1.35 mM de Ca*. La
recalcificacion lenta y gradual tiene como objetivo minimizar el deterioro que se
produce cuando se recalcifica luego de un periodo de perfusién libre de Ca®*
(Zimmerman, 1965). Los miocitos aislados suspendidos en solucién HEPES
fueron mantenidos a temperatura ambiente (20-22°C) hasta su utilizacién, sea
para experimentos con miocitos frescos o para su posterior cultivo.

Para el aislamiento de miocitos ventriculares de rata se siguié el mismo
protocolo, con algunas modificaciones. En este caso la concentracion final de
Ca® en la solucién de HEPES fue de 1 mM y la concentracién de colagenasa
fue de 0.24mg/ml.

2. CULTIVO DE LOS MIOCITOS

Después del aislamiento, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo
DMEM (estas siglas provienen del término inglés: Dulbeccos Minimal Eagle
Medium), con el agregado de los siguientes suplementos (g/L): 4cido ascérbico
0.0176, albumina sérica bovina 2, L-carnitina 0.4, creatina 0.66, taurina 0.62,
penicilina 50U/mL y estreptomicina 50 U/mL Los miocitos fueron luego
contados y sembrados a una densidad de 2 x 10" en cajas de cultivo estériles.
Las cajas de cultivo fueron previamente tratadas con laminita (10 pgr/cm?)
durante 40 minutos para permitir una mejor adhesion de las células. Se dejaron
las células durante una hora en estufa gaseada con CO; a 37°C. Luego de este
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periodo se retiré6 el medio de cultivo para extraer las células muertas y dejar
solo las vivas que permanecieron adheridas a la lamimina, se colocé 2 ml de
medio de cultivo fresco por cada caja de cultivo en presencia o ausencia de los
diferentes compuestos farmacoldgicos o particulas virales (ver resultados).

3. INFECCION CON ADENOVIRUS

Se utilizaron adenovirus recombinantes, portadores del gen del NCX y de la
proteina fluorescente verde GFP (Ad.NCX.GFP), adenovirus recombnantes del
gen de la CaMKllsc y de la proteina fluorescente verde GFP (Ad.CaMKII.GFP) y
adenovirus recombinantes portadores de templados de DNA para la sintesis
del ARN silenciador de la SERCA2a (Ad. siRNA. SERCA2a) y GFP sintetizados
por el Dr. R. Hajjar del Mount Sinai Medical Center, New York. Para la
construccion de los adenovirus se siguié el método de He y colaboradores (He,
1998; Luo, 2007). Una vez aislados, los miocitos fueron cultivados durante 48
Hs en presencia de AAd.NCX.GFP a un multiplo de infeccion (MOI) de 10-1000,
o en presencia de Ad.siRNA.SERCA2a a un MOI de 100 y 400 o en presencia
de Ad.CaMKII.GFP a un MOI de 100. (Para ver detalles de la construcciéon de
lo adenovirus y de su biologia basica, ver apéndice 1).

3.1 Verificacion de la expresion de proteinas recombinantes

Para verificar la eficiencia de infeccion de los adenovirus recombinantes, se
visualizé la GFP en un microscopio de fluorescencia excitando a las células a
una longitud de onda de 480 nm y visualizando la luz verde emitida a 530 nm.
De esta manera, las células que se visualizan verdes por la expresion de la
proteina flurescente verde GFP, son las que coexpresan la proteina de interés.
Para cuantificar el grado de expresién de las proteinas recombinantes, se

utilizo la técnica de western blot, que se detallara mas adelante.

4. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA SERCA2a

La actividad de la SERCA2a fue evaluada por la mediciéon de la reduccidén de la

concentracion de Ca?* extracelular utilizando el indicador INDO-1 en miocitos

permeabilizados con digitonina (Mattiazzi, 1994). Brevemente, se utilizé 10 uM de

ruthenium red para bloquear la liberacién de Ca®* del RS e inhibir la retoma de Ca®*

por la mitocondria y se utilizé oxalato de potasio 10 mM para precipitar el Ca®* de

49



RS. Bajo estas condiciones, la adicion de 10 pM CaCl; resulté en un incremento
rapido de la [Ca?'] extracelular, que luego, en menos de 5 minutos descendio6 a las
[Ca®'] basales. La disminucion del Ca®* extracelular es proporcional a la velocidad
de retoma de Ca* por el RS. Las diferencias obtenidas entre los niveles de Ca®*
extracelulares en presencia o ausencia de tapsigargina (Tg) (0.1-10uM) o acido
ciclopiazénico (CPA) (1-10 pM) fueron utilizados como indice del grado de inhibicién
de la SERCA2a.

5. MEDIDAS DE LA FLUORESCENCIA DE INDO-1 Y ACORTAMIENTO
CELULAR
Fluorescencia de Indo-1

Los miocitos se incubaron con el indicador de Ca** Indo-1AM disuelto en
dimetil sulfoxido (DMSO) y acido plurénico, para lograr una mejor dispersién
del indicador. Las células se incubaron con el indicador durante 9 minutos a
una concentracién 17 uM y a temperatura ambiente, de acuerdo al método de
Spurgeon y col (Spurgeon, 1990). En general los experimentos en que se
miden cambios cinéticos de iones intracelulares requieren tiempos de carga
cortos (10-30 min), baja concentraciéon del indicador, temperatura ambiente y
alta densidad celular. La combinacién de estos factores, que se determinan en
cada situacion experimental, permite obtener el maximo niumero de moléculas
de indicador internalizadas por cada célula individual. Luego de este periodo de
incubacién las células se lavaron y se las dejé desesterificar durante 45
minutos.

El Indo-1 en su forma permeante éster de acetoximetilo llamada “AM’, se
comporta, al igual que todas las formas AM de los distintos indicadores
fluorescentes, como una molécula lipofilica (hidrofébica) y sin carga, propiedades
que le permiten atravesar las membranas celulares. Una vez en el citosol, las
estearasas enddgenas hidrolizan al indicador liberandolo de su porcion AM y
transformandolo en su forma acida activa, la cual es impermeable al sarcolema.
Esto impide que el indicador se “escape” de la célula. Una propiedad importante
del indicador de Ca** es su selectividad por el Ca®* sobre el Mg?*; el Indo-1 tiene
un Kd para el Ca?* de aproximadamente 250 nmol/L, por lo que es muy

especifico para la medicion del Ca?",.
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Las células cargadas con el indicador de Ca** fueron luego colocadas sobre la
platina de un microscopio invertido (Nikon Diaphot 200) adaptado para la
epifluorescencia. Las células fueron perfundidas continuamente con HEPES
(pH 7.4) a un flujo constante de 1 ml/m y se realizé estimulacion por campo a
través de dos electrodos de platino colocados a cada lado de la camara de
perfusion (ondas cuadradas de 2 ms de duracién y de una intensidad de 20 %
por encima del umbral) a una frecuencia de 30 pulsos/min. Las células fueron
iluminadas por un haz de luz centrado a 350 nm y la fluorescencia emitida por
las mismas registrada a 410 y 490 nm, fue adquirida por dos
fotomultiplicadores. La fluorescencia inespecifica (fondo) se sustrajo de cada
sefal, antes de obtener el cociente de fluoyescencia 410/490. Para obtener el
cociente de fluorescencia diastélico se consider6 el valor promedio de dicho
cociente en un periodo de 100 ms luego de que la contraccion se completara.
El cociente de fluorescencia sistélico fue determinado directamente por el pico
del cociente registrado.

La platina del microscopio fue iluminada con luz roja (640-750 nm) a través de
un sistema éptico para luz visible, con el fin de permitir mediciones simultaneas
de fluorescencia y acortamiento celular.

Medida del acortamiento celular.

La longitud de reposo y el acortamiento celular (AC) fueron medidos
simultaneamente usando un detector de movimientos de bordes controlado por
video (Crescent Electronics, SALT Lake City, UTA) y los datos fueron

almacenados en un software para su posterior analisis.

6. MEDIDAS DE Na*; EN MIOCITOS AISLADOS

Para la medida de [Na“]; las células fueron cargadas durante 2 hrs con el indicador

fluorescente SBFI (sodium-binding benzofuran isophthalate) a una concentracién

final de 10 uM. La fluorescencia del SBFI fué excitada a 340+ 5nm. La fluorescencia

emitida a 410 £+ 5 nm y a 590 + 5 nm, -recolectada por el objetivo del microscopio y

transmitida a través de filtros a dos fotomultiplicadores (R2693, Hamamatsu) y

luego a través del convertidor analdgico digital a la computadora- representan las

formas del indicador sensibles e insensibles al Na*, respectivamente. Su relacion o

cociente fué considerado como una medida del [Na']. Debido a que el SBFI

permanece en el citosol, es posible la calibracion de la relacion de fluorescencias
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emitidas por el indicador en valores absolutos de Na*;. Por lo tanto al final de cada
experimento se calibré la fluorescencia emitida. Para ello, las preparaciones fueron
expuestas a una soluciéon de gramicidina 2 yM; monensina 5 yM; y ouabaina 0.05
mM. Las soluciones de calibracion fueron ajustadas a cuatro concentraciones
diferentes de Na* (entre 4 y 16 mM) mezclando apropiadamente soluciones de alto
(150 mM) y bajo (0 mM) Na®. Los valores de Na* fueron estimados para cada célula
de acuerdo a su respectiva calibracién in vivo.

7. MEDIDAS DE VIABILIDAD CELULAR

Las células fueron clasificadas en viables y no viables luego del cultivo por 24 hs
con su respectivo tratamiento, de acuerdo al método morfométrico. Las células cuyo
cociente entre su longitud y su ancho fué mayor a 3, fueron consideradas viables
(Vila Petroff, 2007). Cada cultivo, fué considerado como n=1. Las células sembradas
se visualizaron al microscopio oOptico y se tomaron fotografias de 8 campos
diferentes por grupo para su posterior analisis estadistico.

8. MEDIDAS DE APOPTOSIS
La muerte celular programada o apoptosis se midié por dos métodos diferentes, a
través de la actividad de Caspasa-3 y a través del cociente Bax/Bcl-2.

Actividad de caspasa-3: como vimos anteriormente la caspasa-3 es una de las

cisteinas proteasas mas frecuentemente activada durante los procesos apoptéticos
y se vincula su actividad con este fenébmeno, ya que es una efectora final de las
diferentes cascadas apoptoéticas (Kothakota, 1997). La actividad de la misma fue
determinada utilizando un substrato fluorescente de la caspasa-3, PhiPhiLux
(Oncolmmunin; Gaithersburg, MD). Este substrato es sintetizado acoplado
covalentemente a un fluoréforo y contiene una secuencia de aminoacidos
determinada, la cual es reconocida y clivada especificamente por la caspasa-3. Una
vez clivado, emite un pico de fluorescencia que puede observarse al microscopio de
fluorescencia.

Una vez cultivados los miocitos y sometidos a un tratamiento especifico se procedié
a su procesamiento con PhiPhiLux. Para esto, se retir6 el medio de cultivo,
quedando los miocitos adheridos en el fondo de la cajita de Petri. Se remplazé el
medio por un buffer salino. En nuestro protocolo experimental utilizamos PBS (de
sus siglas en inglés: phosphate buffered saline) se realizaron 2-3 lavados y luego los
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miocito se incubaron durante 40-60 minutos con la soluciéon de PhiPhilux. Pasado
este tiempo se realizaron otros 2-3 lavados con PBS y se procedié a observar en el
microscopio de fluorescencia. Para cuantificar las células apoptéticas, cada cultivo
fue considerado n=1 y se fotografiaron al menos 8 fotos por condicién experimental.
Las células que emitian fluorescencia (color verde) fueron considerdas caspasa-3
positivas, por lo tanto apoptéticas.

Cociente Bcl-2/Bax: como se menciond en la introduccion, la familia de proteinas

Bcl-2 constituye un punto de regulacién en la apoptosis. Esta familia posee
proteinas proapoptoéticas (Bax, Bad, Bid, etc) y antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-x, Mcl-1,
etc). La relacion entre proteinas anti- y pro-apoptéticas, tal como Bax/Bcl-2
determina la respuesta a una sefal de muerte. Cuando esta relacién aumenta, es
indicativo de activacién de proceso de apoptosis, y en forma reciproca, si esta
relacion disminuye es indicativo de una menor sensibilidad a la apoptosis. El analisis
del grado de expresién de estas proteinas se realiz6 mediante wetern blot, que se

detalla a continuacion.

9. PREPARACION DE MUESTRAS, ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Preparacion de muestras.

Para el estudio de la relacién Bax/Bcl-2 y el grado de expresion del NCX, SERCA2a
y calsecuestrina, los miocitos fueron recolectados cuidadosamente para evitar la
ruptura de los mismos y resuspendidos en un buffer de lisis conteniendo (en mM):
sodio-glicerofosfato 20, EGTA 1, Na;VO, 0.2, DTT 2, EDTA 2, NaF 20, triton x-100
0.01%, Igepal 1% e inhibidores de proteasas (1mM PMSF, 50 pg/mL leupeptina, 1
HUM de peptastina y 10 mM de benzamidina). Una vez resuspendidas las muestras,
se colocaron rapidamente en hielo y fueron sonicadas dos veces durante 20
segundos y se colocaron en hielo durante 30 minutos. Durante ese lapso las
muestras se vortearon cada 10 minutos y luego de esto, se centrifugaron durante 15
minutos a 13.200 rpm a 4°C. Por ultimo se recolecté el sobrenadante que es la
fraccidn que contiene las proteinas, descartando el “pellet” que es el que contiene
las membranas celulares y otros restos celulares. El sobrenadante se alicuot6 y se
conservé a — 80°C hasta su utilizacién. La concentracién de proteinas se midié
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) con seroalbumina bovina como
proteina estandar para la curva de calibracién.
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Electroforesis.
Se realizo la separacién electroforética del NCX, la SERCA2a y calsecuestrina en
geles de poliacrilamida-SDS (minigeles de 1 mm de espesor y una resolucion de
7.5% de acrilamida) de acuerdo a la técnica de Laemmli (Laemmli, 1970) y para la
separacion de Bax y Bcl-2 se utilizé el mismo gel pero la resolucion fue de 15 % de
acrilamida (lo que ofrece un tamarno de poro mayor). Para una correcta apilacion y
corrida de las proteinas se utilizé un gel de apilamiento segun la siguiente
composicion: acrilamida 4%, Tris-HCI 125 mM (pH 6.8), glicerol 5%, SDS 0.1%. La
polimerizacion de todos los geles fue catalizada por el agregado de
tetrametilendiamina 0.08% y se inicié por el agregado de trazas de persulfato de
amonio. Las muestras se disolvieron en solucion solubilizante (SDS 2%, Tris/HCI
62.5 mM a pH 6.8, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,001%
como frente de corrida). Para estos ensayos se sembraron las siguientes
concentraciones de proteinas: 20 pg (NCX), 20 pg (SERCA2a), 20 ug
(calsecuestrina) y 30 pg (Bcl-2/Bax). La electroforesis se realizd a potencial
constante comenzando con 90 voltios durante el apilamiento de las muestras y
luego a 120 voltios durante la resolucién de las proteinas. Finalizada la
electroforesis, los geles se estabilizaron en solucion de transferencia (Tris 25mM,
glicina 192 mM, Metanol 15%) e inmediatamente las membranas se transfirieron
mediante electroforesis en condiciones semisecas a una membrana de polivinilideno
difluoruro (Immobilon-P, Millipore USA), durante 60 minutos a 12 voltios. Para
verificar la correcta transferencia de las proteinas a la membrana se usé el método
de tincién reversible rojo Ponceau S. Para eliminar el colorante se lavaron las
membranas 2 ¢ 3 veces con solucion salina amortiguadora de Tris adicionado con
0.1% de detergente Tween 20 (TBS-T, del inglés Tris Buffered Saline, Tris 50 mM y
Na Cl 150 mM, pH 7.4). Una vez libres del colorante, las membranas se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con una solucion de leche descremada en
TBS-T con el objeto de bloquear los sitios libres de proteinas en la membrana, y asi
evitar la unién inespecifica de los anticuerpos a la superficie de la membrana,
debido a que éstos también son proteinas. Una vez bloqueadas las membranas, se
incubaron durante la noche con los siguientes anticuerpos primarios.

e Anticuerpo policlonal dirigido contra NCX (anti-NCX, Chemicon) diluido

1:1000 en solucién 1% de leche descremada en TBS-T.
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e Anticuerpo policlonal dirigido contra SERCA2a (Anti-SERCA 22, Badrilla,
Leeds, UK) diluido 1:5000 en solucién 1% de leche descremada en TBS-
T.

e Anticuerpo policlonal dirigido contra calsecuestrina (anti-calsecuestrina,
Affinity Affinity Bioreagents) diluido 1:1000 en solucién 1% de leche
descremada en TBS-T.

e Anticuerpo policlonal dirigido contra Bax (anti-Bax, sc-493, Santa Cruz
Biotechnology, USA), generado en conejo, diluido 1:1000 en solucion 1%
de leche descremada en TBS-T.

e Anticuerpo policlonal dirigido contra Bcl-2 (anti-Bcl-2, sc-492, Santa Cruz
Biotechnology, USA) generado en conejo, diluido 1:1000 en solucion 1%
de leche descremada en TBS-T.

Luego de la incubaciéon con los anticuerpos primarios, y para la deteccion de los
mismos se lavaron las membranas 5 veces (un lavado de 15 minutos y cuatro de 5
minutos) con TBS-T y luego se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo
secundario correspondiente conjugado con la enzima peroxidasa. Para los
anticuerpos anti-Bax y anti Bcl-2 se utiliz6 un anticuerpo anti-inmunoglobulina de
conejo (1:20.000, Santa Cruz, California, USA) y nuevamente se realizaron 5
lavados para quitar el exceso de anticuerpo. El revelado se realiz6 sobre placas
radiograficas por reaccién de quimioluminiscente con el uso de un Kit comercial
(ECL Plus, Amersham Biosc., USA), obteniéndose bandas de diferente intensidad y
tamano de acuerdo a la cantidad de antigeno detectado.

La cuantificacion de las bandas se realizé con un programa de computacién (Image
J 1.37v NIH, USA), con el que se mide |a intensidad de las sefiales digitalizadas por

escaneo de las placas radiograficas

10. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados promedio se expresan como la media + error estandar. Para el
estudio de significacion se utilizé el test de t-Student para muestras apareadas o
independientes. Para la comparacién entre diferentes grupos se utilizé el test de
Analisis de Varianza (ANOVA) seguido del test de Newman-Keuls. En todos los
casos se consider6 p<0.05 como estadisticamente significativo.
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1. RESULTADOS PARTE 1
(Estudio en miocitos de gato que presentan escalera positiva).

1.1 Inhibicion de la SERCA2a: estrategia farmacolégica y de transferencia
génica

La disminucién en la retoma de Ca?*por el RS, como ya habiamos mencionado,
es una de las alteraciones que ha sido propuesta como mediadora de la
escalera negativa en el corazén insuficiente. Con el objetivo de mimetizar esta
alteracion, y evaluar su efecto sobre el fendmeno de la escalera, la SERCA2a
fue inhibida utilizando dos estrategias. La primera consistié en una inhibicién
farmacolégica usando dos inhibidores diferentes: tapsigargina (Tg) y acido
ciclopiazonico (CPA). En un grupo de experimentos controles se comprobd la
eficacia de estas drogas para inhibir la retoma de Ca?* por el RS. Estos
experimentos se realizaron en células permeabilizadas en las que los
mecanismos de extrusion o entrada de Ca®" a la célula habian sido eliminados.
Se utilizo rutenium red para inhibir la liberacion de Ca®* del RS y la toma por la
mitocondria y también se utilizd oxalato de potasio para precipitar el Ca** del
RS. De esta manera, luego del agregado de CaCl; la velocidad con la que la
[Ca?'] vuelve a los valores basales indica la actividad de la SERCA2a. La figura
22 muestra experimentos tipicos y sus datos promedios, que indican que el
incremento en la concentracién de Tgy CPAde 0.1a1 uMyde 1a 10 uM
respectivamente, reducen los valores de la retoma de Ca®* por el RS luego de
un pulso de Ca?* de manera dosis-dependiente en miocitos aislados y
permeabilizados. Basado en estos resultados, se seleccionaron 1uM de Tg y
10 uM de CPA para obtener una casi completa inhibicién de la retoma de Ca?*
por el RS.
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Figura 22. La tapsigarguina (TG) y el dcido ciclopiazénico (CPA) inhiben la retoma de ca”.
Los graficos indican que la adicion de Ca®* a una suspensién de miocitos permeabilizados y
con los mecanismo de extrusién de Ca® inhibidos, causa un incremento en la [Ca®"] libre,
seguido de un retorno a los valores basales (control). La TG o el CPA enlentencen el retorno a
los valores basales de la [Caz'] libre de manera dosis-dependiente. (n=8) Los graficos de
barras muestran los resultados promedio del efecto de Tg o CPA sobre la retoma de ca® por el
RS. Aun bajas concentraciones de Tg o CPA causan una significativa inhibicién de la retoma
de Ca® por el RS. *p<0.05 respecto a la ausencia de droga

En un grupo adicional de experimentos se utiliz6 un pulso de cafeina para
evaluar la carga del RS luego de incubar a los miocitos con 1 yM de Tg. En la
figura 23 se puede observar que el transitorio de Ca®* producido luego de un
pulso de cafeina no se produce cuando los miocitos estan incubados con Tg,
indicando que la SERCA2a esta inhibida y por lo tanto el RS no puede
cargarse.

Estos resultados confirman la eficacia de la Tg para inhibir la retoma de Ca®*
del RS.
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Figura 23. La TG previene la liberacion de Ca®* inducida por cafeina. En presencia de TG la

administracion de un pulso rapido de cafeina no provoca el tipico aumento transitorio de ca”.

La segunda maniobra consistié en la utilizacién de tecnologia de transferencia
génica de un siARN dirigido especificamente a la SERCAZ2a para disminuir su
expresion. La disminucion en la expresion de la SERCA2a se logro
transfectando miocitos de gato adulto por 48 hs con Ad.siRNA.SERCAZ2a a un
MOI de 100 6 400. Simultaneamente se transfectaron miocitos con un virus
portador del gen de la B-galactosidasa para servir de grupo control. La
disminucién en el grado de expresion de la SERCA2a fue determinada por
western blot. Observamos una dismunucién dosis-dependiente en la expresion
de la SERCA2a. Con un MOI de 100 obtuvimos una reduccién de 42+3% y con
un MOI de 400 una reduccion de 67.7+3% (n=3, de 3 corazones), expresado
como porcentaje respecto a los niveles de proteina SERCA2a en los miocitos
que transportan el gen de la B-galactosidasa (ver figura 24).

Estos resultados nos llevaron a utilizar una dosis de 400 MOI para los

experimentos restantes.

siRNA. SERCA2a (MOI)

Bgal 100 400 0.
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Figura 24. Efecto de siRNA.SERCA2a sobre la expresién de la SERCA2.a. Western blot
representativos y resultados promedio del grado de expresidn de las proteinas SERCA2a,
Na‘/Ca’ (NCX) vy calsecuestrina (CSQ) en células que sobreexpresan f.gal o
ad.siRNA.SERCA2a. La expresion de la SERCA2a disminuyd solo en las células infectadas
con ad.siRNA.SERCA2a. Otras proteinas del manejo del Ca®' intracelular (NCX y CSQ)

permanecieron sin cambios. *p<0.05 respecto a la situacion control (n=3).
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1.2 Efecto de la inhibicion de la SERCA2a en la relacion acortamiento-
frecuencia

Una vez que se encontraron las dosis adecuadas para mimetizar la disminucion
en la retoma de Ca®* por el RS en la IC, se realizaron experimentos funcionales
en miocitos aislados de gato donde se estudi6 el efecto de las distintas
maniobras utilizadas para inhibir la SERCA2a sobre la relacién acortamiento-
frecuencia (fenédmeno de la escalera).

Se evalud la relacion acortamiento-frecuencia en los miocitos aislados a
temperatura ambiente, a tres frecuencias de estimulacién diferentes (10, 30, 50
latidos/minuto), en presencia de Tg, CPA y en miocitos cultivados e infectados
con Ad.siRNA.SERCA2a. En estudios previos de nuestro laboratorio se ha
observado en miocitos de gato, que frecuencias mayores a 50 latidos/minuto (y
a temperatura ambiente) no producen mas aumento en la contractilidad (Vila
petroff, 2003). Por lo tanto, los experimentos se realizaron en el rango de
frecuencia de estimulacion donde encontramos escalera positiva.

Los resultados que se presentan en la figura 25 muestran un aumento en la
amplitud de la contraccion con el incremento de la frecuencia de estimulaciéon
(escalera positiva) tanto en situacién control como cuando la SERCA2a es
inhibida por las maniobras arriba descriptas. Estos resultados sugieren que la
disminucién de la actividad de la SERCA2a no es suficiente para inducir la
escalera negativa observada en la |IC. Aunque a primera vista, es dificil de
explicar la presencia de escalera positiva en presencia de un RS disfuncional,
es importante destacar que la escalera positiva también depende de otros
factores tales como un incremento en la corriente de Ca?*, que puede inducir
una escalera positiva, aun en ausencia de un RS funcional y en un aumento del
Ca?* diastélico debido a un aumento en el influjo de Ca®* y una disminucion del
eflujo del mismo. Esta disminucién del eflujo de Ca®* ha sido atribuida a una
menor velocidad de salida del i6n a través del NCX, debido al aumento de Na’;
producido por el aumento de la frecuencia de estimulacién (Bers, 2001). En la
tabla 1 presentada al final de los resultados de la primera parte, se muestra el
efecto de las distintas intervenciones utlizadas para inhibir la SERCA2a, sobre
la contractilidad basal y su cinética.
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Figura 25. Relacién acortamiento-frecuencia en ausencia de un RS funcional. La inhibicién de
la SERCA2a no es suficiente para inducir una relacién acortamiento-frecuencia negativa. La
figura muestra registros continuos tipicos de longitud celular a 3 a frecuencias de estimulacién
diferentes (10, 30 y 50 pulsos/minuto) en ausencia de inhibidores (control) en presencia de 1
UM de tapsigargina, 10 pM de &cido ciclopiazénico y en miocitos cultivados e infectados con
Ad.siRNA.SERCAZ2a. Todos los trazos muestran un aumento en la amplitud de contraccién con
el incremento en la frecuencia de estimulacion.

1.3 Estudio del efecto del aumento de Na*; en la relacién acortamiento-
frecuencia

Para reproducir otra de las alteraciones de la IC, se elevaron los niveles de Na*;
utilizando el inhibidor de la bomba Na*/K*ATPasa, ouabaina o el ionéforo de
Na‘’, monensina. La administracion de 10 uM de ouabaina o 2 uM de
monensina durante 20 minutos produjo una respuesta inotrépica positiva
estable e increment6 aproximadamente en 10 mM la [Na']; comparable al
aumento que se ha descripto para la IC (Pieske, 2003; Mills, 2006) (Figura 26
A). En forma similar a lo que ocurre en la IC, estas drogas inducen no sélo la
elevacion del Na*;, sino que también incrementan el Ca®*; diastélico (figura 26
B) (Pieske, 2003). Como ya se habia mencionado, la regulacién del Ca®* esta

intimamente relacionada con la homeostasis del Na‘, ya que una de las
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principales vias de extrusion del Ca®* es a través del NCX, el cual es regulado
por el gradiente electroquimico del Na* (para rev. ver Blaustein, 1999). La tabla
1 muestra el efecto de estas drogas sobre la contractilidad basal y su cinética.
En la figura 26 (C) se puede observar que al aumentar la frecuencia de
estimulacion en las células tratadas con ouabaina o monensina la relacién
acortamiento-frecuencia permanece positiva, atn con los niveles de Na* y Ca®*
elevados. Esto indica, que el aumento de Na* por si solo, no es suficiente para

producir la escalera negativa del corazén insuficiente.
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Figura 26. Influencia del aumento de Na'; en la relacién acortamiento-frecuencia. Los niveles
de Na' y Ca % diastélicos fueron medidos en miocitos aislados de gato cargados con SBFI o
Indo-1, respectivamente y mantenidos a una frecuencia de 10 pulsos por minuto (ppm). Tanto
el bloqueante de la bomba Na'/K'ATPasa , como el ionéforo de Na® producen un incremento
significativo en el Na‘; (A) y el Ca®* diastélico (B). *P<0.05 respecto al control. Registros
continuos de longitud celular luego de la perfusién con ouabaina y monensina, respectivamente
(C). El incremento en el Na*; y el Ca® diastdlico no inducen una relacién acortamiento-
frecuencia negativa a las frecuencias estudiadas.
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1.4 Efecto de la sobreexpresion del NCX sobre la relacion acortamiento-
frecuencia.

Para estudiar otra de las alteraciones descriptas en la IC, se sobreexpresoé el
NCX utilizando tecnologia de transferencia génica mediada por adenovirus. La
figura 27 muestra que el 100% de los miocitos de gato adulto que fueron
infectados con un MOI de 100 con virus Ad.gal o Ad.NCX mostraron una
robusta expresion del gen marcador de GFP detectado a través de
fluorescencia GFP (figura 27). Se utiliz6 western blot para cuantificar el
incremento en el grado de expresion del NCX en los miocitos transfectados con
AdNCX y encontramos que el incremento fue de 42+2% (n=3, de 3 corazones),
expresado como niveles de NCX respecto a los niveles de NCX en células que
sobreexpresan Bgal (figura 27 panel inferior). Los niveles de SERCA2a y

calsecuestrina permanecieron sin cambios.

Imagen luz Fluorescencia de GFP Imagen luz Fluorescencia de GFP
transmitida transmitida

f-gal NCX 1607
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NCX - g :140
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CSQ = e 5 80 4
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NCX SERCA2a CSQ

Figura 27: Nivel de sobreexpresion del NCX. El panel superior muestra la eficiencia de infeccion
evaluada a través de la deteccion de GFP en miocitos cultivados e infectados con ad.R3-gal o
con ad.NCX. Las fotos fueron tomadas luego de 48 hs de infeccion y se puede observar que
aproximadamente el 100% de los miocitos expresaron GFP, indicandonos la coexpresion de 13-
gal o del NCX. El panel inferior muestra un western blot representativo y los resultados
promedio (n=6) que indicaron un aumento significativo en los niveles del NCX en las células
infectadas con Ad.NCX respecto a las infectadas con Ad.R-gal. *p<0.05 respecto a las células

que sobrexpresan Bgal.
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El efecto de la sobreexpresion del NCX sobre la actividad del modo directo del
NCX se midié a través de parametros de relajacion. En este caso se utiliz6 el
tiempo hasta la mitad de la relajacion del transitorio de Ca®" (ty2) inducido por
un pulso de cafeina (Vila Petroff, 2003). Dado que la cafeina inhibe la retoma
de Ca? por el RS, durante un pulso de cafeina, la fase de relajacion del
transitorio de Ca?* es casi enteramente debida a la extrusion del ién por el
modo directo del NCX (Puglisi, 1996). La figura 28 muestra los trazos
normalizados del transitorio de Ca?* inducido por un pulso de cafeina. Los
miocitos que sobreexpresan el NCX tienen mayor velocidad de relajacion del
transitorio de Ca®* (o menor t1;2) que los miocitos infectados con Ad.Bgal. Los
graficos de barras muestran los resultados promedios de estos experimentos.
Esta disminucion significativa del ti; indica una actividad aumentada del
intercambiador en los miocitos que sobreexpresan el NCX respecto a los
controles (Bgal).

400

300

200

Normalizado

100

Fluorescencia Indo-1

t,, (mseg)
transitorio de calcio inducido por cafeina

Ad.Bgal Ad.NCX

260 meec

Figura 28. Efecto de la sobrexpresion del NCX sobre los transitorios de Ca®* inducidos por
cafeina. Trazos superpuestos y normalizados de transitorios de Ca®* mostrando una mayor
velocidad de caida del transitorio de Ca** en los miocitos que sobrexpresan el NCX (n=6),
indicando en estos una mayor actividad del NCX, respecto a los que sobrexpresan Bgal (n=15).
A la derecha se muestran los resultados promedio de estos experimentos. *p<0.05 con
respecto a Ad.gal

Una vez que se comprobd la mayor expresién y actividad del NCX, utilizamos
los miocitos transfectados para evaluar su efecto sobre la relacién
acortamiento-frecuencia. Los parametros de contractilidad basal y su cinética
se resumen en |a tabla 1.
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La figura 29 muestra que el efecto inotrépico positivo producido por un aumento
en la frecuencia de estimulacion esta presente tanto en los miocitos que
sobrexpresan la B-galactosidasa como en los que sobreexpresan el NCX.

Estos resultados indican que el incremento en los niveles del NCX no es

suficiente para producir la escalera negativa de la IC.

Ad.gal Ad.NCX

50 bpm

50 bpm

Figura 29. Relacién acortamiento-frecuencia positiva en miocitos que sobreexpresan el NCX.
Registros continuos tipicos de acortamiento celular a las frecuencias indicadas en la figura
(pulsos/minuto) en células que sobrexpresan la B-galactosidasa y el NCX. El aumento en la
frecuencia de estimulacién provoca un incremento en la amplitud de contraccién tanto en las
células Ad.Bgal como en las Ad.NCX.

1.5 Combinacién maltiple de las alteraciones basicas del manejo del Ca®*
y su influencia sobre la induccién de la escalera negativa

Los resultados presentados hasta aqui mostraron que ni la modulacién de la
actividad de la SERCA2a, ni los niveles de Na’; o de expresién del NCX
separadamente, fueron capaces de transformar la escalera positiva en
negativa. En vista de esos resultados se evaluaron diferentes combinaciones
de estas alteraciones, para estudiar su efecto sobre la relacién acortamiento-
frecuencia.

1.5.1 Miocitos tratados con 10 uM de ouabaina v 1 uM de Ta

Con el objetivo de evaluar el efecto del alto Na* y la actividad de la SERCA2a
disminuida en forma conjunta, se incubaron los miocitos con 10 uM de
ouabaina y 1 uM de Tg. Los registros continuos de longitud celular a las
frecuencias indicadas en la figura 30 muestran que la relacion acortamiento-
frecuencia positiva se mantiene a frecuencias bajas cuando las células son
tratadas simultaneamente con Tg y ouabaina. Sin embargo se puede observar
que cuando la frecuencia de estimulacion pasa de 30 ppm a 50 ppm se

produce una disminucién en la amplitud de la contraccién, es decir una
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escalera negativa. Este experimento indica que la escalera negativa se hace

evidente en estas condiciones solo a altas frecuencias de estimulacion.
Tg +Oua

50 ppm

P : 30 ppm
Ly -

Figura 30. /nduccién de una relacién acortamiento-frecuencia negativa a altas frecuencias de
estimulacién en células tratadas con Tg + Oua. Registro continuo de longitud celular a las
frecuencias indicadas en la figura. Los miocitos tratados simultaneamente con Tg + Oua tienen

una relacién acortamiento-frecuencia positiva a 10 ppm y 30 ppm, volviéndose negativa a 50

ppm.

1.5.2 Miocitos tratados con 10 uM de ouabaina e infectados con Ad.NCX.

Con el objetivo de evaluar la contribucién relativa del los niveles altos de Na* y
del NCX, miocitos cultivados e infectados con Ad.NCX se incubaron con 10 pM
de ouabaina. La figura 31 muestra los registros continuos de acortamiento
celular a las frecuencias indicadas en la figura, donde se puede observar que la
relacién acortamiento-frecuencia se transforma en negativa sélo a altas

frecuencias de estimulacién (50 ppm).
Oua + Ad.NCX

50 bpm

b 20bpm

Figura 31. Induccién de una escalera negativa a altas frecuencias de estimulacién cuando se
sobreexpresa el NCX en un marco de Na' elevado. Registro continuo de longitud celular.
Miocitos cultivados e infectados con Ad.NCX y tratados con QOuabaina tienen una relacién
acortamiento-frecuencia positiva a 10 ppm y 30 ppm, volviéndose negativa a 50 ppm.
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1.5.3 Miocitos cultivados e infectados con Ad.NCX e incubados con 1 uM de

tapsigargina
Para evaluar la contribucion relativa de los niveles altos del NCX y de una

actividad disminuida de la SERCA2a, miocitos cultivados e infectados con
Ad.NCX se incubaron con 1 uM de Tg. La figura 32 muestra los registros
continuos de longitud celular a las frecuencias indicadas en la figura, donde se

puede observar, al igual que en los experimentos anteriores, que la escalera se

torna negativa sélo a altas frecuencias de estimulacion (50 ppm).
Tg + Ad.NCX

50 ppm

W 30 ppm
Figura 32. Induccion de una relacién acortamiento-frecuencia negativa a altas frecuencias de
estimulacion en células que sobreexpresan el NCX y tienen la SERCA2a inhibida. Registro
continuo de longitud celular a las frecuencias indicadas en la figura. Los miocitos cultivados e
infectados con Ad.NCX tratados con Tg tienen una relacién acortamiento-frecuencia positiva a

10 ppm y 30 ppm, y volviéndose negativa a 50 ppm.

1.5.4 Miocitos cultivados e infectados con Ad.NCX y tratados con 10 uM de

ouabaina y 1 uM de tapsigargina

Con el objetivo de evaluar las tres alteraciones actuando simultdneamente,
miocitos cultivados e infectados con Ad.NCX se incubaron con ouabaina y
tapsigargina. La figura 33 muestra un registro continuo de un miocito a las
frecuencias indicadas en la figura, donde podemos observar que la relacion
acortamiento-frecuencia se torné negativa incluso a frecuencias bajas de

estimulacion.
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Tg + Oua +Ad.NCX
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—
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Figura 33. /nhibir la SERCAZ2a, incrementar el Na* y la expresion del NCX simultaneamente
recapitulan la escalera negativa caracteristica del corazén insuficiente. Registro continuo de
longitud celular a las frecuencias indicadas en la figura, donde se observa que cuando las tres
alteraciones ocurren simultaneamente la relaciéon acortamiento-frecuencia se torna negativa
aun a bajas frecuencias de estimulacion.

Los resultados presentados en la figura 34 muestran ademas que cuando las
tres alteraciones ocurren simultaneamente no sélo la relacién acortamiento-
frecuencia se torna negativa, sino que también se mimetiza el fenotipo
contractil del corazén insuficiente, es decir, la fraccion de acortamiento
disminuye, disminuye la longitud celular de reposo y se prolonga la relajacion,
validando el uso de estas intervenciones para obtener un modelo celular de IC
donde se pueden estudiar en un sistema simplificado, los mecanismos

subcelulares involucrados en la disfuncion contractil del corazén insuficiente.
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Figura 34. Efecto de las alteraciones de los mecanismos basicos del AEC sobre la
contractilidad basal. Panel superior: trazos tipicos de contracciones individuales de miocitos
infectados con Ad.Bgal (control) y de miocitos infectados con Ad.NCX e incubados con
tapsigargina + ouabaina (modelo), estimulados a 10 pulsos/minuto (ppm). Los miocitos del
“modelo insuficiente” muestran una fraccién de acortamiento reducida, una disminucién de la
longitud celular de reposo y un tiempo de relajacién prolongado. Panel inferior: los graficos de
barras muestran los datos promedios de la fraccion de acortamiento y del tiempo a la mitad del
transitorio de Ca® (ti2) de células control y de células del modelo insuficiente. *P<0.05
respecto del control.

Estos resultados indicarian que al menos en el miocardio de gato, el manejo
del Ca?* tiene que estar alterado en varios niveles para convertir la escalera
positiva de los miocitos sanos, en la escalera negativa caracteristica del
corazén insuficiente.

En la figura 35 se pueden observar todos los resultados promedios de los
experimentos funcionales mostrados hasta aqui.
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Figura 35. Efecto de las distintas intervenciones sobre la amplitud de contraccién a distintas
frecuencias de estimulaciéon. Datos promedio de todos los experimentos funcionales
presentados hasta aqui. La amplitud de la contraccién se incrementa con el incremento en la
frecuencia de estimulacion (ppm, pulsos/minuto) cuando las células son tratadas con
tapsigargina (Tg) o acido ciclipiazénico (CPA); con ouabaina o después de la infeccidn de los
miocitos con Ad.NCX. Cuando dos de las alteraciones del Ca®* son combinadas (Ad.NCX + TG,
n=4; TG + oua, n=7; Ad.NCX + oua, n=4) la relacidn acortamiento-frecuencia se torna negativa
a altas frecuencias de estimulacion. Cuando las tres intervenciones son combinadas (n=5) la
relacion acortamiento-frecuencia se vuelve negativa aun a bajas frecuencias de estimulacién.
Los datos son expresados como porcentaje de incremento en la amplitud de la contraccién con
respecto a 10 ppm (arriba) o como porcentaje de cambio de la amplitud de contraccién a 50
ppm vs. 10 ppm. *<,0.05 respecto a la amplitud de contraccién a 10 ppm. #P<0.05 respecto a
los grupos con relacién acortamiento-frecuencia positiva.
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Tabla 1. Efecto de las diferentes intervenciones sobre la longitud inicial y parametros de

contracion y relajacion de los miocitos aislados de gato.

Lo (um) AC (% de Lo) ti2 (ms) n
TEM TG Pre 1266 46105 143:10 |8
Post 126¢7 3605 206 +16* |8
10uMCPA | Pre 1257 4004 150x12 |6
Post 1267 3806 210£11* |6
10 M oua Pre 13028 50t 1.0 14129 11
Post 128£6 1052 1.5° 14817 11
2 pM | Pre 120£ 5 4008 15710 |5
monensina Post 1184 80t12° 162+ 9 5
Adenovirus | Ad.GFP 100 MOl | 1157 23105 1441 4 15
Ad.NCX 100 MOl | 1219 30:08 143:10 |6
Ad.siRNASERC | 1195 21:04 258£2° | 12
A2a 400 MO

TG, tapsigargina; CPA, acido ciclopiazénico, Lo, longitud diastélica basal; AC, acortamiento,
ti2, tiempo a la mitad de la relajacion de la contraccion. Pre. y Post., mediciones antes y
después de la intervencion. Valores obtenidos a 10 ppm.

* Significativo vs antes de la intervencién (p<0.05)
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2. RESULTADOS PARTE 2

Dado que la disfuncién contractil que se observa en el corazén insuficiente no
sblo se debe a alteraciones en el manejo del Ca®;sino que ademas se debe a la
pérdida de unidades contractiles por apoptosis, a continuacién se examiné el
efecto del Na'; elevado sobre la viabilidad celular y la apoptosis. Nos
concentramos en el rol de esta alteraciébn en particular dado que, como se
menciond previamente, el aumento de la actividad de la SERCA2a y no su
disminucion, y la disminucién de la expresion del NCX y no su sobreexpresion
(como ocurre en la IC) han sido relacionados con apoptosis.

2.1 Efecto de la elevacion del Na* sobre la viabilidad celular

Para estudiar el efecto del alto Na*; sobre la viabilidad celular y apoptosis,
empleamos la estrategia de inhibir a la bomba Na*/K*ATPasa con el glucésido
cardioténico ouabaina. Utilizamos miocitos de gato y rata que poseen diferente
sensibilidad a los digitalicos. Inicialmente, realizamos una curva dosis-
respuesta para estudiar el efecto de la oubaina en la viabilidad celular de gato.
Como se observa en la fugura 36 el cultivo de células de gato con 100 nM de
ouabaina durante 24 hs redujo la viabilidad 826 %, en tanto que 50 y 25 nM
de ouabaina produjeron una reduccion de 581+8% y 45t+5%, respectivamente.
Como se detall6 en la parte de métodos, las células viables son las que poseen

forma alargada, mientras que las no viables son las redondeadas.
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Figura 36. Curva dosis-repuesta del efecto de la ouabalna sobre la viabilidad celular.
Fotografias representativas y resultados promedio mostrando el efecto del incremento de la
concentracion de ouabaina sobre la viabilidad de los miocito de gato.*p<0.05 con respecto al
control.

Cuando se probo el efecto de la ouabaina sobre los miocitos de rata, una
especie con menor sensibilidad a la misma, se observé que se necesitaba 2 uM
del glucésido cardiotonico para obtener una disminucién en la viabilidad similar
a la obtenida con 25 nM en el gato (435 %) (figura 37).

Los experimentos subsiguientes se realizaron en miocitos de rata ya que esta
especie es de mas facil manipulacién para el aislamiento de los miocitos. Se
utilizaron 2 uM de ouabaina (que produce el mismo efecto sobre la viabilidad
celular que 25 nM de ouabaina en el gato). Esta dosis, como se describié mas
arriba, (al inhibir la bomba Na'/K*ATPasa) produce un moderado aumento de
[Na'}i (aproximadamente 8 mM) que resultaria en un aumento del Ca%'; a través
del NCX funcionando en modo reverso (Terada, 1994; Bers, 2001)

=
L=]
~N

0 +

8
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Figura 37. La oubaina disminuye la viabilidad celular. Fotos representativas de imagenes
obtenidas con microscopio de luz transmitida y sus respectivos promedios mostrando que el
namero de células viables disminuy6 significativamente luego del cultivo con 2 uyM de ouabaina
(n=5). También se muestran datos promedio de los valores de la [Na*] en miocitos cultivados
con ouabaina y en situacion contro (n=4). Los datos son expresados como la media + el S.E:M.
*p<0.05 con respecto al control.
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Para corroborar si el efecto observado de la ouabaina sobre la viabilidad celular
era un efecto inespecifico de la ouabaina y no por su acciéon especifica de
inhibir la bomba Na*/K*ATPasa, se repitieron los experimentos utilizando otro
glucésido cardioténico, la digoxina, un cardioténico ampliamente utilizado en la
clinica médica. Se utilizé6 1 pM de digoxina. La figura 38 muestra similares
efectos sobre la viabilidad celular en miocitos de rata cultivados 24 hs con 1 yM
de digoxina (la viabilidad celular se reduce 39t6%).

Esos resultados muestran que la inhibicién crénica de la bomba Na*/K*ATPasa,
con dosis no toxicas de digitalicos producen muerte celular.

.. 80 -
Miocitos de rata :

60 -

Imagen
luz transmitida
% Células viables
-8
o

Cont Digoxina
Figura 38. Efecto de la digoxina sobre la viabilidad celular. Fotografias representativas y
resultados promedio que muestran el efecto de 1 uyM de digoxina sobre la viabilidad celular de
miocitos de rata (n=5). El cultivo durante 24 hrs con 1 pM de digoxina redujo la viabilidad a un
39+6%. P<0.05.

2.2 Mecanismos de muerte celular

Con el objetivo de estudiar cual es el mecanismo de muerte por el cual mueren
los miocitos, y sabiendo que la administracion de dosis tdxicas y agudas de
digitalicos producen muerte celular por apoptosis en el corazén (Ramirez y
Ortega, 2007), se estudiaron diferentes pasos criticos de la apoptosis, tales
como la actividad de la casapa-3 y el cociente entre |la proteina apoptética Bax
y la antiapoptética Bcl-2, en los cultivos de miocitos de rata incubados 24 hs
con 2 pyM de oubaina. En la figura 39 se muestran fotos representativas de
imagenes de microscopio de fluorescencia y sus resultados promedio, donde
se observa que los cultivos tratados con ouabaina tienen un incremento
significativo de la actividad de las caspasa-3 y en la figura 40 se observa un
aumento del cociente Bax/Bcl-2. Estos resultados indican que el tratamiento de
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los miocitos con una concentracién de ouabaina que produce un aumento de
Na®;, de aproximadamente 8 mM, induce muerte celular, al menos en parte,
debido a que promueve apotosis. Esto podria sugerir que la pérdida de
unidades contractiles observada en la IC podria ser debida a la apoptosis y

causada por una elevacion cronica de la [Na'];

Fluorescencia
casapas-3
Células caspasa-3
positivas
[= ]

o R
Cont Oua

Figura 39. La ouabaina induce la activacion de la caspasa-3. Imagenes de fotografias de
microscopia de fluorescencia donde se puede observar que en los cultivos tratados con
ouabaina hay mayor cantidad de células caspasa-3 positivas, lo que indicaria una mayor
actividad de las caspasa-3. (n=5) *p<0.05 con respecto al control.
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Figura 40. La ouabaina aumenta el cociente Bax/Bcl-2. Expresion de Bax y Bcl-2. Blot
representativo de la deteccion inmunolégica de Bax y Bcl-2. El tratamieno con ouabaina
aumenta la relacion Bax/Bcl-2, 10 que indica una mayor propension de los miocitos a la

apoptosis. *p<0.05 con respecto al control.
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2.3 Estudio de los segundos mensajeros involucrados en la cascada
apoptética inducida por la ouabaina

Los resultados presentados hasta aqui mostraron que en mocitos cultivados 24
horas, la inhibicién de la bomba Na*/K*ATPasa con el uso de digitalicos produjo
apoptosis asociada a un aumento del Na*; Los siguientes experimentos fueron
disefiados para dilucidar cuales son los segundos mesajeros involucrados en

esta cascada.

2.3.1 Inhibicién del modo reverso del NCX

Como se menciond anteriormente, el aumento de Na* producido por el bloqueo

de la bomba Na'/K'ATPasa produce un aumento de Ca?* a través del NCX
(Terada, 1994, Bers, 2001). Esta descripto que el bloqueo del modo reverso del
NCX con KB-R7947 (KBR) previene los efectos arritmogénicos asociados con
la toxicidad de los digitalicos (Satoh, 2000) y evidencia reciente de nuestro
laboratorio y de otros grupos de trabajo, muestra que el Ca®* que entra a través
del NCX esta involucrado en la cascada apoptética (Miyamoto, 2005; Vila-
Petroff, 2007). Con el propdsito de demostrar que la elevacion de la [Na');
producida por el bloqueo de la bomba Na*/K*ATPasa, produce un aumento de
Ca®" que entra a través del NCX funcionando en modo reverso y que este Ca®*
esta involucrado en la cascada apoptética; se cultivaron miocitos durante 24
horas en presencia de 2 yM de ouabaina y en presencia de 2 yM de ouabaina
mas 5 uM del inhibidor del modo reverso del NCX, KBR. Como se observa en
las fotografias de luz transmitida de la figura 41, la disminucién en la viabilidad
celular pudo ser prevenida con 5 pM de KBR. Cuando se midi6 la actividad de
la caspasa-3 se observo que la apoptosis inducida por ouabaina también fue
prevenida por KBR (figura 41).
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Fligura 41. Efecto del KBR sobre la viabilidad y apoptosis de los miocitos. Imagenes
representativas de microscopio de luz transmitida, de miocitos en situacién control (Cont) y de
miocitos tratados con ouabaina (Oua) y tratados con ouabaina mas 5 pM de inhibidor
especifico del modo reverso del NCX, KB-R7947 (KBR). Las imagenes muestran claramente
numerosas células no viables de forma redondeada en los cultivos tratados con oubaina y que
el KBR previno esta situacion. Los graficos de barras muestran los resultados promedio de
estos experimentos de viabilidad celular y de los datos promedio de la actividad de caspasa-3.
La actividad de la caspasa-3 se encontré6 aumentada en los cultivos con ouabaina y esta
situacion fué revertida con KBR. Los datos son la media + SEM de 5 experimentos

independientes usando células de 5 corazones. *p<0.05 con respecto al control.

Estos resultados indican que el influjo de Ca?®* a través del NCX funcionando en
modo reverso, es un componente clave en la ruta de sefalizacién iniciada por
el aumento cronico de Na® y que lleva a la muerte celular.

Ademas estos resultados nos permitieron asegurar que la ruta de sefializacion
apoptoética inducida por la ouabaina es mediada por el aumento de Na®i.

2.3.2 Estudio del rol de la proteina_aquinasa Ca?'/calmodulina-dependiente

(CaMKIl) en la cascada apoptética

En un trabajo previo de nuestro laboratorio demostramos que la activacién de
la CaMKII producida por el influjo de Ca** a través del NCX, es un paso crucial
en la muerte celular y apoptosis inducida por isquemia y reperfusion (Vila-
Petroff 2007). También se ha vinculado a la CaMKIl con la apoptosis en
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corazones bajo estimulacion betai-adrenérgica (Zhu, 2003). Con estos
antecedentes, se evalu6 el rol de la CaMKIl en la muerte celular y en la
cascada apotética inducida por la elavacion de la [Na'};, Para cumplir con este
objetivo, se utilizaron dos estrategias: 1) se cultivaron miocitos de rata con 2
MM de ouabaina en presencia y ausencia de 1 yM del inhibidor de la CaMKII,
KN-93 (KN) y de otro inhibidor mas especifico de la misma, AIP (péptido
inhibidor de la CaMKIl), 2) se utilizé tecnologia de transferencia génica para
sobreexpresar la CaMKIl (Ad.CaMKII) en cultivos de miocitos de rata. En esta
ultima serie de experimentos, se sobreexpresé la B-galactosidasa (Ad.Bgal)
como grupo control.
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Figura 42. Efecto del KN-93 (KN) y AIP sobre la viabilidad celular. Imagenes representativas
obtenidas con microscopio de luz transmitida de miocitos en situacién control (Cont), de
miocitos tratados con ouabaina (Oua) o tratados con ouabaina mas el inhibidor de la CaMKiI|
KN (n=5). Estas imagenes claramente muestran que el KN fue capaz de prevenir la muerte
celular inducida por ouabaina. Los graficos de barras muestran los resultados promedio de
estos experimentos; ademas, también se muestran resultados similares obtenidos cuando los
miocitos fueron tratados con ouabaina mas el inhibidor especifico de la CaMKII, AIP. *p< 0.05
con respecto al control.
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La figura 42 muestra que la inhibicion de la CaMKIl con KN y AIP proteje a los
cardiomiocitos de la muerte celular inducida por la ouabaina, indicando que la
CaMKIlI participa en la cascada de sefalizacion hacia la muerte celular.

Con el proposito de estudiar si la CaMKIl estaba involucrada en la muerte
celular por apoptosis se realizaron western blots para medir el grado de
expresion de las proteinas proapotéticas y antiapoptéticas, Bax y Bcl-2. Como
muestra la figura 43, KN-93 previno el incremento en el cociente Bax/Bcl-2,
producido por el tratamiento con ouabaina. Indicando que la CaMKIl esta

involucrada en la apoptosis inducida por la elevacién de la [Na®].
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Figura 43. La ouabaina aumenta el cociente Bax-Bcl-2 y este efecto es revertido con KN.
Expresion de Bax y Bcl-2. Blot representativo y resultados promedio de la deteccién
inmunolégica de Bax y Bcl-2. El tratamieno con ouabaina aumenté la relacion Bax/Bcl-2, lo que
indica una mayor propensién de los miocitos a la apoptosis. *p<0.05 respecto a control y a
Oua+KN.

Para confirmar el rol de la CaMKIl en la muerte celular inducida por la
ouabaina, se sobrexpres6 la CaMKIl (Ad.CaMKIl) y la B-galactosidasa
(Ad.Bgal) utilizando trasnferencia génica. Una vez confirmada la sobrexpresion
de estas proteinas a través de la visualizacién de la proteina fluorescente verde
(GFP), se incubaron las células Ad.fgal y Ad.CaMKII con 2uM de ouabaina. En
estas condiciones de CaMKIl sobreexpresada, la ouabaina indujo un mayor
efecto deletereo. Como se puede observar en la figura 44, el numero de células
muertas en presencia de ouabaina fue significativamente mayor en los cultivos

en los que se sobrexpresé la CaMKII con respecto a aquellas en las que se
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sobrexpresd la B-galactosidasa corroborando el rol fundamental de la CaMKII

en la ruta de senalizacion hacia la muerte celular.

Ad.[igal Ad.CaMKiIl

%Celulas viables

Figura 44. Estrategia de transferencia génica mediada por adenovirus. Fotografias
representativas y resultados promedio de miocitos de rata transfectados con Ad.fgal o
Ad.CaMKIl. Las fotografias del panel superior muestran la fluorescencia de GFP, que indica la
eficiencia de transfeccion. Las fotografias del panel inferior fueron obtenidas con el microscopio
de luz transmitida, representando el efecto de la ouabaina en la viabilidad celular en los
miocitos con sobreexpresion de 3gal o de CaMKIl. El grafico de barras muestra los resultados
promedio (n=3) de estos experimentos indicando que las ceélulas que sobreexrepresaron la
CaMKIl fueron mas susceptibles al efecto deletereo de la oubaina que las células que
sobrexpresaron Bgal. *p<0.05 vs. Control. #p<0.05 vs. ouabaina en células que sobreexpresan

Baal.
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DISCUSION
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La relaciéon fuerza-frecuencia positiva o escalera positiva, es de suma
importancia para incrementar el rendimiento cardiaco en respuesta a un
aumento de la demanda sistémica. Esta propiedad intrinseca del corazén se
pierde en el corazén insuficiente. En humanos, la insuficiencia cardiaca
congestiva es el punto final de una suma de eventos que dafian el miocardio y
culminan en una funcién inapropiada de la bomba cardiaca. Mas alla de que
existen continuos descubrimientos que tratan de explicar la naturaleza
compleja de esta patologia cardiaca, las alteraciones del Ca?* intracelular han
sido identificadas como una de las principales responsables de la disminucion
en la contractilidad y de la inversién de la escalera positiva en negativa. En
particular la relacién fuerza-frecuencia negativa ha sido atribuida
independientemente, a tres principales alteraciones: una disminucién en la
expresién/actividad de la SERCA2a (Arai, 1994), un incremento en la expresion
del NCX (Hasenfuss, 1999; Hobai, 2000; Pogwizd, 1999) y una elevada [Na®};
(Despa, 2002; Mills, 2006). Estas alteraciones, aunque variables segun el
modelo experimental y el grado de IC han descriptas en diferentes modelos
animales de IC, asi como en corazones humanos insuficientes (Hasenfuss,
2002). La presente tesis estuvo, en primer lugar, dirigida a intentar dilucidar si
cada una de estas alteraciones era capaz de provocar por si misma la escalera
negativa en miocitos sanos de gato y cual era la contribucién relativa de éstas
al fenébmeno de la escalera negativa. Los resultados indican que la alteracién
en uno solo de los tres niveles explorados en el manejo del Ca* no es
suficiente para revertir el efecto inotrépico positivo producido por el incremento
en la frecuencia de estimulacién en miocitos sanos. Se necesitan las tres
alteraciones actuando conjuntamente para producir la relacién fuerza-
frecuencia (acortamiento-frecuencia) negativa caracteristica del corazén
insuficiente.

En segundo lugar, nos propusimos dilucidar si existe alguna relacién entre las
alteraciones del AEC antes mencionadas y la apoptosis, que como ya se
menciond previamente, es una causa fundamental de la disminuciéon de la
contractilidad en la IC. Debido a que la disminucién en la expresién del NCX (y
no su aumento como ocurre en la IC) y la sobreexpresion de la SERCA2a (y no

su dismucién como ocurre en la IC) se asociaron previamente con la apoptosis
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(Miyamoto, 2005; Vafiadaki, 2009) nos concentramos en el estudio del posible
rol del aumento de Na® intracelular en la produccién de este tipo de muerte

celular.

1. LAESCALERA NEGATIVA DE LAIC

1.1. El modelo

Una de las contribuciones mas importantes de esta tesis, es quizas la
obtenciéon de un modelo que mimetiza a nivel celular el fenotipo de la IC. Las
investigaciones previas acerca de los mecanismos subcelulares de la IC y del
fendmeno de escalera negativa asociado a ella, se han focalizado en el estudio
de solo una de las alteraciones del manejo del Ca* intracelular mencionadas
mas arriba, intentando mejorarla y asi restaurar la funcién perdida o alterada.
En todos los casos se utilizd fundamentaimente tejidos provenientes de
corazones insuficientes o diferentes modelos animales para realizar los
ensayos (del Monte, 1999; Gray, 2001; Hobai, 2004). Este trabajo se ha
aproximado al problema de forma diferente, utilizando miocitos sanos vy
reproduciendo en ellos cada una de las alteraciones del manejo del Ca®'
intracelular que han sido propuestas como mediadoras de la escalera negativa
de la IC. Estas se fueron introduciendo secuencialmente una por vez en
miocitos sanos, a través de diferentes estrategias. Utilizando este modelo
celular simplificado se pudo controlar cada una de las alteraciones
mencionadas y examinar su contribucién relativa a una de las consecuencias
mas negativas del disturbio en el manejo del Ca®" intracelular en la IC, la
escalera negativa. Es importante enfatizar que el propésito de esta estrategia
fue investigar si cada una de la alteraciones del Ca®* descriptas en el corazén
insuficiente era capaz de recapitular por si misma la relacién fuerza-frecuencia
negativa de la IC. Para cumplir con este objetivo, se traté de mimetizar las
situaciones mas extremas observadas en la IC. Asi como ha sido descripto que
la disminucion en la expresion de la SERCA2a varia entre un 20 y 80 % de
acuerdo a diferentes estudios (Hasenfuss, 2002), en este trabajo se utilizé la
maxima inhibicién de la SERCA2a reportada. Similarmente, se mimetiz6 el
maximo incremento de Na®; descripto en la IC (Mills, 2006; Pieske, 2003). Con
respecto al incremento en la expresion del NCX también se utilizé la maxima
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expresion lograda en nuestros cultivos celulares que es la que se encuentra en
los niveles mas altos descriptos para la IC (Pogwizd, 1999).

1.2. En miocitos sanos, alteraciones individuales en el manejo del Ca** no
son suficientes para invertir la relacion fuerza-frecuencia (acortamiento-
frecuencia) positiva

Los resultados presentados, mostraron que las alteraciones en el manejo del
Ca®" producidas por la manipulacién de tan sélo uno de los tres cambios
caracteristicos de la IC, no eran suficientes para inducir la relacién
acortamiento-frecuencia negativa. Es posible argumentar, que la falla en invertir
la escalera positiva en los experimentos realizados, podria deberse a que la
concentracion de Tg utilizada para inhibir a la bomba de Ca?* fué insuficiente, o
que el aumento en la concentracion de Na* y en los niveles de NCX fueron
insuficientes. Sin embargo se realizaron exhaustivos experimentos controles,
donde se determinaron cudles eran las concentraciones de los diferentes
compuestos usados para cada experimento. Asi, con respecto a la inhibicién de
la SERCAZ2a, utilizamos diferentes estrategias para asegurar la correcta
inhibicidon de la misma: 1) se utilizé en todos los experimentos 1 uM de Tg,
concentracion que, como se observa en la figura 22, logré inhibir casi
completamente la retoma de Ca®" por el RS; 2) se utiliz6 ademas, un segundo
inhibidor de la SERCA2a, el CPA, en una dosis de 10 pM y 3) utilizamos
tecnologia de transferencia génica para disminuir la expresion de la SERCA2a
a través de siRNA.SERCA2a. Es importante destacar que la inhibicién de la
SERCAZ2a a través de tecnologia siRNA habia sido usada con éxito por el
grupo de Seth y colaboradores (Seth, 2004), en cardiomiocitos de ratas
neonatas, pero sin resultados en cardiomiocitos adultos. En nuestro laboratorio
se logré la puesta a punto de estos experimentos y el resultado fue exitoso en
cardiomiocitos adultos, ya que se logré la inhibicibn en la expresién de la
SERCAZ2a, evaluada por western blot. Ademas, con el objetivo de evaluar la
carga del RS, a fin de constatar si éste estaba realmente deplecionado de Ca?,
se indujo con cafeina un transitorio de Ca®* en presencia de 1 uM de Tg. Como
se observa en la figura 23, el transitorio no se produce en estas condiciones, lo
que indica que el RS se encuentra deplecionado de Ca?*. Estos resultados
corroboran la efectividad de la Tg para inhibir la SERCAZ2a. Los resultados de
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estas tesis mostraron que aun con la SERCA2a inhibida la relacién
acortamiento-frecuencia permanece positiva, coincidentemente con resultados
anteriores de nuestro laboratorio (Vila Petroff, 2003) donde se mostré que la
relacion fuerza-frecuencia permanecia positiva, aun con una completa abolicion
del RS utilizando rianodina y TG. Los resultados de estas tesis muestran
ademas que el incremento del Na‘; en miocitos sanos, provocado por dos
intervenciones diferentes (ouabaina y monensina) fue similar en ambos casos
(aprox. 10 mM) (figura 26) y del orden de los aumentos observados en la IC
(Pieske, 2003). Aunque se han descripto efectos toxicos para la ouabaina (por
ejemplo, arritmias), estos no se observaron en las condiciones experimentales
utilizadas para los presentes experimentos. Si se detecté un aumento del Ca®";,
que podria deberse probablemente al impacto del aumento del Na* sobre la
actividad del NCX. La imposibilidad de invertir la relacion acortamiento-
frecuencia de positiva a negativa, utilizando dos herramientas farmacolédgicas
diferentes para elevar el Na* intracelular, permitié tener un fuerte sustento para
afirmar que el alto Na* por si mismo no es suficiente para producir la escalera
negativa del corazén insuficiente. Con respecto al NCX, la manipulacién del
mismo por transferencia génica produjo un incremento de su expresion
aproximadamente en un 50%, lo que reproduce cercanamente la situacién
descripta para la IC (Pogwizd, 2004). Ademas no s6lo se indujo un aumento en
su expresion, sino que también se produjo un aumento en la actividad del
mismo intercambiador como se observa en la figura 28, donde se muestra que
luego de un pulso de cafeina el ti,; de la relajacién del transitorio de Ca?* luego
del pulso es menor en los miocitos infectados con ad.NCX. En estos miocitos
en los que se aumento la actividad y los niveles del NCX, tampoco se logré
invertir la escalera positiva con el aumento de la frecuencia. Coincidentemente
con estos hallazgos, estudios en ratones transgénicos con sobreexpresiéon del
NCX muestran que estos no tienen signos de desarrollo de IC (Adachi-
Akahane, 1997; Yao, 1998). Ademas el tratamiento de musculos papilares
humanos no insuficientes con un activador de los canales de Na* (BDF 9148) y
ouabaina, también fracasé en invertir o alterar la escalera positiva (Bavendiek,
1998).
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1.3. Multiples alteraciones determinan una relaciéon fuerza-frecuencia
(acortamiento-frecuencia) negativa

Los resultados de esta tesis mostraron que sélo cuando se produce una
alteracion simultanea en al menos de dos de las tres alteraciones mas
importantes en el manejo de Ca® intracelular, la relacion acortamiento-
frecuencia se vuelve negativa. Mas aun, con la introduccién de una tercera
alteracién disminuye aun mas la frecuencia de estimulacion a la cual la
escalera se vuelve negativa (figura 33). Si bien la produccién simultadnea de dos
de las alteraciones puede llevar a la escalera negativa a altas frecuencias de
estimulacién, sélo las tres alteraciones fueron capaces de negativizar la
escalera en todo el rango de frecuencias estudiado.

Consistentemente con nuestras conclusiones, el corazén de los pequefios
mamiferos como por ejemplo, el de rata y raton, exhibe una relacion fuerza-
frecuencia negativa a pesar de poseer una robusta actividad de la SERCA2a
(Bassani, 1994). La escalera negativa observada en los roedores podria
deberse a un alto contenido de Ca®* del RS que estaria impidiendo una mayor
carga del mismo con el aumento de la frecuencia de estimulacién (Shattock,
1989). La caracteristica comun exhibida por estos mamiferos es el alto
contenido de Na* basal, el cual podria limitar la extrusién de Ca?* a través del
NCX incrementando el contenido de Ca?* del RS, aun a bajas frecuencias de
estimulacion. Un alto contenido de Ca®* del RS junto con una corta duracién del
potencial de accién en los miocitos de estas especies, favoreceria una relacién
fuerza-frecuencia negativa, por el solo hecho de poseer poco tiempo disponible
para la restitucion mecanica (Frampton, 1991; Wier, 1986).

El modelo de IC a nivel celular presentado en esta tesis es simplificado y
somos conscientes de que otras alteraciones también podrian estar influyendo
en la escalera negativa del corazén insuficiente. Pero por una razén de
simplicidad, sélo se han alterado y analizado las tres principales alteraciones
que se asocian con mayor consenso en la literatura y se asocian con la
generacién de una relacién fuerza-frecuencia negativa. Trabajos mas recientes
vinculan la pérdida de Ca?* a través de los receptores de RyR (“Ca?* leak”), con
la depresién en la contractilidad del corazén insuficiente. Esta pérdida de Ca®*
por el RyR2 seria debido a una hiperfosforilacion del mismo (Marx, 2000).
Algunos autores atribuyen esta hiperfosforilacion a PKA (Marx, 2000) en tanto
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que en un modelo de IC en conejo se ha demostrado que la principal quinasa
que fosforila a dichos receptores es la dependiente de Ca®* y calmodulina
(CaMKIl) (Ai, 2005). Hasta el momento esta alteracion en el manejo de Ca?* no
ha sido relacionada causalmente con el desarrollo de la escalera negativa, pero
esto no deberia dejarse sin consideracion. Aunque en el desarrollo de esta
tesis no se evalué directamente la contribucién del “Ca’* leak” al desarrollo de
la escalera negativa, los experimentos (figura 22) en los que se redujo la
expresion y actividad de la SERCA2a con TG y CPA, producen una
disminucién en la carga del RS, efecto similar al que produce la pérdida de
Ca* por el RS a través de los RyR2, con lo que posiblemente llegariamos a las
mismas conclusiones. Esto es, que el “Ca** leak” por si mismo no sea capaz de
generar una relacién fuerza-frecuencia negativa, pero podria actuar
sinérgicamente con otras alteraciones en el manejo del Ca®* intracelular y
contribuir asi a convertir la escalera positiva en negativa.

En resumen, en esta primera parte del trabajo de tesis se modelaron, a nivel
celular, las alteraciones basicas en el manejo del Ca** con el objetivo de
mimetizar los cambios que ocurren en la IC y establecer su contribucién relativa
en la relacion fuerza-frecuencia (acortamiento-frecuencia) negativa.
Encontramos que la simple alteracion de sélo una de ellas no es suficiente para
inducir la escalera negativa y que la homeostasis del Ca** debe ser alterada en
varios niveles para explicar la escalera negativa de la IC. Si estos resultados
pudieran ser extrapolados al hombre, enfatizarian el concepto de que no hay
un anico mecanismo responsable del fenotipo contractil de la escalera negativa
observada en el corazén humano insuficiente sino que se requieren al menos
dos de las tres alteraciones basicas del AEC en la IC (reduccion de la
SERCAZ2a, elevacion del Na'; y sobreexpresion del NCX) actuando en
concierto.
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2. LA APOPTOSIS EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA (IC)

Como ya se explicd, quisimos investigar si existe alguna relacion entre las
principales alteraciones en la homeostasis del Ca® que ocurrenenlalC, yla
apoptosis que también se da en el corazén insuficiente y que constituye una
causa importante de disfuncion contractil en esta patologia. Estudiamos el
aumento del Na* como posible desencadenante de apoptosis ya que ha sido
descripto que ni el aumento del NCX ni la disminucién de la SERCA2a, estan
asociados a apoptosis (ver mas arriba). Como herramienta para aumentar el
Na® intracelular usamos dosis no toxicas de ouabaina, intervencién también
usada para aumentar dicho ién en la primera parte de este trabajo.

Existen trabajos donde se demuestra que la administracion de dosis
arritmogeénicas, es decir, téxicas de ouabaina disminuyen la viabilidad celular y
promueven la apoptosis (Peng, 1996; Ramirez-Ortega, 2008). Ademas,
recientemente los glucésidos cardioténicos han sido utilizados en otros tejidos
en el tratamiento de diferentes tipos de cancer debido a su efecto
antiproliferativo, al promover la muerte celular. La exposicion de células
malignas provenientes de tejido de pulmén (Kometiani, 2005), de préstata
(McConkey, 2000), incluso células de neuroblastoma (Hennion, 2002; Kulikov,
2007) y de leucemia (Guatabe, 1996) a glucésidos cardioténicos induce la
sobrecarga de Ca*, la muerte celular y la apoptosis de las mismas. Estos
antecedentes sugieren que el aumento de Na*; promovido por la administracién
de glucosidos cardiotonicos podria ser el que gatille la apoptosis. Sin embargo
en estos estudios se utilizaron dosis téxicas de glucésidos cardiotonicos y en
ningunos de ellos se han explorado las posibles rutas de sefializacién que
desencadenan la apoptosis.

En ésta parte del trabajo de tesis nos propusimos investigar si dosis no téxicas
de glucésidos cardiotonicos, que producen una elevacion el Na* intracelular
similar a la que se presenta en la IC, causan apoptosis en el corazén y en ese

caso, dilucidar los mecanismos por los cuales se desencadena la apoptosis.
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2.1. Aumento en la concentracién de Na* intracelular como mecanismo de
apoptosis

Los resultados presentados demuestran que los glucésidos cardiotonicos en
dosis no toxicas disminuyen la viabilidad celular al menos en parte porque
promueven la apoptosis. Esta disminucion en la viabilidad celular ocurre
asociada a un aumento del Na* y Ca®' intracelular y es revertida por un
bloqueante del modo reverso del NCX y por inhibicion de la CaMKII. El hecho
de que se haya podido prevenir la muerte celular y la apoptosis con KBR
sugeririan que es el aumento de Na® intracelular el responsable de iniciar la
cascada apoptotica de los glucésidos cardioténicos. Ademas, el hecho de que
la disminucién de la viabilidad mediada por ouabaina ocurra en especies que
como la rata y el gato tienen diferente sensibilidad a los glucésidos
cardiotonicos, permitiria extrapolar estos resultados a la especie humana,
abriendo nuevas perspectivas para futuros estudios en el area de la IC.

Los resultados obtenidos demuestran que la disminucion en la viabilidad es
debida al menos en parte a apoptosis ya que observamos un aumento de la
actividad de caspasa-3 (figura 39), que como habiamos mencionado, es una
efectora final de las rutas de senalizacién que llevan a la apoptosis.
Encontramos ademas, y como muestra la figura 40, un aumento del cociente
Bax/Bcl-2 también indicativo de apoptosis. Este aumento del cociente Bax/Bcl-
2, podria sugerir una participacién de la mitocondria, en la cascada apoptética
inducida por ouabaina, ya que la regulacién de los poros de transiciéon
mitocondrial (MPTP) esta intimamente relacionada con el balance entre estas
proteinas pro y antiapoptéticas (Orrenius, 2003) (para rev. ver Seon-Yong,
2008).

2.2 Mecanismos que conducen a la muerte celular inducida por la
elevacion del Na*;
2.2.1 Rol del NCX

En trabajos previos de nuestro laboratorio y de otros grupos, se demuestra la

participacién del modo reverso del NCX en la sobrecarga de Ca*' y la
apoptosis que ocurren en diferentes situaciones tales como la estimulacién
alpha-1 adrenérgica o la isquemia y reperfusién (Miyamoto, 2005; Vila Petroff,
2007). Los presentes resultados coinciden con estos hallazgos ya que cuando
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utilizamos el inhibidor especifico del modo reverso del NCX, KBR, prevenimos
la muerte celular y la apoptosis inducida por la elevacion del Na*; inducida por
ouabaina (figura 40). Especulamos que la inhibicion de la bomba
Na’/K'ATPasa, produce un incremento de Na* que fuerza al NCX a trabajar en
modo reverso y a producir una entrada de Ca?* capaz de desencadenar una
senal apoptética. Es interesante que el grupo de Satoh y colaboradores (Satoh,
2003), describe que los efectos toxicos de la administracion aguda de ouabaina
(por efectos téxicos los autores se refieren a las arritmias) se dan a traves del
funcionamiento del modo reverso del NCX y pueden ser bloqueados por KBR,
en tanto que los efectos no téxicos se dan a través del modo directo del
intercambiador. En el caso de esta tesis se trabajé con dosis no téxicas de
ouabaina aunque sostenidas. Si bien estas no son arritmogénicas, estan
mediadas por el modo reverso del NCX y producen otros tipos de efectos
deletéreos ya que culminan en apoptosis.

2.2.2 Rol de la CaMKII
Existen numerosos trabajos donde se senala a la CaMKIl como un

intermediario comun de varios estimulos de muerte celular por apoptosis
(Wright, 1997; Yang, 2006; Vila Petroff, 2007, Zhu, 2007). Ademas existen
trabajos en diferentes modelos de |IC donde se describen incrementos en la
expresion de la CaMKIl (Hoch, 1999; Kirchhenfer, 1999; Zhang, 2004).
Recientemente un trabajo de Lee y colaboradores vincula a la CaMKIl con la
transicion de la hipertrofia a la IC (Lee, 2009). En un trabajo previo de nuestro
laboratorio donde demostramos la participacién del modo reverso del NCX en
la apoptosis inducida por I/R, también se demostré que el influjo de Ca®** a
través del NCX activaba a la CaMKIl y desencadenaba la apoptosis (Vila
Petroff, 2007). Con estos antecedentes, evaluamos en el presente trabajo la
posible participacion de la CaMKIl en la apoptosis observada con dosis no
toxicas de ouabaina y encontramos que: 1) el uso del inhibidor farmacolégico
de la CaMKII, KN-93, como muestra la figura 41, previno la disminucién en la
viabilidad celular y disminuyé los indices apoptéticos (cociente Bcl-2/Bax y
activacion de caspasa-3) causados por la elevacion del Na* intracelular. 2) La
utilizacion de un inhibidor mas especifico de la CaMKIl, AlIP, también previno la

muerte celular inducida por la elevacion del Na*. 3) la sobreexpresion de la
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CaMKIl mediante tecnologia de trasnferencia génica, exacerb6é la muerte
celular inducida por la elevacién del Na* intracelular (figura 44). Pensamos que
la combinacion de técnicas de manipulacion genética junto con estrategias
farmacolégicas, provee una evidencia importante que pemite sustentar la
hipétesis de que la CaMKII esta involucrada en la muerte celular inducida por la

elevacion del Na* intracelular.

Experimentos previos indican que el efecto de los glucésidos cardioténicos
podrian activar cascadas de sefalizacion que son independientes de los
cambios del gradiente de Na* y K'. De este modo, la bomba Na'/K*ATPasa
podria interactuar estar mediado con proteinas solubles de la membrana
citoplasmatica, tales como el recepor del factor de crecimiento epidermal,
caveolinas, la proteina quinasa C (PKC), la fosfolipasa C (PLC) y luego activar
las diferentes rutas de las proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPKS). Esto afectaria la expresion de diferentes genes entre ellos los
involucrados en la muerte, el crecimiento y la proliferacion celular (Liu, 2003;
Xie, 2003). Estos hallazgos podrian sugerir que la muerte celular observada en
los experiementos de esta tesis podria deberse a este mecanismo de accion y
no al aumento en el Na* intracelular propuesto en este trabajo. Sin embargo y
como ya se discutié mas arriba, el hecho que al inhibir el NCX a través del uso
del KBR se prevenga la muerte celular y la apoptosis, sugeriria que la cascada
de muerte celular se da a través de la elevacion del Na*; Estos resultados,
aunque no descartan que el efecto observado de los cardiotoénicos sea en parte
producido por una interaccién de la bomba Na’/K’ATPasa con las proteinas
citoplasmaticas y la consecuente activacién de rutas de senalizacion, que
favorecen la apoptosis, indicarian que en la muerte celular observada en los
miocitos con dosis bajas de ouabaina, esta implicado el aumento del Na*;_
Quizas mas importante, los presentes resultados sefalan a la CaMKIl como |a
molécula mediadora de este fendbmeno de apoptosis y sugeririan que el
aumento de la [Na'}; de la IC podria ser el disparador de la apoptosis mediada
por CaMKII en esa entidad patolégica.

En resumen los resultados presentados relacionados al segundo objetivo
mostraron que la elevacion de la [Na']; a través de la inhibicién de la bomba
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Na'/K'ATPasa usando dosis no téxicas de glucésidos cardioténicos promueve
la apoptosis de los cardiomiocitos y este efecto se encuentra conservado entre
especies con distinta sensibilidad a los cardioténicos. Nuestros resultados
indican ademas que la muerte celular por apoptosis seria desencadenada por
la elevacién de la [Na'] intracelular que, a través del NCX, promoveria el
aumento del Ca®" intracelular. Este aumento que activaria a la CaMKIl y
desencadenaria la apoptosis. Este mecanismo podria ser uno de los
responsables de la apoptosis elevada en la IC. Estos resultados indican que el
aumento de Na'; tendria un rol fundamental en la disfuncién contractil del
corazén insuficiente dado que por un lado promueve la apoptosis y por otro
colabora con las otras alteraciones del manejo del Ca®* para inducir la escalera
negativa, una de las consecuencias mas adversas del manejo del Ca®* alterado
que se presenta en la IC.
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CONCLUSIONES FINALES
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El objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar el papel que tienen las
alteraciones en el manejo del Ca®" intracelular en el desarrollo de la escalera
negativa y en la pérdida de unidades contractiles por apoptosis ya que ambos
fenémenos son actualmente considerados como componentes claves de la
disfuncién contractil del corazén insuficiente. Conocer en profundidad los
mecanismos subcelulares responsables de estos fendémenos permitira
reconocer nuevos blancos moleculares permitiendo el disefio de novedosas
terapias para el tratamiento de Ila IC confeccionadas y dirigidas
especificamente a las bases moleculares que subyacen a esta entidad
patoldgica.

En este estudio examinamos el rol de la SERCA2a disminuida, el NCX
aumentado y el Na*; elevado en la transformacién de la escalera positiva en
negativa. Encontramos que la simple alteracion de sélo uno de estos
componentes no es suficiente para inducir la escalera negativa y que en
cambio se requieren al menos dos de estas alteraciones basicas del AEC
actuando conjuntamente para inducir la escalera negativa, situacion que es
exacerbada cuando las tres alteraciones se producen simultdneamente. La
estrategia de reproducir 0 mimetizar en una célula sana las tres alteraciones
basicas del AEC permitié ademas, recapitular el fenotipo contractil del corazén
insuficiente creando asi, un modelo celular de IC que potencialmente podria ser
muy util para estudiar, en un sistema simplificado, otros interrogantes
relacionados con la disfuncién contractil del corazon insuficiente.

Por ultimo, en este estudio también se obtuvieron evidencias de que la
elevacién del Na’ intracelular puede promover la apoptosis. Este proceso
estaria mediado por el ingreso de Ca** a través del modo reverso del NCX y la
subsiguiente activacion de la CaMKIl que mediante la fosforilacion de distintos
sustratos, aun no identificados, desencadenaria la apoptosis. Estos hallazgos
permiten especular que en la IC, donde el Na*; asi como la expresion del NXC
y la CaMKIl se encuentran aumentados, un mecanismo similar al descripto
podria tener un rol causal en la elevada incidencia de este tipo de muerte
celular que se observa en esta entidad patologica.
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Apéndice 1

Desde que en 1953 un becario postdoctoral, Wallace Rowe, del Instituto
Nacional de Salud de los Estados Unidos aislé el primer adenovirus de células
adenoides humanas en cultivo, mas de 100 especies diferentes de adenovirus
se lograron identificar hasta la actualidad. Existen aproximadamente 50
serotipos de adenovirus que se hospedan en células humanas que causan
numerosas enfermedades respiratorias y digestivas entre otras algunas de
importante gravedad. Es por esto que su estructura y genoma han sido
estudiados en profundidad.

La habilidad que tienen los adenovirus para infectar un amplio rango de tipos
celulares, asi como la facilidad con la que se puede manipular su genoma los
ha transformado en un atractivo vector para la terapia génica y la transferencia
génica in vitro, en especial los serotipos 2 y 5 (Serotipo: es un tipo de
microorganismo infeccioso clasificado segun los antigenos que presenta en su
superficie celular) son los mas utilizados en la transferencia génica aplicada a
la biomedicina (para rev. ver Davis et al, 2009)

Biologia basica de los adenovirus.

De la biologia basica de los adenovirus, lo importante de describir sobre todo
en el marco del propdsito de esta tesis, es la estructura basica de su genoma,
ya que éste va a ser el que se va a manipular para poder transportar el gen de
interés a los miocitos cardiacos. Los adenovirus carecen de envoltura externa,
pero estan rodeados por una capa o capside de proteinas que forman un
icosaedro.que ademas de envolver el ADN es de vital importancia para la
infeccion de la célula hospedadora.

El genoma de los adenovirus consiste en una doble cadena de ADN lineal de
aproximadamente 36kb. En cada extremo 5’ de cada cadena existe una region
invertida terminal (ITR) y una proteina terminal (TP) unida covalentemente
(ambas estructuras son de gran importancia en el momento de replicacién del
ADN). Las unidades de transcripcion pueden estar localizadas tanto en una
como en otra cadena del ADN y no estan organizadas de acuerdo a un
principio discernible. Estas, originalmente se clasificaron de acuerdo a si el
ARNq, (producto de la sintesis de las unidades de transcripcion) es acumulado
durante |la etapa temprana (E, early) o tardia (L, late) de infeccién. En la regién
denominada temprana (E) encontramos una unidad de transcripcién “temprana
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inmediata” (E1A), cuatro unidades de transcripcién “tempranas” (E1B, E2, E3 y
E4), dos unidades de transcripcion “temprana retardada” (IX y IVa2) y en la
region denominada tardia (L) encontramos 5 unidades L (L1-L5). Todas las
unidades de transcripcion usan ARN polimerasa |l celular para su transcrpcion.
El genoma viral tiene también al menos, un gen que codifica para VA ARN (el
VA ARN en la célula hospedadora tiene como blanco a PKR, esta proteina en
condiciones normales estimula la sintesis de numerosas proteinas vitales de la
célula). Algunos adenovirus contienen dos genes, dependiendo del serotipo y
son transcriptos por ARN pol Ill. El genoma de los adenovirus es un excelente
ejemplo de un uso eficiente del limitado espacio genético para la produccion del
maximo numero de proteinas necesarias, para la propagacion del virus.
Ademas, una vez dentro de la célula hospedadora manipulan la maquinaria
enzimatica necesaria para la sintesis de RNA de la célula, para su propio
beneficio (Seth, 1999)

Conociendo la estructura basica del genoma de los adenovirus, se podra
comprender mejor la construccion de los mismos para el transporte de un gen
de interés a la célula cardiaca.

Construccion de adenovirus

El método para la construccion de adenovirus de He y colaboradores (He,
1998; Luo, 2007), es llamado Ad-Easy System. Este método requiere un
sistema de plasmidos vectores, la recombinacién en E. coli y el
empaquetamiento de los adenovirus en células empaquetadoras (por ej células
293 0 911).

El gen de interés (denominado transgen) es clonado mediante enzimas de
restriccibn en un vector denominado “lanzadera” que es obtenido
comercialmente, por ej el pAdTrack-CMV. Este vector ademas de contener los
promotores necesarios contiene el gen de la proteina fluorescente verde GFP,
que una vez expresada, se hace fluorescente si es excitada a una longitud de
onda determinada. Una vez introducido el gen de interés, se procede a su
linearizacién  utilizando la endonucleasa de restriccion Pmel vy
subsecuentemente se produce la cotransformacién en E. coli con el vector
adenoviral “backbone” pAdEasy-1, también obtenido comercialmente. Este
plasmido adenoviral contiene el genoma del adenovirus excepto los genes E1y
E3 y ademas contiene el gen de resistencia al antibiético kanamicina. Los
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nuevos recombinantes son seleccionados por su resistencia al antibidtico
kanamicina. Finalmente, el constructo adenoviral es clivado por Ia
endonucleasa de restriccion Pac1 y se transfecta en células empaquetadoras
de adenovirus. Utilzando, como se menciond antes, lineas celulares 293 o 911.
Luego de 7 dias aproximadamente los adenovirus son recolectados para su
uso directo en experimentacion o para su posterior amplificacion en las mismas
células empaquetadoras.

VECTOR
ADENOVIRAL

ITR PROMOTOR
cmv RECOMBINACION IN VITRO

o Eep> -

ITR PROMOTOR E1 E3 ITR

CMvV
TRANSFECCION
EN CELULAS 293 0 911

RECOLECCION DEL
VIRUS EN 7 DIAS

Figura 45. Esquema simplificado de la contruccién de los adenovirus. El gen de interés es
primero clonado en un vector comercial adenoviral “lanzadera”. Subsecuentemente se
cotransforma in vitro en E. coli y se seleccionan los recombinantes por resistencia a la
kanamicina. Finalmente se transfectan en células empaquetadoras (por ej lineas celulares 293
0 911) y se recolectan los virus, luego de la lisis celular a los 7 dias aproximadamente. En el
esquema se representan las regiones tempranas E1 y E3, el promotor CMV, el gen de la GFP y
el gen de interés.
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