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RESUMEN



El presente trabajo de tesis tuvo como finalidad estudiar la interaccién de la
quinasa Il dependiente de Ca%* y Calmodulina (CaMKII) y del Oxido Nitrico (NO) en la
adaptacion contractil y la hipertrofia cardiaca (HC) asociada con el ejercicio.

La adaptacion del corazén al entrenamiento aerdbico sostenido incluye una mejora en
la contractilidad y un aumento en la masa cardiaca, mediante un mecanismo que hasta
el momento no ha sido completamente dilucidado. Dado que actualmente se conoce
que el IGF-1 es el principal mediador de la respuesta adaptativa al ejercicio, y el NO y la
CaMKIl son reconocidos reguladores de la contractilidad y la HC, se exploré si estas
moléculas de sefializacion participan en la adaptacién cardiaca fisioldgica al ejercicio
inducida por IGF-1. Para ello, se trabajé con un modelo celular de cardiomiocitos
aislados de raton expuestos a IGF-1 y con ratones sometidos a una rutina de ejercicio
por natacion.

Los resultados presentados en esta tesis, muestran que el IGF-1 administrado de
manera exdgena y en forma aguda, produce un efecto inotrépico y lusitrépico positivo
(EIP y ELP) en cardiomiocitos aislados de ratén adulto. Este efecto, se puede cancelar
tanto por la inhibicién de la sintesis de NO con L-NAME, como por la inhibicién
selectiva de CaMKIl con KN-93. Ademas, sugieren que el IGF-1 aumenta la produccién
de NO y éste activa a la CaMKIl que, a su vez, a través de la fosforilaciéon de sustratos
especificos involucrados en el manejo de Ca?*, seria la responsable del aumento en la
contractilidad inducida por IGF-1.

Los resultados alcanzados en cardiomiocitos aislados concuerdan con los obtenidos en
el modelo de ejercicio, en el que ratones que expresan en el corazén un péptido
inhibidor de CaMKIl (AC3-l), se sometieron a un protocolo de natacidn. Los ratones
AC3-I ejercitados desarrollaron HC fisioldgica aun en ausencia de activacidon de CaMKII.
Sin embargo, y tal como se esperaba, no mostraron una mejora en la funcién contractil
como si fue evidenciada en los animales controles (AC3-C) sujetos al mismo periodo de
entrenamiento.

Tomados en conjunto, estos resultados permiten concluir que la activacién de CaMKI|
dependiente de NO desempeiia un papel critico en el EIP y ELP del IGF-1 vy, por lo
tanto, en el aumento adaptativo de la contractilidad asociado al entrenamiento fisico
regular. Sin embargo, el eje NO/CaMKIl no tiene participacion en la respuesta
hipertroéfica asociada con el ejercicio.
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En respuesta a situaciones de sobrecarga hemodinamica, de presién o
volumen, el corazén se adapta e induce el remodelado ventricular, principalmente a
expensas del aumento del tamafio de los cardiomiocitos. A esta condicidn se la
denomina hipertrofia cardiaca (HC) y se la define como un aumento de la masa
cardiaca. La HC puede clasificarse en fisioldgica o patoldgica segun la situacién que
desencadene su desarrollo. Algunas HC se acompafian de aumento de fibrosis
intersticial, mayor incidencia de apoptosis y reprogramacion de la expresién génica de
genes fetales (Chien KR 1999, McKinsey TA y Olson EN 1999, van Empel VP y De Wind
LJ 2004). Estas alteraciones en la estructura del miocardio se asocian con el deterioro
de la funcién ventricular evolucionando habitualmente a insuficiencia cardiaca (IC), en
lo que se conoce como HC patoldgica. Por otra parte, la HC evidenciada en individuos
qgue realizan entrenamiento fisico intenso (“corazén del atleta”) o durante el
embarazo, se denomina HC fisiolégica. Este tipo de HC constituye una respuesta
adaptativa y reversible del miocardio que tiende a mantener o ain mejorar la funcién
contractil frente a la mayor demanda. Si bien la HC fisioldgica y la patoldgica en etapas
tempranas de su desarrollo parecen compartir un mismo fenotipo (aumento de la
masa cardiaca), las evidencias sustentan que se trata de dos entidades independientes,
con diferencias estructurales, metabdlicas y a nivel molecular, incluidas las vias de
sefializacion intracelular gatilladas (Heineke J y Molkentin JD, 2006).

La HC fisiolégica cursa con un aumento de las concentraciones plasmaticas y cardiacas
del factor de crecimiento insulinico tipo | o IGF-1 (Hunter JJ y Chien KR 1999, van Empel
VP y De Wind LJ 2004). Sus efectos pro-hipertréficos dependen de la activacion del
receptor de IGF-1 (IGF-1R) con actividad tirosina quinasa intrinseca,
fundamentalmente a expensas de la activacién de la cascada de sefializacién mediada
por las vias PI3K/AKT y MAPK, estimulando la sintesis proteica y el crecimiento celular
(Foncea R y col. 1997, Troncoso R y col. 2013). Ademas, el IGF-1 es crucial en el
aumento de la contractilidad cardiaca asociado a la activacién de AKT (Freestone NSy
col. 1996, Kim SJ y col. 2008, Ellison GM vy col. 2012). Los ensayos clinicos y
experimentales demostraron que el deterioro de la funcidn cardiaca se vincula a bajos
niveles circulantes de IGF-1 (Ungvari Z y Csiszar A 2012), destacando el papel de esta
hormona en la cardioproteccién y su potencial para el tratamiento de diversas
patologias cardiovasculares.

Por otra parte, han surgido estudios de diferentes laboratorios que describen la
participaciéon de dos moléculas de senalizacidon relevantes, el 6xido nitrico (NO, en
inglés, Nitric Oxide) y la quinasa Il dependiente de Ca%* y Calmodulina (CaMKIl) en el
remodelado cardiaco y en la adaptacion contractil del miocardio al ejercicio (Kemi OJ y
col. 2007, Roof SR y col. 2013, Curran J y col. 2014), las cuales son de principal interés
en esta tesis doctoral.

Los antecedentes demuestran que los mismos mecanismos fisioldgicos de la célula
cardiaca, como el acoplamiento éxcito-contractil, la contractilidad, la relajacién o la
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sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca?*, son regulados tanto por CaMKIl como
por NO (Maier LS y col. 2007, Grandi E y col. 2007, Zhang Ty col. 2004, Vila Petroff MG
y col. 1999, Vila Petroff MG y col. 2000, Vila Petroff MG y col. 2001). Por otra parte, el
NO y la CaMKIl, se proponen como las moléculas de sefalizacién mas relevantes
responsables de la mejora en el manejo de Ca?* intracelular (Ca?*) que conduce al
aumento de la contractilidad asociada con el ejercicio. Ademas, se demostrd que al
menos en parte, los efectos del IGF-1 son mediados por un incremento en la
produccién de NO (Ren J y col. 1998); mientras que estudios recientes indican que el
IGF-1 puede activar a CaMKIl a expensas de un incremento en el Ca?* (Carrasco Ly col.
2014). Estos antecedentes sugieren una posible interaccién funcional entre ambas
moléculas en el contexto del entrenamiento aerdbico.

De esta manera, en el presente trabajo de tesis se evaluara el papel del NO y la CaMKI|
cardiaca en la adaptaciéon funcional y estructural del miocardio en respuesta al
tratamiento agudo con IGF-1 exdgeno o al ejercicio fisico sostenido.

A continuacién, se describiran los conceptos bdsicos necesarios para una mayor y
mejor comprensidon e interpretacion de los resultados obtenidos a lo largo de esta
investigacion, que incluyen desde una molécula tan simple como el NO, a una tan
compleja como es la CaMKIl, y su participacion en la fisiopatologia de la célula
cardiaca.

1. La proteina quinasa Il dependiente de Ca?* y Calmodulina
1.1. Generalidades sobre la CaMKII

La Calmodulina (CaM, del inglés Calcium Modulatory protein) es una proteina con alta
afinidad y especificidad por el Ca?* que se activa en respuesta al incremento de Ca®*,
regulando la actividad de numerosos sustratos, entre ellos, la CaMKIl (Clapham DE
2007). La CaM se expresa en forma ubicua en todas las células eucariotas y posee una
estructura semejante a una mancuerna, con dos dominios globulares en los extremos,
tal como se observa en la figura 1. Cada uno de los dominios cuenta con dos sitios de
union para el Ca?* (Vetter SW y Leclerc E 2003). La gran flexibilidad que presenta la
region central de unién, permite a la CaM unirse a mas de 300 proteinas diferentes
(Yamniuk AP y Vogel HJ 2004).
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Figura 1. Esquema tridimensional de la CaM y su sitio de unién a CaMKiIl. (A) En ausencia de Ca®* (libre
de ligando o apo-CaM), (B) tras la union a este ion y (C) luego de la interaccion con CaMKIl. Modificado
de Yamniuk APy Vogel HJ 2004.

El Ca?* constituye un importante segundo mensajero en el contexto de la fisiologia y la
fisiopatologia cardiovascular. El aumento de Ca?* determina, entre otros efectos, la
activacion de una familia de quinasas dependientes de Ca%* y CaM (CaMKs) que incluye
al menos 81 proteinas del proteoma humano (Manning G y col. 2002). Entre ellas,
podemos mencionar a las quinasas multifuncionales: CaMKI, CaMKIl, y CaMKIV. Las
CaMKs son enzimas que catalizan la fosforilacién de una amplia gama de proteinas en
residuos de serina (Ser) y treonina (Thr), en respuesta al incremento del Ca% y
modulan numerosas funciones celulares. Por medio de este mecanismo de regulacion
reversible a través de fosforilaciones, estas quinasas participan en diversos aspectos de
la sefalizacidn celular: en la liberacion de neurotransmisores, el metabolismo y la
expresion génica, y de especial interés para esta tesis doctoral, en el acoplamiento
éxcito-contractil (AEC) del musculo cardiaco (ver mds adelante en la seccién 1.4.1.)
(Tokumitsu H y col. 2000).

En el corazdn, se han detectado la CaMKI y la CaMKIl. La CaMKI es monomérica, se
encuentra en el citoplasma y su rol en el miocardio aun no ha sido dilucidado (Uemura
A y col. 1998; Colomer JM vy col. 2003). La CaMKII fue la primera descripta entre
aquellas quinasas cuya actividad depende del complejo Ca%*-CaM (Schulman H y col.
1978). Es una proteina multimérica constituida por 6 a 12 subunidades, siendo esta
ultima conformacion la mas frecuentemente expresada en condiciones fisiolégicas
(Hoelz Ay col. 2003). El homododecdmero se organiza en dos anillos hexaméricos que
se apilan uno encima del otro, formando una estructura circular (Gaertner TR y col.
2004; Braun AP y Schulman H 1995).

Cada subunidad de la CaMKIl posee un peso cercano a 50 kDa, de aproximadamente
480 aminoacidos de extension, en la que se reconocen 3 dominios estructurales con
funciones especificas: un dominio de asociacién en el extremo carboxilo terminal (C-
ter) que permite su oligomerizacion; un dominio catalitico serina/treonina quinasa
correspondiente al extremo amino terminal (N-ter); y un dominio regulatorio en la
regién media, en donde se encuentra el sitio de unién al complejo Ca?*-CaM ubicado
en el segmento auto-inhibitorio (Braun AP y Schulman H 1995; Zhang T y col. 2004).
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Los mondmeros constituyentes se encuentran relacionados entre si a través del
dominio carboxilo terminal (C-term) de asociacion, dando lugar al auto-ensamblaje
incluso en ausencia de los otros dominios de la enzima (Hoelz A y col. 2003). Ademas,
este dominio podria participar en la interaccién con otras proteinas (Hoch B y col.
1999) (figura 2).

Sitio de unién

Dominio catalitico Dominio regulador Dominio de asociacion
a sustrato

Figura 2. Diagrama de la estructura de la CaMKIl. Se muestran los 3 dominios constituyentes del
mondmero, el sitio de union a sustrato en la region catalitica y el cambio conformacional mediado por la
unién del Ca®*-CaM al dominio regulador. Adaptado de Couchonnal LF y Anderson ME 2008.

Esta holoenzima puede estar constituida por subunidades a, B, §, y vy, codificadas cada
una por distintos genes (Braun AP y Schulman H 1995; Kanaseki T y col. 1991). De las 4
subunidades mencionadas, la a y la B se expresan en cerebro principalmente, donde
son importantes para la funcion nerviosa y la memoria cognitiva, mientras que las
demds se encuentran ampliamente distribuidas en multiples tejidos. Por su parte,
varias subunidades presentan variantes de corte y empalme alternativos (splicing), y
algunas de ellas, como la &z contienen sefales que las dirigen al nucleo.
Particularmente en el corazén, mediante la técnica de Northern blot, ha sido
demostrada la presencia de las subunidades 6 y y (Tobimatsu T y Fujisawa H 1989). La
subunidad y se encuentra en menor proporcidn en tejido cardiaco, siendo la isoforma
6 la predominante en el miocardio de mamiferos, incluido el humano (Hoch B y col.
1999; Maier LS y col. 2002; Backs J y col. 2009). Los roles especificos de estas isoformas
de CaMKIl en la regulacion de la funcidén cardiaca estan determinados por su
localizacion subcelular. Actualmente se conoce que la isoforma & presenta dos
variantes de corte principales: la &g nuclear, que modula la expresién de genes pro-
hipertréficos y la sefializacién de Ca?* en el nucleo (Mishra S y col. 2011); y la 8¢
citosdlica, cuya activacion aguda se asocia con la fosforilacion de proteinas
involucradas en el manejo del Ca% (Wehrens XH y col. 2004). En tanto que su
activacion prolongada se vincula con efectos deletéreos tales como disfuncion
contrdctil, HC patoldgica, muerte celular y arritmias (Zhang T y Brown JH 2004; Vila
Petroff MG y col. 2007; Sag CM vy col. 2009).



1.2. Mecanismo de activacion de CaMKII

En ausencia del complejo Ca?*-CaM, el dominio catalitico de la quinasa se encuentra
inactivo y reprimido por su unién al dominio regulatorio (auto-inhibicién). En este
dominio auto-inhibidor se halla presente un aminodcido importante en el
funcionamiento de la CaMKII, el residuo Thr286/287 (Lai Y y col. 1987). La numeracién
precisa de este sitio esencial depende de la isoforma.

La via candnica o cldsica de activaciéon de la quinasa involucra la unién del complejo
Ca%*-CaM (formado por 4 iones Ca%* unidos a la CaM) al dominio regulatorio de la
CaMKIl. Esta interaccion determina un cambio conformacional que interrumpe la
unién auto-inhibitoria, permitiendo que el sitio catalitico se despliegue, y deje libre los
sitios para el ATP y el sustrato (Maier LS y col. 2006). Una vez activada, la subunidad
puede auto-fosforilar el residuo Thr287 antes mencionado. Esta reaccién enzimdtica es
en realidad una trans-fosforilacidn, en la que cada subunidad es fosforilada por otros
mondmeros que se encuentran activados en la misma holoenzima (Hanson Pl y col.
1994). Si bien esta fosforilacién no es esencial para la activacién de la quinasa, tiene
importantes consecuencias. En primer lugar, aumenta unas 1000 veces la afinidad por
el complejo Ca?*-CaM (Meyer T y col. 1992) debido a un cambio conformacional que
estabiliza la interaccion entre la CaMKIl y la CaM (Anderson ME 2007). En segundo
lugar, permite una actividad sostenida de CaMKIl (en un 20-80%) por auto-
fosforilacion, ain después de la disociacion del complejo Ca?*-CaM al descender los
niveles de Ca?* (Griffith LC 2004). De esta manera, inclusive cuando no persista el
aumento de Ca?* activador (por ejemplo durante el periodo diastdlico) y el complejo
Ca?*-CaM se encuentre disociado del dominio regulatorio, la auto-fosforilacién lleva a
la enzima al denominado “estado autonomo” (Hudmon Ay col. 2002) (figura 3).

D ap © ao an @
@ Ca2+/CaM Ca2+/CaM Ca2+/CaM
CaMKIl inactiva Activacion por Ca2+/CaM Autofosforilacion Actividad autonoma

Figura 3. Representacion esquemdtica del mecanismo de auto-regulacién de la CaMKIl por la
interaccién con Ca**-CaM. 1) Unién de Ca*-CaM 2) Activacién de CaMKIl por Ca*-CaM 3) Auto-
fosforilacion de otros monomeros 4) Estado auténomo de la enzima. Modificado de Swulius MT y
Waxham MN 2008.

La disociacién del complejo Ca?*-CaM permite la auto-fosforilacién de sitios adicionales
dentro del dominio regulador de CaMKIl: los residuos Thr306 y Thr307. Estas
fosforilaciones impiden que vuelva a unirse el complejo Ca?*-CaM en un proceso
denominado “sellado” que limita la activacion maxima de esta quinasa (Hudmon Ay
col. 2002). A su vez, la actividad de la enzima se ve limitada cuando el fosfato en
Thr287 es removido por accién de fosfatasas tales como PP1, PP2A, PP2C y la CaMKP,
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una proteina fosfatasa con especificidad para la familia de CaMK (Ishida A y col. 1998;
Zhang Ty col. 2004).

1.3. Otras formas alternativas de activacion

Las formas descriptas de activacion a través del complejo Ca?*-CaM y la auto-
fosforilacion del residuo Thr287 se conocen hace mas de dos décadas. Sin embargo, en
los ultimos afios, nuevos modos de regulacién de la actividad de CaMKIl por
modificaciones post-traduccionales han sido identificados.

En primer lugar, la CaMKII podria mantenerse activa en forma auténoma, aun tras la
disociacién del complejo Ca?*-CaM, por modificaciones producidas por un incremento
en las especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species). Las ROS
oxidan los aminoacidos metionina en posicidon 281 y 282 (Met281 y Met282), ubicados
en el dominio regulador y muy préximo al sitio de fosforilacion Thr287 de CaMKII
(Erickson JR y col. 2008; Anderson ME 2015). En un trabajo previo de nuestro
laboratorio, de manera consistente con estos resultados, demostramos que CaMKI|
puede activarse por ROS a concentraciones sub-fisioldgicas de Ca?* (Palomeque J y col.
2009). El analisis cristalografico de la proteina sugiere que la oxidaciéon de la Met282
mantiene activa a la CaMKII, impidiendo la reasociacidn entre los dominios catalitico y
regulador (Rellos P y col. 2010). En tanto, la metionina sulféxido reductasa A (MsrA) es
la enzima responsable de reducir los residuos de metionina oxidados, lo cual permite
dar fin a la sefalizacién persistente de CaMKII inducida por ROS (Erickson JR y col.
2008).

Ademas, se ha descripto que en condiciones de hiperglucemia, la O-
GlucosilNAcetilacién (O-GlcNAc) del residuo Ser280 catalizada por la enzima O-GIlcNAc
transferasa, conduce a la activacién sostenida de esta quinasa. Este modo de
activacion no candnica de la CaMKIl cobraria relevancia en el contexto de la diabetes.
La O-GIcNAc de CaMKIl podria desempefiar un papel critico en el remodelado
estructural y eléctrico del corazén del paciente diabético (Erickson JR y col. 2013).

Por otro lado, resulta interesante un primer estudio realizado en tejido nervioso que
describe otro potencial mecanismo de regulacion de CaMKlla independiente de Ca?*.
Este trabajo sefiala al NO como un potente inhibidor especifico de esta quinasa al
promover su S-nitrosilacion (S-NO), es decir, mediante la conversion de los grupos tiol
(-SH) y la formacién de S-nitrosotioles en determinados residuos Cys (Song T y col.
2008). Sin embargo, y a diferencia de lo observado en el cerebro, nuevas evidencias
describen la posible activacién de CaMKIl por S-NO en tejido cardiaco (Curran J y col.
2014; Gutierrez DA y col. 2013; Zhang DM y col. 2014; Erickson JR y col. 2014). En una
seccion posterior, se describird en mayor detalle la asociacién entre ambas moléculas,
cuya modulacion es el objeto de estudio central de esta tesis doctoral.

Todos los mecanismos de activacion mencionados se han resumido en la figura 4.
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Figura 4. Esquema de los mecanismos de activacion propuestos para CaMKIl. Con fines explicativos se
muestran los posibles mecanismos de activacion de una unica subunidad de la CaMKIl. La forma de
activacion cldsica por medio de la unién del complejo Ca?*-CaM y las modificaciones post-traduccionales
que permiten a la enzima mantenerse activa en ausencia de niveles elevados de Ca?*: la fosforilacién de

Thr287 (ATP), la oxidacién por ROS (Met281, Met282), la O-N-acetilglicosilacion o O-GIcNAc (Ser280) y la
S-nitrosilacion o S-NO (Cys290). Adaptado de Rellos P y col. 2010, y de Erickson JR y col. 2014.

1.4. La CaMKII en el corazén

La CaMKIl cumple diversas funciones en el corazén. Entre las mas estudiadas, se
destaca la regulacién de mecanismos fisioldgicos en el cardiomiocito tales como: el
AEC (Maier LS y col. 2007), el fendmeno de la escalera (Valverde C y col. 2005; De
Santiago J y col. 2002), el potencial de accién (PA) a través de la modulacién de sus
corrientes (Grandi E y col. 2007; Erickson JR y col. 2008; Bers DM y Grandi E. 2009), el
pH intracelular (Vila Petroff MG y col. 2010) y la transcripcién génica (Wu X y col. 2006;
Zhang Ty col. 2004; Anderson ME y col. 2011).

Para comprender el impacto de CaMKIl sobre la funcion cardiaca y el manejo del
ciclado de Ca?*i es necesario describir en detalle los mecanismos involucrados en el
AEC.

1.4.1. Caracteristicas generales del acoplamiento éxcito-contractil

La contraccion del cardiomiocito es el resultado de una secuencia de eventos que se
inician con un estimulo eléctrico que despolariza la membrana celular y culmina con



una respuesta mecanica a nivel de los miofilamentos, fendmeno al que se denomina
acoplamiento éxcito contractil (AEC). La llegada de un PA recorre la membrana
plasmatica y provoca la entrada de Na* a través de los canales rapidos de Na*. Con la
despolarizacién, el Ca®* ingresa a los cardiomiocitos a través de canales lentos de Ca?*
de tipo L operados por voltaje (LTCC o también llamados receptores de
dihidropiridinas), localizados en una region muy especializada de la membrana
plasmadtica conocida como tubulo T, con la consecuente generacidon de una corriente
de Ca?* (ICa.) hacia el interior celular. La entrada de Ca?* por estos canales promueve la
liberacion de mayor cantidad de Ca?* a través de los receptores de rianodina (RyR2) o
canales de Ca?* ubicados en el reticulo sarcoplasmatico (RS), en un mecanismo
denominado liberaciéon de Ca?* inducida por Ca?* (LCIC del inglés, Calcium Induced-
Calcium Release). La apertura de los RyR2 amplifica la sefial de Ca?* inicial, dando lugar
a un aumento transitorio y global del Ca?* citosdlico conocido como transitorio de Ca?*;
o calcium transient (Fabiato A y Fabiato F 1975). La amplitud de los transitorios de Ca?*;
depende del flujo neto de este i6on a través de la membrana plasmadtica y de su
distribucién en los distintos compartimentos intracelulares. Al conjunto de procesos
que participan en la dindmica del flujo de Ca%*, se lo denomina manejo de Ca%*.

El aumento en la concentracion del Ca®' es el responsable de la activacion de la
maquinaria contrdctil, dada por interaccidén entre las proteinas actina y miosina, que
forman parte de unidades estructurales llamadas sarcdmeros. Este idon se une
entonces a la Troponina C (TnC) produciendo el acortamiento sarcomérico y da lugar a
cambios en el complejo regulador Troponina C-Tropomiosina (TnC-Tm) (Bers DM y col.
2002). De esta manera, liberan el bloqueo sobre la actina y permiten la formaciéon de
enlaces cruzados actina-miosina, la hidrdlisis de ATP y la produccidon de fuerza
contractil (Jin W y col. 2008). En este sentido, el término Efecto Inotrépico Positivo
(EIP) hace referencia al aumento de la capacidad de contraccién del miocardio, que
depende del nimero de puentes actina-miosina activos por unidad de tiempo, limitado
por la cantidad de Ca®'i disponible para unirse a la TnC. Por el contrario, el Efecto
Inotrépico Negativo (EIN) esta dado por una dismunicién de la contratilidad debido a
una menor disponibilidad en el Ca%*.

El concepto de AEC también comprende los fendmenos relacionados con la relajacion
mecdnica de los miocitos, lo cual implica la disminucion del Ca®*. Este descenso en el
Ca?* citosdlico se produce por: 1) fundamentalmente, la retoma hacia el RS a través de
la bomba de Ca?* denominada SERCA2a (del inglés, Sarco-Endoplasmic-Reticulum
Ca’**ATPase type 2a) regulada por la proteina fosfolamban (PLN); I1) la extrusién hacia
el exterior de la célula por intermedio del intercambiador Na*/Ca%?* (NCX en inglés,
Sodium-Calcium Exchanger); 1ll) la bomba de Ca?* ATPasa de membrana (PMCA)
sarcolemal; 1IV) y la captacién mitocondrial (en menor proporcidn). Durante la
relajacién o didstole, el Ca?* se disocia de la TnCy es secuestrado por el RS. El complejo
TnC-Tm entonces adopta una conformacion que vuelve a bloquear la interaccion
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actina-miosina (Bers DM vy col. 2002) (figura 5). Como consecuencia de los mecanismos
descriptos la concentracion de Ca?* oscila normalmente entre 100 nM y 1 uM con cada
latido.

A Potencial de accién

e 1.. ....... °

: 4 ContracciQn
. 4? Miofilame

o cd’

L
+
B L4 ) ° ° ® .Na

Tn-C

——_ 3
ca” o B Miofilame

a7 Relajaciog

Figura 5. Esquema representativo de los principales eventos intracelulares que se producen durante el
AEC. (A) Procesos que intervienen en la contraccién (en color rojo): 1) Ingreso de Na* y despolarizacion,
2) Apertura de los LTCC e ingreso de Ca®*, 3) Apertura de los receptores de RyR2 y aumento de Ca?*i 4)
Unién del Ca®** a la troponina C (TnC) y contraccion muscular; (B) Procesos que intervienen en la
relajacién (en color verde): a) Recaptura de Ca?* por SERCA2a hacia el RS, b) NCX en su modo directo, c)
Ca?*ATPasa de membrana extruyendo Ca?* de la célula y d) Ingreso de Ca?* a la mitocondria.
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En este sentido, surge ademas el término de Efecto Lusitrdopico Positivo o ELP, que es
el aumento en la velocidad de relajacién del miocardio. La proporcién en que cada una
de las proteinas involucradas en el AEC contribuye al descenso del Ca?*i varia segun la
especie y las condiciones fisiopatoldgicas (Bers DM vy col. 2006). El principal
responsable del acortamiento del periodo en que se produce la relajacion muscular es
el RS ya que posee en la membrana a la SERCA2a, con la capacidad de transportar el
Ca?* desde el citosol hacia el RS a una velocidad suficiente como para producir la
relajacién del cardiomiocito. En contraste, el Efecto lusitropico Negativo o ELN cursa
con una desaceleracion de la relajaciéon cardiaca.

Las caracteristicas del ciclado del Ca?*i durante el AEC determinan el estado inotrépico
y lusitrépico del musculo cardiaco, y sus alteraciones a nivel celular son la causa de
diferentes situaciones fisiopatoldgicas tales como la disfuncidn contractil (Bers DM vy
col. 2006), la HC (Wilkins BJ y Molkentin JD 2004) y las arritmias (Clusin WT 2003).

El secuestro de Ca?* hacia el limen del RS mediado por SERCA2a se encuentra sujeto a
regulacién, mediante un mecanismo que depende de la interacciéon con la PLN. La
recaptura de Ca?* resulta inhibida cuando ambas proteinas se encuentran en
interaccion fisica de manera reversible (ver a continuaciéon en la seccién 1.4.2.)
(MacLennan DH y Kranias EG 2003).

En el siguiente apartado se detallardn algunas de las acciones fisiolégicas y patoldgicas
mas estudiadas en la que participa CaMKII.

1.4.2. Rol de CaMKIl en condiciones fisioldgicas

Los requerimientos fisioldgicos de CaMKIl resultan dificiles de discernir ya que tanto
ratones transgénicos que tienen delecionado los genes que codifican para la CaMKII§
en el corazén (knockout o KO), como ratones que sobreexpresan un péptido inhibitorio
de CaMKII a nivel del miocardio (AC3-1), no presentan alteraciones significativas en la
funcion ventricular basal y en los diferentes parametros del AEC (Zhang Ry col. 2005).
Sin embargo, estos hallazgos no indican la ausencia de efectos de CaMKIl en
condiciones fisioldgicas, ya que es posible detectar activacién de la quinasa (por
fosforilacién del residuo Thr287) ya sea durante el aumento de la frecuencia cardiaca o
de la actividad simpatica (Said M y col. 2003; Said M y col. 2002). De este modo, una
vez que ha sido activada la enzima, es posible evidenciar claramente el efecto de
CaMKIl sobre distintos parametros del AEC.

En las ultimas décadas el conocimiento sobre la funcién de CaMKIl a nivel cardiaco ha
progresado enormemente, resultando en un mejor entendimiento de su estructura, y
su papel fisiolégico (Maier y col. 2007). El gran interés en CaMKIl deriva en que su
actividad depende, al menos en parte de los cambios en el Ca?*, de modo que los
aumentos sostenidos de Ca?* citosdlico que ocurren en diversas situaciones
fisioldgicas, pueden activarla. La CaMKIl ha sido propuesta como moduladora del
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efecto inotrdpico positivo y relajante, que se producen al aumentar de forma aguda la
frecuencia de estimulacién (Valverde Cy col. 2005; De Santiago J y col. 2002), siendo
éste un mecanismo fundamental, conocido como fendmeno de la escalera positiva,
que contribuye a la regulacién de la contraccion y relajacion miocdrdica en adicién al
control neuro-enddcrino.

Por su parte, esta serina/treonina quinasa modula a través de la fosforilacién, varios
proteinas o blancos en los cardiomiocitos involucradas en el AEC, incluyendo a los
canales de Ca?* del RS o receptores de RyR2 (Ferrero P y col. 2007), los canales de Ca?*
tipo L o LTCC (Anderson ME y col. 1994), la PLN (Mundifia-Weilenmann Cy col. 1996;
Lindemann JP y col. 1985; Simmerman HK y col. 1986) y las proteinas contractiles
(Hamdani N y col. 2013; Tong CW vy col. 2004), con multiples consecuencias
funcionales. En general, la fosforilacion de estos sustratos aumenta la cinética y la
magnitud del transitorio de Ca?* (Maier LS y col. 2007) regulando de manera directa la
homeostasis de Ca®*i. A continuacién se describiran los efectos de la fosforilacion de
CaMKIl sobre las distintas proteinas que participan de manera directa en el manejo del
Ca’"i.

La interaccidn fisica de CaMKIl con el receptor de RyR2 ha sido demostrada (Wehrens
XH y col. 2004) y existen varios grupos de investigacion que proponen que esta quinasa
fosforila fundamentalmente el RyR2 en el resduo Ser2814. Hasta la actualidad, han
sido identificados 3 sitios de fosforilacién en el RyR2 con relevancia fisioldgica: la Ser
2808, que puede ser fosforilada por la proteina quinasa A (PKA), la proteina quinasa G
(PKG) o la CaMKIl; la Ser2814, al parecer un sustrato especifico para CaMKIl; y la
Ser2030, unicamente fosforilada por PKA. Aunque el significado funcional del sitio
Ser2814 es discutido, se ha demostrado que su fosforilacién incrementa su
probabilidad de apertura y promueve la pérdida espontdnea de Ca?* desde el RS al
citosol (Currie S y col. 2004; Maier LS y col. 2003; Guo T y col 2006). Otras evidencias
indican que la fosforilacion de este sitio por CaMKIl durante la estimulacién -
adrenérgica (B-AR) favorece la LCIC, contribuyendo por lo tanto al EIP (Ferrero P y col.
2007). En concordancia, un trabajo reciente reporta un aumento en la probabilidad de
apertura del RyR2 durante un registro de corrientes de canal Unico en ratones que
expresan una variante hiperfosforilada en Ser2814 (van Oort y col. 2010).

Adicionalmente se conoce que la funcién del receptor de RyR2 es afectada por
modificaciones post-traduccionales tales como nitrosilacion o oxidacién de residuos
especificos, que junto a los sustratos fosforilables que se encuentran en la cara
citosdlica, conforman la denominada zona caliente (del inglés, phosphorylation hot
spot) y su activacion aumenta la probabilidad de apertura del canal (figura 6).
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Figura 6. Representacion esquemadtica del receptor de rianodina tipo 2, que incluye ejemplos de su
regulacion por fosforilacion mediada por PKG, PKA y CaMKII. El receptor de RyR2 cuenta con un sitio de
unién a Ca®** y presenta 3 sitios de fosforilacion: la Ser2808 fosforilable por PKG, PKA y CaMKli; la
Ser2814 que exclusivamente se fosforila por CaMKIl; y la Ser2030 que puede ser fosforilada por PKA.

La CaMKIl puede fosforilar a PLN en el sitio Thr17 (Lindemann JP y col. 1985; Mundifia-
Weilenmann Cy col. 1996; Ablorh NA y Thomas DD 2015). La actividad de PLN ademas
puede estar regulada por la fosforilacion en el residuo Serl6 de manera dependiente
de PKA (Mattiazzi Ay Kranias EG 2014). Tal como se observa en la figura 7, esta enzima
en su estado desfosforilado y monomérico inhibe a la SERCA2a. En tanto, cuando se
fosforila forma pentameros y se libera dicha inhibicién, aumentando la velocidad de
recaptura de Ca?* hacia el interior del RS (Brittsan AG y col. 2000). Sin embargo este
fenédmeno es reversible, dado que cuando PLN se encuentra fosforilada, la interaccién
entre ambas proteinas es menos estable (MacLennan DH y Kranias EG 2003). La
fosforilacion de PLN contribuye al efecto relajante o ELP de la estimulacién B-AR
(Lindenmann J y col 1985; Mundifia-Weilenmann Cy col. 1994, Vittone Ly col. 1990), y
por lo tanto, al aumento del contenido de Ca%* en el RS y al EIP de la estimulacion
simpatica (Said M y col. 2003).
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Figura 7. Representacion esquemdtica de la regulacion de la SERCA2a por PLN. En su estado
monomeérico PLN se une a SERCA2a disminuyendo su actividad. La fosforilacion de PLN conduce a la
formacion de pentdmeros finalizando el efecto inhibitorio. Adaptado de Kranias EG y col. 2012.

Con respecto a los LTCC, CaMKIl activa a la ICa;. Funcionalmente, esta facilitacion
dependiente de Ca?* consiste en una escalera positiva de /Cay, en la que su amplitud
aumenta y retrasa la inactivacion de la corriente a lo largo de una serie de pulsos de
estimulacion (Anderson ME y col. 1994; Hudmon A y col. 2005). Aunque el papel
fisioldgico de esta fosforilacion no esta completamente dilucidado, se cree que
permite mitigar el efecto inhibidor directo que ejerce el Ca®" sobre ICa, a altas
frecuencias de estimulacidon (Yuan W y Bers DM 1994). La actividad de CaMKIl es
importante en la regulacidon de actividades fisioldgicas mediadas por Ca2*, como por
ejemplo el mecanismo de respuesta de “lucha o huida” frente a la estimulaciéon
simpatica. Por otro lado, esta fosforilacidén puede permitir la reactivaciéon de ICa;
durante la meseta de potenciales prolongados, favoreciendo la generacion de
arritmias (Wu Y y col 2002; Bers DM y y Morotti S 2014).

Asimismo, esta descripto que la CaMKIl desempefia un papel importante en la
regulaciéon de la relajacién dependiente de la frecuencia cardiaca, modulando la
sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca%*. La CaMKIl se une y fosforila a la
Troponina | (o Tnl, con funcién inhibitoria en la unién de filamentos de actina con los
de miosina) en sitios de fosforilacidn diferentes al de PKA y PKC, que se requiere para
mantener la funcion diastélica (Guilbert A y col. 2015). También ha sido demostrado
que CaMKIl regula las propiedades de los miofilamentos por fosforilacién de la
proteina C de unién a miosina (MyBP-C) y de la proteina sarcomérica titina (Hamdani N
y col. 2013; Tong CW vy col. 2004; Hidalgo CG y col. 2013).

Ademas de los ya mencionados canales de Ca%*, CaMKII puede fosforilar otros canales
tales como los canales de Na* (Wagner S y col. 2006), de K* (Wagner S y col. 2009) y el
intercambiador Na*-H* o NHE-1 (Vila Petroff MG y col. 2010), por lo que la actividad de
esta quinasa se encuentra involucrada en la regulacion de multiples procesos
fisioldgicos y en diversos mecanismos fisiopatoldgicos. El impacto integrado de estas
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acciones de CaMKIl sobre las propiedades del PA (tales como configuracién, duracion,
etc.) resulta complejo. Por ejemplo, la activacion de CaMKIl aumenta la ICa, y la
corriente tardia de Na*, acciones que tienden a prolongar la duracion del PA; pero
ademads aumenta ciertas corrientes de K* que tienden a acortar la duracién del mismo.

Por otra parte, hasta el momento no se demostraron efectos directos de CaMKII sobre
la actividad del NCX. No obstante, en corazones insuficientes se describié un cambio
en la expresién del NCX que podria estar mediado por la activacion de CaMKIIg. Este
estudio en cardiomiocitos adultos cultivados, reporta que la transfeccién con CaMKII
en su forma activa incrementa la expresiéon del NCX, a través de la sefializacidon
dependiente de HDAC/MEF-2 (Lu YM y col. 2011).

En resumen y como se menciond previamente, la CaMKIl puede fosforilar varias
proteinas que regulan el manejo del Ca%*, como los LTCC, el RyR2, y en particular a la
PLN, que a través de la activacion de la SERCA2a del RS, contribuye al incremento del
contenido de Ca?* del RS y en consecuencia al aumento del transitorio de Ca?'i y la
contractilidad miocardica, evidenciado en un EIP. Ademas, el aumento en la retoma de
Ca®*i por la mayor actividad de la SERCA2a deriva en un incremento en la velocidad de
la relajacién que se traduce en un ELP.

1.4.3. Papel de CaMKII en situaciones patoldgicas

Numerosos trabajos han destacado la relevancia de CaMKIl en diversas situaciones
patoldgicas (Grueter CE y col. 2007), apareciendo esta quinasa como una importante
sefial de enfermedad. Esta ampliamente descripto que la actividad de CaMKIl estd
aumentada en condiciones patolégicas pudiendo contribuir, a través de una alteracion
en el AEC, al desarrollo de disfuncién contractil, HC patoldgica, arritmias y muerte
celular (Clusin WT 2003; Bers DM y col. 2006; Wilkins BJ y Molkentin JD 2004; Orrenius
S y col. 2015), en diferentes situaciones tales como la insuficiencia cardiaca (IC) y la
isquemia/reperfusiéon (I/R) (Maier LS y col. 2012). El papel de CaMKIl sobre la HC se
abordara con mayor detalle en la seccion 1.4.4.

La CaMKII ha sido implicada en la cardiomiopatia estructural inducida en respuesta al
estrés patoldgico (Anderson ME y col. 2011). Hay evidencias que indican que la
estimulacion B-AR crénica activa a la CaMKIl, aunque las vias de sefializacién a través
de los cuales ocurre esto son controvertidas (Grimm M y col. 2010; Grimm M vy col.
2011). Los mecanismos propuestos incluyen la activacion de CaMKIl a través de los
efectos del adenocin monofosfato ciclico (AMPc) y la PKA en los canales de Ca%* (Xu Ly
col. 2010), de la activacién de Epac y PKC (Pereira L y col. 2007; Pereira L y col. 2012;
Oestreich EA y col. 2009), la participacion de B-arrestina (Mangmool S y col. 2010), o
por un mecanismo que involucra una accion directa del NO sobre la quinasa (CurranJy
col. 2014). Ambas vias, la estimulacién B-AR y la activaciéon de CaMKIl, han sido
implicadas de manera independiente en el desarrollo de IC (Anderson ME y col. 2011;
Grimm My col. 2010; Ling H y col. 2009; Zhang R y col. 2005; Bristow MR 2011). Si bien
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CaMKIl aun no ha sido utilizada como un blanco terapéutico, tanto la expresién como
la actividad se encuentran aumentadas en modelos experimentales y clinicos de IC
(Hoch By col. 1999; Colomer JM y col. 2003; Zhang T y col. 2003; Ai X y col. 2005). Este
aumento ha sido propuesto como causal del remodelamiento adverso del corazén
insuficiente y de la progresién hacia la IC (Zhang R y col. 2005). Considerando que el
modelo candnico de activacion de CaMKIl involucra aumentos del Ca?*, estos
resultados parecen paraddjicos teniendo en cuenta que en la IC el transitorio de Ca%*
esta disminuido con respecto al de corazones no insuficientes (Sossalla S y col. 2010).
Sin embargo, y como se mencioné previamente, resultados de nuestro y otros
laboratorios han demostrado que la CaMKIl puede mantenerse activada por
mecanismos independientes del aumento de Ca?* como puede ser un aumento en los
radicales libres (ROS) (Palomeque J y col. 2009; Erickson JR y col. 2008). Dado que en el
corazon insuficiente los niveles de ROS estan aumentados (Li JM y col. 2002), la
regulacion de CaMKII por ROS, podria explicar en parte porqué la actividad de CaMKII
se encuentra aumentada en la IC a pesar de los bajos niveles de Ca®*. Ratones
transgénicos que sobreexpresan CaMKIIdc desarrollaron micardiopatia dilatada y una
mayor suceptibilidad a la muerte subita (Zhang T y col. 2003). En tanto, ratones AC3-I
gue expresan un péptido inhibidor de CaMKIl a nivel del miocardio exhibieron un
efecto cardioprotector significativo al infarto del miocardio (IM) y a la estimulacion B-
AR sostenida (Zhang R y col. 2005). Por lo tanto, la activacién crénica de CaMKIl y sus
blancos representan una de las principales seiales para la remodelacién patoldgica.

Estudios de nuestro laboratorio han demostrado un rol dual de la CaMKIl en I/R,
siendo protectora en isquemias cortas, y deletérea en las isquemias largas (Vila Petroff
MG y col. 2007). El papel protector de CaMKIl radica en la mejora del ciclado de Ca%*
previniendo la sobrecarga de Ca?*y la injuria producida por reperfusién, mientras que
su rol deletéreo se debe a que promueve la apoptosis y necrosis. Sin embargo, el
mecanismo subcelular detrds de esta participacién dual permanece sin dilucidar.

La activacién crénica de CaMKIl también puede impactar en el PA del cardiomiocito y
producir arritmias de distinta etiologia (Clusin WT 2003). La CaMKIl puede permitir la
reactivacion de /Ca; durante la meseta de potenciales de accién prolongados,
favoreciendo el desarrollo de despolarizaciones tempranas o EADs (en inglés, Early
After Depolarizations) (Wu Y y col. 2002; Bers DM y Morotti S. 2014). El aumento de la
fosforilacion de los receptores de RyR2 mediado por CaMKIl incrementa la liberacién
de Ca?* del RS durante la didstole (también conocidas como “chispas” de Ca?*), que
puede inducir la salida de Ca?* desde los canales vecinos, generando una onda de Ca?*.
Este Ca®* se extruye por el intercambiador NCX, aumentando la entrada de Na‘*y
originando una despolarizacién tardia de la membrana celular (DADs, en inglés
Delayed After Depolarizations), de modo que si alcanzara el umbral, provoca un latido
prematuro (Couchonnal LF y Anderson ME 2008; Maier LS y col. 2012; Pogwizd SM y
col. 2001). El aumento de la liberacién de Ca%* en didstole puede ser responsable no
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sélo de arritmias sino, al menos en parte, de la disfuncidn contractil (como ocurre en la
IC) y de la apoptosis y/o necrosis, ya que el Ca®* perdido del RS podria sobrecargar a la
mitocondria gatillando asi la cascada apoptdtica (Salas MA y col. 2010; Di Carlo M y col.
2014; Sepulveda My col. 2013).

La CaMKIl ha surgido como una enzima inductora de muerte celular por apoptosis y
necrosis (Yang Y y col. 2006; Zhu WZ y col. 2007; Said M y col. 2011; Sang CM y col.
2009; Vila Petroff MG y col. 2007; Sapia L y col. 2010). En este sentido, nuestro grupo
de trabajo ha descripto que la CaMKIl media los efectos téxicos de los digitalicos al
promover la aparicidon de apoptosis y la generacion de arritmias (Sapia L y col. 2010;
Gonano LA y col. 2011). En este estudio se observé que la administracidn del digitalico,
ouabaina, no solo activa a la CaMKIl sino también a una cascada protectora mediada
por la via PI3K/AKT que, sin embargo, es insuficiente para prevenir completamente la
apoptosis inducida por el agente inotrépico (Gonano LAy col. 2011). Por otro lado, Zhu
y col. indican que la activaciéon de CaMKIl, independiente de PKA, es reponsable de la
muerte celular programada promovida por estimulacidon B-AR durante el tratamiento
in vitro con isoproterenol (Zhu WZ y col. 2003; Zhu WZ y col. 2007). Por su parte, un
estudio en miocitos ventriculares cultivados demuestra que la inhibicidn genética
especifica de CaMKIl en el miocardio, protege contra la apoptosis inducida por
estimulacion B-AR e indican el papel pro-apoptético in vivo de CaMKIl en el IM. Este
trabajo sugiere que la regulacion del contenido de Ca?* del RS mediada por la PLN,
contribuye a reducir la muerte celular por apoptosis a través la inhibicién de CaMKIl en
ratones AC3-l (Yang Y y col. 2006). Estudios aportados por nuestro grupo de
investigacidon describen la implicancia de la activacion de CaMKIl y la produccién de
ROS en la apoptosis inducida por taquicardia. En este trabajo se propone que la
actividad de la CaMKIl en cardiomiocitos de rata aumenta a mayores frecuencias de
marcapaseo, estimulando la apoptosis mediada por un incremento de la liberacién
diastdlica de Ca%* y la sobrecarga de Ca%* mitocondrial (Sepulveda M y col. 2013). En
tanto, un trabajo reciente indica que la oxidacion y consecuente activacidon de CaMKII
media la disfuncién contréctil asociada con sepsis (Sepulveda M y col. 2017).

Ademas de los efectos mencionados hasta aqui, la CaMKIl también ha sido implicada
en el remodelado cardiaco en respuesta a la hipertrofia. A continuacién se detalla el
rol de esta quinasa en el desarrollo de HC.

1.4.4. Impacto de CaMKIl sobre la hipertrofia cardiaca

Existen numerosos trabajos en diversos modelos experimentales y clinicos, que
sugieren que CaMKIl juega un papel fisiopatoldgico fundamental en la HC patolégica.

Estudios in vitro en los que se utilizaron inhibidores farmacoldgicos selectivos para esta
quinasa fueron los primeros en sugerir que CaMKIl estaba involucrada en la HC
inducida por agonistas hipertroficos. Un primer trabajo realizado en cardiomiocitos
ventriculares de rata demuestra que la activacion del receptor a-adrenérgico con el

32



agonista especifico Fenilefrina (Phe) indujo, por un mecanismo dependiente de Ca?*y
CaM, la expresidon de un programa de genes fetales que incluye al factor natriurético
auricular (ANF), un reconocido marcador hipertroéfico (Sei CA y col. 1991). Un estudio
posterior realizado en cultivo de miocitos de neonatos de rata sefialé que la CaMKII
estaba asociada con esta modulacién, evidenciado por la aplicaciéon farmacoldgica de
KN-93, un inhibidor especifico de esta quinasa (Ramirez MT y col. 1997). Otros autores
sugieren que la activacion de CaMKIl en cardiomiocitos neonatales de rata regula la
expresion del péptido natriurético cerebral (BNP), otro gen marcador de HC, en
respuesta a cambios en el Ca?*i mediados por la activacién por la interleuquina 1-8 (IL-
1B) (He Q y La Pointe MC 2000). Se ha demostrado que la endotelina 1 (ET-1) aumenta
la actividad de CaMKIl en cultivo de cardiomiocitos murinos, y el pretratamiento con
un inhibidor selectivo (KN-62), suprime el desarrollo de HC mediada por la activacién
del promotor de la cadena pesada de B-miosina (B-MHC) inducida por ET-1 (Zhu W y
col. 2000). Ademas, en cardiomiocitos ventriculares de rata adulta la respuesta
hipertrdéfica al factor inhibidor de la leucemia (LIF), a través del aumento en la ICay, se
cancelé con el agregado de KN-62, sugiriendo una vez mas, la participacion de CaMKII
en el desarrollo de HC patoldgica (Kato Ty col. 2000).

Por otro lado, la expresion y la actividad de CaMKII6 cardiaca estdn alteradas en
diversos modelos animales de HC. Estudios que examinaron el miocardio de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) mostraron una mayor expresién y actividad de
CaMKII6 (Hagemann D y col. 2001; Boknik P y col. 2001). Estos cambios podian
revertirse mediante la inhibicion de la enzima convertidora de Angiotensina,
conduciendo a la regresiéon completa de la HC desarrollada (Hempel P y col. 2002).
Adema3s, estos autores mostraron alteraciones en el patrén de CaMKII$, sugiriendo la
expresion diferencial en las distintas fracciones subcelulares inducida en respuesta a la
HC (Hagemann D y col. 2001). En tanto, corazones hipertréficos de conejo por la
ligadura de la arteria coronaria, mostraron una mayor actividad y expresién de CaMKI|
en fracciones aisladas del RS (Currie S y Smith GL 1999). Consistente con estos
antecedentes, un estudio in vivo sefiala que la inhibicién genética de CaMKII protege
contra la HC inducida por Isoproterenol (Zhang R y col. 2005). Existen estudios que
describen que la hipertrofia desarrollada por contriccion adrtica transversal (TAC) en
corazones de ratén o por incrementos agudos en la presidn de perfusidn en corazones
de rata, cursa con una mayor expresion y actividad de CaMKIl (Colomer JM y col. 2003;
Saito T y col. 2003). Un trabajo mas reciente sefiala que la activacion de CaMKIl por
sobrecarga de presién del VI, contribuye al desarrollo de HC patolégica mediado por la
activacion de los receptores acoplados a proteinas G o GPCR (en inglés, G Protein-
Coupled Receptors) (Mishra Sy col. 2010).

Varios modelos experimentales de ratones transgénicos confirmaron el papel causal de
CaMKIl en el desarrollo de HC. Los primeros trabajos mostraban que cardiomiocitos
aislados de ratones que sobreexpresan a CaM desarrollan HC severa (Gruver CL y col.
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1993). Ademas, este fenotipo se evidencié en un modelo in vivo acompafado de un
aumento en la actividad auténoma de CaMKIl (Colomer JM y Means AR 2000).
También se informd que ratones que tienen sobreexpresada la CaMKIl en el corazén,
desarrollan una HC grave asociada con cambios especificos en la expresién génica de
esta quinasa (Passier R y col. 2000). Es conocido que, en respuesta a estimulos
hipertroéficos, tanto CaMKI1&6s como CaMKII&¢ se activan. En este sentido, se sefiala que
el papel de CaMKIl en la transduccidon de sefiales de Ca2*y la regulacién de la funcién
cardiaca estd determinado por su localizacidn subcelular. La sobreexpresién especifica
y transitoria de las isofomas 6C (citoplasmdtica) y 6B (nuclear) en cardiomiocitos de
ratones transgénicos proporciond mas evidencia de la participacién de CaMKIl en la
HC, demostrado por un aumento en el tamafio celular (Ramirez MT y col. 1997; Zhang
T y col. 2003). Por un lado, la isoforma &g contribuye al crecimiento hipertréfico
modulando las respuestas transcripcionales y la expresidn génica, mientras que la
isoforma &8¢ participa en el manejo del Ca% y en la apoptosis, favoreciendo el
desarrollo de IC.

Estd ampliamente reconocido que CaMKIl regula factores de transcripcién que
controlan la expresidon de genes involucrados en la HC. La CaMKIl activa al MEF-2
(factor potenciador 2 especifico de miocito) al disociarlo de una histona desacetilasa
(HDAC) de clase Il, que actia como represor transcripcional (Wu X y col. 2006; Zhang T
y col. 2007; Backs J y col. 2006; Backs J y col. 2008). De manera especifica, la union y
sefializacion de CaMKIl a través de la fosforilacion de HDAC4, causa su exportacion
nuclear y acumulacion citosélica, lo que resulta en el desarrollo de HC (Backs J y col.
2006). Ademads, un estudio reciente muestra que la inhibicién farmacolégica y la
delecién génica de CaMKIl bloquean la HC, acompanada por una disminucién en la
fosforilacion de HDAC4 (Zhang My col. 2015).

En la siguiente imagen se representa un posible mecanismo de la via de sefalizacidon
intracelular que contribuiria al desarrollo de HC patoldgica mediada por la activacién
de CaMKIl cardiaca. Como se observa en la figura 8, la activacidon del receptor GPRP
por agonistas hipertrofiantes como Phe o ET-1, inducen la formacién de inositol
trifosfato (IP3) que resulta en un aumento del Ca%% y la activacion de CaMKIl. La
CaMKII6g fosforila a la HDAC4 en el nucleo y permite su exportacién al citoplasma. En
consecuencia, MEF-2 y otros factores de transcripcion se liberan de la represion de
HDAC4 y activan la cascada que conduce al desarrollo de HC patolégica. Ademas, la
activacion de CaMKII6¢ fosforila a HDAC4 en el citosol y evita que regrese al nucleo.
Por lo tanto, HDAC también podria desreprimir MEF-2 e inducir a la transactivacién de
genes hipertroficos. Por otra parte, la activacion crénica de CaMKII&¢c puede fosforilar a
las proteinas involucradas en el ciclado del Ca%*y contribuir a la alteracién del manejo
de Ca?*.
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Figura 8. Diagrama de un mecanismo propuesto de activacion de CaMKII5 en HC patolégica. ET-1,
endotelina 1; Phe, Fenilefrina; GPCR, Receptor acoplado a proyteina G; Gq, subunidad de la proteina G;
IPs3, Inositol Trifosfato; PIP;, Fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato; PLC, Fosfolipasa C; PLN, Fosfolamban;
SERCA2a, bomba de Ca?* ATPasa del RS; CaMKiIl, Proteina quinasa Il dependiente Ca?*-CaM; RyR2,
Receptores de rianodina tipo 2; LTCC, canales de Ca?* tipo L; NCX, Intercambiador Na*/Ca®*; IPs, Inositol
(1,4,5)-Trifosfato; HDAC, Histona desacetilasa; IP3R, Receptor de IP3,; MEF2, factor 2 potenciador de
miocitos. Modificada de Mishra Sy col. 2010.

Actualmente, no hay evidencias que indiquen el posible rol de CaMKIl en la HC
fisioldgica. Sin embargo, existen algunos trabajos que proponen que el ejercicio fisico
aerdbico lleva a un aumento en la actividad de CaMKII (Kemi OJ y col. 2007; Kemi OJ y
col. 2008; Kaurstad G y col. 2012). Uno de los objetivos de esta tesis sera examinar si
CaMKIl estd involucrada en el desarrollo de HC fisioldgica.

1.4.5. Papel de CaMKIl sobre la adaptacion contractil inducida por ejercicio

La adaptacidn cardiaca al entrenamiento aerdbico incluye el desarrollo de hipertrofia y
la mejora en la contractilidad, como los eventos mas importantes. Esta respuesta esta
mediada por la produccion y liberacidén de varios factores de crecimiento y humorales,
entre los cuales el factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1) parece
ser el mas relevante. El entrenamiento fisico sostenido aumenta los niveles cardiacos
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de IGF-1 tanto en modelos experimentales como en atletas en comparacién con los
controles sedentarios (Scheinowitz M y col. 2003; Neri Serneri GG y col. 2001).
Ademas, se ha demostrado que el IGF-1 se produce en el tejido cardiovascular, donde
probablemente ejerce efectos autdcrino/paracrinos. De hecho, la unién de IGF-1 a su
receptor especifico (IGF-1R) estimula, al menos dos vias de seifalizacién candnicas en
los cardiomiocitos: la via de ERK1/2 y la de PI3K/AKT (Troncoso Ry col. 2014), siendo
esta ultima la particularmente implicada en la cascada responsable de la HC.

Con respecto a la adaptacion contractil, evidenciada por un EIP en respuesta al
ejercicio, el mecanismo subyacente estd en discusidén y aun no ha sido aclarado. Es
importante destacar que hay datos heterogéneos con respecto a las consecuencias
inotrdpicas del IGF-1 en diferentes cardiomiopatias (Kinugawa S y col. 1999; Ren J y
col. 1998; Ren J y col. 1999). No obstante, la mayoria de los estudios proponen que
este factor de crecimiento lleva a un incremento en la contractilidad cardiaca
vinculado a la activacidn de la via AKT (Vetter U y col. 1988; Freestone NSy col. 1996;
Kim SJ y col. 2008; Ellison GM y col. 2012). Entre las cascadas de sefalizacion mas
relevantes en la mejora de la funcidn contréctil y en el manejo del Ca?* asociadas al
ejercicio, se postula a la via de la CaMKII como la principal. En este sentido, Kemi y col.
describieron que el ejercicio sostenido aumenta la actividad de la SERCA2a, mejorando
significativamente el ciclado del Ca?* en el miocardio (Kemi OJ y col. 2007; Kemi OJ y
col. 2008). Estos dos trabajos proponen que la activacién de la CaMKII participaria en la
adaptacion contractil inducida por el entrenamiento aerdbico evidenciada en una
respuesta inotrdpica y lusitrépica positiva. Por su parte, Kaurstad y col. reforzé este
estudio demostrando que la inhibicién farmacolégica de CaMKIl en corazones de
ratones, mediante inyecciones periddicas de KN-93, condujo a la disfuncién contractil y
a una disminucidn en el transitorio de Ca?%, a pesar de someter estos animales a una
rutina de entrenamiento fisico, sugiriendo que el aumento de la actividad de CaMKII
seria necesaria para modular la contractilidad durante el ejercicio (Kaurstad G y col.
2012). Consistente con este trabajo, el grupo de Cheng y col. describe una reduccion
en la contractilidad cardiaca in vivo en ratones CaMKII-KO, en respuesta a la
estimulacion B-AR inducida con lIsoproterenol (Cheng J y col. 2012). Resultados
similares se obtuvieron en modelos de ratones y perros con IC sometidos a una rutina
de ejercicio moderado (Rolim NP y col. 2007; Lu L y col. 2002). En tanto, Kim y col.
propusieron que el tratamiento crénico con IGF-1 mejora la funcién contractil en la IC
congestiva y la miocardiopatia isquémica. En este estudio, cardiomiocitos aislados de
rata aumentaron su contraccidon y relajacién cardiaca debido a una mejora en el
ciclado de Ca? del RS, mediado por un aumento en la expresién de SERCA2a
dependiente de AKT (Kim SJ y col. 2008). En conjunto, estos antecedentes sugieren
fuertemente que CaMKIl seria un regulador critico de la respuesta contractil
adaptativa asociada al ejercicio aerdbico regular. Confirmar la participacién de CaMKII
en la adaptacion contractil asociada al entrenamiento fisico y estudiar los mecanismos
subcelulares involucrados seran otros de los objetivos del presente trabajo de tesis.
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2. El éxido nitrico
2.1. Caracteristicas estructurales y funcionales

El 6xido nitrico (NO) es una pequefia molécula no polar con un electrén desapareado
que lo convierte en un radical libre débil (Rang HP y col. 2005). La complejidad de la
funcién del NO se manifiesta a través de las diversas reacciones quimicas en las que
participa y de las caracteristicas del tejido en el que opera. El nivel de NO sintetizado
es la clave que determina el resultado biolégico de las respuestas celulares a sus
diversas concentraciones. En general, niveles mas bajos de NO promueven la
supervivencia y proliferacion celular, mientras que concentraciones mas altas
favorecen la muerte celular, incluyendo a la apoptosis y/o la senescencia.

Actualmente, estd ampliamente descripto que el NO desempefia un papel importante
en la regulacién de diversos procesos fisioldgicos en la mayoria de los tejidos, incluido
el corazén (Massion PB y col. 2003; Shah AM y MacCarthy PA 2000; Zhang YH vy col.
2014; Zhang YH y Casadei 2012). EI NO es un gas soluble, altamente difusible, que se
propaga rapidamente de su lugar de sintesis y una molécula simple muy reactiva con
otras especies, principalmente con el oxigeno, nitrégeno y hierro, que contienen los
grupos hemo y actian como barredores de NO. EI NO cumple funciones de
sefializacion intracelular destacada en macréfagos, neuronas, células enddcrinas, fibras
de musculo esquelético y otros numerosos tipos de células, como en los
cardiomiocitos.

Si bien el papel del NO en el miocardio permanece menos definido, existe un consenso
creciente de que el NO desempeiia un rol clave en la funcién cardiaca, en gran parte
modulando el AEC (Hare JM 2003). Ejerce multiples respuestas a través de acciones
directas sobre los cardiomiocitos e indirectas como consecuencia de sus efectos
vasculares. Regula diversas proteinas diana a través de diferentes tipos de
modificaciones post-traduccionales (fosforilaciones, S-nitrosilaciones y trans-
nitrosilaciénes). En particular, modula distintos aspectos de la funcién miocardica,
incluyendo entre otros, la contractilidad (Vila Petroff MG y col. 1999), la relajacion (Vila
Petroff MG y col. 2000), la sensibilidad al Ca%* de las proteinas contractiles (Vila Petroff
MG y col. 2000), el fendmeno de la escalera (Cotton JM vy col. 2001), la actividad del
receptor de RyR2 (Vila Petroff MG y col. 2001) y la respuesta de agonistas B-AR
(Balligand JL y col. 1993).

2.2. Biosintesis de dxido nitrico

El NO puede ser producido a través de mecanismos independientes y dependientes de
una familia de enzimas conocidas como 6xido nitrico sintasas (NOS). La produccién de
NO independiente de las NOS se origina generalmente en situaciones patoldgicas e
involucra la participacidn de nitritos circulantes como donantes de NO (Demoncheaux
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EA y col. 2002). Por otro lado, en tejidos isquémicos o hipdxicos esta descripto que la
formaciéon de NO es mediada por la enzima xantino éxido-reductasa (Li Hy col. 2004).

Las NOS son una familia de enzimas éxido-reductasas que catalizan la sintesis de NO a
partir del aminoacido L-arginina. Se componen de un homodimero en el cual cada
mondmero estd formado por un dominio oxigenasa N-terminal y un dominio reductasa
C-terminal. El dominio oxigenasa posee sitios de unién para el grupo hemo, L-arginina
y tetrahidrobiopterina (BH4). Por su parte, el dominio reductasa tiene sitios de unién
para NADPH, y las flavinas: Flavin Adenosin Dinucleétido (FAD) y Flavin
Mononucledtido (FMN). Entre estas dos regiones se encuentra el sitio de unidn para
CaM. Tras la union de BHa al complejo, los dos mondmeros se unen a través del grupo
hemo, promoviendo la formaciéon de un dimero estable. EI dominio reductasa
transfiere electrones desde NADPH a través de las flavinas hacia el grupo hemo.
Posteriormente, la L-arginina es hidroxilada a NG-hidroxi-L-arginina seguido de la
oxidacion de este intermediario, a través de un electron de NADPH, formando asi L-
citrulina y NO (Palmer RM y col. 1988; Andrew PJ y Mayer B 1999). El complejo Ca?*-
CaM es esencial para vincular FMN y el grupo hemo, asegurando una eficiente
transferencia de electrones (Masters BS y col. 2003) (figura 9).

A.

i L-Citrulina + NO
NADPH Subunidad |

e e
COOH | s FAD sy FMN

Fe
L-Arginina
NADP+ Ca” g
dpmlnlo dominio reductasa
oxigenasa

Subunidad |

B. L-Arg + NADPH + H* + 02 — L-citrulina + %2 NADP* + NO + H20

Figura 9. Diagrama esquematico de la estructura dimérica de la NOS, mostrando los sitios de union a
sustratos y cofactores. A. Esta enzima contiene un dominio oxigenasa (-COOH terminal) y un dominio
reductasa (-NH; terminal). Ambos dominios estdn separados por calmodulina (CaM). CaM se une al Ca?*,
dimeriza ambos dominios y activa la enzima. Los electrones (e’) son transferidos por FMN y FAD hacia el
dominio oxigenasa y asi la NOS cataliza la oxidacion de L-arginina a L-citrulina+NO. B. Reaccion de
sintesis de NO en la que participan las NOS. Modificado de Zhang YH y Casadei B 2012.
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Ademas, las NOS producen varios radicales libres junto al NO, como por ejemplo
superéxido (0yz), perdxido de hidrégeno (H20;), peroxinitritos (ONOO') y diferentes
derivados relacionados con el NO, desencadenando respuestas dependientes de la
oxido-reduccion.

2.3. El 6xido nitrico en el tejido cardiaco

El NO es un regulador muy importante del sistema cardiovascular y su mecanismo de
accion es clave tanto para las funciones fisioldgicas del miocardio como para prevenir
la patogénesis y la progresidn del corazén enfermo. Es una molécula esencial para el
mantenimiento de la funcién cardiaca en animales y humanos (Kelly RA y col. 1996;
Arnold WP y col. 1997; Furchgott RF y Zawadzki JV 1980; Gruetter CA y col. 1979;
Massion PB y col. 2003; Shah AM y MacCarthy PA, 2000). El NO se produce en forma
enddgena a partir de las diferentes isoformas de las NOS, modula diversas funciones
biolégicas en el miocardio que incluyen la contractilidad, el metabolismo, el
crecimiento, la proliferacién y la muerte celular (Massion PB y col. 2003; Shah AM y
MacCarthy PA 2000; Xu KY y col. 1999; Zhang YH y Casadei B 2012).

2.3.1. Isoformas de las 6xido nitrico sintasas en el corazén

El NO en el corazén puede ser sintetizado a partir de L-arginina por tres diferentes
isoformas de NOS: la endotelial (eNOS, codificada por el gen NOS lll), la neuronal
(nNOS, codificada por el gen NOS 1) y la inducible (iNOS, codificada por el gen NOS II).
Mientras que las dos primeras se expresan en condiciones fisiolégicas, la iINOS se
biosintetiza sélo después de la estimulacién por varios factores de estrés y citoquinas
en procesos inflamatorios (Massion PB y col. 2003). Las enzimas eNOS y nNOS generan
una pequefia cantidad de NO, mientras que la actividad de iNOS es aproximadamente
mil veces superior (Rang HP y col. 2005).

Las enzimas constitutivas (eNOS y nNOS) son activadas rapidamente por Ca?* en
presencia de CaM (Wang Y y Marsden PA 1995) y el control se lleva a cabo, entre otras
cosas, a través de los agonistas dependientes del endotelio, como por ejemplo por la
acetilcolina, lo que aumenta la concentracion de Ca2%, incrementando asi la formacion
del complejo Ca?*-CaM. En contraste, la iNOS actia bajo un mecanismo independiente
del incremento de Ca?*. Como la iNOS tiene un dominio de unién a Ca?*-CaM de alta
afinidad, es activada incluso a bajos niveles de Ca?*i presentes en condiciones basales,
con lo cual no requiere de aumentos de Ca?*i para su activacién (Balligand JL y col
1994; Rang HP y col. 2005; Mungrue IN y col. 2003). La actividad de nNOS estd sujeta a
regulacién a través de su fosforilacion, en tanto eNOS, ademas de este tipo de
modificacion post-traduccional puede activarse por miristorilacion y palmitoilacion
(Sessa WCy col. 1993).

Como se menciond previamente, la gran difusibilidad del NO determina que sus
efectos no se hallen restringidos al sitio de sintesis. La distancia de difusion se

39



encuentra limitada localmente por la presencia de mioglobina y a la abundancia de
aniones superoxido caracterizados por tener una alta afinidad por el NO, que les
permite reaccionar con él, limitando su biodisponibilidad. En tanto, una vez producido
el NO tiene una vida media muy corta. Por ello, las distintas isoformas de las NOS se
expresan en determinados microdominios celulares y sintetizan NO en la proximidad
de la via de sefalizacidn celular, a fin de ejercer sus multiples y variadas funciones en
el miocardio. Resultado de lo expuesto, el efecto neto funcional de NO depende de la
combinacidn de un estimulo especifico, actuando sobre una determinada isoforma en
una localizacidén subcelular particular en un microambiente definido.

En el corazdén, la eNOS estd asociada con la caveolina en la caveola, una
microestructura especializada formada por pequefias invaginaciones de la membrana
plasmatica (Zhang YH y Casadei B 2012; Balligand JL y col. 2009). La interaccién entre la
eNOS vy la caveolina es reversible, y la liberacién de eNOS de esta proteina integral
activa la enzima. La nNOS se expresa en condiciones fisioldgicas en el RS (Xu KY y col.
1999; Barouch LA y col. 2002) y durante condiciones patoldgicas se transloca a la
membrana sarcolemal (Damy Ty col. 2003; Damy T y col. 2004; Xu KY y col. 2003). En
cuanto a iNOS, es una proteina citosdlica que se encuentra mds usualmente en su
forma soluble que unida a la membrana. Se expresa especificamente durante
respuestas inmunes (Balligand JL y col. 1994), y por ende durante condiciones
patoldgicas que estan asociadas a estimulos pro-inflamatorios, como la injuria por I/R
(Wildhirt SM y col. 1999), sepsis (Ichinose F y col. 2003), envejecimiento celular (Yang B
y col. 2004) e IC (Ziolo MT y col. 2004).

El NO puede regular el manejo de Ca?*i y la funcidon contractil del miocardio (Massion
PB y col. 2003; Seddon M y col. 2007). Los efectos del NO sobre la contractilidad
miocardica se han estudiado intensamente en una variedad de muestras in vitro
(cardiomiocitos aislados, trabéculas, corazones enteros) e in vivo, tanto en modelos
animales como en humanos (Pinsky DJ y col. 1997; Prendergast BD y col. 1997; Vila
Petroff MG y col. 2001, Khan SA y col. 2003; Wang H y col. 2008, Ashley EA y col. 2002;
Cotton JM vy col. 2001). Existen estudios que indican que las isoformas nNOS y eNOS
constitutivas median efectos independientes, y en algunos casos opuestos, sobre la
estructura y funcidn cardiaca (Xu KY y col. 1999; Barouch LA y col. 2002). En el
siguiente apartado se detalla el rol del NO sobre la respuesta contractil, las vias de
sefializacion involucradas y la participacién especifica de las isoformas constitutivas en
este efecto.

2.3.2. Vias de senalizacidn intracelular involucradas en la respuesta inotrdépica al
oxido nitrico

El NO puede interactuar con proteinas implicadas en el AEC a través de dos vias
generales de sefializacion: una dependiente (Campbell DL y col. 1996; Wahler GM y
Dollinger SJ 1995; Ono K y Trautwein W 1991) y otra independiente de guanosina
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monofosfato ciclico o GMPc (Hu H y col. 1997; Campbell DL y col. 1996). Los
mecanismos dependientes de GMPc resultan de la union del NO a la guanilato ciclasa
soluble (GCs), promoviendo su activacion. En consecuencia, aumenta la produccion de
GMPc que puede, activar a la proteina quinasa G (PKG) o regular la actividad de
fosfodiesterasas (PDE2, PDE3 y PDES). Las PDEs tipo 2 y 5 son activadas por GMPc
mientras que la PDE3 es inhibida por GMPc. Por otro lado, los efectos independientes
de GMPc ocurren principalmente via S-NO, que consiste en la conversién de grupos tiol
(-SH) que incluyen a los residuos cisteina (Cys) de las proteinas, para formar S-
nitrosotioles.

Ademas, como se menciond anteriormente, el NO puede reaccionar con especies
reactivas del oxigeno o nitrégeno, interrumpiendo su sefalizacion fisiolégica e
induciendo potencialmente a la produccién de otras moléculas reactivas y toxicas,
afectando a la contractilidad miocardica (Berry CE y Hare JM 2004).

Un cambio en la respuesta de las proteinas contractiles al Ca** es uno de los
mecanismos bdsicos a través de los cuales se puede regular la contractilidad
miocérdica. El otro mecanismo es por una variacion del Ca?*;, también propuesto para
explicar los cambios en la contractilidad producidos por NO (Méry PF y col. 1991).

Los efectos del NO sobre la contractilidad en el miocardio asi como los mecanismos
subcelulares involucrados son evidentemente multifacéticos. Ademas, estd claro que
no se pueden atribuir las diversas acciones del NO simplemente a la activacién
diferencial de vias dependientes o independientes de GMPc. Mas probablemente, la
respuesta celular al NO dependerd de la concentracion del gas alcanzada, de la
localizacion subcelular del mismo, de las estructuras celulares involucradas y del
balance final alcanzado entre los procesos dependientes e independientes de GMPc.

A continuacién se detallara el rol del NO sobre las distintas proteinas involucradas en
el ciclado de Ca?*i y en el efecto inotrépico desarrollado.

Varios estudios han demostrado que el NO puede conducir a un EIP o EIN de manera
dependiente de su concentracién (Vila Petroff MG y col. 1999; Kojda G y col. 1996;
Mohan P y col. 1996). Ademads, este efecto dual también depende del grado de
estimulacion B-AR vy, por lo tanto, del estado de activacion de la PKA, via AMPc (Ziolo
MT y col. 2001). Es conocido que la PKA puede fosforilar varias proteinas involucradas
en el AEC, llevando a un aumento en la amplitud del transitorio de Ca%%, y
consecuentemente a la mejora en la funcién contractil (Hussain M y col. 1997). En
estudios previos de nuestro grupo, se describid que bajos niveles de NO pueden
aumentar el AMPc a través de la activacién de la adenilato ciclasa (AC),
independientemente de GMPc e inducir un EIP (Vila Petoff MG y col. 1999). En tanto,
altas concentraciones de NO pueden inducir un EIN mediado por una disminucion de la
sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca?*, resultante de la fosforilacion de la Tnl
mediada por PKG (Vila Petroff MG y col. 1999). Sustentando a este mecanismo,
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distintos estudios han demostrado que la PKG fosforila a la Tnl en el mismo sitio
fosforilado por la PKA, siendo conocido que esta quinasa, a través de la fosforilacién de
la Tnl reduce la afinidad de la TnC por el Ca?* (Blumenthal DK y col. 1978).

Ademas, estd descripto que el NO modula los LTCC (Campbell DL y col. 1996; Wahler
GM vy Dollinger SG 1995; Zhou YY y col. 1999), aunque los efectos y los mecanismos
subyacentes a esta regulacién contindan en discusion. Se demostré que puede inhibir
o estimular la corriente de los LTCC en miocitos ventriculares aislados, por un
mecanismo dependiente de GMPc o a través de la activacidn directa y reversible por S-
NO del canal, respectivamente (Campbell DL y col. 1996, Hu H y col. 1997, Sun J y col.
2006). Un estudio propone que la dismunicidn de /Ca; estda mediada por un descenso
de los niveles de AMPc debido a la activacidon de PDE2 dependiente de GMPc (Kirstein
My col. 1995). Por otro lado, se demostré que el GMPc puede modular la actividad de
ICa; mediante un mecanismo independiente de AMPc intracelular (Wahler GM y
Dollinger SG 1995). Contrariamente a lo expuesto, esta descrito que bajas
concentraciones de GMPc o de un donante de NO estimulan la /Cay, por la inhibicién
de la PDE3 dependiente de GMPc. En consecuencia, favorece la produccion de AMPc,
una mayor liberacion de Ca®* desde el RS y un EIP (Vila Petroff y col. 1999; Wink DA y
col. 1994).

En lo que respecta a la regulacidn de la actividad del receptor de RyR2, se observé en
diferentes modelos experimentales una respuesta dual, a través de un mecanismo
independiente de la produccién de GMPc, mediante la S-NO de sus residuos Cys
(Stoyanovsky D y col. 1997; Xu L y col. 1998; Zahradnikova A y col. 1997). En tanto,
varios estudios también proponen la activacién de este canal por PKG en un modelo in
vitro (Xiao B y col. 2006; Takasago T y col. 1991) o a través de la fosforilacién por PKA,
por un aumento de AMPc mediado por un mecanismo GMPc-dependiente. Ademas,
nuestro grupo de investigacidn describié en cardiomiocitos aislados de rata adulta que
el estrés mecdnico, determinado por el estiramiento o por una disminucion de la
osmolaridad, induce un incremento en la produccidon intracelular de NO, y
consecuentemente, la activacion del receptor de RyR2 y el aumento del transitorio de
Ca?*, promoviendo un EIP (Vila Petroff y col. 2001; Gonano LA y col. 2014).

En cuanto a la PLN y la SERCA2a, estd descripto que el NO facilita la relajacién de los
cardiomiocitos promoviendo la retoma de Ca?% por la SERCA2a, incrementando la
fosforilacion de la PLN en el sitio Serl6 a través de un mecanismo dependiente de
GMPc (Raemaekers L y col. 1988; Kranias EG y Hajjar RJ 2012). Ademads, el NO puede
activar la SERCA2a a través de la activacion directa por S-NO (Burguer y col. 2009).

Por su parte, se describen efectos activadores sobre el NCX dependientes de GMPc. Se
demostré que la densidad de la corriente del NCX aumenta por GMPc en
cardiomiocitos adrticos de rata (Furukawa K y col. 1991) y en miocitos neonatales
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murinos (Reppel My col. 2007). Sin embargo, otros autores describen que la actividad
de NCX no se ve afectada por NO (Sears y col. 2003).

En la siguiente seccidn se describiran con mayor profundidad el papel de las diferentes
isoformas de la NOS sobre la contractilidad cardiaca y las vias de sefalizacién
implicadas, que se resumen en la figura 10 al final del apartado.

2.3.2.1. Respuesta contractil al éxido nitrico derivado de la eNOS

La eNOS regula principalmente canales de membrana y proteinas contractiles. Su rol
sobre la contractilidad basal es controvertido y esto se podria deber a los distintos
modelos utilizados para su estudio. En cardiomiocitos aislados esta isoforma no
cumpliria ningun papel en la funcién basal (Khan SA y col. 2003). En cambio, nuestro
grupo ha descripto que eNOS aumenta la contractilidad durante el estiramiento
mecanico (Vila Petroff MG y col. 2001). Ademas, en el corazén entero se observd que
participaria en su modulacién (Champion HCy col. 2004).

En ratones que tienen sobreexpresada la isoforma eNQOS, la contractilidad miocardica
se encontrd deprimida (Brunner F y col. 2001). En tanto, se ha observado que el NO
derivado de la eNOS disminuye la respuesta contractil a la estimulacién [B-AR,
evidenciado por una disminucién en el transitorio de Ca?*i y una menor amplitud del
acortamiento celular (Gédecke A y col. 2001). En concordancia con este trabajo, Wang
y col. demostraron también en ratones que la inhibicion aguda de eNOS aumenta la
funcién contractil frente a un estimulo B-AR (Wang H vy col. 2008). Sin embargo, otros
autores no observaron diferencias en la respuesta inotrdpica entre cardiomiocitos de
ratones eNOS-KO y WT (Martin SRy col. 2006).

Por el contrario, la produccién de NO por la eNOS podria ejercer un papel
cardioprotector frente a la actividad arritmogénica durante la estimulacién B-AR. Estd
descripto que inhibir esta isoforma prolonga la duraciéon del PA e induce una mayor
pérdida de Ca?* por el RS durante la didstole, pudiendo contribuir a la generacion de
arritmias (Wang H y col. 2008). Ademas, eNOS protegeria también del remodelado
cardiaco limitando la disfuncion contractil inducida luego de una sobrecarga de presién
(Ruetten Hy col. 2005).

Un estudio demuestra que el NO derivado de la eNOS promueve la disminucién de la
sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca®*y la disfuncidn contractil a través de un
mecanismo dependiente de GMPc/PKG (Kaye DM y col. 1999). Por otra parte, la
mayoria de los estudios muestra que la activaciéon de eNOS causa una disminucidn de
ICa; (Bai CX y col. 2005). En este sentido, ha sido reportado que un andlogo de GMPc
induce la fosforilacion e inhibicion de los LTCC, lo que sugiere que este efecto seria
mediado por un mecanismo dependiente de PKG (Jiang LH y col. 2000). En
concordancia, Ziolo y col. demostraron que la inhibicion de la PDE5 dismunuye la ICa; a
través del aumento de la actividad de PKG (Ziolo MT y col. 2003), sugiriendo al GMPc
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como una molécula de sefalizacion corriente abajo de eNOS. Ademads, se ha observado
en cardiomiocitos que eNOS podria disminuir la /Ca; a través de un mecanismo
independiente de GMPc, por la S-NO directa del LTCC (SunJy col. 2006).

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha mostrado que el estiramiento axial
del musculo cardiaco induce la activacion de la via PI3K/AKT y consecuentemente la
fosforilacion de eNOS. En este estudio se propone que el NO producido por la eNOS
actia, en forma independiente de GMPc, como segundo mensajero del estrés
mecdnico aumentando la actividad del RyR2 y la amplitud del transitorio de Ca?*, lo
cual contribuye al EIP (Vila Petroff MG y col. 2001).

2.3.2.2. Respuesta contractil al 6xido nitrico derivado de la nNOS

Numerosos estudios en diferentes modelos experimentales indican que la nNOS es la
isoforma responsable de la regulacidn intrinseca de la contractilidad miocardica,
fundamentalmente modulando la homeostasis del Ca%* en el AEC (Ashley EA y col.
2002; Sears CE y col. 2003; Burkard y col. 2007; Seddon y col. 2009; Zhang YH y Casadei
B 2012; Zhang YH y col. 2014). En este contexto, la localizaciéon de la nNOS en el RS
sugiere que, dado su proximidad subcelular, el receptor de RyR2 y la SERCA2a serian
los blancos principales del NO sintetizado por esta isoforma (figura 10).

Un estudio indica que el NO sintetizado por la nNOS favorece la relajacion del
cardiomiocito a través del secuestro de Ca%* por la SERCA2a, debido a la fosforilacion
de PLN en el sitio Serl6 por un mecanismo dependiente de PKA, secundaria a la
inhibicién de las PP2A y PP1 citosélicas (Zhang YH y col. 2008). Por otro lado, esta
demostrado que nNOS también modula la actividad de PLN, incrementando su
fosforilaciéon en Serl6 a través de la formacion de ONOO™ (Wang H y col. 2008).
Ademas, el NO producido por esta isoforma puede activar a la SERCA2a a través de S-
NO (Burger DE y col. 2009; Cutler MJ y col. 2012, Bencsik P y col. 2008) o
indirectamente a través de S-glutationilacion dependiente de ONOO™ (Adachi T y col.
2004), aumentando la lusitropia del miocardio. En tanto, en ratones nNOS-KO se ha
observado una reduccidn en la respuesta inotrépica y lusitrépica frente a un estimulo
B-AR (Vandsburger MH y col. 2007).

La influencia del NO derivado de la nNOS sobre la actividad del RyR2 es controversial,
ya que un estudio en ratones nNOS-KO sugiere que la sefializacion de nNOS activa al
canal contribuyendo al EIP inducido por esta isoforma (Wang H y col. 2010), mientras
gue otros autores indican que la delecidn del gen que codifica para la nNOS se asocia a
un aumento en la pérdida de Ca?* por el RyR2 (Gonzalez DR y col. 2007), sugiriendo
que la deficiencia de nNOS contribuye al aumento de la actividad del canal. También se
ha demostrado que el NO producido por la nNOS puede aumentar la actividad del
receptor de RyR2 por fosforilacion del residuo Ser2814 de manera dependiente de
CaMKIl (Cutler MJ y col. 2012), proceso que estaria favorecido por la co-localizacion de
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estas tres moléculas (Barouch LA y col. 2002), o a través de S-NO por accién directa de
derivados de NO (Stoyanovsky D y col. 1997). Por otra parte, un trabajo reciente de
nuestro laboratorio en cardiomiocitos adultos demuestra que el estrés hiposmatico
activa a la nNOS y en consecuencia a la produccidon de NO citosélica, resultando en un
EIP mediado por la activacion GMPc/PKG-dependiente del RyR2 (Gonano LA y col.
2014).

El NO sintetizado por la nNOS también estimula el ciclado de Ca?* por el RS, mediado
por una mayor retoma por la SERCA, facilitando la LCIC y potenciando el fenémeno de
la escalera (Danson EJ y col. 2005; Khan SA y col. 2003). Ademads, en estudios realizados
en cardiomiocitos ventriculares de ratones nNOS-KO o a través de la inhibicion
farmacolégica especifica, se observd que la nNOS regula los niveles de Ca% ya que
inhibe la entrada de Ca?* por los LTCC, reduciendo la funcién contréctil y el transitorio
de Ca?*, lo que sugiere que la nNOS juega un papel importante en la contractilidad a
través de la modulacion de los flujos de Ca?*i (Sears CE y col. 2003). Cuando los niveles
de Ca?*i aumentan, se estimularia la sintesis de NO lo que atenuaria la /Ca.. En tanto, el
efecto de nNOS sobre los LTCC también puede estar mediado por S-NO como por
fosforilacion dependiente de GMPc/PKG (Sun J y col. 2006; Campbell DL y col. 1996;
Gallo MP y col. 2001; Sumii K y Sperelakis N 1995; Vielma AZ y col. 2016).

Por otra parte, ha sido propuesto que la nNOS induce un ELP mediado por la
desensibilizacion de los miofilamentos al Ca%* en miocitos ventriculares de ratas (Jin CZ
y col. 2013).

Estos antecedentes sugieren que, en términos generales, el NO derivado de la nNOS
regularia la contractilidad cardiaca a través de la produccién de GMPc y de la
activacion de proteinas quinasas dependientes de GMPc (PKG), de los niveles de AMPc,
de las fosfodiesterasas dependientes de AMPc (PKA), y mediante la S-NO de proteinas
especificas. En el siguiente esquema se representan los principales blancos y cascadas
de sefializacidn gatilladas por nNOS y eNOS en la respuesta contractil (figura 10).
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Figura 10. Esquema de la localizacion y la sefnalizacion fisiopatologica de las diferentes isoformas
constitutivas de la NOS en el miocardio. Vias de sefializacion propuestas dependientes (lineas
punteadas) e independientes (lineas sdlidas) de GMPc. Modlificada de Ziolo MT 2008.

2.3.3. Impacto del 6xido nitrico sobre la hipertrofia cardiaca

Estudios previos han identificado la participacién del NO en la regulacidon del
crecimiento celular y el remodelado cardiaco (Saraiva RM y col. 2005; Pechanova O y
Simko F 2010). Los bajos niveles de NO en corazones con falla del miocardio sugieren
gue el aumento en la expresion génica de la NOS, tal como ocurre en el corazén de
atleta, seria beneficioso para prevenir la HC patoldgica e inducir al desarrollo del
remodelado cardiaco fisioldgico. El rol cardioprotector del NO estd asociado con la
reduccion de la fibrosis y la apoptosis, y con la inhibicidn de las vias de sefializacién
mediadas por el estrés oxidativo.

Los primeros trabajos publicados indicaban a la eNOS como la principal isoforma
involucrada en los efectos cardioprotectores frente a la sobrecarga de presion, la I/Ry
el remodelado estructural inducido por el IM (Massion PB y Balligand JL 2007). De
hecho, Smith y col. demostraron que la transferencia génica de eNOS en el corazén
atenuaba tanto la HC como el IM (Smith RS y col. 2005). Este trabajo sefialaba que el
aumento de la expresion de eNOS por activacion de NF-kB proporcionaba efectos
beneficiosos que llevaban a revertir el remodelado cardiovascular patoldgico. Por su
parte, varios estudios han atribuido el desarrollo de HC, fibrosis y necrosis, asi como la
hipertrofia de la pared vascular y la proliferacion celular en ratas hipertensas, a la
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deficiencia de NO (Pechanovd O y col. 1997; Bernatova | y col. 1999; Kitamoto S y col.
2000).

Estudios recientes sefialan que la isoforma nNOS es también considerada
cardioprotectora, si bien los mecanismos no han sido completamente dilucidados. Se
ha observado en ratones nNOS-KO, que luego del IM se desarrolla una mayor HC y
dilatacién de VI, como asi también un aumento en la mortalidad celular (Saraiva RM y
col. 2005; Dawson D y col. 2005). Ademds, la sobreexpresion de nNOS en
cardiomiocitos ventriculares aislados de ratones transgénicos adultos mejord la
funcion cardiaca y redujo la HC posterior al IM (Janssens Sy col. 2004).

El NO y las ROS se vinculan con el desarrollo de HC debido a sus efectos sobre la
vasculatura, pero también como moléculas de sefializacion en el corazén. Los estudios
sefialan que ratones que tienen delecionada tanto eNOS como nNOS (nNOS-KO y
eNOS-KO) desarrollan HC, fibrosis intersticial y un aumento de la mortalidad de los
cardiomiocitos (Barouch LA y col. 2002; Barouch LA y col. 2003). Si bien cada isoforma
conduce a la activacion de diferentes cascadas de sefializacion (Cappola TP y col.
2003), solo los ratones eNOS-KO son hipertensos. Sin embargo, la via NO/GMPc/PKG
ha desmotrado tener efectos anti-hipertréficos en el corazén (Takimoto E y col. 2005),
debido a la inhibicion de la via calcineurina/NFAT, que estimula el desarrollo de HC.
Ademas, la S-NO también puede contribuir a la regulacion de la senalizacion de HC a
través de la activacion del NFkB (Marshall HE y Stamler JS 2001) e IkB (Reynaert NL y
col. 2004).

Es posible que el NO derivado de nNOS o eNOS evite el desarrollo de HC ya que
ratones NNOS-KO desarrollan HC aun en ausencia de aumento de presidn sanguinea
(Barouch LA y col. 2002; Barouch LA y col. 2003) y en ratones eNOS-KO, la restauracién
de la PA normal tampoco previene la HC (Ichinose F y col. 2004). Por su parte, el papel
de la iNOS en la HC sigue siendo discutido, se han informado efectos beneficiosos de la
deficiencia en su expresién (Zhang P y col. 2007) y por otro lado, que no afecta en su
desarrollo (Hataishi Ry col. 2006).

Tomados en conjunto, la mayoria de estos antecedentes sugieren que el NO tendria
efectos beneficiosos previniendo el desarrollo de HC patoldgica, evitando la expresion
del programa de genes fetales, preservando la homeostasis del CaZ* en el miocardio y
conduciendo al remodelado fisioldgico del miocardio.

2.3.4. Rol del éxido nitrico en los efectos cardiacos adaptativos del ejercicio

Existe una fuerte evidencia que sustenta un papel clave del NO en el EIP inducido por
el ejercicio sostenido (Roof SR y col. 2013). Por su parte, la via PI3K/AKT activada por
IGF-1 en el caso del ejercicio fisico, tiene como uno de sus blancos moleculares a las
NOS, que una vez fosforiladas aumentan la produccion de NO (Kawasaki K y col. 2003;
Haynes MP y col. 2000; Curran J y col. 2014). Estudios previos indican que los niveles
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de NO (nitritos y nitrosotioles) estan incrementados durante el ejercicio, tanto en
roedores como en el plasma humano (Brown DA y col. 2005; Zhang Y y col. 2006;
Ellison GM y col. 2012). En este contexto, un estudio describe que el ejercicio aerdbico
proteje contra el remodelado B-adrenérgico crénico y el desarrollo de HC patoldgica
por activacién de la isoforma eNOS, mientras que el tratamiento con L-NAME suprime
los efectos cardioprotectores del entrenamiento fisico (Husain K 2004; Yang L y col.
2014). Ademas, el grupo de Ziolo y col. mostré en cardiomiocitos aislados de ratones
adultos que el ejercicio aumenta la contractilidad miocdrdica de manera dependiente
de la nNOS (Roof SR y col. 2013). Esta conclusién fue corroborada con el uso de
ratones nNOS-KO que no presentaron una mejora contractil en respuesta al ejercicio.
El mecanismo molecular responsable descripto en la mejora del ciclado de Ca%
propone un aumento en la fosforilacién en el residuo Ser16 de PLN probablemente
debido a la inhibicidn de una fosfatasa mediada por nNOS. Ello da lugar a un aumento
del contenido Ca?* en el RS permitiendo una mayor liberacién Ca?* durante la sistole
(Roof SR y col. 2013; Roof SR y col. 2015). Sin embargo, la interaccién entre el NO y la
fosfatasa es sélo especulativa en la actualidad. En este punto, es oportuno recordar
gue PLN es también fosforilada por CaMKIl, y esta quinasa puede ser activada no sélo
por un aumento de Ca?*, sino también por NO (Curran J y col. 2014).

3. El 6xido nitrico y su vinculo con la CaMKIlI

Como se desprende de los antecedentes descriptos a lo largo de esta tesis, CaMKIl y
NO regulan procesos fisiopatoldgicos similares, sugiriendo una posible interaccién
funcional entre ambas moléculas de sefializacién. A pesar de que existen evidencias de
que en tejido nervioso el NO podria inhibir a la CaMKIl (Song T y col. 2008), trabajos
mas recientes en tejido cardiaco indican lo contrario (Curran J y col. 2014; Gutiérrez DA
y col. 2013; Jian Z y col. 2014; Erickson JR y col. 2014).

En este contexto, estudios realizados en muestras de cerebro han demostrado que la
nNOS puede ser fosforilada y regulada por CaMKlla (Hayashi Y y col. 1999, Komeima K
y col. 2000), y de manera inversa, que esta isoforma de CaMKII podria también estar
inhibida por el NO (Song T y col. 2008). El primer trabajo que describe a una posible
vinculacion del NO con la CaMKII postulé entonces que la quinasa podria fosforilar a la
nNOS en su sitio Ser874, promoviendo la activacién de la enzima en tejido cerebral de
ratas. Por su parte, el grupo de Song y col., fue el primero en sefalar la modulacién de
CaMKIl por NO. Este estudio fue realizado en células de tumor pituitario (células GH3)
e identifica al NO como un potente inhibidor de la CaMKIlI, al promover su S-NO.

Sin embargo, estudios recientes en musculo cardiaco describen que la estimulacion B-
AR activa a la CaMKII5, a través de una via dependiente de la nNOS, aumentando la
pérdida de Ca?* del RS por los receptores de RyR2 (Curran J y col. 2014; Gutiérrez DAy
col. 2013; Jian Z y col. 2014). Ademas de que la actividad de CaMKII§ en el miocardio
es aumentada por los donantes de NO (Zhang DM vy col. 2014), nuevos hallazgos
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demuestran que la CaMKIl puede ser nitrosilada en miocitos aislados (Curran J y col.
2014; Gutiérrez DA y col. 2013). De esta forma, la CaMKII® cardiaca puede ser
modificada directamente por un donante de NO mediante la S-NO de sitios especificos
(Gutiérrez DAy col. 2013; Erickson JR y col. 2014). Sin embargo, aun son controvertidas
las consecuencias de dicha modificacién sobre la actividad de la enzima. Erickson y col.
describen el rol dual del NO en tejido cardiaco, mostrando efectos opuestos, previo o
posterior a la unién al complejo Ca%*-CaM, respectivamente. En este trabajo se postula
que la interaccién de CaMKIId con el complejo genera un cambio conformacional que
deja al sitio Cys290 disponible para la nitrosilacién (de su forma basal e inactiva a su
estado activo), evitando el impedimento estérico de la quinasa generado por la
asociacion entre los dominios regulatorio y catalitico (Erickson JR y col. 2011). Existen 3
posibles residuos de Cys (Cys290, Cys273, y Cys116) en CaMKIl, con cadenas laterales
de tiol que pueden ser nitrosilados (Gutierrez DA y col. 2013), siendo el sitio Cys290
indispensable para la activacién auténoma persistente de la quinasa inducida por NO.
Estos autores identifican varios sitios consenso de S-NO en las distintas isoformas de
CaMKIl y sugieren una potencial “zona caliente” en la activacién de esta quinasa
mediante modificaciones post-traduccionales (Erickson JR y col. 2015). A su vez,
existen evidencias de que la actividad de CaMKII6 es incrementada por NO a través de
la via GMPc/PKG (Zhang DMy col. 2014).

Teniendo en cuenta los antecedentes hasta aqui mencionados, sumado a los estudios
recientes que indican que tanto NO como CaMKII6 estarian involucradas en las
adaptaciones contractiles e histoldgicas asociadas al ejercicio aerdbico (Kemi OJ y col.
2007; Roof SR y col. 2013), resultaba interesante investigar si ambas moléculas forman
parte de una misma cascada de sefalizacion que lleva al desarrollo de HC fisioldgica y a
la mejora de la funcidn contrdctil asociadas con el ejercicio regular. Dilucidar este
interrogante fue el objetivo central de este trabajo de tesis.

Dado que el mediador mas importante de la respuesta adaptativa al ejercicio
sostenido es el IGF-1, se examinara el efecto del IGF-1 exdgeno sobre la contractilidad,
el manejo del Ca?%, la produccién de NO y la activacion de CaMKIl, en corazones y
cardiomiocitos aislados de ratén. De esta manera, se buscara dilucidar si el
tratamiento agudo con IGF-1 en cardiomiocitos aislados promueve un incremento en
la produccién de NO citosélico que resulte en la activacion de CaMKIl y en
consecuencia, de un aumento de la contractilidad cardiaca. Por otro lado, se utilizara
un modelo de ejercicio aerdbico en ratones sometidos a un protocolo de natacidn para
explorar estos mismos eventos, su ruta de sefializacién intracelular y su vinculaciéon
con la HC fisioldgica.

A partir de los resultados obtenidos, se intentara definir el rol fisiopatolégico de la
interaccion entre CaMKIl y NO, y comprender los mecanismos intimos involucrados en
los procesos de la adaptacion contractil y el desarrollo de HC fisioldgica asociados con
el ejercicio.
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OBJETIVO GENERAL
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El objetivo general de esta tesis doctoral fue estudiar el papel del 6xido nitrico
(NO) y de la Ca?*/Calmodulina Quinasa Il cardiaca (CaMKII3) en la adaptacion
contrdctil y en el desarrollo de la HC fisioldgica asociadas con el entrenamiento
aerdbico sostenido. Los objetivos principales planteados fueron los siguientes:

1. Evaluar si el NO modula la actividad de la CaMKIl miocdrdica en respuesta al
tratamiento agudo con IGF1 o al ejercicio fisico regular.

2. Determinar el impacto de esta regulacidn sobre el desarrollo de la HC fisioldgica
y la adaptacién contractil asociada con el ejercicio.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS



Para el desarrollo de esta tesis doctoral utilizamos 3 modelos de
experimentacion con los cuales se propusieron los siguientes objetivos especificos.

En un modelo in vitro:

¢ Estudiar el efecto agudo del IGF-1, principal efector activado por el ejercicio, sobre la
contractilidad de cardiomiocitos ventriculares aislados de ratén adulto.

e Examinar el rol de CaMKII en el efecto inotrépico positivo (EIP) inducido por IGF-1 en
miocitos aislados de ratones WT tratados con un inhibidor farmacolégico especifico
para CaMKIl y en ratones transgénicos que expresan un péptido inhibidor especifico
de esta quinasa a nivel del miocardio.

e Determinar si el IGF-1 promueve la produccién de NO.

e Dilucidar la/s isoformas de las NOS responsables en la sintesis de NO inducidas por el
tratamiento agudo con IGF-1.

e Explorar el impacto de la regulacion de la via NO/CaMKIl sobre las proteinas
involucradas en el manejo de Ca%* en respuesta a la administracion de IGF-1.

En un modelo ex vivo:

e Estudiar si el NO regula la actividad de CaMKIl en un modelo agudo de corazones de
ratén perfundidos con IGF-1 o con un donante de NO (SNAP).

¢ Dilucidar los distintos eslabones que componen la via de sefializacion por la cual la
administracién aguda de IGF-1 induce el EIP y una mejora en el manejo de Ca?".

En un modelo in vivo:

e Explorar la cascada de sefializacién intracelular que lleva al desarrollo de HC
fisioldgica evaluando las proteinas involucradas en el ciclado de Ca?*;, en corazones de
ratédn sometidos a una rutina de entrenamiento.

e Determinar el impacto de la regulacion de NO/CaMKIl sobre la HC fisioldgica y la
adaptacidon contractil inducida por ejercicio aerdbico sostenido en ratones WT y
transgénicos.
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MATERIALES Y METODOS



1. Aspectos generales

Todos los procedimientos seguidos durante esta investigaciéon han sido realizados de
acuerdo a las normas generales para el cuidado y uso de animales de laboratorio,
estipuladas en la “Guide for the care and use of laboratory animals, NIH publication
2011” y aprobados por el “Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacién” (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de La
Plata.

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 WT (wild-type o silvestres) (18-25 g) como
controles. Se usaron ratones macho transgénicos con la expresidn constitutiva (bajo el
control de un promotor cardiaco) de un péptido inhibidor de CaMKII cardiaca (AC3-I) o
de un péptido desordenado o “scrambled”, es decir, de igual longitud y cuya secuencia
de aminodacidos original ha sido cambiada al azar para generar un péptido que no
inhibe a CaMKIl (AC3-C), utilizado como control (Zhang R y col. 2005). Los ratones
genéticamente modificados se generaron a partir del C57BL/6. Los animales,
estudiados a la edad de 8-10 semanas, se mantuvieron a temperatura constante (23°C)
en un ciclo luz/oscuridad estandar (12:12 horas), alimentados ad libitum y libre acceso
al agua.

2. Protocolo de ejercicio en ratones

Los ratones fueron asignados aleatoriamente a un grupo Sedentario (Sed) o Nadador
(Nad) y se dividieron en seis grupos: (1) WT Sedentario, (2) WT Nadador (3) AC3-C
Sedentario, (4) AC3-C Nadador, (5) AC3-1 Sedentario y (6) AC3-I Nadador. El protocolo
de entrenamiento de natacion se modificé a partir de un procedimiento previamente
publicado en ratas (Yeves AM y col. 2014), adaptado a este modelo in vivo de ratén
(Kim J y col. 2008). Brevemente, los ratones adultos en el grupo Nadador (Nad) fueron
entrenados, sin carga, 5 dias/semana, dos veces al dia durante 6 semanas en agua
climatizada (30-32°C). La primera semana consistié en un periodo de adaptacion del
entrenamiento; comenzando con 20 min/dia de natacion y aumentando diariamente
en 10 min hasta los 90 min/dia. Los ratones del grupo Sedentario (Sed) se colocaron en
la pileta de natacion durante 10 min, dos veces por semana para imitar el estrés
asociado con el protocolo experimental (figura 11). Al finalizar la rutina de
entrenamiento, los ratones se pesaron y se sacrificaron por dislocacién cervical. Los
corazones se lavaron con PBS, se drenaron y se pesaron. Las tibias derechas se
extirparon cuidadosamente para sus mediciones precisas y se calculd el peso del
corazdn (PC) sobre la longitud de la tibia (LT).
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Figura 11. Imdgenes fotogrdficas de la rutina de entrenamiento de los ratones nadadores. Los
animales fueron ejercitados en una pileta de natacion climatizada durante un periodo de 6 semanas, 10
sesiones de 45 minutos por semana. Los ratones sedentarios se colocaron en la pileta 2 veces por
semana para imitar el estrés asociado al protocolo experimental.

3. Andlisis ecocardiografico

Los ratones fueron monitoreados por ecocardiografia al inicio y al final de la rutina de
entrenamiento, a través de un ecocardiégrafo Vevo 770 acoplado a un transductor de
30 mHz (Visual Sonics). Las imagenes bidimensionales se adquirieron en el grosor del
musculo ventricular izquierdo mediante un registro en modo M a velocidad de barrido
de 50 mm/seg. Las imagenes congeladas se digitalizaron para realizar las mediciones
off-line sin conocimiento de la intervencion experimental a la que fueron sometidos.
Las determinaciones fueron realizadas de acuerdo a los métodos de la Sociedad
Americana de Ecocardiografia (Sahn DJ y col. 1978).

De cada registro se tomaron los siguientes parametros, tal como se muestra detallado
en la siguiente figura 12A: didametro diastélico final del ventriculo izquierdo (DDVI),
didametro sistélico final del VI (DSVI), espesor diastdlico del tabique interventricular
(TIVd), espesor sistdlico del tabique interventricular (TIVs), espesor de la pared
posterior del VI en didstole (PPd) y en sistole (PPs). A partir de estas medidas se

56



calcularon el porcentaje de la fraccion de acortamiento (%FA) y la masa ventricular
izquierda (MVI), que relativo al peso del animal indica el indice de la masa del VI (IMVI)
(figura 12B).

A.

_ DDVI-DDVS
B. FA (%)= =——ppv - X 100

Figura 12. Registro de ecocardiografia del corazon de ratén. Imagen ecocardiogrdfica modelo con los
pardmetros medidos indicados (A). Férmulas uitilizadas para calcular FA 'y MVI a partir de las mediciones
(B). TIVs: espesor sistdlico del tabique interventricular; TIVd: espesor diastdlico del tabique
interventricular; PPd: espesor de la pared posterior del VI en didstole; PPs: espesor de la pared posterior
del VI en sistole; DSVI: diametro sistélico final del ventriculo izquierdo; DDVI: didmetro diastdlico final del
ventriculo izquierdo; VDd: diametro del ventriculo derecho en didstole.

4. Estudios histolégicos

El tejido del VI fue fijado en formaldehido al 10% y embebido en parafina. Las
secciones coronales del ecuador del VI (4 um de grosor) se tifieron con hematoxilina-
eosina para la determinacién del area de seccién transversal de cardiomiocitos o STC
(CSA del inglés, Cross Sectional Area) o mediante la técnica de picrosirius para la
cuantificacion de fibrosis (% de colageno intersticial). Todas las secciones teiidas se
observaron en el microscopio (Olympus BX-50, Tokio, Japdn) y las imagenes fueron
capturadas usando una cdmara digital, y procesadas con un programa de morfometria
(Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Silver Spring, MA). La STC se determind en 50
células cardiacas de cada animal, seleccionadas aleatoriamente. Sélo se consideraron
aquellos cardiomiocitos que mostraban un nucleo evidente en la seccion transversal. El
analisis se realizd sin conocimiento de los grupos de tratamiento y los cédigos se
revelaron luego del analisis estadistico.

57



5. Aislamiento de cardiomiocitos de ratén

Los ratones WT y transgénicos se sacrificaron por dislocacion cervical, a los 10 min de
la inyeccion intraperitoneal con 1 ml de heparina sédica (200 U/ml) para evitar la
formacién de codgulos. Los miocitos cardiacos fueron aislados por la digestién
enzimatica basada en colagenasa, de acuerdo con una técnica en el sistema de
perfusién tipo Langendorff (Zhag R y col. 2005, Liao Ry col. 2012). El acceso al corazén
se logra realizando una toracotomia, mediante una incisién a la altura del esterndn,
que deja expuesta la totalidad de la cavidad toracica. Finalmente, como se puede
observar en la figura 13, el corazén se remueve y se monta en el equipo de perfusion
mediante canulacién de la aorta.
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Figura 13. Sistema de perfusion de tipo Langendorff para el aislamiento de cardiomiocitos
ventriculares de ratén. Los cardiomiocitos se aislan usando este tipo de equipo de perfusion retrégrada
del corazon con soluciones que contienen enzimas digestivas. El método de aislamiento se realiza a
presion constante mediante la utilizacion de una bomba. La temperatura puede ser regulada por medio
de un bafio adaptado a una serpentina por la cual circula la solucién de perfusion. El corazdn se fija a
una cdnula, con la ayuda de dos pinzas de cirugia, asegurando su sujecion con un hilo atado alrededor de
la aorta. Luego de la correcta canulacion, la vdlvula adrtica se cierra cuando se inicia la perfusion y se
fuerza el perfundido a través de las arterias coronarias. Modificado de Louch WE y col. 2011.

Inicialmente, el corazdn se perfunde durante 4 min a temperatura ambiente con una
soluciéon HEPES de la siguiente composicion (en mM): 146.2 CINa, 4.7 CIK, 1.8 Cl,Ca, 10
HEPES, 0.4 H,POsNa, 1.1 Cl;Mg, 10 Glucosa (pH ajustado a 7.4 con NaOH). A este
buffer se le adiciona 0.1 mM de un quelante de Ca%*, EGTA (compuesto capaz de unirse
al Ca?* libre) que permite que se debiliten las uniones intercelulares y el corazén deje
de latir (Vila Petroff M. Aislamiento de Miocitos. En: Introduccidn al Analisis Cientifico
del Aparato Cardiovascular en Bioingenieria 2004).
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El siguiente paso consiste en recircular durante 10 min, una solucion de digestidn
basada en la solucién HEPES y compuesta ademas por: 0.5mM de ClxCa, 0.5 mg/ml de
colagenasa tipo Il (300 U/ml), 0.02 mg/ml de proteasa y albumina bovina 0.5 mg/ml. El
proceso de digestion transcurre a 37°C, y en su etapa final se puede observar la menor
consistencia del corazon (flacidez propia del progreso del aislamiento). Las soluciones
son burbujeadas con O; al 100%.

Una vez concluida la digestidn, el corazén se desmonta del Langendorff y el tejido
ventricular no digerido se disocia mecdnicamente con tijeras. De esta forma se obtiene
una suspension de células que atraviesan 4 pasos de decantacidén y resuspensiéon en
soluciones cada vez mas concentradas de Cl,Ca, hasta lograr una concentracion final
de 1.8 mM que se utiliza en los posteriores experimentos. Este pasaje escalonado por
soluciones progresivamente mas concentradas en Ca?* tiene como finalidad evitar la
muerte celular por recalcificacion rdpida. Finalmente, las células cardiacas aisladas
(modelo in vitro) son conservadas en buffer HEPES a 20-24°C, donde se mantienen en
suspensidn hasta su utilizacion dentro de las siguientes 6 horas (Vila Petroff MG y col.
2000). Al comienzo de un experimento, el criterio considerado para utilizar o descartar
a un determinado cardiomiocito, estd basado en la comprobacion de sus
caracteristicas morfoldgicas (indicadas en la figura 14) y su capacidad para contraerse
ante la estimulacién eléctrica.

Figura 14. Imagen de miocitos cardiacos de raton aislados mediante digestion enzimdtica. Los
cardiomiocitos fueron conservados en solucién HEPES con 1.8mM de Ca?* para su posterior utilizacién. Se
observa, al microscopio dptico invertido Nikon y un objetivo con un aumento de 10X acoplado a un
sistema de adquisicion de imdgenes Nikon Digital Sight, que el aislamiento tiene un rendimiento superior
al 80% de viabilidad celular (A). En la imagen se puede observar un patron sarcomérico conservado y
bordes regulares de la célula cardiaca iluminada con luz transmitida (B).
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6. Transitorios de Ca?* y medidas de acortamiento celular

Con el propdsito de monitorear en tiempo real las caracteristicas del ciclado de Ca?*,
se realizaron experimentos funcionales mediante microscopia de epifluorescencia en
cardiomiocitos aislados de ratdn. Las células cardiacas fueron incubadas durante 12
min a temperatura ambiente con el indicador sensible a Ca?', Fura-2, en una
concentracién de 10 uM (Ren J y col. 1998; Gonano Ly col. 2014).

Los ensayos en los que se registran cambios rdpidos en la concentracién de iones
intracelulares requieren tiempos de carga cortos (10-30 min), baja concentracién del
indicador, temperatura ambiente y alta densidad celular. La combinacién de estos
factores permite obtener la mdxima concentracion de moléculas del indicador
internalizadas dentro de las células. Luego del periodo de incubacidn, las células se
centrifugaron a baja velocidad durante 1 min y se resuspendieron en solucién HEPES
libre de indicador, para descartar a aquellas moléculas de indicador que no ingresaron
al compartimento intracelular.

El Fura-2 se utiliza en su forma permeante éster de acetoximetilo (AM), que se
comporta como una molécula hidrofdbica capaz de atravesar con facilidad la
membrana plasmadtica. Una vez dentro del citosol, las esterasas intracelulares
hidrolizan la unidn éster liberando la porcién AM y la forma acida activa del fluoréforo,
que queda retenida en el interior celular (sonda molecular). Por esta razon, las células
no se utilizaron hasta luego de transcurridos 30 min posteriores a la incubacién con el
indicador, para permitir la desesterificacion intracelular del mismo y trabajar con
células que contengan una concentracion intracelular estable de Fura-2 (Vila Petroff
MG y col. 2004).

Las células ya cargadas se colocaron sobre la platina de un microscopio invertido
(Nikon Diaphot 200) adaptado para la técnica de epifluorescencia tal como lo indica la
figura 15. Las mismas se perfundieron con solucion HEPES a un flujo constante de 1
ml/min con 1.8 mM de Ca®** y estimuladas eléctricamente por campo con ondas
cuadradas de 10 milisegundos (mseg) de duracién y una intensidad que supere en un
20% el umbral de activacion de los miocitos. Estos estimulos eléctricos son enviados a
través de dos electrodos de platino, ubicados a cada lado de la camara de perfusion a
una frecuencia de 0.5 Hertz (Hz).

Para obtener una sefial fluorescente sensible al Ca?* citosdlico, la muestra se ilumind
mediante una l[dmpara de Xenén, filtrando el haz de luz para excitar a dos longitudes
de onda (340 nm y 380 nm) en forma alternada. La fluorescencia emitida por las
células fue registrada a >510 nm y amplificada por un fotomultiplicador (R2693,
Hamamatsu). La excitacién alternada con dos longitudes de onda permite calcular un
cociente entre la sefial emitida por el indicador cuando es excitado con luz de 340 nm
de longitud de onda (en estas condiciones la emisidén varia segun se encuentre o no
interactuando con moléculas de Ca?*) y la sefial emitida cuando es excitado con luz de
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380 nm de longitud de onda (en esta condicidn la intensidad de sefial emitida es
independiente de la interaccién entre moléculas de fluoréforo y Ca?*). La obtencidon de
este cociente permite normalizar la sefal fluorescente adquirida por la cantidad de
moléculas de fluoréforo que se encuentran en condiciones de emitir seial fluorescente
a lo largo del experimento, evitando artefactos derivados del apagamiento
(“guenching”) del fluoréforo o su salida de la célula. De esta manera, la relacion o ratio
de la fluorescencia emitida a las dos longitudes de onda (340/380) se considera una
medida del CaZ*.

Con el propésito de generar contraste dptico entre los bordes celulares y el fondo de la
camara de perfusion, la célula a estudiar es iluminada con luz roja (640-750 nm) a
través de un sistema éptico para luz visible. De esta forma se logra la videodeteccién
de bordes celulares, lo que permite registrar la longitud y monitorear el acortamiento
de los cardiomiocitos. Los datos adquiridos son almacenados en un software adecuado
(ION Optix analisis) para su posterior analisis off-line (figura 15).
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Figura 15. Esquema que muestra los componentes elementales del sistema de microscopia adaptado
para experiementos de fluorescencia. Convertidor A/D: analdgico-digital; convertidor I/V: intensidad-
voltaje; FM: Fotomultiplicador; XE: Xenon.

61



Se realizaron las mediciones del acortamiento celular y Ca?* citosdlico para evaluar en
tiempo real el estado inotrépico y lusitrépico de los cardiomiocitos en condiciones
basales y los cambios acontecidos en respuesta a los diferentes tratamientos. Los
valores promedios de la amplitud de los transitorios de Ca?*iy del acortamiento celular
se calcularon después de 5, 10 o 15 min de incubacién con o sin IGF-1 (control) y se
utilizaron como paramtros de la respuesta inotropica. Ademas, se midid el tiempo al
50% de la relajacion (o ti/2) como parametro de la velocidad de relajacidn, y la tasa de
decaimiento de Ca?* (también medida como t1/; en el transitorio de Ca%*) para evaluar
el efecto del IGF-1 y del entrenamiento crénico en la respuesta lusitrépica (figura 16).
Los inhibidores farmacoldgicos, segun corresponda, se preincubaron 10 min antes de
IGF-1.
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Figura 16. Parametros contrdctiles evaluados. Representacion grdfica de un registro de acortamiento
celular (A) y de un transitorio de Ca?* (B), y los parémetros de contractilidad cardiaca medidos para cada
caso. ti2: tiempo al 50% o la mitad de la relajacion.

7. Estimacion del contenido luminal de Ca%* en el RS

La cantidad total de Ca®* contenida dentro del RS de un cardiomiocito (“SR calcium
load”), fue estimada a partir de la amplitud del aumento de flourescencia emitida por
el Fura-2 (transitorio de Ca®* inducido por la cafeina) luego de la aplicacién rapida de
un pulso de cafeina. Esta maniobra consiste en la administracion de 10 mM de cafeina
sobre las células, que provoca la liberacidn completa de las moléculas de Ca?*
contenidas dentro del RS (Bers DM 2001).

8. Maedicion de la produccidn intracelular de 6xido nitrico

Los miocitos cardiacos de raton se cargaron con 5 uM del indicador fluorescente DAF-
FM durante 30 min a temperatura ambiente, y se obtuvieron imdagenes por
epifluorescencia en un microscopio confocal invertido Zeiss 410 (LSM Tech,
Pennsylvania, EE.UU.). La excitacion a 488 nm fue proporcionada por un laser de argén
y la emision se recogid en un rango de 510-530 nm por un fotomultiplicador
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(Sepulveda M y col. 2013). Se tomaron fotografias cada 1 min, durante 18 min. En
ausencia de cualquier farmaco (control) o estimulado con IGF-1 (10 nM). Los
inhibidores, cuando se indicaron, se preincubaron 10 min antes de IGF-1. Se utilizé el
software Image J para el analisis. Los resultados se expresaron como porcentaje de
cambio con respecto a tiempo cero (antes de IGF-1).

9. Corazones perfundidos de ratén

Los animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico (35 mg/kg), comprobandose el arribo al plano profundo de anestesia a través
de la pérdida del reflejo podal y corneal. Luego, se heparinizaron por la misma via (200
U/ml) para evitar la formacién de coagulos en el corazén. Se realizd una toracotomia,
se aislé la aorta y se cortaron las conexiones cardiacas liberando al corazdn de grasa y
tejido conectivo. El corazéon se extrajo rdpidamente para evitar el deterioro del
preparado. La aorta se ligd con hilo de lino a una cdnula colocada en un sistema de
perfusién retrégrada tipo Langendorff (figura 17). El corazén se perfundié con una
solucion de Ringer compuesta por: CINa 120 mM, Cl;Ca 1.35 mM, CIK 4.7 mM, SOsMg
1.2 mM, HCOs3Na 20 mM y Glucosa 11.1 mM, la cual fue termostatizada a 37°C y
equilibrada con una mezcla gaseosa de 95% O, y 5% CO;, para obtener un valor de pH
de aproximadamente 7.4 (Vila Petroff MGy col. 2007).

El protocolo experimental (modelo ex vivo) consistié en la perfusidon de corazones de
raton a flujo coronario constante (3 ml/min) durante 15 min en el equipo de
Langendorff, en presencia o ausencia de IGF-1, con o sin el agregado del antagonista
del IGF-1R (AG-1024) o del inhibidor especifico de nNOS (NG). En este caso, para los
grupos IGF-1+AG o IGF-1+NG, los inhibidores farmacolégicos se preincubaron 10 min
antes del agregado de IGF-1. Por otro lado, se perfundieron corazones murinos con el
agregado de un donante exdgeno de NO (SNAP). Finalizados ambos protocolos, los
corazones de estos animales se congelaron rdpidamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80°C para los ensayos bioquimicos.
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Figura 17. Imdgenes fotogrdficas del corazon montado en un sistema de Langendorff y perfundido en
forma retrograda a través de la aorta. Los corazones fueron perfundidos durante 15 minutos con el
agregado de IGF-1 o SNAP, a flujo coronario constante, para su posterior andlisis bioquimico. En las
fotografias se visualiza el equipo de perfusion de Langendorff (A) con el corazén de raton montado
mediante la canulacion de la aorta (B).

10. Inmunodeteccion por analisis de Western blot

Posteriormente, el tejido ventricular pulverizado se resuspendié en 4 volimenes de
buffer de lisis RIPA, suplementado con un cdoctel de inhibidores de proteasas,
ortovanadato de sodio y fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) y se disgregd
utilizando un homogeneizador (Politron, Brinkman Instruments). Todo el
procedimiento se realizd a 4°C en hielo.

Se centrifugaron los homogenatos, una vez trasvazados a tubos Eppendorf, a 13000
rpm por 10 min, y se fracciond el sobrenadante en alicuotas para conservarlo a -80°C.
La concentracion proteica fue determinada por el método de Bradford (Bradford MM
1976). Se sembraron cantidades iguales de proteinas (80-100 pg), se corrieron en un
gel de poliacrilamida SDS al 10% (con una relacion acrilamida/bisacrilamida 30:1),
siguiendo la técnica descripta por Porzio y Pearson (Porzio MA y Pearson MA 1977). La
composicion del gel de resolucidon fue la siguiente: Tris/Glicina 400 mM (1:3) pH: 8.8;
Glicerol 5%; SDS 0.1% y EDTA 0.2 mM. La formulacién del gel de apilamiento fue:
acrilamida 4%, Tris-HCl 125 mM pH 6.8 y SDS 0.1%. Las corridas electroforéticas se
realizaron a voltaje constante (120 V) en buffer de corrida que contiene Tris 50 mM,
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Glicina 150 mM y SDS 0.1% (pH 8.3).

A continuaciéon las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF, Immobilon-P, Millipore), en presencia del buffer de transferencia
(Tris 25 mM, Glicina 192 mM y metanol 10%) a voltaje constante (12 V) durante una
hora. Las membranas fueron bloqueadas con buffer Tris-salino o TBS (Tris 50 mM, CINa
150 mM, pH 7.4) con 5% de leche descremada durante 1 hora, con o sin el agregado de
0.1% de detergente Tween segun los distintos anticuerpos. Posteriormente, las
membranas se incubaron durante la noche a 4°C con los anticuerpos primarios
especificos contra los siguientes residuos o sitios especificos: fosfo-Ser473 de la
proteina quinasa B (P-AKT, 1:1000; Cell Signaling), NO sintasa neuronal o nNOS (NOS1,
1:1000; Santa Cruz Biotecnology), fosfo-Ser1417 de la nNOS (P-NOS1, 1:2000; Abcam),
fosfo-Thr286 de la CaMKII (P-CaMKII, 1:1000; Abcam), fosfo-Thr17 de la PLN (P-Thr17,
2:500; Badrilla) y fosfo-Ser16-PLN (P-Ser16, 2:500; Millipore). Se utilizé la deteccion de
GAPDH (1:10000; Santa Cruz Biotechnology) como control de carga.

En particular, para la deteccién de la forma fosforilada del receptor de RyR2 en el sitio
Ser2814 se llevé a cabo del siguiente modo: 120 pg de proteinas con un volumen
apropiado de buffer se muestra se separaron en geles de poliacrilamida-SDS
preparados segun la técnica de Laemmli (Laemmli UK 1970), utilizando un porcentaje
de acrilamida de 3% para el gel apilador y 6% para el gel separador. La corrida
electroforética transcurrié a voltaje constante de 120V. Los geles se transfirieron a
membranas de PVDF (transferencia humeda a 25 V y a 4°C durante 15 hs); luego las
membranas se bloquearon con buffer TBS-5% leche descremada y 0,1% Tween 20
durante 1 hora y se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario contra el
RyR2 fosforilado en Ser2814 (P-Ser2814, 1:5000; Badrilla).

A continuacién se usaron anticuerpos secundarios conjugados para verificar la
inmunoreactividad. Las bandas se visualizaron mediante un kit de detecciéon de
guimioluminiscencia basado en peroxidasa (ECL, Immobilon Western Millipore)
utilizando un sistema de imagenes Chemidoc Station. La intensidad de la sefial de las
mismas en las inmunotransferencias se cuantificé mediante densitometria utilizando el
software Image J (NIH, EE.UU.).

11. Reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real

La expresion de ARNm del péptido natriurético cerebral (BNP) y de nNOS se evalud
mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en
tiempo real y se normalizaron a GAPDH siguiendo el procedimiento descrito
previamente (Garciarena CD y col. 2009). En resumen, se aislé el ARN total del tejido
cardiaco de raton usando Trizol TM Reagent (Invitrogen). El ARN (0.8 ug) se transcribio
de forma inversa usando la transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen). Se utilizé una
dilucion del ADNc resultante para cuantificar el contenido relativo de ARNm mediante
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PCR en tiempo real (sistema de deteccién de PCR en tiempo real iCycler iQ, Bio-Rad)
usando primers apropiados y SYBR Green como sonda fluorescente. Se disefiaron los
siguientes primers, utilizando el software Primer3: 5'-GCTGTAACGCACTGAAGTTGT-3'
(directo) 'y  5'-TCAAAGGTGGTCCCAGAGCT-3' (inverso) para BNP; 5'-
CAACAGCGTCTCCTATTC-3"' (directo) y 5'-CGAAGACTGAGAACCTCACATT-3' (inverso)
para nNOS; 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3' (directo) y 5'-TGCTTCACCACCTTCTTGATG-
3' (inverso) para GAPDH,; utilizados para la medicidn de la expresion génica.

12. Reactivos y drogas

Todos los farmacos utilizados en el presente estudio fueron reactivos analiticos. El
factor de crecimiento recombinante de tipo 1 de insulina de ratén (IGF-1, 10 nM, n?
Cat PMGO0075 de Gibco by Life Technologies); el antagonista del IGF-1R (AG-1024, 100
nM, n2 Cat sc-205907 de Santa Cruz Biotechnology); el inhibidor de AKT (MK-2206, 500
nM, n2 Cat #51078 de Selleck Chemicals); el inhibidor de CaMKIl o (KN-93, 2.5 uM, n?
Cat 422708 de Calbiochem); el inhibidor de la nNOS o nitroguanidina (NG, 240 nM, n?
Cat 490070 de Calbiochem); el inhibidor de las NOS o éster metilico de nitro-1-arginina
(L-NAME, 2.5 mM, n? Cat N5751 de Sigma); la colagenasa tipo Il (300 U/ml, de
Worthington Biochemical); el donante de NO (SNAP, 1 uM, n2 Cat N2 3398 de Sigma);
el indicador sensible a Ca®* (Fura-2 AM, 10 uM, n2 Cat F1221); y el indicador
fluorescente de NO (Diacetato DAF-FM, 5 uM, n? Cat D23844 de Thermo Fisher
Scientific). KN-93, MK-2206, AG-1024, Fura-2 AM y DAF-FM se diluyeron en DMSO
(concentracion final < 0.01%).

13. Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como media + error estandar. Para comparar grupos de
valores con n (nimero de células cardiacas) o N (niUmero de corazones) >4, se utilizd
test de Student en caso de dos muestras, y el analisis de varianza (ANOVA) seguido por
el post-test de Newman-Keuls para comparar mds de dos muestras. Cuando los grupos
de valores tuvieron un n/N < 4 se los analizd por test estadisticos no paramétricos,
Mann-Whitney o Krustal-Wallis seglin correspondia. En todos los casos se consideré un
valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.
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RESULTADOS



1. ElIGF-1 produce un efecto inotrépico y lusitropico positivo por un mecanismo
dependiente de oxido nitrico y CaMKIl en cardiomiocitos ventriculares
aislados de raton

En primer lugar, se evalué el efecto agudo del IGF-1 sobre la amplitud del
acortamiento de cardiomiocitos ventriculares aislados de ratén, marcapaseados para
contraerse a 0.5 Hz. La perfusién de los miocitos con IGF-1 (10 nM) aumentd la
amplitud de acortamiento celular, alcanzando su mdaximo a los 15 min de incubacidn,
tal como se puede apreciar en los registros tipicos y resultados promedio mostrados
en las figuras 18 A y B. Consistentemente, el aumento de la contractilidad o efecto
inotrépico positivo (EIP) se previno por la inhibicién del receptor de IGF-1 (IGF-1R) con
AG-1024 (100 nM), asi como de la quinasa AKT con MK-2206 (500 nM). Para dilucidar
el mecanismo subcelular involucrado, y siendo que las NO sintasas (NOS) son blancos
bien reconocidos de AKT, se examind el efecto de IGF-1 sobre el acortamiento celular
no sélo en presencia de L-NAME (2.5 mM), un inhibidor no selectivo de todas las
isoformas de las NOS, sino también luego del bloqueo especifico de la isoforma
neuronal de NOS (nNOS o NOS1) con nitroguanidina (NG, 240 nM). Bajo estas
condiciones experimentales, la respuesta inotrépica positiva de IGF-1 se atenud
significativamente. Por otra parte, se obtuvieron resultados similares cuando la
CaMKll, blanco recientemente reconocido del NO, se inhibié utilizando el agregado de
KN-93 (2.5 uM). De esta manera, no solo se demuestra que IGF-1 promueve un EIP en
cardiomiocitos ventriculares de ratdén adulto, sino que a su vez requiere de la
activacion de la nNOS y de CaMKII.
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Figura 18. El IGF-1 produce un efecto inotrépico positivo (EIP) que depende de la activacion de nNOS y
CaMKiIl. A. Registros representativos de acortamiento celular en funcién del tiempo de cardiomiocitos
aislados, mostrando el efecto de IGF-1 (10 nM) en ausencia y presencia del antagonista del receptor de
IGF-1, AG-1024 (AG); del inhibidor de AKT, MK-2206; del inhibidor nNQOS, nitroguanidina (NG); y del
inhibidor de CaMKIll, KN-93. A la derecha de cada registro continuo, se muestran superpuestos los
registros de acortamiento celular individuales antes (a) y después (b) del tratamiento con IGF-1. B.
Resultados promedio de acortamiento celular para todos los grupos experimentales expuestos a IGF-1 a
los 15 min. *Indica p<0.05 vs todos los grupos, ANOVA.



Como se puede observar en le figura 19, ninguno de estos inhibidores afecta la
contractilidad basal cuando se afaden en ausencia de IGF-1. Las células control no
tratadas con IGF-1, no mostraron cambios significativos en la amplitud de
acortamiento celular durante el mismo periodo experimental que las que fueron
expuestas a IGF-1.

140-
120+
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Acortamiento celular a los
15 min (% del valor basal)

N B O O
o o 0 o o
1 1 1 1 1

Figura 19. Efecto de los inhibidores farmacoldgicos, en ausencia de IGF-1, sobre el acortamiento
celular respecto del valor basal. El nimero de células n y de corazones (N) para cada grupo
experimental se representa dentro de las barras.

Por otra parte, para evaluar el efecto del IGF-1 sobre la relajacién o la respuesta
lusitropica medimos el tiempo hasta la mitad de la relajacion celular (figura 20). Como
se muestra en los resultados promedio, la exposicion con IGF-1 durante 15 min
produjo una disminucién de este parametro, es decir, promovié la aceleracion de la
relajacién cardiaca, que pudo ser prevenido con el agregado de los distintos
inhibidores para IGF-1R, AKT, NOS, nNOS y CaMKII (AG, MK-2206, L-NAME, NG y KN-
93, respectivamente).
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Figura 20. El IGF-1 produce un efecto lusitrépico positivo (ELP) dependiente de la activacion de nNOS y
CaMKIl. Resultados promedio del tiempo al 50% de la relajacion (ti2) para todos los grupos
experimentales expuestos a IGF-1 durante 15 min. La linea punteada corresponde al valor del tiempo a la
mitad de la relajacion para el grupo control. El numero de células n y de corazones (N) para cada grupo
experimental se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs todos los grupos, ANOVA.

Ademads, como se visualiza en la figura 21, los inhibidores farmacoldgicos no afectaron
el valor basal de este parametro (t12) a lo largo del protocolo experimental.
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Figura 21. Los inhibidores farmacoldgicos sin el agregado de IGF-1 no afectaron el tiempo a la mitad
de la relajacion respecto del valor basal. Los inhibidores farmacoldgicos por si solos, en ausencia de IGF-
1, no tuvieron efecto sobre el tiempo al 50% de la relajacion (ti/2). El numero de células n 'y de corazones
(N) para cada grupo experimental se representa dentro de las barras.
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Los resultados parciales de estos experimentos indican que el tratamiento agudo con
IGF-1 promueve una respuesta inotrdpica y lusitrépico positiva (EIP y ELP,
respectivamente), por un mecanismo que depende de la activacion de nNOS y de la
CaMKIl en cardiomiocitos aislados de ratdn.

2. El IGF-1 estimula la produccion de dxido nitrico por nNOS de manera
independiente de CaMKII

Por otra parte, para confirmar que el IGF-1 promueve el aumento de NO en
cardiomiocitos aislados de ratén adulto, se evalué la producciéon de NO por
epifluorescencia utilizando el indicador sensible a NO, DAF-FM. Los cambios
registrados en la fluorescencia son considerados como una medida del cambio de NO
intracelular. La figura 22A muestra imagenes representativas de miocitos cargados con
DAF-FM. La perfusion de los cardiomiocitos con IGF-1 aumentd la sefial fluorescente
dependiente de NO, efecto que se atenué significativamente por el bloqueo de IGF-1R,
AKT, NOS y nNOS, con AG-1024, MK-2206, L-NAME y NG, respectivamente. Los
resultados promedio de estos experimentos mostrados en la figura 22B sugieren que la
nNOS es la principal isoforma involucrada en la sintesis de NO inducida por la
administracion aguda de IGF-1, de manera dependiente de AKT. Por otra parte, la
inhibicién de CaMKIl no previno el aumento de la produccién de NO dependiente de
IGF-1, lo que demuestra que, si el NO y CaMKIl fueran componentes de la misma
cascada, CaMKIl deberia estar en un eslabdn posterior al NO en la cadena de
sefalizacion.
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Figura 22. El IGF-1 estimula la produccion de NO en cardiomiocitos de raton adulto de manera
dependiente de la isoforma nNOS. A. Imdgenes representativas de los cardiomiocitos cargados con el
indicador fluorescente DAF-FM sensible al NO y expuestos a IGF-1 en ausencia o presencia de los
diferentes inhibidores. B. Resultados promedio del curso en el tiempo de la fluorescencia de DAF-FM
durante 15 min de incubacion con IGF-1 para los diferentes grupos experimentales. El aumento en la
fluorescencia de DAF-FM inducido por IGF-1 no se previno con el agregado del inhibidor de CaMKIl, pero
si con la adicion de los bloqueantes de IGF-1R, AKT, NOS y nNOS (AG-1024, MK-2206, L-NAME y NG,
respectivamente). El numero de células n y de corazones (N) para cada grupo experimental se detallan

dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs los valores basales inmediatamente antes de la administracion de
IGF-1, ANOVA.
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Por su parte, como se desprende de los resultados promedio de fluorescencia de DAF-
FM de la figura 23, la sintesis basal de NO no se modificé por el uso de diferentes
inhibidores farmacolégicos especificos en ausencia del agregado exégeno de IGF-1.

(% del valor basal)

Fluorescencia de DAF-FM
a los 15 minutos

Figura 23. Los inhibidores farmacoldgicos por si solos no tuvieron efecto sobre la fluorescencia de DAF-
FM respecto del valor basal. Los inhibidores farmacoldgicos utilizados no afectan la produccion
intracelular de NO de cardiomiocitos aislados de raton, en ausencia de IGF-1. El numero de células n y de
los respectivos corazones (N) para cada grupo experimental se detallan dentro de las barras.

Estos resultados demuestran que la administracién aguda de IGF-1 en cardiomiocitos
aislados de ratén adulto estimula, de manera dependiente de AKT, la produccién de
NO mediada por la nNOS. Ademas, los resultados muestran que la CaMKIl no
participaria en la sintesis de NO inducida por IGF-1.

3. Via de senalizacion inducida por IGF-1 en corazones perfundidos de raton

Para una mejor caracterizaciéon de los resultados mostrados, realizamos ensayos
bioguimicos en homogenatos de corazones perfundidos de ratén, mediante la técnica
de inmunodeteccion o Western Blot (WB). Estos experimentos ilustrados en la figura
24, muestran que el IGF-1 promueve la fosforilacién de residuos o sitios especificos
que conducen a la activacién de AKT y nNOS (o NOS1) a través de un mecanismo
dependiente de IGF-1R (figura 24 Ay B, respectivamente).

74



A B

60 kDa = [w — P-AKT 160 kDa = | s wuu | P-NOS1
36 kDa = |wwss o sl GAPDH 36 kDa = |wws s | GAPDH
250 - 600 -
— * =
é? cal 52 400
- < ¥ -
< S . c
og 0 93
| -
g 2 100 S £ 200-
ol 50- T
0 0
‘O
O& o)
¢ (é)

Figura 24. El IGF-1 aumenta la actividad de AKT y nNOS. Fotografias de los westerns blots
representativos y los datos promedios que muestran que IGF-1 induce tanto la fosforilacion de AKT (A)
como la nNOS (NOS1) (B), a través de un mecanismo dependiente del receptor de IGF-1 (IGF-1R). La
normalizacion de la carga se realizé con la medicion de la expresion GAPDH. El nimero de corazones N

evaluados en cada grupo experimental se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs todos los
grupos, ANOVA.

Por otra parte, para examinar si un aumento de la transcripcién de nNOS también
contribuye a la produccién incrementada de NO, se cuantificd la abundancia de su ARN
mensajero (ARNm) por retrotranscripcion seguido de una reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), asi como de la expresién de la proteina total especifica medido
por WB. Como se observa en la figura 25 A y B, el IGF-1 no afectd la expresion de la
nNOS, sugiriendo que el aumento en la produccion de NO inducida por IGF-1 seria
debido a una modificacion post-traduccional de la enzima y no a un incremento en su
expresion.
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Figura 25. El tratamiento agudo con IGF-1 no modifico la expresion de nNOS. La abundancia del ARNm
de NOS1 (nNOS) se cuantificé por RT-PCR en tiempo real demostrando que el IGF-1 no regula esta
enzima mediante un cambio en su expresion (A). Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
expresion de la proteina NOS entre los distintos grupos experimentales (B). El numero de corazones N
evaluados en cada grupo se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs todos los grupos, ANOVA.

Para una mayor comprension de la cascada de sefializacién subyacente al EIP y ELP del
IGF-1, se evalué la activacion de CaMKIl mediante la determinacion de su
autofosforilacion y la fosforilacién de su sustrato especifico, el residuo Thr17 de PLN. El
IGF-1 aumentd significativamente la fosforilacion de ambas proteinas, efecto que fue
cancelado no sélo por el bloqueo de IGF-1R con AG sino también por la inhibicién de
nNOS (NOS1) con NG (figura 26 A y B). Por otra parte, no se encontraron diferencias
significativas en la fosforilacion del residuo Ser2814 de RyR2 (figura 26C), otro blanco
reconocido de CaMKIl, lo que sugiere que el EIP y ELP seria independiente de una
modificacién en la actividad del RyR2. Bajo estas condiciones experimentales, tampoco
se detectaron diferencias significativas en la fosforilacién de Ser16 de PLN (figura 26D),
blanco de PKA. De esta manera, la adaptacion contrdctil inducida por IGF-1 tampoco
seria dependiente de la actividad de PKA.

76



A B

50 kDa | w— ~ | P-CaMKII 25 kDa [ s P-Thr17
(PLN)

200+

w
S
>

N

(=4

(=}

1
—_
(4]
(=]
1

P-CaMKII/GAPDH
(% vs control)
P-Thr17-PLN/GAPDH
(% vs control)
=
<

1004 i
50+ \
0 0 T
& & &
P c®

C D

565kDa| == == o o~ |P-Ser2814  25kDa —

(RyR) (PLN)

36 kDa GAPDH 36 kDa b*' GAPDH

- 1507 150+
g a
L ~ o -~
Q9 <o
& £1007 o 5100
c
> 0 Z 0
x o 3 o
32 s 8
@°\° 504 T 2 504
3 q
a
0 0
)
) )
o s

Figura 26. El IGF-1 activa CaMKIl de una manera dependiente de nNOS y mejora el manejo de Ca?* del
RS. Western blots representativos y resultados promedios que muestran el efecto de IGF-1 sobre la
fosforilacion de CaMKIl (A), treonina 17 de PLN (Thr 17-PLN) (B) y serina 2814 del RyR2 (Ser2814-RyR2)
(C), ambos sustratos especificos de CaMKill, y serina 16 de PLN (Ser16-PLN) (D); en ausencia y presencia
de AG-1024 (AG) y nitroguanidina (NG). IGF-1 aumentdé P-CaMKIl y P-Thr17-PLN, sélo en ausencia de AG
o NG. Ademads, no se observaron diferencias en P-Ser2814-RyR2 y en la fosforilacion del blanco especifico
de PKA, Ser16 de PLN. El nimero de corazones N evaluados para cada grupo experimental se representa
dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs todos los demds grupos, ANOVA.
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Los resultados que muentran que la activacién de CaMKIl por IGF-1 puede ser
prevenida al inhibir la nNOS (figura 26A), sumados a los observados en la figura 22 que
evidencian que un aumento en la sintesis de NO inducida por IGF-1 no se previene al
inhibir a la CaMKII, sugieren que la produccién citosdlica de NO y la activacion de
CaMKIl corresponden a la misma cascada de sefializacion intracelular disparada por
IGF-1, participando CaMKII corriente abajo del aumento de NO.

Para confirmar la capacidad del NO para activar a CaMKII, examinamos el efecto del
donante de NO (SNAP) sobre la actividad de la quinasa.

Mediante experimentos bioquimicos de homogenatos de corazones murinos
perfundidos con el agregado de 1 uM del donante de NO (SNAP) se pudo corroborar el
aumento significativo en la fosforilacidon de la quinasa y la de Thr17-PLN, evidenciando
la activacién directa de CaMKIl por NO en estas condiciones (figura 27 A y B,
respectivamente).
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Figura 27. Efecto directo del donante de NO sobre la actividad de CaMKIl en corazones perfundidos.
Western blots representativos y resultados promedios que muestran el efecto de donante de NO (SNAP)
sobre la fosforilacion de CaMKIl (A) y de su blanco especifico en PLN, el residuo treonina 17 (Thr 17-PLN)
(B) en corazones perfundidos. La fosforilacion de CaMKIl y Thr17-PLN se incremento con el agregado del
donante de NO (SNAP). El numero de corazones N para cada grupo experimental se representa dentro de
las barras. *Indica p<0.05, t-test entre ambos grupos.
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4. Rol critico de CaMKIl en la respuesta contractil inducida por IGF-1 en
cardiomiocitos de ratones transgénicos

A fin de confirmar la participacién de CaMKIl en el EIP y ELP del IGF-1, se realizaron
experimentos en cardiomiocitos aislados de ratones transgénicos de la cepa AC3-I, que
expresan un péptido inhibidor de la quinasa exclusivamente en el corazén, y de
ratones controles AC3-C que expresan un péptido desordenado del inhibidor de
CaMKIl (scrambled). Como se muestra en los registros representativos de
acortamiento celular en la figura 28A, el tratamiento agudo con IGF-1 aumento la
amplitud del acortamiento celular (resultados promedio en B) y la velocidad de
relajacién, medida como el tiempo que dura en llegar a la mitad de este periodo
(resultados promedio en C) en los cardiomiocitos aislados de ratones AC3-C, mientras
que este efecto no se observd en las células cardiacas de ratones AC3-l. Estos
resultados sustentan el hecho de que el IGF-1 requiere de la activaciéon de CaMKII para
inducir el aumento de la respuesta inotrdpica y lusitrépica.
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Figura 28. La expresion de un péptido inhibidor de CaMKIl previene el EIP y el ELP del IGF-1. Los
registros tipicos de acortamiento celular (A) y los resultados promedios (B) muestran que el efecto
inotropico positivo de IGF-1 estd presente en cardiomiocitos aislados de ratones transgénicos AC3-C
control y ausentes en miocitos que expresan el péptido inhibidor de CaMKII (cepa AC3-1). Por su parte, en
los miocitos AC3-C se redujo el tiempo al 50% de la relajacion (ti/z); no asi en los miocitos AC3-I (C). El
numero de células n de sus respectivos corazones (N) para cada grupo experimental se representa dentro
de las barras. *Indica p<0.05 vs el grupo control (ausencia de IGF-1) para cada cepa, prueba t.



5. El IGF-1 aumenta el contenido de CaZ* en el reticulo sarcoplasmaético y la
amplitud y velocidad de relajacién del transitorio de CaZ* en cardiomiocitos
aislados de ratén

Dado que se espera que la fosforilacion de PLN dependiente de CaMKIl aumente la
actividad de la bomba de Ca?* del reticulo sarcopldsmico (SERCA2a), incrementando la
velocidad de retoma y el contenido de Ca?* del RS, y como resultado, el transitorio de
Ca?*, se examiné en miocitos aislados cargados con el indicador fluorescente sensible a
Ca?* (Fura-2), la amplitud y el tiempo al 50% de la caida de los transitorios de Ca?* (t1/2)
expuestos a IGF-1. Tal como se observa en los registros representativos de las
mediciones de Ca%*i en la figura 29A, el IGF-1 promovid un aumento significativo de la
amplitud del transitorio de Ca?*, y redujo la velocidad de caida del transitorio de Ca?*
(figura 29 By C, respectivamente). Ademds, se evalué el contenido de Ca®* a través de
la administracion de un pulso de cafeina (10 mM). La cafeina produce la liberaciéon
completa del contenido de Ca?* del RS, siendo la amplitud del transitorio de Ca?*
inducido por cafeina un indice de la carga de Ca?* del RS. Como se puede observar en
la figura 29A y en los resultados promedio de la figura 29D, el IGF-1 aumentd la
amplitud del transitorio de Ca?* inducido por cafeina. Ademds, estos efectos se
previnieron por el agregado de inhibidores especificos para IGF-1R, nNOS y CaMKII con
AG, NG y KN-93 respectivamente.
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Figura 29. Efecto del IGF-1 sobre el transitorio de Ca* y el contenido de Ca** del RS. Registros
representativos (A) y resultados promedio mostrando el efecto de IGF-1 sobre la amplitud y el tiempo al
50% (t1/2) de relajacion del transitorio de Ca?*(B-C), y sobre la amplitud del transitorio Ca?* inducido por
cafeina (D), para cada grupo experimental, respectivamente. Efecto del IGF-1 sobre el contenido de Ca**
del SR determinado por la amplitud del transitorio Ca?* inducido por la cafeina. En los registros tipicos se
indica el pulso de cafeina o cafeinazo con una flecha. El nimero de células n y de corazones N, para cada
grupo experimental se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs todos los grupos, ANOVA.
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6. El papel de CaMKIl en la adaptacién cardiaca al ejercicio fisico aerébico en
ratones sometidos a una rutina de natacion

Habiendo demostrado el papel clave desempenado por la CaMKIl en el EIP y ELP de
IGF-1 en los cardiomiocitos aislados, se explord su rol en el desarrollo de HC fisiolégica
en corazones de ratones silvestres C57 (WT) y ratones transgénicos con CaMKII
inhibida (AC3-1). Para llevar a cabo este objetivo, los ratones fueron sometidos a 6
semanas de entrenamiento aerdbico por una rutina de natacién. Al final de este
periodo, se evalué la masa cardiaca a través del cociente entre el peso del corazény la
longitud de la tibia (PC/LT) y del indice de masa ventricular izquierda (IMVI)
determinado por ecocardiografia. En la figura 30 se muestra que los corazones de
ratones sometidos al ejercicio, tienen aumentados los indices de hipertrofia (PC/LT e
IMVI, en Ay B respectivamente). Ademas, en el panel C de la figura 30, se analizaron
cortes histoldgicos del miocardio constatando el aumento del tamafio de los
cardiomiocitos evaluado por el area de seccidén transversal (CSA), sin la presencia de
fibrosis (% de coldgeno intersticial); caracteristica propia de la HC fisiolégica. Por otro
lado, como se muestra en la figura 30D, no se observaron diferencias significativas en
la expresion génica del péptido natriurético cerebral (BNP) entre los ratones
sedentarios (Sed) y nadadores (Nad), cuya sobreexpresién es un marcador molecular
de HC patoldgica. Finalmente, por mediciones ecocardiograficas, los corazones de los
de los ratones nadadores mostraron un aumento en el porcentaje de la fraccion de
acortamiento (%FA) en comparacién con los ratones sedentarios (figura 30E).
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Figura 30. El protocolo de ejercicio indujo el desarrollo de HC fisiologica y la adaptacion contrdctil en
ratones WT nadadores. El ejercicio crénico promovid la HC en ratones WT, como lo revela un aumento
significativo en la relacién entre el peso cardiaco y la longitud de la tibia (PC/LT; A), el indice de masa
ventricular izquierda (IMVI; B). Tal como se puede observar en las imdgenes representativas de los cortes
histoldgicos transversales del VI para ambos grupos, el aumento del drea de seccion transversal de los
cardiomiocitos y la ausencia de fibrosis medida como el % de coldgeno intersticial, confirmo la
naturaleza fisioldgica de este aumento de masa cardiaca (C), sin cambios en la expresion miocdrdica del
BNP, un marcador molecular de la HC patoldgica (D). Por su parte, el ejercicio condujo a un incremento
de la contractilidad cardiaca evidenciado en el aumento de la fraccion de acortamiento, medido por
ecocardiografia (al igual que el IMVI) (E). El numero de corazones N evaluados en cada grupo
experimental se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05, t-test entre ambos grupos.
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Por su parte, en homogenatos de estos corazones se determiné el estado de
fosforilacion de AKT, CaMKII, del sitio Thrl7 de PLN, hallando un incremento
significativo en estos pardmetros en los corazones de ratones sometidos a ejercicio
(figura 31). Sin ambargo, la fosforilacién de Ser2814 de RyR2 no se modificé en los
ratones nadadores (Nad) en comparacién con los sedentarios (Sed).
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Figura 31. Activacion de la via de senalizacion mediada por CaMKIl e inducida por la rutina de
entrenamiento en ratones WT. Western blots representativos y resultados promedios que muestran el
efecto del ejercicio en la fosforilacion de AKT, CaMKIl, Thr17-PLN y Ser2814-RyR2. El numero de
corazones (N) evaluados en cada grupo se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05, t-test entre
ambos grupos.



Tomados en conjunto, los resultados presentados en las figuras 30 y 31 muestran,
similar a lo observado en cardiomiocitos aislados tratados en forma aguda con IGF-1
que, un modelo crénico de ejercicio cursa con un aumento de la contractilidad
miocardica y de la activacion de la CaMKII (ver figuras 18 y 26).

Para examinar en mayor profundidad la participacion de la CaMKIl en la HC fisioldgica
y en la adaptacién contractil asociada al ejercicio, se sometieron a ratones
transgénicos AC3-1 y AC3-C al mismo protocolo de entrenamiento de natacién que los
ratones WT. Como se observa en la figura 32, los ratones AC3-C nadadores (Nad)
tuvieron un aumento de la masa cardiaca indicada por la medicién del PC/LT (A) y en el
IMVI (B), con respecto a los sedentarios de la misma cepa (AC3-C Sed). Ademas, en
cortes histoldgicos del corazén, estos ratones AC3-C ejercitados mostraron mayor area
de seccion transversal de sus cardiomiocitos (C), sin cambios en la fibrosis intersticial
(D), comparado con los sedentarios. Por su parte, los ratones AC3-I mostraron un
comportamiento similar en estos pardmetros. Estos resultados sugieren entonces que
el entrenamiento fisico induce el desarrollo de HC fisioldgica, sin embargo, la CaMKII
no estaria involucrada en este aumento de la masa cardiaca frente al ejercicio
sostenido.
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Figura 32. La HC fisioldgica inducida por la rutina de natacion no depende de la activacion de CaMKII.
Los ratones transgénicos que expresan un péptido inhibidor de CaMKIl (cepa AC3-1) desarrollaron
hipertrofia cardiaca fisioldgica cuando se sometieron al entrenamiento de natacion de manera similar a
sus correspondientes controles, ratones AC3-C (que expresan un péptido desordenado de CaMKIl), como
se indica por el aumento de la relacion del peso del corazdn sobre la longitud de la tibia (PC/LT; A), en el
indice de masa ventricular izquierda (IMVI; B) y en el drea de la seccion transversal de los cardiomiocitos
(C) sin un aumento en el coldgeno intersticial (D). El nimero de corazones (N) evaluados en cada grupo
se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05 vs los corazones de los ratones sedentarios para cada
cepa, prueba t.
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Para confirmar la activacion de la CaMKIl inducida por ejercicio, en homogenatos de
corazones de ratones transgénicos AC3-C y AC3-l se evalud la fosforilacion de la
quinasa, de sus blancos especificos en Thrl7 de PLN y Ser2814 de RyR2, y el sitio
especifico de PKA en PLN (Serl6). Como se puede observar en la figura 33, en los
corazones de los ratones AC3-C nadadores (AC3-C Nad) se muestra un aumento de la
actividad de CaMKIl, como asi tambien la fosforilacién de su sustrato especifico a nivel
de PLN (Thr17). Sin embargo, no se encontré un incremento en el sitio Ser2814 del
RyR2, otro blanco de CaMKII. A su vez, tampoco se encontraron modificaciones en el
blanco de PKA (Serl6 de PLN) de estos ratones. En contraste, y como era de esperar,
en los corazones de los ratones AC3-l no se observaron aumentos en la actividad de
CaMKIl ni de la fosforilacion de sus blancos en PLN y RyR2 (Thrl7 y Ser2814,
respectivamente).
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Figura 33. Efecto del ejercicio sobre la actividad de la CaMKiIl y la de sus blancos especificos en ratones
WT y transgénicos. Western blots representativos y resultados promedios que muestran que el ejercicio
indujo el aumento en la fosforilacion de CaMKIl y Thr17-PLN para los ratones transgénicos AC3-C, sin
cambios en los AC3-I. La fosforilacion en Ser2814 de RyR2 y Serl6 de PLN no se vid alterada con el
ejercicio en ambas cepas de ratones transgénicos. El nimero de corazones (N) evaluados en cada grupo
se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05, t-test vs grupos controles.

Posteriormente, como se muestra en la figura 34A por ecocardiografia se detectd un
aumento en la fraccion de acortamiento en los corazones de ratones AC3-C nadadores
(AC3-C Nad) respecto a los controles sedentarios (AC3-C Sed); mientras que en
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miocitos aislados de estos ratones AC3-C Nad se encontré un incremento en el
acortamiento celular (B) y una disminucién en el tiempo a la mitad de la relajacion (C),
comparado con los ratones AC3-C Sed. Por otro lado, en los ratones AC3-lI no se
obtuvieron cambios en estos parametros (Sed vs Nad), apoyando la hipétesis de que la
activacion de CaMKIl seria clave en la respuesta inotrdpica y lusitrépica, tal como se
observo en los experimentos en miocitos WT perfundidos con IGF-1.
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Figura 34. Papel destacado de CaMKIl para la adaptacion contrdctil inducida por el ejercicio. A-B.
Resultados promedios del % de acortamiento fraccional y celular que muestran que el ejercicio aumenta
la contractilidad cardiaca en los ratones transgénicos AC3-C nadadores (AC3-C Nad), sin cambios en los
AC3-I ejercitados (AC3-1 Nad). C. Ademds, el protocolo de natacion condujo a una aceleracion de la
relajacién, medida como el tiempo al 50% de la relajacion (ti/2) en los miocitos aislados de ratones AC3-C
Nad, sin modificaciones en los AC3-I Nad. El numero de células n y de corazones (N) para cada grupo
experimental se representa dentro de las barras. *Indica p<0.05, t-test vs grupos controles.
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El entrenamiento fisico es una propuesta consolidada para reducir los factores de
riesgo cardiovascular, que en los ultimos afios, ha surgido como una estrategia
prometedora tanto para el tratamiento de pacientes con enfermedades
cardiovasculares, como para mejorar su calidad de vida (Kokkinos P y Myers J 2010;
Manson JE y col. 2002; Wislgff U y col. 2007). Varios estudios en modelos
experimentales han demostrado su capacidad no sélo para revertir el remodelado
cardiaco patoldgico, sino también para recuperar el manejo de Ca?* anormal y mejorar
la contractilidad (Garciarena CD y col. 2009; Gielen S y col. 2010). Ademas, Hambrecht
y col. publicaron el primer estudio que proporciona evidencia de una mejora en la
fraccién de eyeccién y una reduccidon del diametro diastdlico final del ventriculo
izquierdo (DDVI) en pacientes con miocardiopatia isquémica dilatada luego de un
periodo de entrenamiento fisico (Hambrecht R y col. 2000). M3s tarde, estos hallazgos
fueron corroborados en pacientes con IC crénica estable, en los que el entrenamiento
fisico sostenido atenud el remodelado anormal del miocardio (Giannuzzi P y col. 2003).

Los aspectos beneficiosos del ejercicio para la salud y el corazén en particular, son
ampliamente reconocidos. Por lo tanto, es importante identificar los mecanismos
moleculares por los cuales el corazén se adapta al ejercicio regular, que aun no han
sido dilucidados completamente. Al comprender los mecanismos naturales e innatos
por los cuales el corazén normal es remodelado con el ejercicio fisico, se podria
obtener el conocimiento necesario para disefar estrategias terapéuticas que permitan
sanar un corazén enfermo. Ademds, se deben buscar alternativas al ejercicio para
tratar a aquellos pacientes con problemas cardiacos que no quieran o no puedan hacer
ejercicio regularmente. Esto podria lograrse mediante enfoques farmacoldgicos que
apunten a gatillar las vias de sefalizacién beneficiosas activadas por el entrenamiento
fisico, con el objetivo de alcanzar un nuevo paradigma denominado “ejercicio en una
pildora” (Goodyear LJ 2008; Richter EA y col. 2008).

La adaptacion cardiaca al ejercicio aerdbico crénico conduce, entre los eventos
principales, al desarrollo de HC fisioldgica y a una mejora de la funcién contractil. Los
antecedentes sefialan que la liberacidn de IGF-1 con la consecuente activacién de la via
PI3K/AKT son sucesos criticos en la génesis de la HC fisioldgica (Catalucci D y col. 2008;
Kim SJ y col. 2008, Ellison GM y col. 2012).

El papel clave desempefiado por el IGF-1 en la respuesta hipertréfica inducida por el
ejercicio fisico, ha sido ampliamente demostrado en diferentes modelos
experimentales por varios grupos de investigacion. En este contexto, los ratones
transgénicos KO-especificos para el IGF-1R (IGF-1R-KO) no desarrollan HC en respuesta
a 5 semanas de entrenamiento de natacién, como si lo hacen sus controles WT (Kim J y
col. 2008). Por otra parte, la inhibicion o delecién genética de PI3K o AKT previene la
HC fisiolégica, apoyando un papel clave para esta via de sefializacién en la estimulacién
del crecimiento cardiaco en respuesta al ejercicio fisico (De Bosch B y col. 2006;
McMullen JR y col. 2003; McMullen JR y col. 2004; O'Neill BT y col. 2007). En contraste,
el papel del IGF-1 en la mejora contractil vinculado con el ejercicio ha sido poco
estudiado.

92



1. ElIGF-1 produce un EIP y ELP por un mecanismo dependiente de NO y CaMKIlI
en cardiomiocitos ventriculares aislados de raton

Para comenzar a dilucidar los mecanismos subyacentes a la mejora de la funcidn
cardiaca contractil asociada al ejercicio, se estudié el efecto del IGF-1 sobre Ia
contractilidad en miocitos aislados de ratdén.

Es importante destacar que, a la fecha, no son uniformes las evidencias respecto a las
consecuencias inotrépicas del IGF-1 en el miocardio (Kinugawa S y col. 1999; Ren J y
col. 1998; Ren J y col. 1999; von Lewinski D y col. 2003; Li Qy col. 2007). Sin embargo la
mayoria de los autores propone que este agente pro-hipertréfico promueve un
aumento en la contractilidad cardiaca vinculado a la activacion de la via AKT (Freestone
NS y col. 1996; Kim SJ y col. 2008; Ellison GM vy col. 2012). La discordancia principal
entre estos estudios radica en el mecanismo de transduccién de sefiales por el cual el
IGF-1 causa sus efectos inotrépicos en el musculo cardiaco. Un trabajo realizado en
cardiomiocitos insuficientes de humanos, indica que el IGF-1 induce un EIP mediado
por un incremento del Ca?*i. Este resulta como consecuencia de una mayor amplitud
de la ICa, y del funcionamiento en modo reverso (introduciendo Ca?*) del NCX
secundario a la sobrecarga de Na*i determinada por la hiperactividad del NHE-1 (von
Lewinski D y col. 2003). Por su parte, Li y col. proponen que la sobreexpresion crénica
de IGF-1 en el corazéon contribuye a mejorar la funcién contractil al aumentar la
retoma de Ca?* por el RS por una mayor expresion/actividad de la SERCA2a (Li Q y col.
2007). El grupo de Ren y col. demuestra en musculos papilares de ratas normotensas,
qgue el IGF-1 promueve un EIP dependiente de la edad mientras que no tiene ningln
efecto inotrépico en un modelo de ratas hipertensas (Ren J y col. 1999). Estos estudios
previos indican la necesidad de continuar explorando el efecto del IGF-1 sobre la
contractilidad cardiaca a fin de dilucidar el/los mecanismo/s de accién que conducen a
la respuesta contractil.

Los resultados presentados en la figura 18 de este trabajo de tesis, aportan claridad
respecto a este punto. En primer lugar, demuestran que el IGF-1 administrado en
forma aguda en cardiomiocitos aislados de ratén conduce a un EIP y ELP, evidenciado
por el aumento de la amplitud del acortamiento celular y de la aceleracion de la
relajacion, respectivamente. Ademas, mediante el agregado de un antagonista
especifico del IGF-1R (AG-1024), es posible cancelar el aumento de la respuesta
inotrdpica y lusitrépica, demostrando la especificidad del efecto.

Con respecto a los componentes subcelulares involucrados en el EIP/ELP del IGF-1 se
realizaron experimentos utilizando inhibidores farmacoldgicos especificos para
distintas moléculas implicadas en el manejo del Ca?*i.

Como ya fuera mencionado, la CaMKII juega un papel fisioldgico clave en el AEC a
través del ajuste fino de la maquinaria contractil. Regula, mediante fosforilacién, la
actividad de diversas proteinas que incluyen los LTCC, PLN, RyR2 y la SERCA2a
involucradas en el ciclado de Ca?*. En general, la fosforilacion de estos sustratos
aumenta la cinética y la amplitud del transitorio de Ca?*; (Maier LS y col. 2007). Asi
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también, la CaMKII ha sido propuesta como moduladora del EIP y ELP que se generan
por incrementos en el Ca%* al aumentar la frecuencia de estimulacion (Valverde C y
col. 2005; De Santiago J y col. 2002). En este sentido, existen evidencias previas que
sugieren que el IGF-1 también puede inducir la activacién de CaMKII (Carrasco L y col.
2014). Ademas, varios estudios proponen que la activacion de CaMKII seria necesaria
para la mejora de la contractilidad cardiaca inducida por el ejercicio fisico (Kemi OJ y
col. 2007; Kemi OJ y col. 2008; Stglen TO y col. 2009; Kaurstad G y col. 2012).

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran que la activacién de
CaMKIl inducida por el tratamiento agudo con IGF-1 seria esencial para la mejora de la
funcién contractil, ya que la inhibicién farmacoldgica (KN-93, figura 18) y genética
(ratones transgénicos AC3-I, figura 28) especifica de esta quinasa previene el EIP y ELP
en el modelo in vitro de cardiomiocitos ventriculares aislados. En ambos casos, ya sea
en presencia de KN-93 o en miocitos de ratones transgénicos AC3-l, se evita el
aumento de la amplitud del acortamiento celular y de la velocidad de relajacién
inducidos por IGF-1.

Por otro lado, estd ampliamente descripto que el NO es un regulador de la
contractilidad cardiaca. Muchos trabajos han demostrado el papel dual del NO en la
respuesta contrdctil de manera dependiente de su concentracién, conduciendo a un
aumento del inotropismo a bajos niveles, y a una disminucién de la contractilidad a
altas concentraciones (Vila Petroff MG y col. 1999; Kojda G y col. 1996). Existen
evidencias que vinculan al NO con el EIP inducido por IGF-1. Ren y col. describen que el
IGF-1, a través de las alteraciones en los niveles de NO intracelular, promueve un EIP
en musculos papilares y en miocitos aislados de ratas diabéticas (Ren J y col. 1998). En
este contexto es importante recordar que las NOS, enzimas responsables de la
produccién de NO, son sustratos reconocidos de la AKT que al fosforilarlas las activa
(Kawasaki K y col. 2003; Haynes MP y col. 2000; Curran J y col. 2014). A su vez, la AKT
forma parte de la via candnica de sefalizacion disparada por el IGF-1. Actualmente se
conoce que un mecanismo que subyace a los efectos cardioprotectores del ejercicio
fisico esta asociado con la produccion de NO mediada principalmente por la isoforma
nNOS (Roof SR y col. 2013; Wang B y col. 2017) que se localiza preferentemente en RS
(Xu KY vy col. 1999; Barouch LA y col. 2002). Diferentes trabajos sefialan que la nNOS
puede modular el AEC, ya sea regulando la actividad de los LTCC, de PLN o del RyR2
(Danson EJ y col. 2005; Wang H y col. 2008; Stoyanovsky D y col. 1997). Esta descripto
que la sefalizacion de nNOS contribuye a una contraccién mejorada y una relajacién
acelerada a través del aumento en el ciclado de Ca?* en el RS (Barouch LA y col. 2002;
Khan SA y col. 2003; Wang H y col. 2010). Respecto a la actividad de eNOS en el
cardiomiocito, se ha reportado recientemente que no es favorecida por el ejercicio, y
por lo tanto, no contribuiria a la cardioproteccidn en este tipo de respuesta adaptativa
o fisioldégica (Farah Cy col. 2016).

En funcion de los antecedentes descriptos, se evalué en el modelo in vitro la
participaciéon del NO en la respuesta contractil a IGF-1. Los resultados obtenidos y
presentados en la figura 18 de esta tesis, usando un inhibidor no selectivo de las NOS
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(L-NAME), demuestran el papel protagénico del NO en el EIP y el ELP del IGF-1. Una vez
corroborado el rol causal del NO en el efecto contractil, se examind cual/cuales eran
las isoformas de las NOS involucradas. La produccion de NO seria consecuencia de la
activacion especifica de la isoforma nNOS ya que en presencia de un inhibidor
farmacoldgico selectivo para la misma (NG) se cancelaron los efectos de IGF-1 sobre la
contractilidad. Un sustento adicional para este resultado es la localizaciéon de la
isoforma nNOS preferentemente en RS. Dado que los resultados fueron obtenidos
luego de tiempos breves de estimulacién con IGF-1 la contribucion de la isoforma iNOS
se considera sumamente improbable.

Por otra parte, un estudio de Kim y col. describe que el tratamiento crénico con IGF-1
aumenta la respuesta contractil y relajante mediada por un incremento en la actividad
de SERCA2a dependiente de AKT en cardiomiocitos aislados de rata (Kim SJ y col.
2008). La activacion y participacion de la AKT en la respuesta inotrdpica y lusitrdpica al
IGF-1 también se corrobora en esta tesis en los experimentos realizados en presencia
del inhibidor especifico de esta quinasa (MK-2206). Una vez mds, y como se muestra
en la figura 18, el EIP y el ELP inducido por IGF-1 no se evidencia en presencia de MK-
2206.

De esta manera, los resultados obtenidos en cuanto al efecto agudo del IGF-1 sobre la
contractilidad de los cardiomiocitos, sugieren que estaria mediado por la AKT a través
de un mecanismo dependiente tanto de la produccién intracelular de NO como de la
actividad de CaMKII.

2. El IGF-1 estimula la producciéon de 6xido nitrico por nNOS de manera
independiente de CaMKII

El IGF-1 estimula la sintesis de NO en diversos tejidos o tipos de células (Vetter U y col.
1988; Stromer H y col. 1996; Muniyappa R y col. 1997). Existen numerosas evidencias
indican que el ejercicio aerdbico, ademas de aumentar los niveles plasmaticos vy
cardiacos de IGF-1 y activar la via PI3K/AKT (De Bosch By col. 2006; McMullen JR y col.
2003; McMullen JR y col. 2004; O'Neill BT y col. 2007), cursa con un aumento de la
expresion de la nNOS, y consecuentemente, de la sintesis de NO (Roof SR y col. 2013;
Wang By col. 2017).

Sin embargo, si el IGF-1 administrado en forma aguda aumenta la produccién
intracelular de NO en cardiomiocitos aislados de ratén adulto alin no habia sido
estudiado. Sélo existe un trabajo publicado por Esberg y col. que compara los niveles
de NO, la expresion de eNOS y la actividad de las NOS inducida por IGF-1 en
cardiomiocitos ventriculares aislados de ratas de ambos sexos (Esberg LB y col. 2004).

En base a estos estudios previos, se explord si el IGF-1 administrado en forma aguda es
capaz de aumentar la produccién intracelular de NO en cardiomiocitos aislados de
ratén. Ademas, como ya fue demostrada la participacion de la isoforma nNOS en los
hallazgos sobre la contractilidad cardiaca se corroboré su contribucion en la sintesis de
NO.
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En este trabajo de tesis se demuestra que la perfusidon de cardiomiocitos aislados de
ratén adulto con IGF-1 promueve la produccion citosélica de NO (figura 22). Este
efecto se cancela tanto con el inhibidor especifico del IGF-1R (AG-1024) y de AKT (MK-
2206), como con el uso de bloqueantes de la sintesis de NO, mediante un inhibidor no
selectivo para las NOS (L-NAME) y uno especifico para la isoforma de la nNOS (NG). Sin
embargo, no se previene inhibiendo de manera especifica a la CaMKIl con KN-93, lo
que sugeria que la activacién de esta quinasa ocurriria corriente abajo de la produccién
de NO.

En conjunto, los resultados obtenidos fueron los primeros en describir en
cardiomiocitos que la administracién aguda de IGF-1 conduce a un aumento en la
liberacion del NO citosélico sintetizado por la nNOS activada por AKT.

3. Via de sefializacion intracelular inducida por IGF-1 en corazones perfundidos
de raton

Los resultados discutidos en el pdrrafo anterior permitieron especular que el NO
resultante de la activacién de la nNOS seria el responsable de la activacion de la
CaMKIl y consequentemente de la mejora contractil inducida por IGF-1. En este
sentido son interesantes los resultados de Jian y col. que sustentan que la nNOS y la
CaMKIl estan espacialmente acopladas en el RS, con un efecto facilitador sobre Ila
contractilidad (Jian Z y col. 2014). Mas aun, en estudios realizados en cardiomiocitos
aislados, el aumento de NO sintetizado por nNOS de manera dependiente de AKT, fue
propuesto como responsable de la activacion de CaMKIl (Curran J y col. 2014;
Gutierrez DA y col. 2013; Pereira L y col. 2017). Ademas, otro estudio sugiere que la
activacion de CaMKIl es mediada por la nitrosilacién de residuos dentro del dominio
regulador de la quinasa (Erickson JR y col. 2015). En el caso del entrenamiento
aerdbico, el aumento de la biodisponibilidad de NO podria ser el resultado no sélo de
una fosforilacion de nNOS dependiente de AKT (resultados presentados en esta tesis),
sino también de una mayor expresion de la enzima (Roof SR y col. 2013).

A fin de dilucidar la cascada de sefalizacidn intracelular gatillada por IGF-1, se
perfundieron corazones de ratones (modelo ex vivo) en presencia de este factor de
crecimiento con el agregado de distintos inhibidores farmacoldgicos, en particular para
la NNOS (con NG) y la CaMKIl (con KN-93), para estudiar fundamentalmente el eje
NO/CaMKIl. Como se muestra en la figura 24 y 25, el tratamiento agudo con IGF-1
aumenta la actividad de AKT y de nNOS, sin cambios en la abundancia de ARNm ni en
la proteina de nNOS, sugiriendo que el incremento de NO se debe a un aumento en la
actividad de la enzima y no en su expresion. Ademas, los corazones perfundidos con
IGF-1 mostraron un aumento en la fosforilacién de CaMKIl y de su blanco especifico
(Thrl7) en la PLN (figura 26). De manera interesante, la actividad de CaMKIl en
respuesta a IGF-1 se ve reducida en presencia del inhibidor especifico de nNOS (NG).
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en la figura 22, que muestran que
el aumento en la produccidon de NO no se previene al inhibir farmacolégicamente a la
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CaMKll, indicando que la sintesis de NO y la activacidon de CaMKII corresponderian a la
misma cascada de seializacién disparada por IGF-1, en la cual CaMKIl se activa
corriente abajo al incremento intracelular de NO. Estos datos ademads sugieren que el
IGF-1 activa a la CaMKIl de una manera dependiente de nNOS, estando también
sustentados por estudio reciente de Erickson y col. que describe que la S-NO del sitio
Cys290 por un donante de NO (GSNO) resulta en el incremento sostenido de la
actividad de CaMKII (Erickson JR y col. 2015). Ademds, como se indica en la figura 27,
en experimentos realizados en homogenatos de corazones perfundidos con un
donante de NO (SNAP), se demostrd la activacion directa de la CaMKII mediada por S-
NO. Por su parte, como se muestra en la figura 26, el sitio Ser2814 del RyR2, otro
blanco conocido de CaMKIl, no evidencidé cambios en su fosforilacion con el
tratamiento de IGF-1, con lo cual el RyR2 no contribuiria al desarrollo del EIP disparado
por IGF-1. Asimismo, en presencia de IGF-1 no se encontraron diferencias en la
fosforilaciéon de Ser16 de PLN, un blanco especifico de PKA, lo que permitié descartar
la posibilidad de que la actividad de esta quinasa esté contribuyendo en esta cascada
de sefializacién que deriva en la mejora de la funcién contractil.

Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que la mejoria de la funcién contractil causada
por el tratamiento con IGF-1 estd mediada por la via de sefializacion secuencial de
AKT/nNOS/NO/CaMKll; indicando que la actividad de CaMKIl seria modulada por la
produccién intracelular de NO.

4. El IGF-1 aumenta el contenido de Ca?' en el reticulo sarcoplasmatico y la
amplitud y velocidad de relajacién del transitorio de Ca?* en cardiomiocitos
aislados de raton

Con el fin de estudiar el mecanismo subyacente por el cual el IGF-1, a través de la
activacion de CaMKIl aumenta la contractilidad cardiaca, exploramos los posibles
blancos de la quinasa en el ciclado de Ca?*.

Como fue mencionado anteriorimente, la PLN, un regulador constitutivo de la funciéon
de la SERCA2a, es un sustrato bien conocido para CaMKIl (Lindemann JP y col. 1985;
Mundifia-Weilenmann Cy col. 1996; Vittone Ly col. 2008). Una vez activada CaMKIl en
el microdominio del RS, en este caso por el aumento NO dependiente de nNOS,
fosforilaria el residuo Thr17 de PLN permitiendo una mayor actividad de SERCA2a, y
por lo tanto, mejorando el manejo de Ca®' y la contractilidad. En este sentido, un
estudio realizado por Kim y col. muestra que el tratamiento con IGF-1 condujo a una
mejora en la respuesta contractil dado por un aumento de la actividad de SERCA2a
(Kim SJ y col. 2008). Ademads, en corazones de los ratones crénicamente ejercitados se
ha evidenciado un aumento significativo de la expresion de la SERCA2a, que
posiblemente contribuya al EIP y ELP asociado al ejercicio (Li Q y col. 2007; Kemi OJ y
col. 2008).

Los resultados presentados en la figura 29 muestran que la funcion contractil mejorada
en respuesta al IGF-1 se asocia a un aumento significativo de la amplitud y la velocidad

97



de relajacidn del transitorio, y del contenido de Ca?* del RS. Ademas, estos efectos
pudieron prevenirse con el agregado de inhibidores especificos tanto para IGF-1R,
nNOS y CaMKII. A su vez, estos datos estan de acuerdo con los estudios de Kemi y col.
que describieron un aumento en la fosforilacién de CaMKIl y de Thr17-PLN junto con
una mejoria de la contractilidad miocardica en ratones sometidos a un protocolo de
entrenamiento aerdbico durante 6 semanas (Kemi OJ y col. 2007). Si bien, los estudios
realizados por el grupo de Roof y col. también apoyan la activacion de CaMKII
dependiente de nNOS durante el entrenamiento fisico, estos autores le atribuyeron la
mejora en el manejo de Ca?* en los cardiomiocitos, a un aumento en la fosforilacion de
Ser16 de PLN sin cambios detectables en la fosforilacion de Thr17 de PLN. De hecho,
este estudio descarta un aumento en la actividad de PKA, la quinasa responsable de la
fosforilaciéon de Ser16 de PLN, y propone una inhibicion de las fosfatasas dependiente
de CaMKIl como mecanismo subyacente del EIP (Roof SR y col. 2013; Roof SR y col.
2015). Sin embargo, como mencionamos anteriormente, en el presente trabajo de
tesis no se detectaron aumentos en la fosforilacion de Serl6 (figura 26), sugiriendo
gue PKA no estaria involucrada en la respuesta contractil generada por IGF-1.

PLN no es el unico blanco de CaMKII que puede estar involucrado en el EIP de IGF-1.
Un aumento en la corriente de Ca?* de tipo L (/Ca.) a través de la fosforilacion del LTCC
dependiente de CaMKIl, también puede aumentar los transitorios de Ca®' y la
contractilidad. Con respecto a este mecanismo, Sun y col. demostraron que el IGF-1
mejora la /Ca; a través de un mecanismo dependiente de PI3K/AKT (Sun J y col. 2006).
Ademas, en el contexto del entrenamiento crénico, recientemente se propuso que AKT
controla directamente la densidad proteica del canal de Ca®* de tipo Ly la ICa; al evitar
la degradacion de la subunidad formadora de poros del complejo de LTCC (Catalucci D
y col. 2009). Si bien nosotros no estudiamos especificamente el papel de los LTCC,
nuestros resultados muestran que la inhibicion farmacolégica o genética de CaMKII
puede suprimir por completo el EIP y ELP inducido por IGF-1, sugiriendo que si la ICa;
contribuye al efecto contrictil estimulado por IGF-1 agudo es a través de un
mecanismo dependiente de CaMKII.

Otros autores proponen a la mejora en la sensibilidad de los miofilamentos al Ca%*
como una adaptacion cardiaca importante al entrenamiento fisico aerébico (Kemi OJ y
col. 2005, Wislgff U y col. 2001, Kemi OJ y col. 2004, Difee GM 2004). El grupo de Kemi
y col. describe que la inhibicién de CaMKIl en cardiomiocitos de ratones entrenados
causa que la sensibilidad al Ca%* se revierta hacia niveles cercanos a los controles
sedentarios; por lo tanto, sugiere que la CaMKIl mejora la sensibilidad del Ca?*
inducida por el ejercicio regular. Un mecanismo propuesto para mejorar la sensibilidad
al Ca?* ha sido que las troponinas T (TnT) (Anderson PA y col. 1995) y Tnl (Layland J y
col. 2005) experimentan un cambio en la expresion cardiaca de sus isoformas y se
gatilla particularmente un aumento en la expresion génica y proteica de la cadena
liviana de miosina de tipo | (MLC-1), que se asocia a un incremento en la velocidad de
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acortamiento celular (Difee GM 2004). Si bien se desconoce el/los mecanismo/s que
median los efectos del aumento en la expresion de MLC-1 para regular la
contractilidad miocardica, se ha demostrado que la regién N-terminal de esta proteina
interactua con el miofilamento de actina durante la formacién de puentes cruzados, de
manera que afecta la capacidad de unién de miosina-actina (Morano | y col. 1997). A
pesar de que no fue evaluado en el presente trabajo de tesis, es posible que un
aumento en la sensibilidad de las proteinas contractiles al Ca?* dependiente de CaMKII
también contribuya al EIP inducido por IGF-1.

En conjunto, los resultados sugieren que el tratamiento agudo con IGF-1 conduce a un
aumento en la fosforilacién de AKT y la consecuente activacién de la nNOS, con una
mayor produccidon de NO. En tanto, la activacién la CaMKIl por NO, resultaria en un
aumento en el ciclado de Ca?* por el RS, mediado por la fosforilacion del residuo Thr17
de PLN y un aumento en la actividad de SERCA2a. Por lo tanto, se induciria un aumento
en la velocidad de relajacién o ELP y se incrementaria el contenido de Ca®* del RS
conduciendo en un aumento de la amplitud del transitorio de Ca®* y al EIP.

Resulta interesante que ha sido demostrado que la via NOS-CaMKIl, descripta en la
presente tesis, contribuye no solo al EIP sino también al potencial arritmogénico de la
estimulacion B-AR. Esta ultima parece ser la consecuencia de la fosforilacion de RyR2
por CaMKIl que favorece la pérdida de Ca?* del RS y las ondas espontdneas de Ca®*
arritmogénicas (Curran J y col. 2014; Gutierrez DA y col. 2013; Bers DM y Morotti S
2014). Dado que la adaptacion cardiaca fisiolégica al ejercicio de intensidad moderada
no implica una mayor susceptibilidad a las arritmias (Yang KC y col. 2010; Halle M y col.
1999; Eijsvolgel TM y col. 2016; Rolim N y col. 2015; Biffi A y col. 2008) y que no se
detectd un aumento en la fosforilacién de Ser2814 de RyR2 en corazones estimulados
con IGF-1 o en ratones entrenados, especulamos que las consecuencias beneficiosas o
perjudiciales en el manejo de Ca?* podrian depender de la compartimentalizacion
temporo-espacial de la activaciéon dependiente de NO de CaMKIl. Por lo tanto, bajo
condiciones fisioldgicas, es decir en situaciones de ejercicio, la nitrosilacion de CaMKII
mejoraria la actividad de SERCA2a a través de la fosforilacién de Thr17 de PLN. Sin
embargo, en circunstancias patolégicas como en sobrecarga de presion, CaMKIl
también fosforilaria a los RyR2 induciendo la pérdida de Ca?* del RS y proporcionando
un sustrato arritmogénico.

5. El papel de CaMKIl en la adaptacion cardiaca al ejercicio fisico aerébico en
ratones sometidos a una rutina de natacién

En la actualidad, no existen evidencias de que la CaMKII participe en el desarrollo de la
HC fisioldgica. Aun asi, se sabe que el ejercicio aerdbico lleva a un aumento en la
actividad de CaMKII (Kemi OJ y col. 2007; Kemi OJ y col. 2008; Kaurstad G y col. 2012).
Por el contrario, varios estudios sugieren que la CaMKII juega un papel clave en la
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fisiopatologia de la HC patoldgica (Zhang T y Brown JH 2004; Mishra S y col. 2010;
Zhang My col. 2015).

Por lo expuesto, se explord el rol de CaMKIl en el desarrollo de la HC fisioldgica
inducida por un protocolo de nataciéon en ratones WT y en transgénicos con CaMKII
inhibida (AC3-1). En primer lugar, se caracterizé el modelo de ejercicio fisico en ratones
WT demostrando que la rutina de entrenamiento condujo al desarrollo de HC (figura
30) evidenciado en el aumento de masa cardiaca segln determinaciones histoldgicas
(area transversal de los cardiomiocitos y % coldgeno intersticial), ecocardiografia
(IMV1) y pesaje del corazéon normalizado por la longitud de la tibia del raton (PC/LT).
Ademas, se corroboré que este modelo in vivo condujo al desarrollo de HC de tipo
fisioldgica ya que no se observd un aumento de la abundancia del colageno intersticial
ni tampoco en los niveles de BNP, un marcador molecular de HC patoldgica.

La rutina de entrenamiento fisico en ratones WT ademas, gatilld la activacion de la
cascada de sefalizacion de AKT, CaMKIl y PLN, de manera similar a lo demostrado por
el tratamiento con IGF-1. Sin embargo, tanto los ratones transgénicos AC3-C y AC3-I
desarrollaron HC fisioldgica de similar magnitud, sugiriendo que la CaMKIl no estaria
involucrada en las vias de sefalizacién que conducen al aumento de la masa
miocardica en respuesta al entrenamiento (figura-32).

Por otra parte, los resultados expuestos en la figura 34 que muestran que el
entrenamiento condujo a un mayor acortamiento celular (medido en el modelo in vivo
e in vitro) y una relajacién mas rdpida en ratones AC3-C pero no en los ratones AC3-l,
apoyan la hipotesis de que el EIP y ELP inducidos por el ejercicio crénico se deberian a
una mayor retoma de Ca?* por el reticulo sarcoplasmico (RS). Esta a su vez, seria la
consecuncia del aumento en la actividad de SERCA2a favorecido por la fosforilacién del
residuo de Thrl7 de PLN por la CaMKII.

El hecho de que la activacion de CaMKII fuera esencial para la respuesta contractil
inducida por IGF-1 en miocitos aislados, como se demostré por la ausencia del EIP/ELP
no sélo en presencia del inhibidor especifico de CaMKIl, KN-93 (figura 18), sino
también en ratones transgénicos AC3-I que sobreexpresan un péptido inhibidor
especifico en el miocardio (figura 27); sumado al desarrollo normal de la HC fisioldgica
inducido por la rutina de nataciéon en los ratones AC3-l (figura 31), reveld un punto
clave de divergencia en la via de sefializacién que conduce a la HC y a la adaptacién
contrdctil al ejercicio. Los resultados presentados en esta tesis, describen por primera
vez que la activacion de CaMKIl, a pesar de ser critica para la respuesta inotrdpica y
lusitrépica, no seria necesaria para el aumento de la masa cardiaca en respuesta al
estimulo hipertréfico fisioldgico disparado por el ejercicio crénico.

En resumen, los resultados presentados en este trabajo de tesis proponen que el
ejercicio crénico, a través de la liberacién de IGF-1, induce la fosforilacién de AKT que a
su vez activa la nNOS y aumenta la produccién de NO en el miocardio. El aumento del
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NO seria responsable de la activacion de CaMKII, que resultaria en un mejor manejo de
Ca®* del RS vy, por tanto, de la contractilidad cardiaca. EIl mecanismo subyacente
implicaria la fosforilacion de Thrl7 de PLN incrementando la actividad de SERCA2a,
que por un lado seria responsable del aumento en la velocidad de relajacion o ELP,
pero que por otro lado, incrementaria la carga de Ca?* del RS resultando en un
aumento de la amplitud del transitorio de Ca?*, y por ende, de la contractilidad (EIP).

Ademas estos resultados sugieren la presencia de vias de sefializacidn distintas para la
respuesta contractii y para el aumento de masa cardiaca, estando CaMKII
especificamente involucrada en el EIP y ELP asociado con el entrenamiento fisico
regular.
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CONCLUSIONES



En funcidn del andlisis de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este
trabajo de tesis doctoral, es posible formular las siguientes conclusiones:

1.

El IGF-1 estimula la produccion de NO mediada por nNOS en corazones vy
cardiomiocitos aislados de raton.

El IGF-1 activa a la CaMKIl en corazones y cardiomiocitos aislados de ratdn.

La activacion de CaMKIl inducida por IGF-1 ocurre de manera dependiente de la
nNOS.

La administracidon aguda de IGF-1 produce un efecto inotrépico y lusitréopico
positivo que depende de NO y de la activacién de CaMKIl en cardiomiocitos
aislados de raton.

La CaMKIl, a través de la fosforilacién del residuo Thrl7 de PLN seria
responsable del aumento del contenido de Ca?* del RS, la amplitud del
transitorio de Ca%*y la contractilidad.

La rutina de entrenamiento empleada (natacidon durante 6 semanas) induce el
desarrollo de HC fisiolégica y una mejora de la funcién contractil en ratones.

CaMKIl juega un papel esencial en la respuesta adaptativa contractil pero no en
el aumento de la masa cardiaca asociada al entrenamiento aerdbico.

A continuacién, en la figura 35 se resume esquematicamente la secuencia de eventos

propuestos.
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Figura 35. Resumen esquemdtico de los eventos moleculares propuestos para fundamentar la
respuesta contrdctil adaptativa al ejercicio o liberacion de IGF-1. En resumen, el ejercicio sostenido a
través de la liberacion de IGF-1, induce la fosforilacion de AKT que a su vez activa nNOS, conduciendo al
aumento de la produccion del NO en el miocardio. Este incremento en NO seria el responsable de la
activacion de CaMKll, que fosforila el residuo Thr17-PLN incrementando la actividad de SERCA2a, el
contenido de Ca?* del RS y por lo tanto la contractilidad cardiaca. Por su parte, la via que conduce a a HC
fisioldgica inducida por el entrenamiento fisico no involucraria a la CaMKII. Se muestran superpuestos los
registros tipicos de acortamiento celular individuales antes (a) y después (b) del tratamiento con IGF-1.
EIP: Efecto inotrdpico positivo; ELP: Efecto lusitrépico positivo.
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