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Introduccion

HIPERTROFIA CARDIACA (HC).

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel

mundial, superando de manera notable a otras enfermedades que poseen una elevada
prevalencia, como el cancer (1-3). La HC es el mayor predictor de enfermedad
cardiaca progresiva. Con frecuencia se asocia a hipertensién arterial (HTA) e
insuficiencia cardiaca (IC), procesos que inducen el agrandamiento del cardiomiocito
(4). La HTA es una afeccidn poligénica y multifactorial que afecta al 30% de la
poblacién adulta y es la principal causa de morbi-mortalidad cardiovascular. Estudios
epidemioldgicos muestran que en la HTA, la HC es un factor de riesgo agregado (5-7). En
la IC el corazén es incapaz de mantener un gasto cardiaco adecuado a las
necesidades metabdlicas de los tejidos, o bien sélo puede hacerlo a expensas de altas

presiones de llenado ventricular (8).

Concepto de HC. La HC se define como el aumento de la masa del corazén. A
nivel macroscépico se caracteriza por un incremento del grosor de la pared y/o del
septo interventricular (9), mientras que a nivel microscopico se observa un incremento
del tamafio del cardiomiocito, sin incrementar el nimero de células, y un cambio en la

organizacion de la estructura sarcomérica (10).

Los miocitos son células diferenciadas que pierden la capacidad de proliferar
luego del nacimiento (11, 12). A pesar de ello son capaces de responder a estimulos
externos que promueven su crecimiento, como péptidos vasoactivos, estimulaciéon
beta-adrenérgica, factores inductores de crecimiento, y principalmente al aumento del
estrés mecanico debido a sobrecarga hemodindmica. Los cambios hemodinamicos
pueden corresponder a un aumento de la precarga (hipertrofia por sobrecarga de
volumen) o a un aumento de la postcarga (hipertrofia por sobrecarga de presion).
Dichos estimulos promueven la sintesis de proteinas, entre ellas, las que constituyen
los sarcémeros, contribuyendo asi a la formacion de los mismos, los cuales se
incorporan a la maquinaria contractil, aumentando el tamafio celular.

Se sabe que 2/3 partes de la poblacion celular del corazén estan compuestas
por colageno, vasos sanguineos, linfaticos, terminaciones nerviosas y principalmente
fibroblastos que son importantes en el desarrollo de la HC. Los fibroblastos producen y
liberan factores de crecimiento, citoquinas, proteinas de la matriz extracelular y

proteasas. La pérdida del equilibrio entre ellas puede conducir a la HC (13).
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De acuerdo a lo enunciado por la ley de Laplace, puede verse como aumentos

progresivos en la presion o el radio influyen directamente sobre la tension elevandola:

Tension = Presion x Radio / 2 x Espesor

Es por ello que la HC ha sido clasicamente interpretada como una respuesta adaptativa
del miocardio, ya que al aumentar el espesor de la pared ventricular, se normalizaria
transitoriamente el estrés al que esta sometido el ventriculo debido a una sobrecarga
hemodinamica, optimizdndose la funcion cardiaca. Sin embargo, existen evidencias
que sustentan la idea de que la HC no solo no es necesaria para compensar
funcionalmente una situacion de sobrecarga hemodinamica a pesar de prevenir el
aumento del estrés (14), sino que por el contrario constituye per se un factor

independiente de riesgo cardiovascular (5, 15).

Clasificacion de la HC. La HC puede ser clasificada como fisiolégica (HCF) y
patolégica (HCP).

e La HCF se desarrolla en atletas sometidos a ejercicio fisico intenso y
durante el embarazo, para satisfacer las demandas metabdlicas
aumentadas (16, 17). No deteriora la funcién cardiaca e incluso puede
mejorarla y es reversible. A nivel molecular se caracteriza por un
incremento en la expresion de genes sarcoméricos como la cadena
pesada a de la miosina (a-MHC) y la a-actina, entre otros (18).

e La HCP ocurre en respuesta a situaciones de estrés (HTA, valvulopatias e
infarto de miocardio). Se acompanfa de deterioro de la funcion contractil y
habitualmente evoluciona a IC (17). Constituye por si misma un factor de
riesgo independiente de morbimortalidad cardiovascular (19). Su
regresion implica una reduccion de dicho riesgo independientemente del
tratamiento por el que se logre (20, 21). La HCP se acompafia de
aumento de la fibrosis intersticial, mayor incidencia de apoptosis (22),
disminucién de la densidad capilar y reprogramacion de la expresion
génica con induccién de genes fetales. Entre estos ultimos se incluye a
los genes de los péptidos natriuréticos atrial (ANP) y cerebral (BNP), asi
como a las isoformas fetales de las proteinas contractiles (23, 24). En el

presente trabajo se estudiard un modelo de HCP.
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Formas de evolucion de la HC. El desarrollo de HC modifica la geometria
ventricular. Segun el estimulo que la origine se puede producir un incremento mayor
del espesor parietal en relacidon al diametro de la cavidad o de éste ultimo en relacion al
espesor de la pared, surgiendo asi los fenotipos de HC concéntrica o excéntrica
respectivamente (Figura 11). En la HC de tipo concéntrica el aumento del espesor de la
pared se acompafa de una escasa o nula dilatacion de la cavidad ventricular. Ademas,
dado que la incorporacion de sarcémeros es predominantemente en paralelo, el
crecimiento de los cardiomiocitos es a lo ancho. Esta hipertrofia estd generalmente
asociada a estimulos que producen “sobrecarga crénica de presion” (HTA, estenosis
aortica). La HC excéntrica se caracteriza por un incremento menor del espesor de la
pared ventricular y un gran aumento en el volumen de la cavidad. Esto se debe al
agregado de sarcomeros en serie, lo que induce un crecimiento preferentemente en
longitud del cardiomiocito. Es tipo de HC es debida a una “sobrecarga de volumen”. En
el post-infarto de miocardio existe sobrecarga de presion y de volumen sobre las zonas
no infartadas y el resultado es una combinacion de HC concéntrica y excéntrica. El
aumento de la fibrosis, como resultado de una mayor sintesis de colageno por los
fibroblastos, esta presente en los tres patrones de HC.
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Figura 1l. Representacion grafica del corte transversal del ventriculo izquierdo, mostrando los tres

patrones principales de HC segun el tipo de sobrecarga hemodindmica que las origina.

Bases moleculares de la HC. El proceso de hipertrofia del miocardio es un
evento de elevada complejidad, en el que se desarrollan fenbmenos de comunicacion
celular iniciados por una variada gama de estimulos responsables de activar distintas
vias de sefalizacién intracelular que conduciran a cambios en la arquitectura y
funcionamiento celular (25). La HC resulta de la interaccién de diferentes vias de
transduccion de sefales tales como tirosina quinasa, proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK), fosfolipasa C, D y A, (PLC, PLD y PLA,), proteina quinasa C (PKC),
proteina quinasa janus (JNK), factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), entre otras (26).

A continuaciéon abordaremos los principales estimulos responsables de la hipertrofia del

cardiomiocito.
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ESTIMULOS HIPERTROFIANTES

La actividad contractil del corazén esta regulada por mecanismos intrinsecos
(autocrinos y paracrinos) y por mecanismos extrinsecos (enddocrinos, nerviosos y
electrofisiolégicos) que le permiten adaptar su volumen minuto a las variaciones
hemodindmicas. Muchas de las vias de sefalizacién intracelular que en otros tejidos
regulan la proliferacion celular, en el miocito cardiaco en cambio, modulan el
crecimiento hipertréfico (27, 28). En los complejos procesos moleculares que llevan al
crecimiento del miocito cardiaco intervienen receptores de membrana, segundos
mensajeros y factores de transcripcion. Estos agentes intracelulares convergen en una
via final comdn en el ndcleo donde activan o inhiben proteinas, conocidas como
factores de transcripcion, capaces de regular la expresion génica (29).

Entre los diversos factores que pueden actuar como estimulos hipertrofiantes
sobre el cardiomiocito cabe mencionar a los factores humorales y al estiramiento del
miocardio (30).

Dentro de los factores humorales encontramos:

e Un primer grupo compuesto por factores de crecimiento (TGF: factor de
crecimiento transformante; FGF: factor de crecimiento fibroblastico; EGF: factor
de crecimiento epidérmico; IGF: factor de crecimiento analogo a la insulina) que
actian sobre receptores de membrana con actividad tirosina quinasa y activan
una cascada de segundos mensajeros relacionados con el crecimiento
hipertrdéfico fisioldgico (31).

e Un segundo grupo formado por sustancias como angiotensina Il (All), endotelina
(ET), adrenalina y noradrenalina que estimulan a receptores unidos a proteina G
(AT, ETa y receptores a1-adrenérgicos, respectivamente) todos ellos
relacionados con el desarrollo de HCP y su eventual progreso a IC (27, 32).

e Un tercer grupo constituido por las citoquinas inflamatorias entre las que se
destaca la interleukina 6 (IL-6, una de las mas estudiadas), un polipéptido de
185 aminoacidos (aa) que media su accién inflamatoria al unirse al receptor IL-
6R y a la glucoproteina 130 (gp130) (33). Experimentalmente se ha observado
en cardiomiocitos de ratones neonatos cultivados in vitro que al ser expuestos a
dosis crecientes de IL-6, muestran un aumento de tamafio y sobreactivacion de
la via de sefializacién de gpl130 que conduce a HC (34). Estos resultados han
sido ampliados en trabajos posteriores en los que se ha descripto en el

miocardio de pacientes con HC, aumento de la expresion de IL-6 (35).
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El estrés mecanico producido por el estiramiento fisico de los cardiomiocitos al cual es

sometido el miocardio, es suficiente para inducir una respuesta genética y fenotipica
hipertréfica (36). A pesar de no conocerse el mecanismo intimo de este estimulo, su

importancia esta avalada por gran cantidad de evidencias experimentales (37-40).

VIAS DE SENALIZACION QUE CONDUCEN A LA HC.

La comunicacion celular es un proceso que permite la coordinaciéon funcional y
estructural entre las células que componen un tejido. Una célula puede enviar una
sefial a otra mediante la produccion de una molécula denominada ligando, que puede
actuar en tejidos distantes (enddcrino), en céulas cercanas del mismo tejido (paracrino)
y sobre la misma célula que secreta la molécula sefial (autdcrino). La interaccion entre
el ligando y el receptor activa un sistema de transduccion al que esta acoplado el
receptor, denominado via de sefalizacion, responsable del efecto biolégico. Las vias de

sefalizacion son cascadas enzimaticas activadas por quinasas o fosfatasas.

Receptores de membrana. Los receptores de membrana son de naturaleza
proteica y se unen a ligandos hidrosolubles que no pueden atravesar la membrana
plasmatica. Se clasifican en: receptores asociados a proteinas G y receptores

cataliticos.

A. Receptores asociados a proteinas G (GPCR).

Constituyen la familia mas grande de receptores membranales, con mas de
1000 miembros involucrados en la transmisién de sefiales. Son activados por una
amplia variedad de ligandos, como neurotransmisores, hormonas y factores de
crecimiento. Participan de multiples funciones biolégicas como la neurotransmision, la
regulacion de la secrecion enddcrina y exocrina, el control del crecimiento y desarrollo
celular y el control de la presion arterial.

Su estructura consiste en una sola cadena proteica que cruza siete veces la
membrana plasmatica, con el extremo amino terminal extracelular y el carboxilo

terminal intracelular (Figura 21).
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Figura 2l. Estructura de GPCR. Su estructura consiste en una sola cadena proteica de 550 a 1200 aa,
que cruza siete veces la membrana plasmética por medio de siete dominios transmembrana (segmentos
de 20-27aa), con el extremo amino terminal en la regién extracelular y el carboxilo terminal en la
intracelular. Los cruces repetidos en la membrana plasmatica originan asas, 3 intracelulares (IL1-3) y 3
extracelulares (EL1-3). (Grafico del Instituto Julich de biologia estructural y biofisica).

Los GPCR adoptan la forma de un nudcleo, en el cual la region carboxilo terminal y las
asas intracelulares 2 y 3 son criticas para la transduccion de sefiales hacia el interior

célular, ya que son los sitios de unién a la proteina G correspondiente (Figura 3l1).
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Figura 3l. Estructura tridimensional de GPCR. Los segmentos transmembrana altamente hidrofébicos,
permanecen en la parte externa del receptor y en contacto con la membrana. Mientras que los otros
segmentos que contienen residuos hidrofébicos, idénicos y neutros, se mantienen en el centro de la
estructura formando un ndcleo que participa de la union al ligando, junto con el extremo amino terminal y
las asas extracelulares (41, 42). Las regiones amino y carboxilo terminales permiten regular la
funcionalidad del receptor, ya que el extremo amino puede ser glicosilado y el carboxilo esta expuesta a

proteinas quinasas y proteinas arrestinas (43). (Grafico del European Bioinformatics Institute).

Las proteinas G, denominadas asi porque se unen a GTP, inician la transduccion
de sefales al asociar al receptor con las proteinas efectoras localizadas en el interior
celular. La proteina G es un complejo proteico compuesto por 3 subunidades, alfa (a),
beta (B) y gama (y); funcionando estas dos ultimas como una sola unidad al formar el
complejo By. La subunidad a tiene el sitio de unién con alta afinidad por nucle6tidos de
guanina (GTP o GDP) asi como actividad GTPasa, que le permite hidrolizar el GTP a

GDP. Durante el estado inactivo, se encuentra unida a una molécula de GDP (44).
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Cuando el ligando se une al receptor, se produce un cambio conformacional en el

receptor que influye sobre la proteina G asociada a este, modificando la afinidad de la

subunidad a por los nucledtidos de guanina, haciéndola mas afin por el GTP. Al

intercambiar GDP por GTP, la subunidad a se activa, se desensambla tanto del

receptor como del complejo By y viaja por la membrana hasta alcanzar una enzima a la

que activa. En el estado activo, tanto la subunidad a como el complejo By actian sobre

proteinas efectoras (Figura 41).
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Figura 4l. Mecanismo general de accién de los GPCR.

La cascada de sefalizacién que se active va a depender de la proteina G a la

gue se encuentra acoplado el receptor. Existen tres tipos: Gaq, Gas y Gai.

La proteina Gag actua sobre la enzima fosfolipasa CB (PLC-B), que hidroliza

fosfoinositidos de membrana (PIP,) generando Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y
Diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros (Figura 5I).

Las proteinas Gas 0 Gai actian sobre la enzima adenil ciclasa (AC), que

cataliza la conversion de ATP a AMPc (monofosfato ciclico de adenosina),
estimulandola e inhibiéndola, respectivamente. EI AMPc se une a las

subunidades reguladoras de la proteina quinasa A (PKA), haciendo que se
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separe de sus subunidades cataliticas. PKA reconocera y forforilar4 a proteinas

que contengan secuencias especificas, modificando asi su funcion.

e Las subunidades By, actian sobre canales i6nicos y enzimas. Activan vias de

sefalizacion involucradas en la desensibilizacion y apoptosis.
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Figura 5l. Activaciéon de la via Gaqg en la HC. La proteina Gaq actla sobre la PLC-B, que hidroliza PIP,
generando IP3 y DAG. Al formarse estos segundos mensajeros, el IP3 por su naturaleza hidrofilica difunde
hacia el citosol mientras que el DAG de naturaleza lipofilica permanece en la membrana plasmatica. El IP3
se une a receptores ionotropicos del reticulo sarcoplasmatico, induciendo su apertura y debido al gradiente
de concentracién existente, se produce la salida de iones de Ca®* al citosol. Por otro lado el DAG, solo o
junto con Ca*, activa a las isoformas nuevas y clasicas de la PKC, respectivamente. PKC posee varias
isoformas, las “nuevas” (9, €, n, 8; dependientes de DAG), las “clasicas” (a, B1, 2, y; dependientes de Ca*?
y DAG) y las “atipicas” (M(; independientes de ambos) (45). La PKC fosforila canales io6nicos y enzimas
(como JAK-STAT y MAPK), en residuos de serina y treonina contenidos en secuencias especificas,
modulando asi su funcién (46).
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B. Receptores cataliticos.

El receptor posee un dominio citosdlico que funciona como una enzima, es decir
gue cataliza una reaccidn, o se asocia estrechamente a una enzima. Se las denomina
proteina transmembrana unipaso ya que atraviesan la bicapa lipidica una Unica vez.
Dentro de este grupo encontramos: 1) Receptores con actividad tirosina quinasa, 2)
Receptores asociados a proteinas quinasa y 3) Integrinas asociados a proteinas
guinasa.

1. Receptores con actividad tirosina quinasa (RTK).

Son proteinas transmembrana que poseen en el extremo carboxilo
terminal, intracelular, un dominio con actividad tirosina quinasa capaz de
transferir un fosfato (obtenido del ATP) a una tirosina. Junto a este dominio se
encuentran residuos de tirosina susceptibles de ser fosforilados. El extremo
amino terminal, extracelular, posee dominios ricos en cisteina que participan en
la dimerizacion del receptor (47).

La union del ligando induce cambios conformacionales en el receptor, que
favorecen su interaccién con otro receptor, formando un dimero (Figura 61). Esta
unién activa al dominio tirosina quinasa del receptor, el cual fosforila maltiples
residuos de tirosina de su homologo (fenbmeno denominado autofosforilacion).
Las regiones fosforiladas del receptor pueden ser reconocidas por proteinas
(como GRB2) que poseen dominios SH2 (llamados asi por su homologia con los
dominios 2 de la proteina Src) capaces de reconocer las fosfotirosinas del RTK y

activar a proteinas que carecen de dicho dominio.

11
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Figura 6l. Via de los RTK. La unién del ligando favorece la dimerizacién del receptor (1). Esta
unioén activa al dominio tirosina quinasa del receptor, autofosforilando a su homdélogo (2). Tanto
GRB2 (“proteina de union al factor de crecimiento"), GAP (proteinas que activa GTPasa), PLC-y
(fosfolipasa C) y PI3K (quinasa del 3 -fosfatidilinositol), poseen dominios SH2 que reconocen las
fosfotirosinas del RTK activado (3) y reclutar a Sos (“son-of-sevenless”, un factor intercambiador
de nucleotidos de guanina) (4) el cual estimula la liberacién de GDP y la subsiguiente carga de
GTP por proteinas GTPasas monomericas, activindolas (5). La actividad de estas GTPasas es
también modulada por GAP (activada por RTK activo), que hidroliza el GTP unido a estas
proteinas, inactivAndolas. La adicion de una molécula de &cido graso, les permite fijarse a la
membrana. Dentro de ellas encontramos a las proteinas Ras y Rac, implicadas en la activacion
de quinasas. Ras tras ser activada por Sos, forma el complejo activo GTP-Ras, el cual recluta
hacia la membrana a la proteina serina-treonina quinasa Raf-1 (factor activado por Ras) (6). Raf-
1 fosforila y activa a la proteina quinasa MEK (7). MEK fosforila residuos de serina y tirosina de
proteinas MAPK como ERK1 y ERK2 (“quinasa regulada por sefial extracelular”) (8). Esta ultima
activa tanto a proteinas citosélicas (9) como nucleares, ya que tienen la capacidad de trasladarse
al nucleo y fosforilar a proteinas que son factores de transcripcion, estimulando su union o
liberacion al ADN y con ello activando o reprimiendo la transcripcion de genes (10) (Boron

W.;Boulpaep E.,“Medical Physiology”, modificado, capitulo 3, editorial Saunders, 2008).

La mayoria de los RTK son receptores para factores de crecimiento, como el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Su estimulacion activa

vias de sefalizacion esenciales para la proliferacion y diferenciaciéon celular, en

la que participan cascadas de fosforilaciones llamadas “vias de las MAPK”

12
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(proteinas quinasas activadas por mitdogenos”, es decir por un inductor de
proliferacion y diferenciacion celular como insulina, IGF-1, AMPK, Akt, GSK3 y
p70S6K).Con el fin de poder comparar las cascadas se ha dando un nombre
segun el nivel en que se encuentran las quinasas. De este modo tenemos
MAP4K (por ejemplo PKC, GAP, PKA y enzimas sin actividad quinasa como
PLC) que es la quinasa de MAP3K; MAP3K (ej. RAF-1) que es la quinasa de
MAP2K; y asi sucesivamente con MAP2K (ej. MEK), MAP1K o MAPK (ej. ERK)
y finalmente KA MAPK (ej. RSK o0 quinasa ribosomal S6) que es la quinasa
activada por MAP1K (Figura 71).

IGF-l, GH ET-1, Ang i,
insulina agonistas
EGF Membrana plasmatica o-adrenérgicos
RTyrK

i
Ras !/ 51,1305 P
L0 e,

PI3K P V— PI3K
¢ P10 \paTP R0y '\
MAPK PDK1
i /‘ l PI3K
; p110y
GATA\“ NFAT Akt
—I- \ Biogénesis
Genes de de ribosomas
npeotea P @ CSK3p mTOR
Maquinarig
nucleo citoplasma de traduccién
HIPERTROFIA HIPERTROFIA

Figura 71. Activacién de la via RTK en la HC. La unién de factores de crecimiento, como IGF-1, EGF,
insulina y GH a sus receptores produce la activaciéon de la via Ras/Raf/MAPK. Por otro lado, puede
producirse la traslocacion de la isoforma pl1l0a de la PI3K y la fosforilacion por esta quinasa de
fosfatidilinositoles de la membrana en la posicion 3’ del anillo inositol. Los lipidos fosforilados de esta
manera, junto con PDK1, activan a la quinasa Akt (PKB). Akt es capaz de activar a mTOR, un
regulador central de la sintesis proteica, por sus efectos sobre la biogénesis de ribosomas como sobre
la maquinaria de traduccion proteica. Akt también fosforila e inhibe la GSK3B (quinasa 3B de la
glicégeno sintasa). Dado que la GSK3p es un inhibidor clave del proceso de traduccion de factores de
transcripcion relacionados con la induccion del programa hipertrofico, la inhibicion de la GSK3p
promueve tanto la sintesis de proteinas como la transcripcion génica. En el recuadro sombreado de la
esquina superior derecha de la figura se muestra como esta via puede ademas ser activada mediante
la estimulacion de los GPCRs, en este caso participa la isoforma p110y de la PI3K y las subunidades

By de la proteina G para promover la activacion de Akt.
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2. Receptores asociados a proteinas qguinasas.

Existen receptores que no tienen zonas con actividad catalitica y para
poder transducir se asocian a proteinas que si la posee. Estas proteinas
fosforilan al receptor permitiendo que sean reconocidas por la siguiente
molécula en la via de transduccion, tal como ocurre con los RTK. Pertenecen a
este grupo el receptor de las citoquinas, el cual se asocia a la familia Janus

(JAKs, con actividad tirosina quinasa) (Figura 8l).
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st \ g i AR JAKP D citoplasma
Rff SOS Grb2 SHP} | 1
JP STAT

MAPK

GATA4
Genes de
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hipertréfica pycleo

™ HIPERTROFIA

Figura 8l. Activacién de la via gp130. La via de sefializacién se inicia cuando la citoquinas se
unen a su receptor a, promoviendo asi la union con gp130. Una vez dimerizado el receptor se le
unen dos proteinas JAK que, activadas por fosforilacion reciproca, fosforilan al receptor en
tirosina. Dicha accién proporciona un sitio de anclaje para los STAT (“traductor de sefiales y
activador de la transcripcion”) en gp130, donde seran fosforilados. Luego liberados del receptor,
y tras dimerizarse, se dirigen al nucleo, donde estimulan la transcripcion génica. La fosforilacion
del receptor por las JAK también provee un sitio de anclaje para la SHP2 (tirosina fosfatasa con
dominio SH2), que es a su vez fosforilada por JAK, permitiendo la unién del complejo Grb2/SOS.
El reclutamiento de SOS al complejo, promueve la activacion de Ras e induce la via de
sefializacion Ras/Raf/MAPK.
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3. Integrinas asociadas a proteinas guinasas.

Las integrinas son proteinas integrales de membrana implicadas en la
unién de la célula a la matriz extracelular y ademas median mecanismos de
transduccion, de un modo similar al grupo anterior, ya que las integrinas no
posee actividad catalitica pero se pueden unir a proteinas que si la poseen.
Constituidas por dos subunidades a y B, que se extienden a través de la
membrana plasmatica, un dominio extracelular extenso que le permite unirse a
proteinas de la matriz (como laminina y fibronectina), y una cola citoplasmatica
corta mediante la cual interactia con los filamentos de actina a través de

proteinas accesorias (como vinculina, filamina y a-actinina)(48)(Figura 9l).

ESTIRAMIENTO Matriz extracelular
Membrana plasmatica p ? Angll
Integrina
.melusina citoplasma
FAK

PD—' PIBK —» Akt

FAK
"4 Ras —p ERKI12

Figura 9l. La unién de la integrina a un determinado sustrato o como respuesta al estiramiento,
produce la activacién de proteinas como FAK (quinasa de adhesion focal) y melusina. FAK se
activa por autofosforilacién, induciendo las vias hipertréficas PI3K/Akt y Ras/ERK1/2 (49). Melusina

activa la via hipertrofiante PI3K/AKT, como respuesta al estiramiento (50).
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Integracion de sefales. Las distintas vias de transduccién se entrecruzan
unas con otras, permitiendo que la llegada de una sefial pueda activar a mas de una
via. De esta forma se garantiza que la sefial logre su efecto, pues la contribucion de
una unica via podria resultar critica para lograrlo. Este sistema de transduccion de una

célula se asemeja mas a una red que a un sistema de vias independientes (Figura

101).
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Figura 10l. Vias intracelulares que conducen a la HC. Una amplia variedad de condiciones fisioldgicas o
patoldgicas son capaces de inducir HC al activar diferentes receptores de membrana y vias de sefializacion
intracelular. Como puede apreciarse, existen diversos puntos de contacto entre las vias activadas por
GPCR, RTK y los receptores de citoquinas, y comparten la estimulaciéon de la cascada de las MAPK. Las
tres familias de MAPK (ERK1/2, p38 MAPK y JNK) estimulan proteinas y factores de transcripcion
involucrados en la génesis de la HC. En el caso particular de las ERK1/2, éstas también han sido
implicadas en la estimulacion del NHE-1 a través de la quinasa p90rsk. La mayoria de las vias
intracelulares que participan en el desarrollo de HC confluyen en la produccion de un incremento de la
[Ca2+]i, sefial hipertrofiante ampliamente reconocida, que luego de interactuar con calmodulina puede
activar al menos dos rutas distintas: la proteina quinasa Il (CaMKIl) y/6 la fosfatasa calcineurina. Ambas
vias conducen a la activacion y traslado al nucleo de factores de transcripcion que estimulan la
transcripcion génica. Ninguna cascada de sefalizacién intracelular regula la hipertrofia de los
cardiomiocitos de manera aislada, sino que por el contrario, existe un gran entrecruzamiento entre ellas.
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EL ESTIRAMIENTO MIOCARDICO CONDUCE A LA HC.

La sobrecarga hemodinamica por aumento de la presion y/o de volumen se
traduce en el estiramiento del miocardio seguido de una contraccion mas poderosa,
posibilitando al corazén adaptar su volumen minuto a diferentes condiciones
hemodindmicas. Esto constituye el mecanismo de Frank-Starling que permite que el
corazén pueda aumentar su volumen latido luego de un aumento en el retorno venoso
(aumento de la precarga) o bien eyectar el mismo volumen latido ante un aumento en
la resistencia adrtica a la eyeccidon por ejemplo por hipertension arterial (aumento de la
post carga).

Cuando la duracién de estrés parietal al que esta sometido el corazén pasa de ser
transitoria a permanente, se producen profundos cambios histolégicos asociados a
anormalidades celulares. La tensidbn mecanica generada por el estiramiento es el
estimulo inicial que activa cascadas de sefializacion intracelular que al llegar al nacleo
promueven el aumento de la transcipcion génica y consiguientemente de la sintesis

proteica, provocando asi el desarrollo de HC.

Los miocitos cardiacos son capaces de detectar el estiramiento aln en ausencia
de factores neurohumorales (37). Se ha propuesto que la tensiébn generada en la
membrana plasmatica es detectada por una molécula mecano-sensible que se
encargaria de la transduccién de la sefal, pero no se sabe con certeza que moléculas
son activadas directamente por el estiramiento e indirectamente por otros factores (37).
La fuerza generada por la deformacion de la membrana activa a una variedad de
receptores mecano-sensibles entre los que se destacan los GPCR, los canales i6nicos
(51), las integrinas (52), las citoquinas y las RTK (53). Por otro lado, experimentos
realizados en cardiomiocitos aislados demostraron que el estiramiento provoca
liberacion de All y ET-1 de manera “autécrina” (54, 55), péptidos intimamente
vinculados al desarrollo de HC. Dado que el miocardio posee ademas fibroblastos y
células endoteliales, estos se constituyen en sitios potenciales para la liberacién

paracrina de All y ET-1.

Caracteristicas generales de la segunda Fase de Fuerza (SFF) post
estiramiento. En 1973, Parmley y Chuck (56) reprodujeron el efecto contractil del
estiramiento empleando tiritas aisladas de miocardio y observaron que al estirarse el

musculo hay aumentos rapidos y aumentos lentos de la fuerza desarrollada, es decir,
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se produce un aumento bifasico en la contractilidad. Primero se aprecia un incremento
inmediato en la fuerza, que se atribuye al mecanismo de Frank-Starling y es debido a
un aumento en la respuesta de los miofilamentos al calcio. A continuacion y durante los
préximos 10 a 15 minutos tiene lugar un aumento lento llamado segunda fase de
fuerza (SFF o efecto Anrep), asociado a un incremento en los transitorios de calcio
intracelular (luego de cada potencial de accidén o sea en cada contraccion), secundario

al incremento de la concentracion intracelular de sodio ([Na']) (Figura 111).
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Figura 111. Luego de estirar un muasculo papilar desde el 92 al 98% de Lmax (longitud a la que desarrolla la
fuerza maxima), aumenta inmediatamente la fuerza (de a a b, panel A) debido al mecanismo de Frank-
Starling. Posteriormente se desarrolla un incremento progresivo en la fuerza, la SFF, que es debida un
incremento en los transitorios de Ca** (panel B), secundario al incremento de la [Na']; (panel D “control’). La
SFF, el incremento en la [Na']; y el incremento de los transitorios de Ca** son abolidos al bloquear los
receptores AT, de A ll con losartan (paneles C y D). Modificado de News Physiol Sci 16:88-91, 2001.

Estudios en diferentes laboratorios sugieren que el incremento en el transitorio de
calcio, no seria debido a la entrada de calcio por los canales L (45) ni a la liberacion de
calcio desde el reticulo sarcoplasmatico (RS) (57). El origen del incrementro de calcio

permanecié desconocido hasta que se propuso un nexo entre la activacion del
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intercambiador sodio-hidrogeno miocardico (NHE-1) producido por el estiramiento y el
posterior influjo de calcio mediado por el intercambiador sodio-calcio (NCX) en su modo
inverso (58-60).

Los mecanismos que subyacen al desarrollo de la SFF son similares a las vias de
sefalizacion intracelular que conducen a la HC, lo cual ha permitido usar a este
mecanismo agudo de adaptacion del miocardio como modelo para analizar la

fisiopatologia cardiovascular (61, 62).

NHE-1, NCX y SFF. En 1998 Cingolani y col. (63), utilizando musculos papilares
de gato detectaron que el estiramiento del miocardio en una solucién libre de
bicarbonato provocaba alcalinizacion intracelular, la cual era debida a la activaciéon del
NHE-1 consecuencia de la liberacion de All y ET endogenas. Posteriormente se
demostré la participacion del NCX en su modo inverso, secundario al incremento de
sodio por el NHE-1, como ruta de ingreso del calcio responsable de la SFF (63-69). La
mayor contribucién del trabajo citado fue la de detectar en preparaciones multicelulares
de corazones de animales adultos, la existencia de un mecanismo inducido por el
estiramiento que se inhibia por el bloqueo de receptores AT; y ETa, lo que llevd a

proponer que All y ET eran mediadores autocrino-paracrino de dicho fenémeno.

NHE-1, AE y SFF. Prosiguiendo con estos estudios comprobaron que el
incremento del pH intracelular no se detectaba si el estiramiento se producia en un
medio con bicarbonato (COsH’), mientras que si se observaba aumento de la fuerza
(63, 65). Este hecho se debe a que All, a través de la liberacion y formacion de ET y
posterior activacion de PKC, estimula simultdneamente al NHE-1 (mecanismo
alcalinizante e independiente de CO3H’) y al intercambiador cloro/bicarbonato (AE,
mecanismo acidificante e independiente de sodio), dos intercambiadores antagonicos
gue minimizan el cambio de pH sin comprometer el aumento de la SFF (70) (Figura
121). Por lo tanto, detectar la activacion del NHE mediante el incremento del pH, es
solo factible si el medio carece de COsH’, pero el incremento de sodio se manifiesta ya
sea que el medio posea 0 no este anion. Experimentalmente es muy frecuente la
utilizacién de buffers como el HEPES, debido a que si bien en condiciones fisiol6gicas
esta presente el sistema CO2/COsH", es comun su reemplazo debido a las dificultades

de obtener mezclas gaseosas exactas, a la necesidad de burbujear los medios y a la
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gran permeabilidad del CO, que se escapa a traves de las gomas siliconadas.
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Figura 121. Mecanismo propuesto para el efecto del estiramiento sobre los mecanismos reguladores del pH;.
La activacion simultanea del NHE y del AE previene el aumento del pH; pero no el incremento de la [Na'].

Un incremento en el pH; , luego del estiramiento, puede tener lugar en ausencia de bicarbonato (buffer

HEPES).

NBC. All estimula al cotransportador Na+/COsH" (NBC) (15), el cual media el
cotransporte i6nico de 1Na* :1COsH" (electroneutro), pudiendo también catalizar el
transporte de 1Na* : 2 0 3COsH" (electrogénico). NBC forma parte de las denominadas
proteinas transportadoras de bicarbonato que catalizan el movimiento transmembrana
de dicho i6n, junto con el AE y los intercambiadores CI/COsH" noveles (SLC26A). Los
AE son intercambiadores electroneutros (1CI" : 1COsH). Los SLC26A difieren de los

AE tanto en su secuencia aminoacidica como en su estequiometria (1CI" : 2COsH")(71).
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VIAS DE SENALIZACION INDUCIDAS POR EL ESTIRAMIENTO.
La via de sefializacion activada por el estiramiento, propuesta por nuestro grupo

de trabajo es la siguiente:

Liberacion de All y activacion de sus receptores AT, .

Liberacion de ET-1 y activacidon de sus receptores ETa.

Transactivacion del EGFR.

Produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).

Activacion de la MAP quinasa ERK 1/2 (quinasa redox sensible) por los ROS.
Fosforilacién y activacion del NHE-1.

Aumento en la concentracion intracelular de sodio.

Activacion del NCX en su modo inverso.

© © N o g s~ w D P

HC promovida por el incremento en el calcio. (Figura 13l).
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Figura 13l. Esta figura esquematiza nuestras contribuciones al mecanismo que genera el Efecto Anrep y
por lo tanto las sefiales precoces en la ruta hacia la HC (72).

1. Liberacion de All y activacion de sus receptores.

Funcion y sintesis de All. All es una hormona multifuncional. Posee numerosos
efectos actuando sobre musculo liso vascular, rifidn, glandulas suprarrenales, cerebro y
corazén, desempefiando un papel muy importante en la regulacion de la presién arterial
y en el balance de liquidos y electrolitos.

e A nivel vascular produce vasoconstriccion arteriolar, aumentando la
resistencia periférica y de esta manera la presion arterial. Favorece la
liberacion y reduccion de la recaptacion de noradrenalina de las

terminaciones nerviosas vasculares, o que a su vez potencia el efecto
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vasoconstrictor. Ademdas, promueve el crecimiento de las células
musculares lisas vasculares.

e Sobre el riidn produce vasoconstriccion de ambas arteriolas, en especial
la aferente, influyendo sobre la tasa de filtracion glomerular. También
aumenta la reabsorcion proximal de sodio e inhibe la secrecion de renina.

e Actla sobre la corteza de la glandula suprarrenal, estimulando la

liberacion de aldosterona, que favorece la reabsorcion renal de sodio a
nivel del tabulo distal.

e Sobre el sistema nervioso central estimula la sed y aumenta la secrecion

de hormona antidiurética o vasopresina, incrementando de este modo la
reabsorcion de agua en los tubulos colectores renales.

e Sobre el corazdén posee efecto inotrépica positiva (EIP), estimula la
sintesis proteica, la proliferacion de fibroblastos, la produccién de

colageno y la hipertrofia miocitica (73).

El aparato yuxtaglomerular, cuyos componentes son la arteriola aferente,
eferente y la macula densa, contiene células especializadas denominadas células
yuxtaglomerulares que sintetizan, almacenan y liberan renina. La macula densa actua
como un sensor que monitoriza la presién y la concentracién de CINa, y ante una
disminucién de la presion arterial o una disminucion del Na® extracelular a nivel

sistémico, las células yuxtaglomerulares renales liberan renina al plasma. La renina es

sintetizada como una preprohormona (llamada preprorrenina), la cual en el reticulo
endoplasmatico se desdobla formando una glicoproteina inactiva (prorrenina), que se
almacena en los granulos del aparato de Golgi, para posteriormente convertirse en una

glicoproteina activa (renina). Esta proteasa ejerce su accion sobre el angiotensinégeno,

un glucopolipéptido circulante perteneciente a la familia de las «a-2-globulinas y
sintetizado principalmente por el higado, generando un producto de 10 aa, conocido

como angiotensina | (Al) que posee poca o0 nula actividad biolégica. La enzima

convertidora de angiotensina (ECA), carboxipeptidasa presente principalmente en

pulmén, cliva la Al produciendo el octapéptido All. Esta tiene una vida media muy corta
(menos de un minuto) ya que es degradada y removida de la circulacion por distintas
peptidasas (angiotensinasas) presentes en los tejidos, dando como producto

angiotensina Il (Alll) de menor actividad (74) (Figura 141).
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Figura 141. SRA. Etapas de la generacion y degradacion de All.

Originariamente el sistema renina-angiotensina (SRA) fue descripto como un
sistema endocrino (75), pero luego varios de sus componentes fueron encontrados en
distintos tejidos y se demostro la sintesis local de All en 6rganos aislados como cerebro
y pulmén (76). En el musculo cardiaco se comprobo6 la expresién de ARN mensajeros
(ARNm) para el angiotensinégeno, la ECA y los receptores de All (77), sustentando la
posibilidad de una sintesis local del péptido. Actualmente se conoce la existencia del
SRA local en el miocardio (78). Las concentraciones de Al y All medidas en el intersticio
miocardico se hallan en el rango nanomolar, valores que superan aproximadamente

100 veces la concentracion plasmatica de ambos péptidos (79, 80).

Receptores de All. Los receptores de All estan localizados en la membrana
plasmatica de las células blanco. Se han encontrado dos tipos de receptores de All en
diferentes tejidos: AT; sensible al bloqueo con losartan y AT, inhibido por PD123319
(81-83). Ambos receptores se expresan en el corazén de rata, gato y humano (84, 85).
Estos receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G
especialmente de tipo g (Gq) (86).

Los receptores AT, y AT, tienen acciones opuestas en lo que respecta al crecimiento
celular (87). Los AT, favorecen la vasoconstriccion, el EIP, la fibrosis y la sintesis
proteica que conducen a HC (88). En cambio, los receptores AT, median efectos

antiproliferativos, aumentan la produccion de oOxido nitrico (NO) y disminuyen la
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frecuencia cardiaca (89).

Via de sefalizacion de All. La mayoria de las acciones de All son a través de
AT1. Dicha union produce la activacion de la fosfolipasa C (PLC), dando lugar a la
liberacion de IP3 y DAG, los cuales estan involucrados en el aumento de la
concentracion intracelular de calcio (Ca*)) y su movilizacién de los depdsitos
intracelulares por activacion de la PKC (90) (Figura 151).
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Figura 15l. Via de sefalizacién activada por la quinasa PKC: promueve el aumento de [Ca+2]i y la
activacién de moléculas implicadas en vias de sefalizacion intracelular que estimulan la sintesis proteica
y la transcripcién de genes, procesos estrechamente relacionados con el EIP y el desarrollo de HC.

2. Liberacion de ET-1 y activacion de sus receptores.

Sintesis, clasificacion y funcion de ET. ET es una familia de péptidos con
propiedades vasoconstrictoras muy potentes. Existen tres tipos, ET-1, ET-2 y ET-3,
todas ellas con 18 aa. Se originan como una proteina (de aproximadamente 212 aa)
denominada preproendotelina, la cual es clivadas por una peptidasa dando las
respectivas ET-grandes (o “big-ETs”) de 38 aa (91). Posteriormente son transformadas
en ET activa por una metalopeptidasa llamada enzima convertidora de endotelina
(ECE) para dar los polipéptidos de 21 aa. (Libro de Fuster V.; Wayne Alexander R.;
O’'Rourke R, “The Heart”, editorial McGraw-Hill, USA, 2004.). (Figura 161).
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Figura 161. Procesamiento de la prepro-ET e isoformas de ET.

Las distintas isoformas de ET son producidas por gran variedad de tejidos y tipos
celulares. ET-1 se genera en células endoteliales y muasculo liso vascular, miocardio,
rion y sistema nervioso central (92, 93). ET-2 es sintetizada en rifidén, intestino,
placenta, Gtero, corazon y células endoteliales (94). Finalmente, ET-3 es producida en

cerebro, miocardio y tracto gastrointestinal (95).

En preparaciones de miocardio se observo que las tres ETs tienen EIP de potencia
similar, siendo ademas ET-1 un potente factor de crecimiento con efecto
vasoconstrictor (96, 97). Ennis y col. (98), trabajando en preparaciones multicelulares
observaron que el estiramiento miocardico libera ET-3, y ésta seria la responsable del
EIP, aunque no se descarta que pudiera ser ademas responsable de la sintesis y

liberacion de ET-1, la cual a su vez induciria el crecimiento celular.

Receptores de ET. El efecto de ET, al igual que All, estd mediado por la
activacion de receptores de membrana acoplados a proteina G. Se han descripto tres
tipos de receptores: ETa, ETg y ETc. En los vasos se encontré que ETa predomina en
el musculo liso y ETg en las células endoteliales. Estos dos tipos de receptores se los
ha identificado en el corazon de diferentes especies (99). La activacion de ET produce

un potente efecto vasoconstrictor (por aumento de la [Ca*?]), mientras que la activacién
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de ETg favorece la vasodilatacion (por liberacion de NO).

Se ha propuesto la existencia de 2 subtipos de receptores ETa, ETa1 Y ETa2, con
diferente sensibilidad a las diferentes isoformas de ET (96). En forma general, la
activacion de los ETa estd estrechamente asociada con vasoconstriccion y EIP. El
mecanismo involucrado es mediante la disociacion de la proteina Gq y ésta, a su vez
activa la PLCp que produce activacion de PKC (100). Existen evidencias de 2 subtipos
de receptores ETg, ETg1 Y ETgy, los cuales se asocian a efectos vasodilatadores

(mediados por NO y prostaglandina-Il,) y vasoconstrictores (93).

All y ET. Distintos efectos cardiovasculares inicialmente atribuidos a All, se
consideran actualmente que en realidad se deben a la accion autdcrina/paracrina de
ET-1 liberada por All. Estos dos se comunican de manera unidireccional, desde All a
ET-1 y no en sentido contrario, dado que el efecto de All exdgena se anula con el
agregado de bloqueantes de ET-1; mientras que antagonistas AT1, como Losartan, no
bloguean el efecto de ET exdgena (60, 63). Comprobandose de esta manera que el
blogueo de los receptores de ET evita efectos atribuidos a All como el desarrollo de
hipertension provocado por su administracion cronica (101), el efecto hipertréfico sobre
miocitos cardiacos (55) y la activacion del NHE (64) y del AE (58).

Por otra parte, los efectos de All mediados por ET serian evidentes cuando la
concentracion de All es pequefa (del orden nanomolar o inferiores) (102) y el EIP es
producido por la activacion de la via AII/ET/NHE/ NCX modo inverso. Mientras que
cuando su concentracion es del orden micromolar se observan los efectos directos de
la All (103) y evidencias previas sugieren que el mecanismo responsable del EIP seria
por la activacion de la corriente de calcio tipo L e independiente de ET (104).

Ademas, mediante experimentos realizados con la técnica de RT-PCR en tiempo real
se ha demostrado que la administracion de All estimula la expresion del ARNm de la
preproendotelina. Estos resultados sugieren que la All aumenta la expresion de ET-1
con el posible fin de restaurar el pool intracelular de este péptido que estaria siendo

liberado desde el miocito cardiacos por accion de la All (105).

3. Transactivacion del EGFR.

El fenomeno de transactivacion es el proceso por el cual la estimulacion de
GPCR, resulta en la activacion de RTK en ausencia de un ligando especifico para
estos ultimos, generando sefales mitogénicas (Figura 171).
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Trabajos recientes demuestran a través de distintos experimentos la importancia de la
transactivacion de RTK, como el EGFR, debido a la activacion GPCR por agonistas
(como All'y ET) en el miocardio (72, 106-108).

—

Releasa of —
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Mature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 171. Transactivacion del EGFR. La estimulacién de GPCR, resulta en la activacién de RTK y a
continuacion de las MAPK. El proceso de transactivacion involucra no sélo a distintos mediadores como
la quinasa Src y PKC sino también a las metaloproteasas de la matriz (MMP), quienes inducen el clivado
de pro-HB-EGF y la posterior liberacion del HB-EGF (EGF-asociado a heparina). Este dltimo activa al
EGFR, quien estimulara la via de las MAPK (109).

Estudios efectuados en miocitos cardiacos de ratas neonatas muestran que el EGFR
es transactivado durante el estiramiento (106, 107). Villa-Abrille y col. (72), decidieron
investigar si la transactivacion del EGFR participaria en la SFF. Para ello se trabajo
sobre la Src tirosina quinasa y el HB-EGF (un factor similar al EGF que actiia como
agonista del EGFR), dos conocidos mediadores de la transactivacion del EGFR. Los
resultados obtenidos demuestran que la SFF fue completamente abolida por inhibicion
de la quinasa Src (empleando PP1) o por inhibicion de las MMP (evitando la liberacion
del HB-EGF). Ademas, la SFF fue abolida por inhibicion especifica del EGFR con
AG1478, que previene la fosforilacion del receptor (72). Por otro lado, Anderson y col.
demostré que la ET liberada por el estiramiento del miocardio induce el clivado de pro-
HB-EGF por las MMP, y la consiguiente liberacién desde la membrana plasmatica del
HB-EGF. Observando ademas, que dicho efecto fue cancelado con el uso de

antioxidantes (N-acetilcisteina) e inhibidores de la NADPH (apocinina) (107).
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4. Produccién de ROS.
Aunque las especies reactivas del oxigeno (EROs o sus siglas en inglés ROS)

fueron considerados clasicamente como moléculas deletereas, existen evidencias que
postulan que podrian funcionar como moléculas intermediarias intracelulares en vias
fisiologicas de sefalizacién. Las fuentes principales de ROS en el miocardio son:
NADPH oxidasa, xantina oxidasa, oxido nitrico sintetasa desacoplada y la cadena
respiratoria mitocondrial. Durante el estiramiento se produce la liberaciéon de All que
induce la formacion/liberacion de ET, ambos activadores de la NADPH oxidasa. Caldiz
y col. (110), demostraron que el estiramiento incrementa la produccion de ROS. Estos y
el desarrollo de la SFF fueron bloqueados con el empleo de scavengers (como el MPG
y EUKS8). En los mismos esperimentos se vio que la SFF fue abolida con el uso de
inhibidores de la NADPH oxidasa (como apocinina) asi como también con inhibidores
de los canales de potasio de la mitocondria “mKATP” (como 5-HD y glibenclamida),
confirmando de esta manera que la fuente de ROS son la NADPH oxidasa y la
mitocondria. Estos resultados confirman la hipétesis de Zorov y col. y Kimura y col.
(111, 112) quienes proponen que la produccién de ROS por la NADPH oxidasa induce
la liberacion de mayores cantidades de ROS desde la mitocondria.

En resumen, el estiramiento del miocardio ocasionado por situaciones de
sobrecarga hemodinamica y/o la presencia de factores neurohumorales pro-hipertroficos
como All, ET-1 y Aldosterona, activan vias de sefializacion intracelular que involucran el
aumento de la produccion de ROS, fundamentalmente de origen mitocondrial, que
confluyen en la activacion del NHE-1. El prevenir la liberacion de ROS es suficiente para
bloguear la SFF (110).

Activacién de NADPH oxidasa. La generacién de ROS por All y/o ET ha sido
involucrada tanto en sefiales fisiologicas (113, 114) como patoldgicas (115, 116). Hong
y col., trabajando en miocitos de musculo liso vascular, sugirieron que la All induce la
formacion de ET-1 a través de la produccién de ROS (114). Por otro lado, Sand y col.
demostraron, en auricula de rata que el EIP es en parte mediado por ROS (113).
Experimentos previos permiten suponer que los ROS estan involucrados en el EIP
inducido por ET-1 enddgena liberada por All, ya que cuando se utilizé MPG, se bloqueo
totalmente el EIP inducido por All 1nM (110). Segun las observaciones de Villa-Abrille y
col. (117), no es aun posible discriminar si la produccion de ROS se encuentra antes

y/o después de la activacion de los receptores de ET.
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5. Activacién de la MAP quinasa ERK1/2 (redox sensible) por los ROS.
Las tres familias de MAPK (ERK 1/2, p38MAPK y JNK) han sido involucradas en

la génesis de HC de diferentes modelos experimentales. Estas quinasas estimulan

factores de transcripcion nuclear y otras proteinas involucradas en la sefializacion
intracelular. p38MAPK esta incrementada en corazones sujetos a sobrecarga de
volumen y JNK estd especificamente activada en respuesta a sobrecarga de presion
(118). La activacion de ERK'’s requiere de su fosforilacion en un residuo de treonina y
en uno de tirosina, separados Unicamente por un aminoacido. Esta funcién sélo puede
ser realizada por una enzima altamente especializada, por lo que se considera que
MEK es la enzima limitante en la activacion de ERK’s, haciendo altamente especifico
este proceso. La ERK fosforilada regula por fosforilacion a quinasas y a otras proteinas
reguladoras de la transcripcion. En el caso particular de las ERK1/2, éstas también han
sido implicadas en la estimulacién del NHE a través de la quinasa p90~°¥. Estas son
consideradas quinasas redox sensibles activadas por el estiramiento. Trabajos previos
demuestran que los ROS a través de las quinasas como ERK1/2 son capaces de
producir la activacion del NHE-1 (110, 119). El aumento en la fosforilacion de ERK1/2
es abolido por el bloqueo del receptor AT1 con losartan (110). La activacién de las
MAPKs puede producirse a través de Raf por una via independiente de Gaq que
involucra a RTK. Luego de la unién del ligando al RTK, se activa Ras quien se une a
Raf (una quinasa de serina/treonina) que a su vez fosforila y activa a la MEK, enzima
que fosforila residuos de serina/treonina y de tirosina. La inhibicién de la MEK, quinasa
que fosforila a ERK1/2, cancela la SFF. Ademas al impedir la transactivacién del
EGFR, ya sea bloqueando la Src con PP1 o inhibiendo el EGFR con AG1478, también
se evita la activacion de ERK1/2 (72). El agregado exdgeno del EGF incrementa la

fosforilacién de ERK1/2, efecto que fue cancelado al prevenir la formacién de ROS.
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6. Fosforilacion y activacion del NHE-1.

NHE. EI NHE es una glucoproteina integral de membrana que se encuentra

distribuida en todas las células. Participa en la regulacién del pH intracelular mediante

el intercambio electroneutro de un hidrogeno intracelular por un sodio extracelular, a

través de la membrana plasmatica, evitando las consecuencias potencialmente

dafinas de la formacién de H+.

Isoformas del NHE. Se han descripto nueve isoformas del NHE (1 a 9), las

cuales difieren en su estructura primaria, distribucion celular y sensibilidad a

inhibidores; pero comparten una estructura secundaria similar. Ellas son:

NHE-1 se encuentra en la membrana plasmatica de todas las células, y es la
Gnica isoforma que se expresa en las células miocardicas (120-122). El NHE-1
es la principal ruta de salida de los protones; su activacion se produce en
respuesta a factores humorales y de crecimiento, durante la acidosis intracelular
y en respuesta al estiramiento. Cumple una funcion importante en el proceso de
exitacion-contraccion de los cardiomiocitos, el cual se inhibe por acidosis
intracelular. Esto se debe a que el calcio y los protones poseen los mismos sitios
de unién en la troponina C (proteina que regula la actividad de proteinas
contractiles como actina y miosina). Cuando el NHE-1 se activa, los protones
son excretados de la célula, disminuyendo la competencia entre estos y el calcio
por la troponina C. Como resultado, es mayor la capacidad de unién del calcio
aumentando la contractilidad. NHE-1 participa de procesos celulares normales
como proliferacion, crecimiento, migracion y apoptosis; y patolégicos como IC
(123).

NHE-2 y NHE-3 se encuentran expresadas en las células epiteliales de tracto

gastrointestinal y rifidn; e intervienen en la reabsorcion de sodio y agua (124)
(125).

NHE-4 se encuentra en las células epiteliales tubulares de rifion (126).

NHE-5 se encuentra en las células del cerebro, participando de la regulacion del
pH neuronal (127).

NHE-6 a 9 se encuentran en la membrana de las organelas, principalmente de
aparato de golgi, endosomas y en el caso del NHE-6 en mitocondria. Estan
presentes en todo tipo de células participando de la regulacion del pH de la
organela (128).
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NHE-1: Estructura y regulacién. EI NHE-1 es una glucoproteina que contiene
815 aa y un peso molecular, en su forma glucosilada, de 110 kD. Esta constituido por
dos grandes dominios, el primero transmembrana y el segundo con la forma de una
larga cola intracelular. Sus dos extremos, amino y carboxilo-terminal, orientados hacia

el citoplasta (Figura 18l).
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Figura 18l. Estructura y regulacién del NHE-1. Se encuentran representados los 12 dominios
transmembrana, los lazos intra y extracelulares (ILs y ELS); y la cola citosdélica en el extremo C-terminal.
En la cola citosélica se destacan los principales activadores (en color gris claro) e inhibidores (en color
gris oscuro).

El extremo amino-terminal (de aproximadamente 500 aa) asociado al transporte i6nico
a través de la membrana plasmatica, estd compuesto por 12 regiones transmembrana,
lazos intra y extracelulares (ILs, ELS) y un sitio alostérico que actia como sensor
intracelular de H*. El extremo carboxilo-terminal (de aproximadamente 300 aa) esta
involucrado en la regulacion de la actividad del intercambiador y posee una larga cola

gue se divide en tres subdominios.

31



Introduccion

El primer subdominio (entre los aa 513-564) incluye dos sitios de unidén al PIP;

involucrados en la regulacion del NHE-1 por ATP (129). Si bien el intercambiador no
utiliza directamente ATP, el nivel de PIP, esta directamente afectado por la cantidad de
ATP disponible. La reduccion de ATP o de PIP, disminuyen la actividad transportadora
del mismo (129). También contiene el sitio de unién para la familia de las proteinas
ezrina- radixina-moesina (ERM), las cuales estimulan la adherencia de los filamentos
de actina a la membrana, manteniendo la integridad estructural y participando de la
migracion celular (130, 131). La proteina 1 homéloga a calcineurina B (CHP-1)
interactua con un sitio de unién entre los aa 515-530 (132), su presencia no ha sido
detectada en el miocardio humano pero si en células malignas (133). CHP-1 junto con
tescalcina son proteinas fijadoras de calcio, que se asocian a este importante segunto
mensajero permitiendo que transmita su informacién. Estas proteinas ejercen un efecto
+2]i;

inhibitorio sobre el NHE-1 que se libera por el aumento en la [Ca permitiendo su

activacion.

El segundo subdominio posee un sitio de union para Tescalcina, entre los aa 633-815
del extremo carboxilo terminal (134). Estudios realizados por Wakabayashi y col.
muestran que el NHE-1 posee en el segundo subdominio (entre los aa 636-684) sitios
de unién para CaM, de alta afinidad o “A” (aa 636-656) y de baja afinidad o “B” (aa 657-
684) (135). La unién de CaM a ambas regiones son estrictamente Ca** dependientes.
En ausencia de Ca*"y CaM, el sitio de unién de alta afinidad se une a otra regién del
NHE-1 funcionando como un “dominio de autoinhibicion” (127). Cuando Ca*'y CaM
estdn presentes, se unen a los sitios de alta afinidad, bloqueando la interaccion
autoinhibitoria y activando al NHE-1 (135). La eliminacién del sitio de unién de alta
afinidad, resulta en un NHE-1 contitutivamente activo, imitando una situacion en la que
se produce sobrecarga de calcio intracelular (136). Es posible que el sitio de baja
afinidad o “B” se una a Ca**/CaM sélo ante altas concentraciones de [Ca*?];, y en estas

condiciones estimule la actividad del NHE-1.

La actividad del NHE-1 es sumamente sensible a los cambios del pH intracelular, pero
ademas de responder a los protones intracelulares puede ser activada por reacciones
dependientes de la fosforilacion que se llevan a cabo en su cola carboxiterminal. Estas
se producen principalmente en el tercer subdominio (entre los aa 700-815) ya que

contiene residuos de serina y de treonina, suceptibles de ser fosforilados por proteinas
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quinasa en respuesta a hormonas (incluyendo noradrenalina, All y ET), factores de
crecimiento y acidosis sostenida (137-139). La via de las MAPK es el factor principal en

la regulacién de NHE-1. ERK1/2 y p90™°K fosforilan directamente el extremo C-terminal

del intercambiador (140). PKC y PKD también son capaces de influir en la actividad del
NHE-1 en respuesta a la estimulacion por factores de crecimiento, pero no fosforilan
directamente al intercambiador (141). Dado que el nivel de fosforilacibn depende no
s6lo de quinasas sino también de fosfatasas, es importante el rol de las fosfatasas

MPK1, PP1 y PP2A . PKG es una quinasa que fosforila tirosina o serina en un sitio de

consenso de entorno de aa bésicos, presentes en el NHE-1 (142, 143). Pero PKG
también es capaz de activar rutas de sefalizacién mediadas por fosfatasas, tal como la
fosfatasa de la MAPK, MAPK1 (144). De modo que la PKG podria modular la actividad
del NHE-1 por fosforilacion directa o a través de fosfatasas que actian sobre el NHE-1
y de esta manera reducir su actividad. Yeves y col. (145), demostraron que la inhibicion
de la fosfodiesterasa 5 A (PDE5A), promueve la acumulaciébn de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) quien activa a PKG. Esta quinasa, por un mecanismo aun
desconocido activa a la fosfatasa PP1, la cual desfosforila el sitio regulador de la cola

citosolica del NHE-1, inhibiendo su actividad.

Otra enzima que regula la actividad del NHE-1 es la anhidrasa carbonica Il (ACIl). La
ACII cataliza la hidratacion de CO,, que luego de disociarse produce HCO3 y H'. La
enzima se une al dominio citosélico, siendo esta union funcién del grado de
fosforilacion del NHE-1. Al inhibir la ACII disminuye la actividad del NHE-1 (146).

Inhibidores farmacoldgicos del NHE-1. La actividad exacerbada del NHE-1 en
el miocardio ha sido vinculada al desarrollo de distintas patologias caracterizadas por
un anormal crecimiento del tejido, particularmente en la HC y en el remodelamiento
post-infarto de miocardio (147), condiciones que pueden conducir a la IC seguida de
muerte. El hecho de que el NHE-1 haya sido vinculado de manera tan estrecha con el
desarrollo de HC, ha estimulado en los ultimos afios una intensa investigacion dirigida
a intentar dilucidar los mecanismos de regulacion de este intercambiador, como paso
previo a la elaboracion de estrategias terapéuticas destinadas a prevenir su
hiperactividad y por ende, sus consecuencias patologicas. Se han desarrollado

numerosos inhibidores que intentan prevenir los aumentos de [Na']; provocados por su
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hiperactividad y el consecuente aumento de [Ca*?);

producido por la activacion
secundaria del NCX, cuyo principal objetivo es la cardioproteccion. El primer inhibidor
del NHE descripto fue el amiloride, un diurético ahorrador de potasio, el cual posee
mayor sensibilidad por las isoformas 1 y 2 del NHE, y ademas inhibe al NCX y a los
canales de sodio (148). Con el fin de mejorar la potencia y selectividad sobre la
isoforma 1, se obtuvieron los derivados sintéticos del amiloride, entre los que se
destacan el dimetil-amiloride (DMA), el hexametil-amiloride (HMA) y el etil-isopropil-
amiloride (EIPA), entre otros. Posteriomente surgieron nuevos compuestos con mayor
selectividad por el NHE-1 como HOE694, HOEG642 (cariporide) y EMD96785
(eniporide), entre otros, los cuales difieren en su solubilidad, via de administracion y la

duracion de su efecto (149, 150).

7. Aumento en la concentracién intracelular de sodio.

Como se mencion6 con anterioridad, la estimulacion del NHE-1 aumenta la
concentracion intracelular sodio ([Na'];), siendo responsable del 50% que ingresa a la
célula. Este aumento de la [Na']; es indispensable para que el NCX opere en su modo
inverso, es decir, introduciendo un ion Ca?* por cada tres Na* que extruye de la célula
(63-69). Se demostro que el aumento de la [Na']; inducido por el estiramiento y por All
o ET-1 exégenas, a dosis que producen incrementos de fuerza similares a la SFF,
fueron prevenidos al bloquear el NHE (59, 60, 64, 65). Podria por ello suponerse que
este mecanismo es el Unico determinante del efecto contractil. Sin embargo cabe la
posibilidad de que el incremento de la [Na']; sea un mecanismo necesario pero no
exclusivo para inducir el influjo de Ca™ (a través del NCX en el modo inverso) o
enlentecer la salida de Ca*? (al deprimir la accién del NCX en su modo directo). El
bloqueo del modo inverso del NCX abolié la contraparte mecénica. Luego de un
incremento de la [Na'];, inducida por ET-1 o por inhibicion de la bomba Na'/K* ATPasa,
el aumento en la fuerza desarrollada fue mayor cuando la activacion del modo inverso
del NCX fue inducido por ET-1 que cuando la bomba de Na” fue inhibida (59). Estos
resultados sugieren que factores adicionales al aumento de la [Na']; afectan también el

modo inverso del NCX y participan del incremento de fuerza producido por la ET-1.
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8. Activacion del intercambiador Na*/Ca*>(NCX) en su modo inverso.

Como se menciond con anterioridad, estudios en diferentes laboratorios
sugieren que el incremento en el transitorio de calcio, no seria debido a la entrada de
calcio por los canales L (45) ni a la liberacion de calcio desde el RS (57). El origen del
incremento de calcio permanecio desconocido hasta que se propuso un nexo entre la
activacion del NHE-1 producido por el estiramiento y el posterior influjo de calcio

mediado por el NCX en su modo inverso (58-60).

NCX. El NCX se encuentra presente en la membrana plasmatica de gran parte de
las células de los mamiferos, constituyendo una segunda via de ingreso de Ca* al
miocito, ademas de los canales de Ca* del sarcolema. Al igual que el NHE, el NCX es
una proteina integral de membrana. En el NCX, los movimientos de Ca™ estan
acoplados a movimientos reciprocos de Na®*, promoviendo el transporte de 3 iones Na*
por cada Ca*® (3Na*:1Ca*?) en direcciones opuestas. Generandose el flujo de una
carga neta positiva en cada ciclo (transportador electrogénico), contribuyendo asi a
mantener la homeostasis del Ca*?.

Se han encontrado 3 isoformas derivadas de 3 genes diferentes: NCX1 o cardiaca,
NCX2 o muscular esquelética y NCX3 o cerebral (151-154). La isoforma NCX1 es la
mas ampliamente distribuido, encontrandose en mayor cantidad en tejido cardiaco y
cerebral (155). La expresion del NCX1 ocurre en etapas muy tempranas de la
cardiogénesis (156), siendo maxima cerca del nacimiento en mamiferos (157)
decayendo luego, proceso opuesto al que ocurre con otra proteina vinculada al manejo
del Ca*, la calcio-ATPasa (también denominada SERCA por sus siglas en inglés
sarcoplasmic-endoplasmic-reticulum calcium ATPase) cuya expresion aumenta durante
la vida postnatal (158) y se encarga de introducir calcio desde el citosol al RS. Asi, en
los recién nacidos, la participacion del NCX en el acoplamiento éxito-contractil cardiaco
seria mas relevante que en los corazones adultos.

El NCX1 tiene 970 aa y un peso molecular de 110 KDa (152). Posee 9 segmentos
transmembrana, con la porcién N-terminal extracelular, y el extremo C-terminal hacia el
citoplasma (159). Posee ademas un gran lazo interno hidrofilico entre los segmentos
transmembrana 5y 6 (aa 250 y 796), el cual es importante para la regulacién alostérica

intracelular por Ca™ o Na* (160) (Figura 191).
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Figura 191. Estructura del NCX.

La funcién principal del NCX es intercambiar Ca*? intracelular por Na* extracelular,
pudiendo funcionar en sentido inverso al comienzo de la meseta del potencial de
accion. En condiciones fisiolégicas y suponiendo que los gradientes de Na* y Ca*?
permanecen constantes en el espacio subsarcolemal, podemos estimar que el
potencial de inversién del NCX (Encx) (valor del potencial de membrana que anula el
flujo ionico por gradiente de concentraciones a través del intercambiador), es
aproximadamente —40 mV. Dado que se trata de un transportador electrogénico, la
fuerza impulsora (FI) que actia sobre el NCX esta determinada por la diferencia entre

el potencial de membrana (Vm) y el Excx (FI=VmM-Encx). Vemos asi que:
e Cuando el Vm es igual al Encx nO se registra corriente, pues la Fl es cero.

e En reposo o diastole el NCX usa el gradiente electroquimico que favorece la
entrada de Na* a la célula y la salida de Ca*?, el Vm toma valores mas negativos
que el Encx (funcionando el modo directo o “forward” del NCX (NCXair)),
contribuyendo a la relajacién de la célula muscular, al disminuir el Ca*?

intracelular.

e Cuando la célula se despolariza va modificando el gradiente electroquimico para
el Na* y el Ca*?, el Vm toma valores més positivos que el Encx, y durante cierto
periodo del potencial de accion (meseta) se registran flujos de estos iones en
sentidos opuestos (funcionando el modo inverso o “reverse” del NCX (NCXin)).
El hecho de que el Vm supere el valor teérico de Encx haria pensar que el

NCXin, participaria activamente en el ingreso de Ca*? durante el acoplamiento
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éxito-contractil. Sin embargo, existe gran controversia respecto de la
contribucion del NCX,, a la contractilidad basal (161) debido a que durante el
potencial de accién el nivel de Ca*? aumenta, y esto modifica el Excx haciéndolo
mas positivo. Se ha demostrado que bajo ciertas condiciones farmacoldgicas y/o
patolégicas, el modo inverso puede cobrar mayor relevancia para la funcion
contractil (162). En la IC por ejemplo se encuentra aumentada la expresion del
NCX, supuestamente como un mecanismo compensador para mantener la
contractilidad ante la deficiente funcion del RS, por lo que el NCX contribuiria a
la entrada de Ca*? al citosol y, de esta manera mantendria la funcién contractil
(163).

Perez y col. y Alvarez y col. (64, 65) observaron que el aumento en la [Na'];
producido por la activacion del NHE-1 debido al estiramiento del miocito,
desplazaba al Encx a valores mas negativos, permitiendo de este modo que el modo
NCXin actie por mas tiempo durante el potencial de accion. Lu y col, demostraron
que la quinasa redox sensible p90~=¥ prolonga la repolarizacién al inhibir al canal de
potasio, evitando la salida de dicho cation y aumentando el tiempo durante el cual el
modo NCXi,, esta activo (164). Por otro lado, el aumento en [Na']; reduciria la salida
de Ca*?al deprimir la accién del NCXgyj durante la diastole y/o favoreceria su entrada
por el modo NCXi,, produciéndose acumulacion intracelular de Ca*® que, de
mantenerse en forma cronica, podria tener efectos nocivos (165). Ademas, la
activacion de quinasas redox sensibles, tras el estiramiento, fosforilan de manera
directa al NCX contribuyen al ingreso de Ca* a la célula (59, 166, 167). En
resumen, es posible que el estiramiento y la via AIl/ET, regulen el modo NCXj,, a
través de la accion conjunta de tres mecanismos dependientes de ROS, que

producen aumento de la [Ca*?]:
e Por estimulacién directa del NCX a través de PKC e independiente de Na.

e Desplazando al Eyxcx a valores mas negativos, por aumento de la [Na']; por

activacion del NHE-1.

e Prolongando la duracién del potencial de accion.
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9. HC promovida por el incremento en el calcio.

La mayoria de los estimulos que inducen HC maladaptativa en respuesta a una
sobrecarga hemodinamica activan la via de Gq y confluyen en el aumento de la [Ca*?);
activando las vias de sefalizacion intracelular dependientes de este ion. El aumento de
la [Ca™]; es uno de los fendmenos mas importantes en el desarrollo de la respuesta

hipertréfica y esto se ha confirmado provocando el aumento de la [Ca*?

por medio de
agonistas célcicos (168), de ion6foros de Ca*™? (169), o mediante la elevacién del Ca*?
extracelular (170), induciéndose en todos estos casos hipertrofia en cardiomiocitos in

vitro.

Calmodulina. Muchas de las acciones del calcio se llevan a cabo mediante su

interaccién con Calmodulina (CaM), que actia como un sensor intracelular de calcio y

como respuesta a los cambios en su concentracién, activa vias de sefializacion
especificas (171).

CaM se encuentra en diferentes localizaciones incluyendo el citoplasma, las organelas
y asociada a la membrana plasméatica. Es una proteina fijadora de calcio que posee
cuatro sitios de unién para el Ca*? formando el complejo Ca*?/CaM. Dado que no
posee actividad enzimatica intrinseca, la unién al calcio produce un cambio en la
conformaciéon de la CaM que le permite unirse a otras proteinas y activarlas (Boron
W.;Boulpaep E.,“Medical Physiology”, capitulo 3, editorial Saunders, 2008). Muchas
proteinas son incapaces de unir Ca*? por si mismas y por ello utilizan a CaM como

sensor de calcio y transductor de sefales (Figura 201).

Inactive )
protein

protein

Calmodulin Ca**/Calmodulin Ca**/Calmodulin-dependent

protein kinase

Boron & Boulpaep: Medical Physiology, 2nd Edition.
Copyright © 2009 by Saunders, an imprint of Elsevier, Inc. All rights reserved.

Figura 201. La CaM es activada mediante su unién al Ca*?, formando el complejo Ca**/CaM.

(Boron W.;Boulpaep E.,“Medical Physiology”, capitulo 3, editorial Saunders, 2008).
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CaM puede realiza funciones indirectamente a través de otras proteinas, como por
ejemplo la fosfatasa calcineurina, la quinasa Ca*?/CaM dependiente (CaMKIl) y la
quinasa de la cadena liviana de la miosina (MLCK). Estas enzimas poseen diferente
localizacion subcelular y sensibilidad al calcio, lo cual les permite poder diferenciar
entre distintos tipos de sefales de calcio y asi poder realizar determinadas funciones
en el cardiomiocito. Asi por ejemplo, calcineurina se activa en respuesta a aumentos
sostenidos y de baja amplitud en los transitorios de Ca*?, mientras que CaMKII lo hace

preferentemente por aumentos repentinos y de alta amplitud (172, 173).

CaMKII es una serina-treonina quinasa, con una importante funcién en la contractilidad
cardiaca y el manejo de calcio. La isoforma & de la CAMKII se expresa en mayor grado

en el corazén (174). Una vez activada (por el aumento de la [Ca™?);

y la posterior
formacién del complejo Ca*?/CaM) une ATP y se autofosforila, prolongando de esta
manera su funcion (modo independiente de calcio) (175). Esto le permite a CAMKII
mantener su actividad catalitica atin en ausencia de Ca*?, para actuar como un sensor
de Ca*?y poder regular su propia actividad (176). CAMKII participa de la regulacién del
[Ca*?]; por el RS. La fosforilacién de las proteinas del receptor de rianodina (“RyR”, un
canal liberador de Ca*?) produce la salida de Ca*? del RS. Mientras que la re-captacion
se estimula a través de la fosforilacion de las proteinas SERCA (una Ca*? ATPasa) y

fosfolamban (“PLN”, en estado desfosforilado actia como inhibidor de SERCA) (175).

La activacion de MLCK por el complejo Ca*?/CaM permite la fosforilacion de MLC-2,
incrementando la sensibilidad del miofilamento por el calcio, aumentando la fuerza de
contraccion y estimulando la incorporacién de filamentos de actina y miosina al
sarcomero (175, 177).

Calcineurina. La Calcineurina (conocida también como PP2B) es una proteina
fosfatasa calmodulina dependiente, que desfosforila proteinas en serina y treonina.

Esta compuesta por un heterodimero formado por dos subunidades:

e calcineurina A (CnA): contiene un dominio amino-terminal catalitico por lo que se
la considera la “subunidad catalitica”, y regiones de union para CnB y para CaM.
El extremo carboxilo-terminal contiene un dominio autoinhibitorio que se pliega

para ocluir el sitio activo cuando CaM no esta unida. Posee un peso aproximado
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de 59 KDa. Existen tres isoformas de CnA, codificadas por tres genes distintos:
CnAa, CnAB y CnAy. En los cardiomiocitos se expresan las isoformas a y 3
(178).

e calcineurina B (CnB): posee el centro fijador de calcio y se la considera la
“subunidad reguladora”. Con un peso aproximado de 19 KDa. Existen dos
isoformas de CnB, codificadas por dos genes distintos: CnB1 y CnB2. En los

cardiomiocitos se expresa la isoforma 1 (178).

El aumento sostenido de la [Ca*’ (originado por estimulos mecénicos y
neurohumorales) promueve la unién de dicho cation a CnB y a CaM. Una vez formado
el complejo Ca*?/CaM, este se une a CnA, desplazando el dominio autoinhibitorio,
permitiendo el acceso de los sustratos protéicos al dominio catalitico donde seran
desfosforiladas. Posteriormente, cuando se reduzca la [Ca*?];. CnA volvera a plegarse
ocultando su centro catalitico (179).

Entre los sustratos de calcineurina se encuentran factores de transcripcién como el
NFAT (factor de transcripcién nuclear de las células T activadas), localizado en el
citosol. NFAT posee residuos de fosfoserina que al ser desfosforilados por calcineurina,
exponen secuencias de sefalizacion que le indican al factor que debe dirigirse al
nacleo. Posteriormente se une al ADN e interactian cooperativamente con otros
factores de transcripcion como AP-1 (activador proteico), GATA-4 y MEF2 (factor
estimulador de la transcripcion de miocitos) estimulando la transcripcion de genes

responsables de la HC (169, 180, 181) (Figura 211).
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Figura 211. La calcineurina es activada mediante la unién de Ca*?y CaM.

MEF2 se asocia en el citosol con una familia de represores de la transcripcion de
genes, las histonas desacetilasas (“HDACs”). Las HDACs citoplasméaticas se unen a
MEF2, reprimiéndolo. CaMKII y CaM fosforilan a las HDACs, permitiendo la liberacion
de MEF2, el cual se dirige al nucleo para interactuar con el ADN (182-184). Las HDACs
nucleares eliminan grupos acetilo de las histonas, incrementando su carga positiva,
logrando asi un mayor empaquetamiento del ADN y disminuyendo con ello la

transcripcion.

La via calcineurina/NFAT es una de las primeras vias que provee informacion
molecular de como sefales extracelulares viajan de la membrana celular al nicleo. De
las cascadas intracelulares prohipertréficas dependendientes de Ca?', la via
calcineurina/NFAT parece jugar un papel determinante en el desarrollo de HCP (185).
Ratones transgénicos que sobreexpresan CnA o NFAT constitutivamente activos,
desarrollan HC que evoluciona a IC al cabo de dos meses, sugiriendo que la CnA esta
involucrada en la respuesta maladaptativa. La activacion de la calcineurina es una
sefial suficiente para inducir HC aunque posiblemente no estrictamente necesaria (172,
186). Trabajando con cultivos de cardiomiocitos estimulados por factores de
crecimiento como All, se vio que el uso de Cyclosporina A (CsA), inhibidor de
calcineurina, previene el crecimiento hipertréfico de los mismos. Recientemente se han

descubierto proteinas celulares que actian como inhibidores endoégenos de
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calcineurina como calsarcina, MCIP y Cabin-1 (también llamado Cain). Estas nuevas
familias de proteinas que interactian tanto con calcineurina como CaM, modularian las

sefales que llevan a la HC. (187).

REGRESION DE LA HIPERTROFIA

Dado que la HC es un factor independiente de riesgo de enfermedad
cardiovascular, la regresion de la misma es considerada en la actualidad como un paso
clave para la prevencion del desarrollo futuro de IC. En la HTA la regresion de la HC se
puede lograr con el empleo de farmacos. La relacién entre la normalizacion de la
actividad del NHE-1 y la regresiéon de la HC fue demostrada luego del tratamiento
cronico con losartan, enalapril o nifedipina (188) y cariporide (189). El ultimo estudio
también demostrd un hecho interesante, que la disminucién de la HC fue independiente
de la disminucién de la presién arterial, es decir que el bloqueo del NHE-1 indujo su
efecto anti-hipertréfico con cambios minimos o sin cambios en la presion arterial.
Existen evidencias claras de que el uso de inhibidores especificos del NHE-1 en

patologias cardiacas hipertroficas es beneficioso (147, 189-191).

Es posible que los efectos adversos observados con el uso de estos inhibidores se deban
a que no sélo inhiben la indeseada hiperfuncion detectada en procesos fisiopatolégicos
sino también su importante funciébn homeostatica basal, pudiendo interferir ademas con
mecanismos no miocéardicos, como lo sugiere el aumento del riesgo de accidente
cerebrovascular. Esta incapacidad de discriminar entre ambos estados propia de los
bloqueantes del NHE-1 podria ser la causa de la disparidad de efectos provocados por
el cariporide (inhibidor especifico del NHE-1) detectado en un estudio clinico
denominado EXPEDITION, donde la inhibicion del NHE-1 redujo la incidencia de infarto
de miocardio en pacientes sujetos a bypass coronario pero incremento la tasa general
de eventos cerebrovasculares, lo que derivé en el abrupto cese del estudio (192). Por
otro lado, dos estudios clinicos, uno con cariporide, (GUARDIAN (149)) y el otro con
eniporide (ESCAMI (150)) disefiados para evaluar la inhibicion farmacolégica del NHE-1
en la isquemia miocardica arrojaron resultados controvertidos. Se podria especular que
la fosforilacibn del NHE-1 es un mecanismo ligado al desarrollo de procesos

patologicos que involucran el mantenimiento de la acidosis por un determinado tiempo,
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el cual es critico para que ello ocurra. En tanto que la funciébn homeostatica basal seria
beneficiosa y sélo dependeria del censado de los cambios de la concentracion de H*
como resultado del metabolismo basal normal, sin intervencion de la fosforilacion del
NHE-1. El problema adquiere mayor relevancia dado que este intercambiador es
responsable de aproximadamente el 50% del Na™ que ingresa a la célula modulando la
actividad del intercambiador NCX y por este mecanismo la acumulacién de Ca®'
intracelular y la contractilidad. Ante este contexto, resulta evidente la necesidad de
buscar alternativas terapéuticas que involucren el control de la funcién exacerbada del

NHE-1 sin alterar su actividad basal, lo cual sera el futuro desafio de los investigadores.

La identificacion precisa de las via de sefalizacion activadas en la HCP
permitiria encontrar nuevos objetivos terapéutico. Surgen asi nuevas estrategias de
rehabilitacion cardiaca en pacientes con HCP. Entre los cambios en el estilo de vida del
paciente, uno de los mas destacados consiste en la realizacion de ejercicio aerobico
efectuado regularmente. Se ha detectado una reduccion significativa de la morbi-
mortalidad cardiovascular en pacientes que realizan entrenamiento fisico (193-196). En
un grupo selecto de pacientes con IC, se ha demostrado que la actividad fisica no solo
es segura, sino también beneficiosa (197-199). A pesar de ello, aun se desconocen las

vias por las cuales se produce este mecanismo.
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OBJETIVOS.

La regresion y/o maodificacion de la HCP es considerada en la actualidad como
un paso clave en la prevencion del desarrollo futuro de IC. Una forma de lograrlo es
farmacoldgica y la otra es no farmacoldgica. Esta Ultima consiste en la realizacion de
ejercicio fisico aerébico en forma regular. En pacientes con cardiopatias (HC e IC) se
ha demostrado que la actividad fisica programada no solo es beneficiosa, sino también
segura (197-199). Diferentes estudios clinicos muestran que la actividad fisica
promueve un fenotipo “cardioprotector”, pero los mecanismos intimos a nivel celular

aun se desconocen (200-202).

El objetivo general del presente trabajo consiste en estudiar experimentalmente
los posibles mediadores intracelulares involucrados en la proteccion brindada por el
ejercicio fisico en la HC hipertensiva.

Para llevar acabo dicho objetivo se emple6 el modelo de HC de las ratas SHR que
desarrolla HTA, genéticamente determinada. La identificacion precisa de los
intermediarios de la via de sefalizacion, permitiria un mejor control terapéutico de los

mismos.

Los experimentos diseflados intentaron responder los siguientes interrogantes:

1. ¢La actividad fisica produjo cambios funcionales en la HC de las SHR? De ser
asi, ¢ qué caracteristicas tuvieron?

A fin de responder esta pregunta los animales realizaron actividad fisica natatoria

durante 60 dias y se determin6 el acortamiento medio ventricular, por

ecocardiografia, al comenzar y finalizar el periodo experimental.

2. ¢Qué caracteristicas morfologicas se observaron en la HC lograda por el
ejercicio?

Para cuantificar la magnitud de los posibles cambios se evaluaron los siguientes

pardmetros: indice de masa ventricular izquierda, espesor de la pared del ventriculo

izquierdo (VI), masa del VI y relacion peso del Vl/longitud de la tibia, entre otros.
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3. ¢Qué moadificaciones histologicas se produjeron en el tejido miocéardico inducidas
por el entrenamiento aerébico?
Para ello se examiné el area de seccion transversal del cardiomiocito, la fraccion de

colageno y la densidad capilar.

4. ¢Qué cambios moleculares se observaron con el ejercicio?
Para ello se determind la expresion de los marcadores moleculares ANF y MLC-2, y
la participacion de SERCA2a y NCX.

5. ¢Las vias de la fosfatasa calcineurina y de las quinasas PI3K/AKT se
involucraron en la HC por el ejercicio?

Ello se evalué mediante la expresion de dichas vias en el modelo utilizado.

6. ¢El ejercicio ejercio algun efecto sobre la cascada apoptotica?
Para ello se estudio la expresion de caspasa-3 y PARP-1.

Las respuestas a estas preguntas son por lo tanto importantes y contribuirian al

desarrollo de estrategias terapéuticas destinadas a inducir cardioproteccion.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de 4 meses de edad de la cepa Wistar y SHR. Los animales
fueron criados en el Bioterio del Centro de Investigaciones Cardiovasculares,
mantenidos en un microambiente ventilado, con temperaturas entre 18 y 22 °C y ciclos
de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Luego del destete a los 21 dias se los coloco
en cajas de acero inoxidable con lecho de viruta esterilizada y tapa tipo tolva para
permitir el acceso ilimitado al alimento balanceado para rata y agua de la canilla que se
administré6 en mamaderas. Los experimentos fueron llevados a cabo respetando las
normativas generales para uso de animales de laboratorio estipuladas en la “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, NIH Publication No. 85-23, 1996”.

Wistar

Las ratas Wistar constituyen una cepa de ratas albinas exocriadas pertenecientes a la
especie Rattus norvegicus. Esta cepa fue desarrollada en 1906 en el Instituto Wistar de
Filadelfia para su utilizacién en investigacion biolégica y médica por el fisi6logo Henry
Donaldson. Las cepas de la mayoria de los laboratorios descienden de la colonia
establecida en el Instituto Wistar, y actualmente es una de las cepas mas populares en
investigacion. En el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar como control normotenso

y normotréfico.

SHR

Introducidas originalmente en el afio 1963 por Okamoto y Aoki (203) mediante seis
generaciones de endocria a partir de una pareja de ratas de la cepa Wistar que
presentaba presion arterial persistentemente elevada. Constituyen un modelo para el
estudio de la progresion natural de hipertrofia ventricular izquierda, producida por un
aumento de la poscarga. Normalmente, el crecimiento postnatal del tejido cardiaco
implica una hipertrofia de las miofibrillas e hiperplasia del tejido conectivo con un
aumento en masa del 6rgano en proporcion al aumento de masa corporal. En un
corazdén sometido a una mayor poscarga el crecimiento ocurre de una manera similar,
sin embargo la respuesta, principalmente del ventriculo izquierdo, es desproporcional
con respecto al peso corporal (204). En este modelo, el estiramiento mecanico y la HC
ocurren de manera cronica y secundaria a un aumento de la presion arterial

genéticamente determinado.
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ACTIVIDADES Y PROTOCOLO.

Se realizaron estudios en ratas, machos de 4 meses de edad, normotensos (Wistar) y
espontaneamente hipertensos (SHR) con HC. Se someti6 a un grupo de las SHR
(SHR-E), elegidas al azar, a actividad fisica intensa y periddica (natacion durante 90
minutos, 5 veces por semana, por 60 dias) para evaluar su efecto sobre la HCP y
compararla con la HC que desarrollan las ratas SHR que no realizaron ejercicio (SHR-
S). La temperatura del agua donde nadaban las ratas era de 30-32°C. La duracion del
ejercicio se fue incrementando gradualmente hasta que pudieron nadar por 90 min. Las
SHR-S y las Wistar nadaron durante 10 minutos, dos veces a la semana, para imitar el
estrés al que fueron sometidas las SHR-E. Este protocolo de natacion ha sido
caracterizado por Medeiros y col., como un ejercicio de moderada intensidad y larga
duracion basandose en la capacidad oxidativa del musculo (205).

Se realizaron estudios morfologicos, histologicos y moleculares. En los animales en
experimentacién se evaluaron los siguientes paradmetros que funcionan como indices
de HC: cociente peso biventricular/peso corporal (PBV/PC), area de seccion transversal
de los cardiomiocitos (CSA), expresion de los marcadores moleculares de HC como el
péptido natriuréticos atrial (ANP) y la cadena liviana de la miosina-2 (MLC-2), entre

otros.
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METODOLOGIA APLICADA.

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

- Frecuencia cardiaca, presion arterial sistdlicay peso corporal.

Se monitored la presion arterial sistdlica y la frecuencia cardiaca, por el método de
la cola. Ademas, previo a ser sacrificados, los animales fueron pesados.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS.
A fin de poder analizar el efecto de la actividad fisica periddica e intensa sobre la

HCP y la funcidn ventricular izquierda se realizaron varias determinaciones:

- Estudios ecocardiograficos.

Los animales fueron examinados por ecocardiografia con el fin de evaluar
distintos parametros que permitan caracterizar el tipo de HC, asi como poder
“monitorear” periédicamente in vivo la masa ventricular. Esto se realizé a los animales
de todos los grupos, al iniciar y finalizar el protocolo. Para ello, se los anestesié con
pentobarbital sddico intraperitoneal, se depil6 la zona toracica y se aplico gel
ultrasonico. El ecocardiograma transtoracico se logro utilizando un transductor de
7.5mHz. Se obtuvieron imagenes bidimensionales de planos equivalentes al eje corto
paraesternal en humanos. A partir de esas imagenes, se selecciond la de mejor
resolucién y se realizd un registro. Las imagenes se digitalizaron para realizar las
determinaciones. Las mediciones para el analisis de la estructura y funcion del
ventriculo izquierdo (VI) se efectuaron en 3 latidos consecutivos, de acuerdo a las

recomendaciones de la American Society of Echocardiography (206, 207).

De cada registro se tomaron los siguientes parametros: indice de masa ventricular
izquierda, espesor de la pared del VI, diametro diastolico del VI, relacion entre el
espesor del VI y el radio de la cavidad y acortamiento medio ventricular izquierdo,

segun las técnicas previamente descriptas (206, 208-210).
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- Masa del VI, masa del ventriculo derecho v la relacién peso del Vl/longitud de
la tibia (PVI/LT).

Finalmente al cumplirse el tiempo de protocolo experimental (entrenamiento fisico)

los animales fueron sacrificados bajo anestesia con eter y se extrajeron rapidamente
los corazones, que luego de ser desprovistos del tejido conectivo adyacente y de los
grandes vasos, fueron secados en papel de filtro y pesados para la determinar la masa
del VI, masa del ventriculo derecho y el indice de HC, PVI/LT.

El tejido miocardico se preservdé de manera apropiada para posteriores

determinaciones histolégicas y moleculares.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS.
Con el objetivo siguiente de analizar los distintos cambios celulares que se
desarrollan en la HC y la importancia de la actividad fisica, a continuacion se examiné
el area de seccion transversal del cardiomiocito, la fraccion de colageno y la densidad

capilar.

- Determinacion del area de seccidon transversal de los cardiomiocitos (AST) v

de la abundancia de coldgeno intersticial.

El tejido ventricular se fij6 en un buffer 10% formaldehido por 24 horas y se lo
embebié en parafina. Se realizaron cortes coronales ecuatoriales de VI (5um de
espesor), los cuales fueron tefiidos para realizar el andlisis del AST y de la fraccién de
colageno. Para determinar el AST de los miocitos, los cortes fueron tefiidos aplicando el
método de la “Hematoxilina-eosina”, y para cuantificar la presencia de colageno en el
miocardio se utilizd la técnica de “Picrosirius red” anteriormente descripta (189). Las
imagenes microscopicas fueron captadas con una videocamara, digitalizadas y
posteriormente procesadas mediante un programa de analisis de imagenes. Esto
permitié analizar si la regresion de la hipertrofia se acompafia o no de una disminucién

de la fibrosis y/o del tamafio de los miocitos.
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- Densidad capilar.

La determinacion de la densidad capilar se realizé mediante inmunohistoquimica
utilizando la técnica previamente descripta por Xu (211). La misma fue expresada como
el promedio de capilares por mm?. Para visualizar células endoteliales se utilizaron
anticuerpos contra el factor de Von Willebrand (Dako) y contra transglutaminasa
(Dako), y para visualizar células musculares lisas se utilizaron anticuerpos contra a-
actina de mausculo liso (Dako). Como controles negativos, los anticuerpos primarios
fueron reemplazados por inmunoglobulina G de ratén. Se consideraron como capilares
aguellos vasos que dieran positivos los anticuerpos contra el factor de Von Willebrand y
contra transglutaminasa, sin células musculares y con un didmetro de menos de 10um.
Se contaron como minimo 5 campos distintos de cada seccién con un aumento de
450X.

ESTUDIOS MOLECULARES.

- Determinacion de la expresién de marcadores moleculares de HC por medio

de la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real
(“real-time PCR”).

Se realiz6 la cuantificacion relativa de cada ARNm de interés con respecto al

ARNmM de GAPDH, que fue utilizado como control interno dado que su expresion se
mantiene constante en las distintas maniobras experimentales propuestas. Se
homogeniz6 el tejido cardiaco y se aisl6 el ARN total, se cuantifico
espectrofotométricamente mediante la medida de la absorbancia a 260nm.
Posteriormente se realiz6 la transcripcion reversa (RT) a partir de una cantidad
conocida de ARN total, utilizando cebadores especificos para los genes de interés
como el péptido natriurético atrial (ANF), la cadena liviana de miosina-2 (MLC-2) y para
GAPDH. La cuantificacion se realizo mediante la técnica de real time PCR (98, 212). La
reaccion se llevd a cabo en un equipo para PCR en tiempo real (iCycler, Bio-
Rad).Todos los pardmetros derivados de esta reaccion se calcularon utilizando el

programa Real-Time Detection System Software, version 3.0 (Bio-Rad).
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Determinacion de ARNm

Se realizé la determinacion del ARNm del ANF a partir de ARN total aislado de
ventriculo izquierdo, utilizando la técnica de real time RT-PCR. Se utiliz6 como estandar
interno el ARNm de GAPDH.

Aislamiento de ARN total

A partir de 20-30 mg de tejido conservado en RNAlater (Qiagen) a -80°C se
realizd el asilamiento de ARN total utilizando el kit RNeasy (Qiagen) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las muestras de tejido, una vez descongeladas, se
homogeneizaron durante 40 segundos en el buffer de lisis provisto por el Kit,
conteniendo isotiocianato de guanidina y B-mercaptoetanol para proveer condiciones
desnaturalizantes y permitir la inmediata inactivacion de ribonucleasas, empleando un
homogenizador Glas-Col Model K-41 TRI-R STIR-R y vastago de teflon. A continuacion
se sometid el tejido homogeneizado a 10 minutos de digestion proteica a 55°C
empleando proteinasa K (Invitrogen) y se cargaron las columnas del kit, previa adicién
de etanol para ajustar las condiciones de union del ARN a la fase sélida. Se llevaron a
cabo 3 pasos de lavado, digestién con desoxirribonucleasa (Qiagen) durante 15 minutos
a temperatura ambiente para eliminar interferencias de ADN vy finalmente se eluy6 el
ARN con 50 pL de agua libre de nucleasas (Qiagen). Toda la manipulacion de las
muestras y preparacion de soluciones a partir de la elucion del ARN purificado se realizé
con puntas de pipeta con filtro y agua libre de nucleasas.

Determinacion de la concentracion de ARN

La concentracion de ARN se determindé mediante la lectura de absorbancia a 260
nm (A2g0) con el espectrofotometro (SmartSpec 3000, Bio-Rad). Para ello se realizé una
dilucion apropiada en agua del ARN purificado, usualmente 1/10, para asegurar lecturas
mayores de 0.15 unidades de absorbancia, y se midié la Ay utilizando cubetas de 50
uL transparentes a la luz UV y llevando la absorbancia a cero con agua. Para la
cuantificacion se considerd que la absorbancia de 1 unidad a 260nm corresponde a una

concentracion de ARN de 40 ug/mL.

53



Materiales y Métodos

Transcripcidn reversa

Este paso tiene como objetivo la obtencion de una cadena de ADN copia (ADNCc)
del ARNm de por ejemplo ANF, para poder ser utilizada como molde en la reaccion de
PCR. Se realiz6 utilizando transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen). La enzima posee
actividad de ADN-polimerasa dependiente del molde de ARN vy actividad de
exoribonucleasa dependiente de una doble cadena hibrida ARN:ADN. Los pasos de la
reaccion incluyen: a) hibridizacién de cebadores o “primers”, necesarios como punto de
partida para el inicio de la actividad de polimerizacion de la enzima; b) RT propiamente
dicha, consistente en la sintesis de una cadena de ADN partiendo del primer y utilizando
un molde de ARN; y c) degradacion del ARN presente en cadenas hibridas ARN:ADN,
esta actividad de exorribonucleasa solo actua sobre el ARN hibridizado al ADNc
sintetizado, y no afecta al ARN de cadena simple. Un esquema de los pasos

mencionados se muestra en la Figura 1M.

Sintesis de ADNc
ARNmM AAAAA

l Hibridizacion del primer

ARNmM PN
P
Transcripcion reversa
(ADN polimerasa ARN-dependiente)
ARNm AAAAA
ADNc G

Degradacién del ARN
(exorribonucleasa H)

ADNc

|

|

Reacciones posteriores

Figura 1M. Esquema de la transcripcion reversa. La hibridizacion del primer con la secuencia
complementaria del ARNm posibilita la accién enzimatica de ADN polimerasa utilizando como molde el
ARNm. La doble hebra hibrida formada es susceptible a la accion de ribonucleasa de la enzima,

garantizando la formacién de una Unica copia de ADNc por cada cadena de ARNm presente.
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Como cebadores de la reaccion se utilizaron los primers antisentido disefiados a partir
de la secuencia del gen de ANF y de GAPDH de rata:

e Primer antisentido para ANF: 5-TCCAGGTGGTCTAGCAGGTT-3'.

e Primer antisentido para GAPDH: 5'-CCACAGTCTTCTGAGTGGCA-3'.

Para cada muestra experimental de ARN purificado se preparé la siguiente mezcla de
reaccion en tubos de PCR de 200 pL libres de ribonucleasas y manipulando todos los
reactivos en bafio de hielo:

e Mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs): 0.5 mM de cada uno (dATP,

dCTP, dGTP, dTTP).

e Primer antisentido 1uM de cada uno (ANF y GAPDH).

e Inhibidor de ribonucleasas (Invitrogen): 10 Unidades.

e Transcriptasa reversa Omniscript (Qiagen): 4 Unidades.

e 1.6 ug de ARN.

o Buffer de reaccion (Qiagen): hasta completar 20 L.

La reaccién se llevé a cabo durante 60 minutos a 37°C, seguidos de 5 minutos de
inactivaciéon de la enzima a 95°C y enfriado a 4°C, en un ciclador térmico (PTC-150 Mini
Cycler). Se conservé el ADNc obtenido a -80°C hasta el momento de su utilizacion como

molde en la real time PCR.

Real time PCR

e Fundamento

Este método conserva el fundamento de una PCR estandar, mas la posibilidad
adicional de seguir en tiempo real el curso de la reaccién y calcular asi parametros
mediante los cuales se puede estimar la cantidad inicial de ADNc utilizado como molde.
Como en cualquier PCR, la real time PCR consiste en ciclos sucesivos de
desnaturalizacion de la doble hebra de ADN, hibridizacion de los primers al ADN molde,
sintesis de la cadena complementaria mediante una polimerasa resistente al calor (Taq
polimerasa) y nuevamente desnaturalizacion del ADN doble cadena para recomenzar el

ciclo (Figura 2M).
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PCR
ADN doble cadena ﬁEY‘éRéru;E

N

Desnaturalizacion de la doble
cadena de ADN (94°C)

ADN simple cadena

ADN simple cadena

Hibridizacién de primers
(55°C)

Primer Primer

Polimerizacién del ADN
con Taq polimerasa (72°C)

T — |
ADN doble cadena ~<SYBR Green I L=
2 N SN

%

ADN doble cadena _’_§?§R§m§§’_;

vV

Desnaturalizacion de la doble
cadena de ADN (94°C)

Figura 2M. Se esquematizan los pasos de una PCR: desnaturalizacion del ADN doble cadena,
hibridizaciéon de primers y polimerizacion. El indicador SYBR Green | fluorece a 490 nm soélo cuando se

une a ADN doble cadena.

En condiciones ideales, en cada ciclo la cantidad de ADN se duplica y podria calcularse
el nimero de copias de ADN (N,) en un ciclo dado (n), teniendo en cuenta el nimero de
copias inicial (No) segun la siguiente ecuacion:

Nn=Npx 2"
El crecimiento exponencial del nimero de copias de ADN ocurre hasta que los reactivos

se agotan y/o se produce inhibicion por producto.

La real time PCR se lleva a cabo en un ciclador térmico que tiene acoplado un
detector 6ptico que mide la fluorescencia en cada ciclo y en cada reaccion individual. Se
utilizo el indicador SYBR Green I, el cual emite fluorescencia a 490 nm al unirse al surco
menor del ADN doble cadena (figura 2M). El equipo ciclador permite programar las
condiciones para obtener una lectura de fluorescencia en cada ciclo, al finalizar la etapa
de polimerizacion y antes de la etapa de desnaturalizacién de la doble hebra. De esta
manera se obtiene para cada reaccion individual una curva de amplificacion, que se
define como la curva de fluorescencia en funcion del nimero de ciclos, similar a la que

se muestra en la figura 3M. En ella se distinguen tres fases: 1) una fase inicial en la que
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debido a una cantidad aun baja de ADN los cambios de fluorescencia no son detectados
por el equipo y por lo tanto la sefal es aproximadamente constante; 2) una fase
exponencial donde se observa el mayor crecimiento de fluorescencia con el numero de
ciclos; y 3) una fase de meseta o declinacion, en la que la fluorescencia es constante o
crece mas lentamente.

Intuitivamente es posible deducir que cuanto mayor sea la cantidad de ADN inicial, mas
pronto se observara un aumento significativo de fluorescencia en el curso de la reaccion.
La fase inicial de la curva de amplificacion define una linea de base por encima de la
cual se detecta la acumulacién del producto de PCR. Al establecer arbitrariamente una
linea umbral por encima de esta linea de base, se define el parametro Cy (ciclo umbral)
como el numero fraccional de ciclos en el que la fluorescencia intersecta la linea umbral
(Figura 3M).
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Linea umbral

N (nimero de ciclos)

Figura 3M. Curva de amplificacion: fluorescencia en funcién del nimero de ciclos de PCR. En la fase 1 no
se detectan cambios de fluorescencia, en la Fase 2 la fluorescencia aumenta de manera exponencial y
este aumento se hace mas lento o desaparece en la Fase 3. El Cy se mide en la interseccién de la curva

con la linea umbral, que se fija en la zona exponencial y por encima de la linea de base.
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Si se realizan varias reacciones partiendo de distintas cantidades de ADN, el
grafico del logaritmo de la cantidad de ADN inicial en funcion del Cy de cada una de
ellas, es una linea recta (siempre que los Cy se obtengan a partir de una linea umbral
establecida en la fase exponencial de la curva de amplificacion). Esta recta constituye
una curva de calibracion o curva de eficiencia (Figura 4M).

201C,

hold Cy e
ucL

Thees

. i b - Bl B Bt
4
-

[

0 1

log cantidad inicial de ADN

Figura 4M. Curva de calibracién o de eficiencia: Cy en funcion del logaritmo de la cantidad inicial de ADN.

Se construye amplificando diluciones conocidas del ADNCc.

Si en la fase exponencial el rendimiento de la reaccion fuese ideal, seria posible calcular
la cantidad inicial de ADN en una muestra desconocida a partir de un reordenamiento de

la formula antes mencionada:
_ n ™
N, = N./2

Como en la practica no ocurre de esta manera, es necesario reemplazar el factor “2” por

la eficiencia real de amplificacion, y el calculo entonces seria:
— n #)
N, = N,/E

donde E es la eficiencia que se obtiene a partir de la pendiente de la curva de calibracion
o eficiencia:

-1/pendiente

E =10
Si bien el modo mas directo y sencillo de calcular la cantidad inicial de ADN (e inferir por
lo tanto la cantidad de ARNm de partida) es el presentado en la ecuacion @, se han
desarrollado modelos matematicos mas complejos para mejorar dicho calculo. Entre
ellos el presentado por Pfaffl (213), que se ajusta adecuadamente a las condiciones
experimentales del presente trabajo. Dicho modelo esta disefiado para ser aplicado a la
cuantificacion relativa del ARNm de un gen dado, en una determinada condicion
experimental con respecto a una condicién control. Al mismo tiempo corrige las posibles
fluctuaciones de las reacciones de PCR, al normalizar el valor encontrado con respecto

a un gen de referencia o estandar interno que no modifica su nivel de expresién en las
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condiciones experimentales empleadas. La férmula utilizada para el calculo es:

ACU ANF (Control-Exp)

R (EanF)

AC,GAPDH (Control-Exp)

(EcaproH)

Donde R es la relacion de expresion relativa del gen de interés, ANF, entre una condicion
experimental (SHR-S o SHR-E) y la situacion control (ratas Wistar); normalizada por la
expresion del estandar interno, GAPDH en las mismas situaciones. El parametro E es la
eficiencia de amplificacion de cada gen, determinado a partir de la curva de eficiencia
correspondiente, y ACy se obtiene restando el Cy en la condicidén experimental del Cy en

la situacion control.

Para verificar la ausencia de formacién de productos no deseados se realizan
curvas de desnaturalizacién o “melting”, una vez finalizada la PCR. Esta curva se
obtiene midiendo la fluorescencia en funcion de la temperatura en un rango habitual
entre 98-65°C. La fluorescencia depende de la proporcion de ADN doble cadena y
desnaturalizado, y esto ultimo de la temperatura y de el contenido de guanina + citosina,
o sea de la secuencia del ADN analizado. Si existe un unico producto, la derivada de la

fluorescencia en funcion del numero de ciclos dard una curva con un solo pico, como en
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Figura 5M. Curvas de melting. Fluorescencia en funcién de la temperatura (A) y (-dF/dT) en funcion de la

temperatura. La presencia de un solo pico indica que sélo un producto ha sido amplificado.
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e Procedimiento
Cada PCR se realizo por triplicado, tanto para ANF como para GAPDH, partiendo
de una dilucion 1/10 del producto obtenido en la RT. Los primers utilizados fueron:
GAPDH: primer sentido 5'-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3' y
primer antisentido 5’-CCACAGTCTTCTGAGTGGCA-3’;
ANF: primer sentido 5-AGGGCTTCTTCCTCTTCCTG-3'.
primer antisentido 5-TCCAGGTGGTCTAGCAGGTT-3'.

Las reacciones se prepararon en placa de 96 pocillos, con la siguiente composicion

- dNTPs (Amersham) 0.2 mM de cada uno.

- MgCl; (Invitrogen) 1.5 mM.

- Fluoresceina (Bio-Rad) 10 nM.

- SYBR Green | (Molecular Probes) dilucion 1/1000: 0.8 uL/reaccion.

- Primers (Operon) 0.5 uM de primer sentido y 0.5 uM de primer antisentido.

- Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 1.25 Unidades/reaccion.

- ADNc molde: dilucién 1/10 de la RT.

- Buffer de PCR (Invitrogen): hasta un volumen de 25 plL/reaccion.
Ademas se realiz6 una curva de eficiencia para cada gen con diluciones 1/2, 1/10 y
1/100 de una mezcla constituida por todos los productos de RT obtenidos (pool), cada
punto de la curva se realiz6 también por triplicado. Como control negativo se prepararon
mezclas de reaccion que en lugar de contener ANDc molde, se cargaron con agua
bidestilada. Una vez armadas todas las mezclas de reaccién se cubri6 la placa con una
pieza de film optico (Bio-Rad) y se llevo a cabo la reaccion en un equipo para PCR en
tiempo real (iCycler, Bio-Rad). El protocolo de temperaturas utilizado se esquematiza en

la Figura 6M.
b 1 T 2 @ociclos) [ E 5
94°C 94°C 55°C 72°C 81°C 72°C 72°C 4°C
1:30 0:30 0:30 0:30 0:10 0:40 0:40 mantener
o & ]

/ TN

Figura 6M. Protocolo de temperatura utilizado. El software del equipo inserta el paso 1 con la finalidad de
ajustar posibles diferencias de volumen entre los distintos pocillos. En el paso 2 se permite
desnaturalizacion del ADN doble cadena (94°C), hibridizacion de primers con el ADN molde (55°C) y

polimerizacion (72°C). Se toman lecturas de fluorescencia en los Gltimos 10 segundos de polimerizacion y
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en 10 segundos adicionales (81°C). El paso completo se repite 40 veces. El paso 3 tiene como finalidad
completar la polimerizacién. El paso 4 consiste en una rampa de incremento de 1°C cada 10 segundos, se
toma una lectura de fluorescencia cada 10 segundos para construir las curvas de melting. En el paso 5 la

temperatura desciende hasta 4°C.

Todos los parametros derivados de esta reaccion fueron calculados utilizando el

programa Real-Time Detection System Software, version 3.0 (Bio-Rad).
Esta misma metodologia se repitié para MLC-2, cuyos primers fueron:
primer sentido 5’-CCATGTTTGAGCAGACCCAGA-3'.

primer antisentido 5-GCTGCGAACATCTGGTCGATC-3'.

- Determinacion de las vias de sefalizacion intracelular relacionadas con la

produccion de HC mediante la técnica de Western Blot.

Se midio la activacion de quinasas y fosfatasas, entre otras, mediante la técnica
de Western Blot, por la cual igual cantidad de proteina de cada muestra fue sometida a
una electroforesis en gel de polyacrilamida siguiendo la técnica de SDS-PAGE. Para
realizar la inmunodeteccién se emplearon anticuerpos especificos para calcineurina A,
caspasa-3, PARP-1 y PI3K pl110a (Santa Cruz Biotechnology); NCX (Chemicon); fosfo-
AKT (Cell Signaling) y SERCa2A (AFFinity Bioreagents). GAPDH fue utilizado como
control. La actividad de calcineurina se determiné midiendo por inmunoblot la expresion
de la subunidad catalitica (calcineurina AB), dado que se ha demostrado que se
correlaciona adecuadamente con la actividad de la fosfatasa (187, 214). Se utilizé un
sistema de deteccion electroquimioluminiscente y una camara CCD del equipo
Chemidoc XRS que capturo y digitalizo las imagenes. Se cuantifico la intensidad de las

bandas por densitometria utilizando el programa Scion Image.
e Procedimiento
Se determind la expresion de proteinas especificas en preparados de homogenatos de

ventriculo izquierdo.

Preparacion de homogenatos de ventriculo izquierdo.

Para la determinacion de la expresion proteica en homogenatos de ventriculo izquierdo

las muestras congeladas se colocaron en 5 volimenes (5ml/g) de buffer de lisis
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(sacarosa 300 mmol/l; DTT 1 mmol/L; EGTA 4 mmol/L, cocktail de inhibidores de
proteasas (Complete Mini Roche) 1 pastilla/15 ml de buffer; Tris-HCI 20 mmol/L, pH 7.4),
y se realizaron 3 pasos de homogeinizacion en bafio de hielo utilizando la velocidad 6
del homogeinizador de tejidos Polytron (Brinkmann modelo PCU11), de 10 segundos
cada uno, separados por 30 segundos. Luego de la homogeinizacion, las muestras se
mantuvieron en bafio de hielo durante 30 minutos para completar la accion del buffer de
lisis. A continuacion se realizé una centrifugacion a baja velocidad: 5000xg a 4°C durante
15 minutos (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifugue); para separar los
restos de tejido no homogeneizado. El pellet fue descartado y el sobrenadante se sonico
5 segundos y se conservd como homogenato de ventriculo izquierdo, a -80°C.

Determinacion de la concentracion de proteinas.

Para la medida de la concentracion de proteinas en el homogenato se empled el
método espectrofotométrico de Bradford (BioRad Protein Assay) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Partiendo de diluciones apropiadas de las muestras se
realizaron las determinaciones por triplicado, leyendo la absorbancia a 595 nm, con
sustraccién del blanco de reactivos, en un espectrofotdmetro UV/visible (SmartSpec
3000, Bio-Rad). La cuantificacion se realizé a partir de una curva de calibracién realizada

con 4 diluciones de seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich).

Determinacion de la expresidn de proteinas mediante la técnica de Western Blot.

Mediante la técnica de western-blot se evalud la expresion de las proteinas en los
distintos grupos experimentales. Para ello se utilizo el sistema de cuba y buffers para
electroforesis y transferencia Novex (Invitrogen). A continuacién se describe el

procedimiento en comun para todas las determinaciones.

Preparacion de las muestras: las muestras se descongelaron en bafio de hielo. Se
tomé el volumen adecuado segun la proteina a analizar y se procedié a la
desnaturalizacion y preparacion para la electroforesis utilizando buffer de muestra 'y 10%
de agente reductor (ambos de Invitrogen). Se completdé con agua bidestilada para
alcanzar el volumen a sembrar en el gel en cada caso. Todo este procedimiento se
realiz6 en bafio de hielo. Las muestras se desnaturalizaron en bafio termostatico

(Precision) a 70°C durante 10 minutos.
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Electroforesis: para la separacion electroforética de las proteinas se utilizaron geles
preensamblados de poliacrilamida en gradiente 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y dilucién
adecuada del buffer 20X (Invitrogen) de composicion 1.00 mol/litro MOPS, 1.00 mol/litro
Tris base, 69.3 mM SDS, 20.5 mM EDTA y agua bidestilada hasta 500 mL, pH 7.7. Al
buffer reconstituido utilizado para la cdmara interna se le agregé agente reductor
(Invitrogen) en una concentracion final de 0.1%. Se sembré un volumen apropiado de las
muestras en el gel, mas 1 uL de marcador de pesos moleculares (MagicMarc,
Invitrogen). La corrida electroforética se realizé a temperatura ambiente y a 200 V,
suministrados por una fuente de poder PS 251-2 (Sigma-Aldrich). La corrida se prolongd
durante el tiempo necesario para que el frente de solvente alcanzara el extremo del gel

(aproximadamente 45-60 minutos).

Transferencia: las proteinas separadas por su peso molecular fueron transferidas a
membranas de PVDF (Millipore). Se empledé una dilucion adecuada del buffer de
transferencia 20X (Invitrogen) de composicion 500mM bicina, 500mM Bis-Tris, 20.5 mM
EDTA, 1 mM clorobutanol y agua ultra pura hasta 600 mL. Al reconstituir el buffer se le
adicioné metanol (Carlo Erba) y agente reductor (Invitrogen) en una concentracion final
de 10 y 0.1%, respectivamente. Las membranas se activaron sumergiéndolas durante 30
segundo en metanol, luego se las enjuag6 con agua bidestilada y se las dejo equilibrar
en el buffer de transferencia varios minutos, al igual que los papeles de filtro y las
esponjas utilizadas en el sandwich. La transferencia se llevo a cabo con la cuba en bafio
de hielo, utilizando el voltaje y el tiempo apropiados en cada caso. Una vez finalizada, se
retiraron las membranas y se corroboré la presencia de proteinas en la misma mediante
tincion reversible con Ponceau (0.1% Ponceau en 0.5% de acido acético) y
posteriormente se enjuagé con T-TBS (tris base 0.05M, NaCl 0.15M, Tween 20 0.1%).

Bloqueo: las membranas se bloguearon durante 60 minutos en agitador orbital
(Decalab) a temperatura ambiente con solucibn en T-TBS de leche en polvo

descremada (Molico) o de BSA en concentracion apropiada.
Incubacion con anticuerpo primario especifico: luego de un breve enjuague con T-TBS

de la solucién de bloqueo, se incubaron las membranas con 10 mL de la dilucién

correspondiente de anticuerpo primario contra la proteina de interés, en T-TBS
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adicionado con 1% de BSA. Este procedimiento se realizd “over-night”, a 4°C y con

agitacion orbital.

Lavado del anticuerpo primario: para eliminar el anticuerpo primario que se hubiere
adherido inespecificamente a la membrana, luego de retirar el anticuerpo primario se
realizaron 4 lavados con T-TBS a temperatura ambiente en agitador orbital. El primero

de 5 minutos y los tres siguientes de 10 minutos.

Incubacion con anticuerpo secundario: las membranas se incubaron durante 60
minutos a temperatura ambiente y con agitacion, con 10 mL de la dilucién apropiada del
anticuerpo secundario correspondiente en T-TBS adicionado con 1% de BSA. El
anticuerpo secundario esta acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP) y esta
disefiado para reconocer la fraccion Fc especifica de la especie en la que se obtuvo el
anticuerpo primario, haciendo de nexo de esta manera entre la proteina de interés y el

sistema posterior de deteccion.

Lavado del anticuerpo secundario: se realizé de la misma manera que el lavado del

anticuerpo primario.

Revelado: se utilizo el sistema de deteccion ECL Plus (Amersham) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La reaccién se basa en la generacién de éster de acridinio a
partir de un sustrato, agua oxigenada y la HRP, en las condiciones alcalinas del medio
esta sustancia se oxida generando un producto excitado que emite sefal
guimioluminiscente que puede ser detectada y cuantificada. La deteccion se realiz6
mediante la camara CCD de un equipo Chemidoc XRS (Bio-Rad), que captura y

digitaliza las imagenes.

Cuantificacion: se cuantifico la intensidad de las bandas por densitometria utilizando el

programa Scion Image.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan como media + Error Standard. El analisis estadistico
utilizado dependio del protocolo experimental. Las comparaciones fueron hechas por test
de t de Student para muestras apareadas, cuando se compararon dos grupos distintos.
Pero para comparar 2 o0 mas intervenciones diferentes se us6 ANOVA de una via para
muestras apareadas seguido de un test de Student-Newman-Keuls. Se us6 el programa
Primer of biostatistics (McGraw Hill) para realizar estas pruebas estadisticas. Se

consider6 a un valor como estadisticamente significativo, cuando la probabilidad (p) fue

menor a 0.05.
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Las enfermedades cardiovasculares, a pesar del importante avance terapéutico,
continuan siendo las principales causas de morbimortalidad. Dado que la HC es el
mayor predictor de enfermedad cardiaca, resulta por ello imperativo investigar nuevas

terapias para su prevencion y tratamiento (215-219).

Los tratamientos farmacologicos y no farmacologicos son cada dia mas

promisorios. Dentro de las alternativas no farmacoldgicas, son humerosos los estudios
que avalan el beneficio de la actividad fisica realizada regularmente (220-223).
Actualmente se ha tomado conciencia de su importancia y comienza a ser
implementada en la prevencion primaria y secundaria de las enfermedades cardiacas
(224). El ejercicio fisico no sélo desciende la presion arterial en pacientes hipertensos,
sino que ademas mejora los valores de glucemia, colesterol, triglicéridos, asi como
también la oxigenacion tisular (225). Evidencias en diferentes modelos experimentales
indican que el ejercicio en el corazén atenla los procesos de remodelacion del
ventriculo izquierdo, tales como la HC y la fibrosis, aumentando ademas la capacidad
oxidativa del miocardio y promoviendo la sobrevida de los cardiocitos (226).
Los beneficios del ejercicio pueden percibirse principalmente por las modificaciones
que se producen a nivel vascular, miocardico y del musculo esquelético (227, 228). No
obstante, los mecanismos celulares aun no se encuentran bien caracterizados. En
particular en lo referente a las vias de sefalizacién intracelular del cardiomiocito en la
HC.

El presente estudio experimental fue programado para evaluar la adaptacion
cardiaca inducida por el ejercicio (actividad natatoria) utilizando el modelo de
hipertension arterial de las SHR. A continuacion se presentaran los resultados
morfologicos, histologicos y moleculares, que se observaron principalmente al final del
periodo experimental en un grupo de SHR sometidas a actividad fisica (SHR-E), de
acuerdo al protocolo descripto en la metodologia, y se las comparé con dos grupos

controles constituidos por ratas SHR sedentarias (SHR-S) y ratas Wistar normotensas.
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1. CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

En los animales de experimentacion, previo a ser sacrificados, se determind su

peso corporal. Se encontr6 en ambos grupos de SHR valores similares pero

significativamente menores que las Wistar de la misma edad y sexo. En la Figura 1R

se muestran los pesos corporales al dia 1y 60.
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Figura 1R. Peso corporal. * P < 0.05 vs. SHR-S, T P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA). # P < 0.05 vs. el

mismo grupo (Test-T).

La diferencia de pesos de las SHR con respecto a las Wistar podria dar un cociente

erroneo al analizar el IMVI (masa del Vl/peso corporal). Debido a ello se analizara

ademas la relaciéon peso del VI / longitud de la tibia (PVI/LT).

Paralelamente se realizé el monitoreo de la frecuencia cardiaca y de la presion

arterial sistélica (PA), por el método de la cola. No se observaron cambios en la

frecuencia cardiaca, como puede verse en la Tabla 1R, resultados que coinciden con

otros estudios (229).

Variable SHR-S (n=13) SHR-E (n=9) Wistar(n=5)
Frecuencia cardiaca 430 £ 11 412 £17 450 + 13
(latidos/min)

Tabla 1R. Frecuencia cardiaca.
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La Figura 2R muestra que los valores de las PA sistélica de las SHR-S y SHR-E fueron
significativamente mayores respecto de las Wistar, al comenzar y finalizar el periodo

experimental.
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Figura 2R. Presion arterial. + P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA).

2. INFLUENCIA DEL EJERCICIO EN LA FUNCION VENTRICULAR DE LAS SHR.

Uno de los principales interrogantes que se plante6 al comenzar el estudio era si
la actividad fisica realizada durante un periodo de 60 dias aportaria algun beneficio al
corazén hipertrofiado de las SHR. Mediante el empleo de la ecocardiografia, técnica
ampliamente reconocida por informar con precision sobre la morfologia y funcién
ventricular (en humanos (230, 231), ratas y ratones (208, 232, 233)), se evaluo la
geometria y funcion del VI preservando la vida del animal. Se eligio medir la fraccion de
acortamiento a nivel del tabique del VI (AMV), pues estudios previos demuestran que
es un indice mas exacto que medir la fraccion de acortamiento del endocardio (234-
236). La fraccion de acortamiento expresa en porcentaje cuanto se reduce el diametro
del VI durante la sistole. El estudio de los diametros ventriculares posibilita estudiar la
funcién sistdlica. A continuacién se muestra en la Figura 3R, los resultados obtenidos

en los tres grupos experimentales.
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Figura 3R. Fraccion de acortamiento medio ventricular izquierdo. * P < 0.05 vs. SHR-S
(ANOVA). # P < 0.05 vs. el mismo grupo (Test-T).

Empleando el método de Devereux y col. (237) se determind que al comienzo del
periodo experimental (momento en el cual todas las SHR son sedentarias) no hubo
diferencias en el AMV de los animales seleccionados para la actividad fisica y los
controles sedentarios.

Al final del periodo experimental, las SHR-S no evidenciaron cambios significativos en
el AMV, que tuvo una tendencia a disminuir sin ser estadisticamente significativa. Por el
contrario las SHR-E al completar los 60 dias de entrenamiento mostraron un
incremento en el AMV, sugiriendo una mejora en la funcién cardiaca. El aumento del
AMV de las SHR-E fue altamente significativo con respecto a las SHR-S, no

apreciandose diferencias con respecto a las Wistar.
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3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA HC EN LAS SHR EN EJERCICIO.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS POR ECOCARDIOGRAFIA.

Previo sacrificio de los animales y con el objeto de poder caracterizar el tipo de
HC, se examinaron por ecocardiografia los siguientes parametros:
-indice de masa ventricular izquierda,
-espesor de la pared del VI,
-didmetro diastdlico del VI'y

-relacion entre el espesor del ventriculo / radio de la cavidad.

indice de masa ventricular izquierda (IMVI).

El IMVI se obtuvo a través del cociente entre la masa ventricular izquierda,

estimada por ecocardiografia, y el peso corporal del animal (Figura 4R).
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Figura 4R. indice de masa ventricular izquierda. * P < 0.05 vs. SHR-S, P < 0.05 vs. Wistar
(ANOVA). # P < 0.05 vs. el mismo grupo (Test-T).
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En esta figura se aprecia como el ejercicio fisico provocé un aumento significativo del
IMVI de las SHR-E respecto de las sedentarias. Ademas, se observo una diferencia
significativa entre ambos grupos de SHR y las Wistar. Dado que el IMVI esta
influenciado por el peso corporal de manera inversa, el menor peso encontrado por
nosotros y otros investigadores en las SHR (238), podria dar valores incorrectos. Por
ello se analizara posteriormente en estudios post-mortem el PVI/LT para confirmar la

validez de estos resultados.

Espesor de la pared ventricular izquierda (EPVI).

Una de las formas de estimar la hipertrofia del ventriculo es mediante la
cuantificacion del EPVI. (Figura 5R).
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Figura 5R. Espesor de la pared ventricular izquierda. * P < 0.05 vs. SHR-S, t P < 0.05 vs.
Wistar (ANOVA).

El espesor parietal fue significativamente mayor en las SHR-S y en las SHR-E,
respecto de las Wistar. Confirmando de esta manera el desarrollo de HC en los grupos
de las SHR.
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Didmetro diastélico del ventriculo izquierdo (DDVI).

La Figura 6R muestra los registros ecocardiograficos de los DDVI obtenidos de

los tres grupos en estudio.

SHR-S SHR-E WISTAR

Figura 6R. Registros ecocardiograficos.

En la figura precedente se aprecia la notable diferencia de los diametros diastélicos en

los tres grupos al final del periodo experimental.

La Figura 7R muestra en un gréfico de barras los valores de los DDVI (mm) de los

registros anteriores.
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Figura 7R. Diametro diastdlico del ventriculo izquierdo. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs.
Wistar (ANOVA). # P < 0.05 vs. el mismo grupo (Test-T).
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Se observo un incremento significativo en el DDVI al final del periodo experimental en
las SHR-E respecto de las SHR-S. Este aumento nos indica que la geometria de la
camara del VI se modifico por el ejercicio natatorio, pasando de una HC concéntrica en

las SHR-S a una HC excéntrica en las SHR-E.

Relacién entre el espesor del ventriculo izquierdo vy el radio de la cavidad (E/R).

La relacion E/R es una forma de evaluar el espesor parietal relativo. En el panel
superior de la figura 6R se muestra esquematicamente como se midieron los
parametros “E” y “R” en un corte transversal del VI, al final del experimento. En el panel
inferior de la Figura 8R, se presenta en un grafico de barras los resultados

experimentales obtenidos.
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Figura 8R. Relacion entre el espesor del ventriculo izquierdo y el radio de la cavidad.
*P <0.05vs. SHR-S, T P <0.05 vs. Wistar (ANOVA).
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Los resultados que se muestran en la figura 8R concuerdan con los obtenidos
previamente (figura 6R y 7R). Los mismos indican una disminucién de la relacion E/R
en las SHR-E respecto de las SHR-S, confirmando de esta manera una reduccion en la

HC concéntrica del VI.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS POST-MORTEM.

Masa ventricular izquierda (MVI).

A continuacion se procedi6 a determinar la MVI en los tres grupos

experimentales. Los resultados se muestran en la Tabla 2R.

Variable SHR-S (n=13) SHR-E (n=9) Wistar(n=5)
MV 856 + 26 931 £ 24 *t 790 £ 28
(mg)

Tabla 2R. Masa ventricular izquierda. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA).

Se pudo apreciar que las SHR-E presentan un incremento significativo de la masa del
VI con respecto a las SHR-S y a las Wistar. La diferencia entre ambos grupos de SHR

evidencia la magnitud de la HC por efecto del ejercicio.

Masa ventricular derecha (MVD).

Luego se examind la MVD en los distintos grupos. Los resultados se muestran
en la Tabla 3R.

Variable SHR-S (n=13) SHR-E (n=9) Wistar (n=5)
MVD 166 +7 177 + 10 192 + 4
(mg)

Tabla 3R. Masa ventricular derecha.

No se observaron diferencias significativas entre los tres grupos.
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Relacién entre el peso del ventriculo izquierdo v la longitud de la tibia (PVI/LT).

Con el objeto de confirmar la magnitud de la HC se determind la relacion PVI/LT
(mg/cm). A efectos de poder realizar comparaciones mas adecuadas, los valores de la

masa ventricular fueron normalizados por la longitud de la tibia. (Figura 9R).
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Figura 9R. Relacion entre el peso del ventriculo izquierdo y la longitud de la tibia.
*P <0.05vs. SHR-S, 1 P <0.05 vs. Wistar (ANOVA).

En esta figura se muestra como el ejercicio fisico provocé un aumento significativo de la
relacion PVI/LT de las SHR-E respecto de las SHR-S. Observandose también una
diferencia significativa entre ambos grupos de SHR y las Wistar. El peso del corazén
normalizado por la longitud de la tibia es la forma mas aceptada para definir el aumento
del peso del corazon en las ratas. Se la considera a la longitud de la tibia un mejor

indice por no estar sujeta a las variaciones del peso corporal.
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Conclusion de estudios morfoldgicos.

En resumen, los datos presentados permiten concluir que las SHR-E presentan

con respecto a las SHR-S:

Mayor Igual Menor
IMVI EPVI E/R
DDVI MVD

MVI

PVI/LT

En los resultados obtenidos se demuestra:

e En las SHR-S la existencia de una HC concéntrica en la cual el

crecimiento de la pared ventricular es hacia el centro de la cavidad.

e En las SHR-E una HC excéntrica con el crecimiento de la pared

ventricular predominantemente hacia afuera.
e La geometria de la camara izquierda se modificd por el ejercicio pasando

de una HC concéntrica a una HC excéntrica como lo demuestra la

disminucién en la relacion E/R.
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4. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DE LA HC EN LAS SHR EN EJERCICIO.

El objetivo siguiente de nuestro estudio fue examinar los distintos cambios
histolégicos que se desarrollan en la HC debido a la actividad fisica. Desde el punto de
vista histolégico el miocardio estd constituido por los miocitos y por el espacio
intersticial. El principal componente de los miocitos son las miofibrillas, responsables de
la contraccion del masculo. Las miofibrillas estan compuestas a su vez por filamentos
gruesos de miosina y finos de actina interdigitados entre si. El espacio intersticial esta
formado por fibras de colageno, fibroblastos, vasos sanguineos, vasos linfaticos y

terminaciones nerviosas.

Los parametros examinados para evaluar los cambios histologicos fueron los

siguientes:

e ¢l area de seccion transversal del cardiomiocito

¢ lafraccion de colageno

¢ la densidad capilar
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e AREA DE SECCION TRANSVERSAL DEL CARDIOMIOCITO (AST).

Una de las principales caracteristicas de la HC es el aumento del tamafio de los
cardiomiocitos. El engrosamiento de estas células se produce a expensas del aumento
del AST. En la Figura 10R se muestran cortes ecuatoriales del VI de los tres grupos

experimentales, tefiidos de manera adecuada para analizar el AST.

SHR-S SHR-E Wistar

Figura 10R. Cortes histolégicos del micardio tefiido con hematoxilina-eosina. En estos
cortes se observa como la hematoxilina (colorante basico) tifie el nacleo del miocito
(acido) en un tono azul-purpura. Mientras que la eosina (colorante &cido) tifie el

citoplasma del miocito (basico) en un tono rosa.

En estas micrografias se observa que los miocitos de mayor tamafio corresponden a

los de las SHR-E, luego le siguen las SHR-S y finalmente las Wistar.
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La Figura 11R, muestra en un grafico de barras los resultados experimentales
obtenidos de los cortes histolégicos anteriores.
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Figura 11R. Area de seccion transversal del cardiocito. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs.
Wistar (ANOVA).

En los experimentos efectuados se observa como el ejercicio induce un incremento
altamente significativo de aproximadamente un 45% en el AST de los cardiomiocitos de
las SHR-E, respecto de las SHR-S, indicando la existencia de una HC secundaria al

ejercicio.
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e FRACCION DE COLAGENO.

El crecimiento hipertréfico necesario para soportar la sobrecarga biomecanica
incluye el agrandamiento de los miocitos y también del sector no miocitico (tejido
conectivo, capilares y nervios) (239-242). El tejido conectivo estad principalmente
compuesto por colageno y cantidades menores de elastina, laminina y fibronectina. El
colageno tipo | constituye el 85% del total del colageno del miocardio, encontrandose
también el tipo Ill y V. Los fibroblastos son los responsables de la acumulacion del
colageno, el cual contribuye a la rigidez anormal presente en la disfuncion sistélica y
diastolica del miocardio (243). Los fibroblastos poseen receptores AT1 y AT2, estando
los primeros involucrados en el control de la sintesis de colageno (244). Entre la
hormonas que estimulan la produccion de colageno tipo | y fibronectina encontramos a

All, aldosterona y también a ET-1, sintetizadas por miocitos y fibroblastos (240).

En la Figura 12R se muestran cortes ecuatoriales del VI de los tres grupos
experimentales, tefiidos de manera adecuada para cuantificar la presencia de

colageno.

SHR-S SHR-E Wistar

Figura 12R. Cortes histologicos del miocardio tefiido con picrosirius-red. Esta tinciéon se
une de manera especifica a las fibras de colageno, otorgandoles una coloracién roja a
las mismas sobre un fondo amarillo. Ello permite cuantificar la cantidad de colageno en

un area determinada (fraccion de colageno).

En estas micrografias se observa que las SHR-S presentan un evidente depdsito de
colageno, mientras que las SHR-E y las Wistar poseen una cantidad notablemente

menor.
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A continuacion en la Figura 13R, se muestra en un grafico de barras los resultados

experimentales obtenidos de los cortes histolégicos anteriores.
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Figura 13R. Fraccion de colageno en el cardiocito. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

Result6 de interés observar en las SHR-E que mientras se produce un incremento en el
area del cardiocito, se observa en forma paralela una disminucion significativa de
aproximadamente un 50% en la fraccion del colageno, con respecto a las SHR-S.

Lograndose asi una regresion a valores similares a los que se observan en las Wistar.
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e DENSIDAD CAPILAR MIOCARDICA.

El siguiente objetivo fue determinar si las modificaciones histoldgicas se

acompafaron de cambios en la densidad capilar. La Figura 14R muestra los resultados

obtenidos.
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Figura 14R. Densidad capilar miocardica. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

Los cambios observados en el corazén de las SHR-E, fueron de importancia no sélo

por la disminucion de la fraccion colagena sino por que ademas se observo un franco y

significativo aumento de la densidad capilar del miocardio de alrededor del 45% con

respecto a las SHR-S.
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Conclusion de estudios histolégicos.

Como puede verse en los estudios histolégicos realizados, la actividad fisica

produjo en los cardiocitos de las SHR-E, con respecto a las SHR-S, las siguientes

modificaciones:

e unincremento promedio del 45% en el AST.

e unincremento en la densidad capilar del 45%.

¢ una disminucion de la FC de aproximadamente un 50%.

La normalizaciéon de la fibrosis intersticial y el incremento en la densidad capilar,

sugieren un efecto favorable de la actividad fisica en las SHR-E.
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5. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LA HC EN LAS SHR EN EJERCICIO.

En los experimentos realizados se emplearon las siguientes técnicas:

e RT-PCR en tiempo real: para analizar la expresion de genes.

e Western blot: para estudiar la expresion de proteinas como CnAB y SERCAZ2a.

EXPRESION GENICA.

La HCP se caracteriza por la induccion de genes que solo se expresan
normalmente durante el desarrollo de la vida fetal, como el del factor natriurético atrial

(ANF) y la cadena liviana de la miosina (MLC).

ANF o ANP (factor o péptido natriurético atrial).

ANF forma parte de los denominados peptidos natriuréticos, junto con BNP
(peptido natriurético cerebral) y CNP (peptido natriurético de tipo C), que son
considerados marcadores moleculares de HC (245). ANF es un péptido secretado por
los cardiomiocitos auriculares, en respuesta al aumento de la presion arterial y/o a la
sobrecarga de volumen. Es un potente agente vasodilatador que ademas puede reducir
el sodio y el agua del sistema circulatorio. Se ha observado que su expresion se
encuentra aumentada en corazones sometidos a sobrecarga de presién y/o volumen
(18, 246). Estimulos hipertrofiantes, como hormonas y el estiramiento, estimulan al gen
del ANF induciendo su expresion en células ventriculares. Debido a ello resulta de gran

utilidad como marcador genético de HCP (247).
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La expresion relativa de este marcador molecular se evalué por RT-PCR en el
miocardio de los tres grupos experimentales, como se aprecia en la Figura 15R.
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Figura 15R. Expresion génica de ANF. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

Se detectd una reduccion significativa en la cantidad de ARN del ANF en el corazén

hipertrofiado de los animales sometidos a la rutina natatoria.

MLC-2 (cadena liviana de la miosina, subunidad 2).

La miosina tipo Il participa del proceso de contraccion de las células musculares.
Esta compuesta por 4 cadenas livianas (MLC) y 2 pesadas (MHC). Las MLC se dividen
en dos subunidades esenciales o0 MLC-1 (de 17Kda) y dos subunidades reguladoras o
MLC-2 (de 20 Kda), ubicadas alrededor del cuello de la cadena pesada (entre la
cabeza y la cola). Se piensa que MLC-1 da rigidez al cuello estabilizando la cabeza
globular de la miosina, mientras que MLC-2 participa de la contraccion (248, 249).
(Figura 16R).
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Figura 16R. Estructura de la miosina Il.

La expresion relativa de MLC-2 se evalu6 por RT-PCR en el miocardio de las SHR-S,

SHR-E y Wistar, como se muestra en la Figura 17R.
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Figura 17R. Expresion génica de MLC-2. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA).

Se detect6 una reduccidn significativa en la cantidad de RNA de la MLC-2 en las
SHR-E

Dado que se conoce que en la HCP se produce la expresion de genes fetales,
como ANF y MLC-2, resulté de interés comprobar que la rutina natatoria disminuyé un
60% la expresion de ANF y un 40% la expresion de MLC-2 en las SHR-E. Estos
resultados confirmarian que el entrenamiento fisico impactaria benéficamente en el

funcionamiento cardiaco aun en presencia de una HCP.
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e EXPRESION DE SERCA Y NCX.

La bomba de Ca*? o Ca*®-ATPasa (SERCA) es una proteina localizada en la
membrana del RS, que junto con el NCX participan del ciclo del calcio en el
cardiomiocito. SERCA actlia removiendo la mayor cantidad del Ca*? intracelular,
permitiendo la relajacion del cardiomiocito. El restante calcio citoplasmatico es
removido principalmente por el NCX. La expresion de SERCA se encuentra disminuida
en la HC severa, particularmente por sobrecarga de presion (250, 251). Diversos
estudios han demostrado que la expresion y/o actividad del NCX se encuentran
aumentadas en modelos animales de HC e IC, asi como también en humanos con IC
terminal (252, 253). Por este motivo se decidi6é estudiar la expresion de SERCAy NCX

en el modelo experimental utilizado.

La Figura 18R muestra los resultados obtenidos al evaluar SERCAZ2a.
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Figura 18R. Expresion de SERCA2a. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA).
La actividad fisica indujo un incremento significativo de aproximadamente un 80% en la

expresion miocardica de SERCA2a. De esta manera se mejoraria la recaptacion del

Ca*?, beneficiando la funcion diastélica ventricular.
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A continuacion en Figura 19R se muestra los resultados obtenidos al analizar el NCX.
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Figura 19R. Expresion del intercambiador NCX. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

La expresién del NCX se encuentra aumentada en las SHR y no se modificé por el
ejercicio. Se ha visto que la sobreexpresion del NCX en las SHR actuaria como un
mecanismo que intenta compensar la disminucién de SERCA, mejorando la relajacién y

con ello la funcion diastdlica (254).

Nuestros resultados muestran que la actividad fisica induce un incremento
significativo de SERCA2a pero no se apreciaron cambios en cuanto al NCX. El
aumento de SERCAZ2a con el ejercicio resultaria beneficioso sobre el corazén. Estos
resultados concuerdan con estudios realizados en IC, que demuestran que una mejor

regulacion del calcio intracelular beneficia la funcién ventricular (255, 256).
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e CALCINEURINA Y ACTIVIDAD FISICA.

Como se menciond anteriormente, el aumento del calcio es uno de los
fenomenos més importantes en el desarrollo de la HCP. Ante aumentos sostenidos en

la [Ca*?], la calcineurina es activada por el complejo Ca**/calmodulina (CaM) y

desfosforila a miembros de la familia NFAT en el citosol, permitiendo que estos se
trasladen al nucleo e interactien con factores que estimulan la transcripcion génica.
Debido a las evidencias existentes sobre el papel fundamental de la calcineurina en
varios modelos de HCP (57, 185, 257, 258), se decidié investigar acerca de su

participacion en el ejercicio. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 20R.
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Figura 20R. Expresion de calcineurina. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).
La expresion de CnAR aumentd notablemente en el miocardio de la SHR-S y disminuy6

significativamente en las SHR-E. Es decir que el ejercicio normaliz6 esta via de

sefalizacion intracelular a valores similares a los encontrados en las Wistar.
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e EXPRESION DE LA VIA PI3K/AKT.

La via de PI3K/Akt es una de las principales cascadas envueltas en el normal
crecimiento cardiaco postnatal (259). Se ha demostrado que su activacion induce tanto
la HCF como la HCP (259-261). El fenotipo determinado puede estar en parte,
relacionado al grado de regulacion de Akt. La sobreestimulacion de esta via conduciria a
HCP (262). Por otro lado se ha visto que la via PI3K/Akt promueve la sobrevida del
cardiomiocito al inhibir la cascada apoptética en varios puntos (263). La Figura 21R

muestra la via de sefalizacion de PI3K/Akt.
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Figura 21R. Via PI3K/Akt. La via de PI3K/Akt puede ser activada por medio de los RTK y de los GPCR.
RTK activa la isoforma p110a de la PI3K. GPCR vy la subunidad By de su proteina G asociada activan la
isoforma p110y de la PI3K. PI3K se traslada hacia la membrana y fosforila a sus lipidos, quienes junto
con PDK1, activan a la quinasa Akt (o0 PKB). Akt es capaz de activar a mTOR, un regulador central de la
sintesis proteica, por sus efectos sobre la biogénesis de ribosomas y sobre la maquinaria de traduccion
proteica. Akt también fosforila e inhibe la GSK3 quien inhibe la traduccion de factores de transcripcion
relacionados con la induccién del programa hipertréfico, promoviendo la sintesis de proteinas y la

transcripcion génica.
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En este marco, nuestro proximo objetivo fue estudiar la expresion de ambas quinasas

en el modelo experimental utilizado, como se muestra en las Figuras 22R y 23R.
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Figura 22R. Expresion de PI3K. * P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

A continuacién se muestra la Figura 23R:
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Figura 23R. Expresion de P-AKT. *P < 0.05 vs. SHR-S (ANOVA).

La actividad fisica no mostré cambios significativos en la expresion de la via PI3K/Akt
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Conclusion de estudios moleculares.

En resumen, los estudios moleculares realizados permiten concluir que las

SHR-E presentan con respecto a las SHR-S, las siguientes modificaciones:

e Disminucion de expresion génica de ANF y MLC-2.

e Aumento en la expresion de SERCA2a.

¢ No se modificé la expresion del NCX.

e Disminucién de la expresion de calcineurina.

No se modificé la expresion de la via PISK/AKT.
Los resultados obtenidos mostraron una tendencia a normalizar tanto la

expresion génica como la via de calcineurina, logrando asi una mejor funcién cardiaca

en los animales que realizaron ejercicio.
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6. APOPTOSIS Y EJERCICIO.

La muerte celular por apoptosis es un proceso fisiolégico normal que se produce
en las células al activarse un programa de muerte, pero también puede asociarse a
situaciones patoldgicas. Distintos estudios han demostrado que la apoptosis participaria
en la transicion de HC a IC (264, 265). Debido a ello resulté de interés determinar si la
actividad fisica era capaz de inducir un efecto inhibitorio sobre la apoptosis. En la

activacion de la apoptosis participan dos vias: la “via_extrinseca” (estimulada por la

union de ligandos a receptores de muerte de la membrana plasmética) y la “via
intrinseca” (originada en las mitocondrias). Ambas vias son mediadas por proteasas

denominadas caspasas que degradan sustratos intracelulares. (Figura 24R).
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Figura 24R. Vias apopt6ticas. La via extrinseca se activa por la unién de ligandos, como TNF-a (factor
de necrosis tumoral-a) y el ligando de Fas (FasL), a los receptores extracelulares TNFR y Fas (266)
(expresado en miocitos). Dicha unién provoca el reclutamiento a la membrana plasmética de la proteina
adaptadora FADD (Fas-Associated-Death-Domain) y de pro-caspasa-8, formando el complejo DISC
(death-inducing-signalling-complex) que activa a caspasa-8. Esta Ultima activa a caspasa-3, que es
capaz de romper proteinas estructurales y promover la fragmentacion del DNA , resultando en la muerte
celular. La via intrinseca en el miocito se activa por estimulos como hipoxia, isquemia-reperfusion y
estrés oxidativo. Caspasa-8 puede también promover esta via mediante su interaccién con la proteina
proapoptoética Bid, generando el fragmento activo tBid (truncated Bid), que se traslada e insertarse en la
membrana mitocondrial externa (MME) estimulando a Bax y Bak que inducen la liberacion de CytC y
smac/DIABLO (267, 268). CytC interacciona en el citosol con las proteinas Apaf-1 y pro-caspasa-9

constituyendo el apoptosoma, un complejo catalitico que activa a caspasa-9 y esta a caspasa-3. Con la
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permeabilizacion se liberan proteinas independientes de caspasas, que se dirigen al nicleo y fragmentan

el DNA, como AIF (factor inductor de apoptosis) y Endo G (269). En la permeabilizacion participaria

MPTP (poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial), un complejo multiproteico, situado entre

MME y membrana mitocondrial interna (MMI), constituido por el canal aniénico voltaje-dependiente

(VDAC) vy el receptor periférico de benzodiacepinas (PBR) ambos en MME, la hexoquinasa (HKII,

citosolica), la creatina kinasa (mtCK, en el espacio intermembrana), la adenina nucleétido translocasa
(ANT, en MMI) y la ciclofilina D (Cyp-D, matricial) (270, 271). (C.P. Baines, J.D. Molkentin / Journal of

Molecular and Cellular Cardiology 38 (2005) 47-62) (272).

EXPRESION DE CASPASA - 3.

La expresidon de procaspasa-3 y caspasa-3 resulta de interés pues ellas

participan de la degradacion de sustratos que finalmente llevan a la muerte celular.

Debido a ello se examind por western blot la expresiébn de procaspasa-3 (barras

negras) y de caspasa-3 (barras grises) en las SHR-S, SHR-E y en las Wistar, como se

muestra en la Figura 25R.
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Figura 25R. Expresién de caspasa-3. * P < 0.05 vs. SHR-S, 1 P < 0.05 vs. Wistar (ANOVA).
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Se puede observar en esta figura como el grado de apoptosis esta aumentado en las
SHR-S respecto de las Wistar, representado por los mayores niveles del fragmento de
17kDA de caspasa-3. La actividad fisica disminuy6 significativamente el clivado de
procaspasa-3 en caspasa-3, indicando una menor activaciéon de este efector de la via
apoptoética. En la HC inducida por sobrecarga de presion, se ha encontrado que la
actividad de caspasa-3 estd aumentada asi como también la expresion de sus genes
(273, 274). Ademas se ha visto que caspasa-3 cliva a a-actina, a-actinina y troponina,
dificultando la contracciéon (275). También se sabe que estd implicada en la

fragmentacion del ADN, evento caracteristico de la apoptosis (276).

EXPRESION DE PARP-1.

La poly-(ADP-ribosa)-polimerasa-1 (PARP-1) es una enzima que repara el ADN.
Se encuentra presente en el nicleo y en las mitocondrias de los cardiomiocitos. La
presencia de un fragmento de ADN de simple cadena es la sefial que activa a PARP-1
y junto con la ADN polimerasa y la ADN ligasa, reparan el sector dafiado (277). Sin
embargo la sobreactivacion de PARP-1 puede agotar las reservas de ATP e inducir a la
célula a la apoptosis (por la via intrinseca y a través de la liberacion de AlF)(245). Se
piensa que la sobreactivacion de PARP-1 y la posterior induccion de la célula hacia la
apoptosis, es importante en la progresién de la HCP hacia la IC (278-280). Dada la
importancia de este efector en la via apoptotica fue que se decidié su determinacién por
Western Blot (Figura 26R).
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Figura 26R. Expresion de PARP-1. * P < 0.05 vs. SHR-S, (ANOVA).

Un evento caracteristico de la apoptosis es el clivado proteolitico de PARP-1 de
116KDa (barras negras) por caspasa-3, generando un fragmento de 85KDa (barras
grises) (281, 282). Se puede observar en esta figura anterior como el grado de
apoptosis esta aumentado en las SHR-S respecto de las Wistar, representado por los
mayores niveles del fragmento de 85kDA de PARP-1. La actividad fisica disminuyd
significativamente el clivado de PARP-1, indicando una menor activacion de este

efector apoptético.

Conclusion de estudios apoptéticos.

En resumen, los estudios apoptoticos realizados permiten concluir que las

SHR-E presentan con respecto a las SHR-S, las siguientes modificaciones:

e Disminucién en la expresion de caspasa-3.

e Disminucion en la expresion del fragmento de PARP-1.

Los resultados obtenidos indican una menor incidencia de apoptosis en las
SHR-E, sugiriendo que la actividad fisica atenud la progresion de la HCP.
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Discusion y Conclusion

El presente trabajo experimental muestra el efecto de la actividad fisica sobre la

HCP. En el mismo se aprecia que el ejercicio sobreimpuesto a una HTA crdnica impacta

favorablemente en el remodelado del VI.

Los resultados obtenidos se resumen a continuacion:

En las SHR-S se desarroll6 una HC concéntrica caracterizada por fibrosis,
vascularizacion disminuida, aumento de la apoptosis, re-expresion de genes fetales

y disfuncion del VI.

En las SHR-E se observo principalmente una HC excéntrica, con menor fibrosis
intersticial, incremento de la densidad capilar, reduccion en la expresiéon de ANF y
de MLC-2, incremento en la expresion de SERCAZ2a, reduccién en la expresion de

calcineurina, sin afectar la via de PI3k/Akt y finalmente disminucion de la actividad

proapoptotica.

Los estudios precedentes muestran la importancia y la necesidad de la actividad
fisica para prevenir y/o revertir la HCP. Los datos obtenidos experimentalmente con
las SHR confirman que una HCP puede modificarse hacia una HCF a nivel

estructural, molecular y funcional, retardando asi su progresion hacia la IC.

Estos resultados concuerdan con estudios en humanos en los cuales se observa
que la actividad fisica resulta beneficiosa aun en pacientes con IC (197-199). Este
estudio es una contribucion al disefio de alternativas terapéuticas para prevenir la IC

secundaria a la HC inducida por la HTA.
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En el presente estudio se investigo el efecto de la actividad fisica en la HCP
empleando las SHR. Este es un modelo de HCP experimental por sobrecarga de
presion, que reproduce la HCP secundaria a HTA en humanos. Ha sido demostrado
que las SHR desarrollan una miocardiopatia hipertensiva con alteraciones de la funcién
diastélica por disminucién de la relajacion, incluso antes de evolucionar hacia IC (283).
En pacientes hipertensos la HVI implica no sélo la hipertrofia del cardiocito sino también
un aumento en los componentes del intersticio, principalmente del colageno. Esto
puede afectar la funcion diastolica, la geometria del VI, el flujo de calcio citosélico y la
disponibilidad de AMPc (284). Durante la evolucion de la HCP el corazén modifica su
metabolismo, pasando de la oxidacion de los acidos grasos (principal fuente para
generar ATP) al metabolismo de la glucosa (201, 285). Esta es una respuesta

adaptativa que le permite al corazén producir ATP de manera mas eficiente (286).

A continuacion se analizaran los siguientes cambios observados en este estudio
enla HCPy en la HCF:

e morfolégicos
¢ histologicos
e moleculares
e apoptosis

e nuevas estrategias terapéuticas
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Las alteraciones morfolégicas observadas en las SHR-S implican un
remodelado celular y extracelular, caracterizado por presentar una HC concéntrica con
aumento del espesor parietal y disminucion del diametro de la cavidad ventricular, con
deterioro progresivo de la funcion del VI. Estas modificaciones se caracterizan no solo
por el aumento del tamafio de los cardiomiocitos sino también por el incremento de los
fibroblastos y las fibras de colageno. La excesiva proliferacion de fibroblastos en los
animales sedentarios, contribuye al desarrollo de una HCP caracterizada por
incremento de la rigidez ventricular y disminuciéon del volumen minuto cardiaco (287,
288).

No todas las formas de HC implican un dafio a futuro, como puede verse en las SHR-E,
gue se encuentran bajo mejores condiciones aerdbicas gracias a la actividad fisica. En
ellas se induce un crecimiento fisioldgico, el cual es beneficioso para la funcion
cardiaca, como lo demuestra el incremento en el AMV. Resulta importante destacar la
influencia que tuvo la actividad fisica sobre la evolucién de la HC. En las SHR-E se
observo un remodelado excéntrico favorable con aumento de las dimensiones del VI,
como lo demuestra la disminucion en la relacién E/R. Ademas, en las SHR-E se pueden
ver los siguiente cambios estructurales del miocardio: mayor IMVI y MVI, junto con un
aumento del DDVI y del PVI/LT. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
estudios con individuos no entrenados donde se vio que durante el ejercicio el volumen
sistolico aumenta aproximadamente de 70ml/latido a 135ml/latido, mientras que en
atletas puede superar los 200ml/latido (287). Diferentes estudios clinicos demuestran
qgue el ejercicio provoca un remodelado fisioldgico que resulta sumamente beneficioso
aun en pacientes con IC, a los cuales les mejora la capacidad funcional al generarles

un fenotipo protector (200-202).
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Lo mas destacado de los cambios histoldégicos lo constituyen el AST, la

fraccion de colageno y la densidad capilar. EI miocardio estd constituido por los
miocitos y la matriz extracelular (MEC). Esta ultima formada por fibroblastos, colageno,
vasos sanguineos, linfaticos y terminaciones nerviosas. La relacion entre la MEC vy el
miocito se altera en la HC. El colageno es sintetizado por los fibroblastos constituyendo
una red que da soporte mecanico y rodea al miocardio, a las fibras musculares y a los
miocitos individuales. Los fibroblastos también sintetizan y liberan metaloproteasas,
enzimas que degradan el colageno de la MEC, manteniendo asi un balance entre la
sintesis y degradaciéon de la misma (289). La ruptura de dicho equilibrio, conduce a
cambios fibréticos que junto con la HC, la proliferacion fibroblastica y la muerte celular
constituyen el fendmeno de remodelacion (13).
En los estudios realizados se observo que las SHR-S presentan aumentada el AST del
cardiomiocito y la fraccién de colageno, con una tendencia a valores mas bajos en la
densidad capilar respecto de las Wistar. Como vimos anteriormente la muerte celular
por apoptosis es mayor en las SHR-S que en las Wistar, lo que genera una falta de
células contractiles y el consiguiente reemplazo de estas por colageno, fibroblastos,
fibronectina y laminina. De esta manera se produce en la HCP la sustitucion de un
miocardio contractil por otro fibroso. Trabajos previos demuestran que el incremento en
el deposito de colageno entre los cardiomiocitos, ya sea por aumento en su produccion
o por disminucion en su degradacion, provoca distorsion de la estructura tisular y
fibrosis intersticial contribuyendo a las alteraciones diastélicas y acelerando el camino
hacia la IC (290-292).

Como puede verse en los estudios histoldgicos realizados, la actividad fisica produjo en
los cardiocitos de las SHR-E un aumento promedio del 45% en el AST. Resultd de
interés observar como dichos cambios histologicos se acompafiaron de un importante
incremento en la densidad capilar. Simultaneamente, se observd que la fraccion de
colageno disminuy6 aproximadamente un 50%. Los valores de esta fraccion, luego del
ejercicio no difieren significativamente de las Wistar. El incremento en la densidad
capilar y la normalizacion de la fibrosis intersticial, evidencian un efecto favorable de la
actividad fisica sobre la HCP. Se ha demostrado que la angiogénesis posee un efecto

benéfico ya que ayuda a corregir procesos isquémicos (293).
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Uno de los objetivos del presente estudio fue examinar los mecanismos
moleculares a través de los cuales se ejerce la cardioproteccion, pues aun no se
conocen con exactitud todos los eslabones que intervienen en esta via de sefalizacion.
Como ya se mencion0, la HCP se asocia con un numero importante de cambios
moleculares y estructurales, dafiinos para el corazén; mientras que la HCF no altera la
funcién cardiaca, es reversible y no evoluciona a IC. En la Figura 1D se muestra un

esquema simplificado de las vias que participarian en la HCP y la HCF.
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Figura 1D. Resumen de las vias de sefializacion involucradas en la HCP y la HCF.
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Es un hecho bien conocido que en la HCP se produce la induccién de genes
normalmente expresados solo durante el desarrollo fetal, tales como ANF y MLC-2. En
los estudios realizados se observé que la HC de las SHR-S se acompafidé de un
importante incremento en los niveles de estos marcadores moleculares, lo cual
confirma la reprogramacion de la expresion génica. Se ha visto que los niveles de ANF
se correlacionan positivamente con la severidad de la IC (294, 295). Ademas, en otros
modelos experimentales de HCP se encontro que intermediarios como la PKC activan a
genes como c-fos y c-jun, los cuales estimulan la expresion de ANF (296). Ademas de
los péptidos natriuréticos, se sobre-expresan otros genes como los de la via apoptética,
la cadena pesada de la miosina, la lactato deshidrogenasa y la creatin kinasa. Se
piensa que la activacion del programa de genes fetales permite la sintesis coordinada

de las proteinas necesarias para incrementar el tamafio del cardiomiocito (297).

En las SHR-E resultd de interés comprobar que la rutina natatoria disminuyd un 60% la
expresion de ANF y un 40% la expresiéon de MLC-2. Ello confirma que el entrenamiento
fisico impacta benéficamente en patrén miocardico molecular aun en presencia de una
HCP.
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SERCA2a y NCX son dos proteinas relevantes involucradas en el ciclo
intracelular del calcio. Se sabe que para una adecuada funcién cardiaca los
mecanismos de remocion y de liberacién de calcio, deben funcionar adecuadamente
(254). En los estudios moleculares realizados por nosotros, se observo que la HC de
las SHR-S se acompafia de menor expresion de SERCA2a y mayor expresion NCX.
Coincidiendo con estos resultados, estudios de otros laboratorios encontraron que la
expresion de ambas se encuentra alterada tanto en la HC de modelos experimentales
como en la HC humana (254). La disminucion de SERCA2a es un hecho de
importancia en la HC, ya que contribuye a la disfuncion del VI (298). Ademas, se
observo que las SHR de 3 a 4 semanas de edad poseen aumentada la actividad del
NCX, incluso antes de desarrollar HTA (254, 299).

Nuestros resultados muestran que la actividad fisica induce un incremento significativo
de SERCAZ2a pero no se apreciaron cambios en cuanto al NCX. El aumento de
SERCA2a con el ejercicio, sugiere un efecto beneficioso sobre el corazén. Estos datos
coinciden con estudios previos realizados en IC, que demuestran que una mejor
regulacion del calcio intracelular favorece la funcion ventricular (255, 256). Se ha visto
que la administracion de isoproterenol en ratones, aumento la expresion de SERCAYy la
capacidad relajante y contractil del corazon, por ello se considera a SERCA como un

objetivo terapéutico para intentar atenuar el pasaje de la HC a la IC (300).
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La activacion de calcineurina es una sefial importante para inducir HCP. En
nuestro estudio se demostrd que la fosfatasa calcineurina se encuentra hiperactivada
en las SHR-S. Resultados similares se encontraron en pacientes con hipertrofia del VI e
IC en los que la actividad de calcineurina estaba aumentada, mostrando asi el caracter
maladaptativo de la HCP (214). Evidencia de ello es la mortalidad prematura de las
SHR-S, las cuales no suelen superar los 18 meses de vida (301). Es sabido que la
mayoria de los estimulos que inducen HCP en respuesta a una sobrecarga

hemodinamica confluyen en el aumento de la [Ca*?.

Como ya se menciond, dicho
aumento estimula la formacién del complejo Ca*?/CaM, el cual activa a calcineurina. La
calcineurina activada desfosforila a factores de transcripcion, como NFAT, en el citosol
permitiendo que estos se trasladen al nucleo e interactien con otros factores para

estimular la transcripcidon génica.

En nuestros estudios observamos que la mayor expresion de calcineurina que se
encontré en la HC de las SHR-S, disminuyé de manera significativa en las SHR-E,
llegando a valores similares a los de las Wistar, lo cual sugiere que se detiene y/o
revierte el camino hacia la HCP. Ha sido demostrado que se encontraba aumentada la
actividad de NFAT en ratones con sobrecarga de presion e IC, pero no en ratones con

HC inducida por el ejercicio (57).
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PI3K/Akt es una via que se activa en la HCF y en la HCP (259-261), ya que
puede ser estimulada tanto por los RTK como por medio de los GPCR. PI3K es una
kinasa lipidica que se activa en el corazén durante el desarrollo y en respuesta al
entrenamiento fisico, permitiendo su crecimiento fisiolégico normal (302-304). Ademas
se ha visto que en situaciones patolégicas, como frente a una sobrecarga de presion,
se encuentra activada (305). En nuestro estudio se observé que la HC de las SHR-S se
acompafia de una mayor expresion de PI3K(p110a)/AKT, probablemente por
transactivacion del EGFR. Por otra parte, otros estudios demuestran que PI3K(p110y)
tras ser activada por los Gg,PCR, induce la via de HCP (306-309).

En las SHR-E nuestros resultados muestran que esta via se mantiene activa. Esto
podria deberse a que durante el ejercicio es liberado el IGF1 (factor de crecimiento de
insulina de tipol) que estimula a su receptor IGF1-R, el cual recluta hacia la membrana
a la isoforma PI3K(p110a), activandose la via que induce HCF (303, 304, 310, 311). Se
sabe que la via IGF1/IGF1-R/PI3K(p110a)/AKT1 tiene efectos beneficiosos no solo
porque estimula el crecimiento fisioldgico del cardiomiocito, sino también porque inhibe
la via activada por los GPCR que inducen HCP (201, 305, 312). Se ha visto que cuando
disminuyen los niveles de PI3K(p110a) aumenta tanto la fibrosis intersticial como la
apoptosis, sugiriendo que actuaria como un regulador negativo de la fibrosis (305) y

gue tendria un efecto antiapoptotico (313-315).

El rol de PI3K(p110a) en la HCF fue confirmado al demostrarse que ratones sin la
subunidad reguladora p85, no se hipertrofiaban cuando eran sometidos a estimulos
como el ejercicio (302). La subunidad reguladora (p85) es quien, activada por la unién
del ligando al receptor, recluta a las subunidad cataliticas (p110a). Como se menciond
anteriormente PI3K(p110a) fosforila lipidos de la membrana plasmatica formando PIP3,
que fosforila y activa a AKT1 (316), isoforma mas abundante del corazén (317),
desarrollando HCF (303, 311, 318, 319). Estudios realizados utilizando ratones a los
gue se les noqueod el gen de AKT1, cuando se los sometidé a un estimulo natatorio no
desarrollaron HCF (312). Ademas se encontro que cuando AKT es activada por la via
fisiologica, se traslada al RS donde fosforila a fosfolamban liberando a SERCA2a de su
inhibicién y permiendo que se almacene y libere méas calcio en el RS, mejorando asi la
contractilidad cardiaca (320).
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La apoptosis es un proceso fisiologico normal y también sucede en situaciones

patologicas como durante la transicion de HC a IC (264, 265). Su activacion puede
producirse por dos vias, extrinseca y mitocondrial, ambas mediadas por caspasas que
degradan sustratos intracelulares. Hayakawa mostré que el tratamiento de ratones
transgénicos con un inhibidor de caspasa, redujo la muerte de los cardiomiocitos y
atenud la disfuncion contractil (321). Ademds, observaron que bajos niveles de
apoptosis bastaron para producir dilatacion del VI y alteraciones contractiles (322).
Estos estudios apoyan la hipotesis de que la pérdida cronica de miocitos por la via
apoptotica contribuye a la HCP (201).
La incidencia de apoptosis estd aumentada en la HC hipertensiva, fue por ello que se
examinaron dos efectores de la via apoptética en nuestro modelo experimental:
procaspasa-3 y PARP-1. Se observé que ambos estaban hiperactivados en las SHR-S,
las cuales mostraron mayor incidencia de apoptosis. Se ha visto que PARP-1 estimula
a factores de transcripcion y genes hipertréficos como NFk@ y TEF-1, responsables de
la HCP (279, 323, 324). En la HC inducida por sobrecarga de presion, se encontré
aumentada la actividad de caspasa-3 y la expresion de sus genes (273, 274). Se sabe
que caspasa-3 cliva a a-actina, a-actinina y troponina, dificultando la contraccion (275);
y que esta implicada en la fragmentacion del ADN, evento caracteristico de la apoptosis
(276).

El paso siguiente fue explorar si la actividad fisica era capaz de inducir un efecto
inhibitorio sobre la via apoptética. Los resultados obtenidos demuestran que la
actividad fisica inhibi6é las sefiales proapoptéticas, al producirse una disminucién
significativa en el clivado de procaspasa-3 a caspasa asi como también de PARP-1 en
su fragmentos de 85 kDa. Todo ello contribuiria al mejoramiento de la funcién cardiaca,
como lo evidencia el estudio ecocardiografico en las SHR-E. El deterioro de la funcion
mitocondrial es considerado un proceso clave en la muerte celular por apoptosis.
Estudios recientes demuestran que el ejercicio disminuye la actividad de caspasa-3y 9,

promoviendo un fenotipo de mitocondrias mas resistente (325).

En la via mitocondrial intervienen proteinas proapoptoticas (Bax) y antiapoptoticas (Bcl-
2), cuya proporcion relativa parece ser relevante al momento de determinar el destino
de una célula expuesta a un estimulo proapoptético (326-328). Frente a una sefial de

muerte, Bax forma canales en la MME permeabilizandola (329, 330). En la
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permeabilizacion participa el MPTP, cuya apertura permite la transicion de una baja
permeabilidad de la membrana (agua y solutos hasta 1,5kDa) a una conductancia
elevada, ocasionado disipacion del potencial de membrana, liberacion de citocromo c, y
la pérdida de funciones celulares esenciales (331). Se ha visto que la apertura del
MPTP puede ser transitoria, no tratandose necesariamente de un proceso irreversible
(332). Estudios demuestran que el ejercicio disminuye la suceptibilidad de la apertura
del MPTP, inducida por el calcio, previniendo el dafio sobre la funcién mitocondrial (325,
333).
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Nuevas estrategias terapéuticas.

La regresion de la HC es considerada en la actualidad como un paso clave para
la prevencion del desarrollo de IC. Una de las formas de lograr interrumpir y/o revertir el
cuadro de HCP, es con el empleo de farmacos. Existen evidencias de que el uso de
inhibidores especificos del NHE-1 es beneficioso en patologias cardiacas hipertréficas
(147, 189-191). EIl tratamiento actual intenta evitar el desarrollo de IC mediante la
administracion de IECA, ARAII, B-bloqueantes y diuréticos, dependiendo del estadio de
la enfermedad y de la severidad del cuadro (334, 335). Los IECA (inhibidores de la
enzima convertidora de All) atentan el remodelado del VI al prevenir la formacion de
All, mientras que los ARAII (blogueantes de los receptores de All) evitan la interaccion
entre All y su receptor. Los B-bloqueantes bloquean los receptores adrenérgicos,
disminuyendo el remodelado del VI (336). Los diuréticos son esenciales para disminuir
la retencion de liquidos, evitando el edema periférico y pulmonar (337). A pesar de los
avances en los tratamientos farmacoldgicos, el prondstico sigue siendo incierto y los
pacientes sufren de una variedad de sintomas que les causan dificultades y reducen su
calidad de vida (338). Pacientes con IC suelen presentar HTA, enfermedad renal
cronica y diabetes, lo que aumenta las posibilidades de intolerancia e incompatibilidad
entre drogas pudiendo ocasionar interacciones farmacologicas no deseadas (334, 339,
340).

Resulta por ello necesario buscar alternativas de tratamiento junto con la
identificacion de nuevos intermediarios de las vias de sefalizacion, que puedan ser
posibles blancos terapéuticos. Surgen asi posibles nuevas estrategias para inducir el
crecimiento fisiolégico del cardiomiocito y otras que intentan bloquear nuevos
eslabones del SRAA. Dentro de las primeras encontramos la activacion de la via
IGF/PI3K/AKT mediante la practica de actividad fisica, a través de farmacos y de
terapia génica. Entre las segundas se encuentra el bloqueo de aldosterona, ultimo
eslabon del SRAA, con el empleo de farmacos mas especificos como eplerenona para
evitar la HCP.
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En estudios con pacientes que realizaron gjercicio se observd una significativa
reduccién de la morbi-mortalidad cardiovascular (193-196). El sedentarismo y la
obesidad son factores de riesgo para una gran variedad de afecciones croénicas,
incluyendo las enfermedades cardiacas. En un meta-analisis con 33 estudios y 900.000
participantes, se encontré que en pacientes que efectuaban actividad fisica el riesgo de
muerte cardiovascular se redujo en un 35% (341). Ademas en pacientes con IC, se ha
demostrado que la actividad fisica es segura y beneficiosa (197-199). El entrenamiento
fisico se esta volviendo un componente importante en programas de rehabilitacion de
pacientes con IC (342-344), ya que numerosos estudios han demostrado que el
ejercicio fisico realizado de manera regular mejora la capacidad funcional y la calidad
de vida de estos pacientes (200-202, 345-349).

Antes de 1980 se les aconsejaba a los pacientes con patologias cardiacas que no
realizaran ejercicio ya que podrian aumentar el riesgo de infarto (350). Actualmente el
ejercicio se recomienda como parte integral del plan de tratamiento y prevencion de
enfermedades cardiovasculares (351, 352). El uso de una terapia combinada entre el
ejercicio (que activa la via que desarrolla la HCF y atenta el remodelado patoldgico) y
la administracion de IECA y ARAIl (que disminuyen la HCP), serian opciones

recomendables en pacientes con riesgo de IC (201).

Si bien muchos de los beneficios del ejercicio se pueden explicar por lo cambios que se
producen en los vasos y en el musculo esquelético (227, 228), los resultados
presentados en este trabajo muestran que también se producen efectos favorables en
el corazén al atenuar procesos de remodelamiento como la HCP y la fibrosis,
mejorando asi la capacidad funcional del miocardio y promoviendo la supervivencia del

cardiomiocito.
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Como se menciond previamente una de las estrategias terapéuticas ideadas

para prevenir la IC, lo constituye la activacion de la via IGF/PI3K/AKT a travées del

ejercicio, farmacos y mediante terapia génica (353). Se ha visto que IGF1 se encuentra
elevado en atletas que desarrollan HCF y que dicho aumento se correlaciona con el
aumento de la masa del VI (310). IGF1 es una hormona peptidica que se libera durante
el ejercicio (310) y es producida principalmente por el higado y el miocardio (354).
Estudios realizados en ratones transgénicos que sobreexpresan el receptor de IGF1
(IGF1-R) desarrollaron HCF y mejoraron su funcion sistélica (311). Se vio que si a un
grupo de estos ratones se los hacia nadar, la respuesta hipertrofica era mayor (311).
Por otro lado, ratones cuyo gen del IGF1 fue suprimido, mostraron una resistencia a
desarrollar hipertrofia inducida por el ejercicio (355). La activacién de IGF1-R por IGF
induce la via de PI3K(p110a) / AKT1 (302-304).

Una limitacion de esta estrategia es que la via PI3K esta presente en numerosos tipos
celulares interviniendo en procesos de crecimiento y diferenciacion celular. El éxito de
este tipo de tratamiento dependera de la capacidad de poder disefar farmacos que

activan esta via unicamente en el corazoén.

Por otro lado, recientemente se ha encontrado en el corazon adulto la existencia
de un pool de células progenitoras pluripotenciales (356), que tienen la capacidad de
diferenciarse y formar cardiomiocitos en respuesta al aumento de la sobrecarga
cardiaca (357). Otros estudios han detectado tanto en corazones normales como
patologicos de ratas, ratones y humanos, la existencia de cardiomiocitos formados
recientemente (17, 357-360). Un grupo de investigadores encontré que la sobrecarga
ocasionada por nadar o correr genera un aumento en el namero de células

progenitoras y estimula su diferenciacion hacia células cardiacas (361).
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Finalmente, evidencias crecientes en el estudio del SRAA muestran la relevancia
de aldosterona en la fibrosis miocardica y en la HCP (362-366). Si bien existen
controversias, se ha publicado que los cardiomiocitos expresan las enzimas
involucradas en la sintesis de aldosterona (367, 368). Se publico que All estimula la
secrecion de aldosterona en varios tipos celulares (369, 370), y que el tratamiento con
losartan previene parcialmente la HCP y la fibrosis miocardica inducida por aldosterona
(371). Otros estudios demostraron que aldosterona potencié el efecto de All por un
mecanismo dependiente del receptor de mineralocorticoides (MR) (372), el cual se

expresa en el tejido cardiaco tanto a nivel del ARNm como de la proteina (373-375).

Aldosterona ejerce su efecto bioldégico a través de una via gendmica y otra no-
gendmica. La primera de ellas se produce cuando aldosterona se une al MR formando
un complejo en el citosol, que luego se traslada al ndcleo donde estimula la
transcripcion de genes y la sintesis de proteinas relacionadas con el control de
electrolitos y la regulacion del volumen (376, 377). Caldiz y col. (378) trabajando con
inhibidores de la sintesis proteica (como cicloheximida) observaron que no se suprime
la produccion miocéardica de anién superéxido estimulada por aldosterona, sugiriendo
gue se trataria de un efecto no-genémico mas rapido que el anterior. Este mismo grupo
de investigadores demostrd que el MR se encontraria corriente arriba del EGFR en la

cascada de sefalizacion (378).

Villa-Abrille y col. (72), postularon la posible participacion de aldosterona, el MR vy el
EGFR en la cascada de sefalizacion intracelular activada por el estiramiento y que
conduce a la HCP. Demostraron que la fuerza generada por el estiramiento se
cancelaba con el uso de inhibidores del MR, como asi también con inhibidores de la

guinasa Src (PP1) y de la MMP (MMPI), confirmando el fendmeno de transactivacion.

La activacién del EGFR por transactivacion favorece la apertura de los canales de
potasio mitocondriales ATP-dependientes (mitoKATP). De esta manera se hace posible
el ingreso de potasio desde el citosol hacia la matriz, despolarizando la mitocondria y
generando una mayor produccion de ROS. La disipacion del gradiente mitocondrial y la
variacion del pH de la matriz predisponen la apertura del MPTP y la posterior salida de
los ROS por el mismo. Caldiz y col. (378), observaron que los ROS procedian

principalmente de la mitocondria y que podian activar a la via ERK1/2-p90~K
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(considerada “redox sensible” (72, 110)), efecto que se cancelaba con rotenona
(inhibidor del complejo | de la cadena transportadora de electrones) y 5HD (bloqueante

selectivo de los mitoKATP).

Estos resultados sugieren que tanto aldosterona, el MR y el EGFR constituyen
eslabones necesarios en la cascada de sefializacidon disparada por All en el miocardio y
que promueven la activaciéon de la via de ERK1/2 a partir de un aumento en la
produccién de los ROS provenientes de la mitocondria. Basado en las evidencias
presentadas anteriormente podria especularse gque la disminucion en la formacion de
los ROS contribuiria con el efecto favorable de la inhibicibn de la aldosterona.
Posiblemente la coestimulacion de All y aldosterona, acelere el dafio al tejido
cardiovascular y su remodelamiento. Por otra parte, es probable que resulte
conveniente el uso de una terapia combinada que inhiba no s6lo a NHE-1 sino también
a otros eslabones de la cadena de sefalizacion que se encuentren mas arriba como el
AT1, el MR, las MMP, el HB-EGF y el EGFR. Esta estrategia resultaria de utilidad en el
intento de atenuar la progresion de la HCP hacia la IC.
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La Figura 2D resume en un esquema los resultados obtenidos en el presente
trabajo. El entrenamiento fisico fue efectivo para transformar una HCP en HCF, en un
modelo experimental de HC inducida por hipertension arterial. Los cambios
beneficiosos incluyen el aumento de la densidad capilar, la disminucion de la fibrosis, la
disminucién de la apoptosis, el aumento de la expresion de SERCA2a y la disminucion
de la actividad de calcineurina. Estos en conjunto, contribuirian a un mejoramiento de la
funcidén cardiaca. La rutina natatoria modificoO la geometria cardiaca hacia un patron
fisiolégico, como lo demuestra la disminucién de la relacién espesor de la pared del

ventriculo izquierdo/radio de la cavidad ventricular.

SHR-S SHR-E

Entrenamiento 4 Densidad capilar

fisico + Fibrosis
Sobrecarga ‘ ‘ | ’ ¥ Apoptosis
de | o 4 SERCA2a

presion v CnAp

!

Mejora la
funcion cardiaca

R e Gy A R TR A
{ e ‘-\4’ e = ¢ 2 A N
o 5, PhenRoR
» . -- ; ¢ - > l - 7 #717 % '.,;.J
AST FC AST FC

Figura 2D. Efecto del entrenamiento fisico en la HC. En la parte superior se muestra
dos esquemas representativos del corazon de SHR-S y SHR-E. En la parte inferior se
muestran micrografias del area de seccion transversal (AST) y de la fraccion de

colageno (FC), tefildas de manera adecuada.

Los resultados precedentes sugieren la importancia y la necesidad de la actividad fisica

para prevenir y/o revertir la HCP y su progresion hacia la IC.
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CONCLUSION FINAL

La HC es un evento de elevada complejidad que implica la participacion de

estimulos, receptores, vias de sefializacion intracelular, factores de transcripcion,
genes y efectores. A pesar del avance en la identificacion de nuevos intermediarios, los
mecanismos moleculares que subyacen la respuesta fisiolégica o patoldgica no estan
aun totalmente dilucidados. Esto se debe en parte a que las moléculas involucradas en
esta respuesta no operan en forma aislada, sino que por el contrario participan de una
complicada red de sefalizacion con frecuentes puntos de entrecruzamiento. El
conocimiento de los mecanismos implicados en la HC es necesario para prevenir la
progresién a la IC.

Los resultados obtenidos experimentalmente con las SHR demuestran que una
HCP puede transformarse en HCF a nivel molecular, estructural y funcional mediante la
practica de actividad fisica. La tendencia a la normalizacién de la fibrosis intersticial
junto con el incremento en la densidad capilar y la disminucién en la actividad
apoptética, evidencian el importante potencial del corazon para restaurar la estructura
miocardica y la capacidad funcional, debido al ejercicio. Esto ultimo se confirmé con el
incremento en el AMV, pardmetro que es considerado el mejor indicador
ecocardiografico de la funcién sistdlica.
Se observé también una reduccion en la expresién de ANF y MLC-2 mostrando que
disminuyo el estrés cardiaco asociado a la HTA, lo que indica que el ejercicio impacta
beneficiosamente en presencia de una HCP. En este trabajo de tesis se han
caracterizado dos cascadas de sefializacidbn con una importante participacion en la
HCP y en la HCF, la via de la calcineurina y de la PI3K/AKT. El ejercicio normaliza la
actividad de calcineurina, sin interferir con la via de PI3K/AKT, resultado de relevancia
ya que calcineurina mediaria la HCP pero no la HCF. Ademas la via PISK/AKT
promueve la supervivencia celular al inhibir la apoptosis. Otro resultado de interés
resultdé ser el aumento en expresion de SERCA2a en el miocardio de las SHR
sometidas a entrenamiento aerobico, sugiriendo que el ejercicio podria mejorar la
regulacion intracelular del calcio. Podemos concluir asi que la actividad fisica realizada
con regularidad beneficiaria la funcion cardiaca en pacientes con patologias
cardiovasculares.

Clasicamente las investigaciones y las terapias se han focalizado en intentar
inhibir el proceso patologico (HCP). Actualmente, al valorizar la actividad fisica se da

mas importancia a los mecanismos naturales (HCF), lo que brinda un mejor prondstico.
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El presente trabajo es una contribucion al disefio de alternativas terapéuticas, basadas
en promover el crecimiento fisioldgico, para prevenir la IC secundaria a la HC inducida
por la HTA.
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HC: hipertrofia cardiaca.

HCP: hipertrofia cardiaca patol6gica.

HCF: hipertrofia cardiaca fisiolégica.

IC: insuficiencia cardiaca.

HTA: hipertension arterial.

VI: ventriculo izquierdo.

SFF: segunda fase de fuerza.

ANF: factor atrial natriurético.

MLC-2: cadena liviana de la miosina, subunidad 2.
All: angiotensina 2.

AT1: receptor de All.

ET-1: endoletina 1.

ET-A: receptor de ET-1.

GPCR: receptores acoplados a proteina G.
RTK: receptor tirosina quinasa.

PKC: proteina quinasa C.

PLC: fosfolipasa C.

DAG: diacilglicerol.

IP3: inositol-tri-fosfato.

MAPK: kinasa activada por mitégeno.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.

NHE-1: intercambiador sodio-hidrégeno.
NCX: intercambiador sodio-calcio.

CaM: calmodulina.

CnAQR: calcineurina A, isoforma beta.
RS: reticulo sarcoplasmatico.

ROS: especies reactivas del oxigeno.

SHR: ratas espontaneamente hipertensas.
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