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. RESUMEN







Titulo: Homeostasis del calcio en miocitos auriculares humanos: Papel del remodelado de

los receptores de adenosina A,a en la fibrilacién auricular.

Autor: Cristina Espinosa Molina, bajo la direccién del Dr. Leif Hove-Madsen.

Resumen: En personas sanas el ritmo cardiaco viene determinado por la actividad del
nodo sinusal, que es la estructura que lo marca, enviando impulsos eléctricos que
estimulan la contraccién de las auriculas y que luego llega al nédulo auriculoventricular de
donde se propaga por las ramas derecha e izquierda del haz de His, para incidir la
contraccion ventricular. Si el sistema de conduccion presenta anomalias, o si la contraccion
se origina por un estimulo en otra zona (foco ectdpico), se generan las arritmias. El tipo
mas grave de arritmia es la fibrilacién, que se produce cuando las fibras musculares
cardiacas individuales se contraen de forma cadtica y asincrona, lo cual impide la
contraccién coordinada de las camaras cardiacas. La fibrilacion auricular (FA) es la arritmia
cardiaca mas frecuente. La FA afecta al 0.4% de la poblaciéon general y su prevalencia
aumenta con la edad, siendo afectados por esta arritmia el 4-5% de las personas mayores
de 65 afios y el 10% de los mayores de 75 afos. Esta arritmia predispone a la trombosis y
esta asociada con fendmenos embdlicos (la embolia periférica puede presentarse en un
22% de los pacientes con FA crénica y constituye el primer factor de riesgo del accidente
cerebrovascular), desarrollo de insuficiencia cardiaca y deterioro de la funcién ventricular.
Si da lugar a una respuesta ventricular rapida puede disminuir el volumen sanguineo
bombeado, con cuadros de hipotensién, pudiendo desembocar en insuficiencia cardiaca y
edema agudo de pulmén. La misma FA genera modificaciones fisioldgicas y anatémicas
que favorecen su persistencia: dilatacion auricular, fibrosis miofibrilar, acortamiento de los
periodos refractarios auriculares y de la velocidad de conduccién. Ademas, su presencia
degrada la calidad de vida del paciente y provoca un aumento sostenido en los gastos
publicos de salud. Por el momento, el tratamiento para la FA pasa por el uso de
antiarritmicos que la revierten a ritmo sinusal y por procedimientos ablativos que conllevan
mucho riesgos y complicaciones: taponamiento cardiaco, estenosis de las venas
pulmonares, fistulas atrio-esofagicas, trombo-embolismos, arritmias y ademas van
igualmente acompafados de tratamientos farmacoldgicos antiarritmicos. Pero estos
farmacos pueden tener efectos proarritmicos a largo plazo y la FA se vuelve a manifestar
en un numero elevado de pacientes. Por ello, el objetivo principal de esta tesis doctoral es
una mejora del conocimiento de los mecanismos que conducen a la induccion vy
perpetuaciéon de la FA. Concretamente, esta tesis se centra en el papel que juegan los
cambios patologicos en la regulacion del calcio intracelular en miocitos auriculares

humanos que contribuyen al desarrollo de la FA.



El papel del calcio en la regulacion del ciclo cardiaco es bien conocido y los mecanismos
reguladores del calcio se han estudiado ampliamente. Asi, la contraccion cardiaca se activa
cuando el potencial de accion (AP) despolariza la membrana celular y activa la apertura de
los canales de calcio tipo-L en los cardiomiocitos, provocando asi un incremento de calcio
intracelular y la activacion de una mayor liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmatico.
Este fendbmeno conocido como “calcium induced calcium release” (CICR), eleva el calcio
citosdlica a un nivel que activa la contraccion celular. Del mismo modo, la relajacion se
produce con la eliminacion de calcio del citosol, principalmente producido por la
reacumulacion de calcio en el reticulo sarcoplasmatico (SR) y la expulsién de calcio de los
cardiomiocitos por el intercambiador Na-Ca. De hecho, una gran parte de la investigacién
sobre la homeostasis del calcio en cardiomiocitos, se ha centrado en estudios de la
contribucién de cada uno de los principales mecanismos reguladores de calcio en la
homeostasis del calcio. Estos estudios se han realizado, sobre todo, en miocitos
ventriculares aislados de modelos de pequefios roedores y se ha prestado mucha atencion
al papel de la modulacion neuro-hormonal en la regulacién del calcio intracelular.

También, se ha estudiado la asociacién de los cambios en la regulacién del calcio
intracelular a patologias prevalentes, como la insuficiencia cardiaca, para elucidar los
cambios patolégicos en la regulacion del calcio que repercuten en la contraccién cardiaca.
En cambio, se ha prestado menos atencién a la asociacion de alteraciones patologicas en
la homeostasis del calcio con la generacion de arritmias cardiacas, y es unicamente en la
ultima década que se ha acumulado informacion que documenta como desajustes en la
regulacion del calcio intracelular pueden contribuir en la generacién de arritmias cardiacas.
Nuestro laboratorio ha sido uno de los pioneros en este campo, siendo los primeros en
mostrar la asociacién de la fibrilacion auricular a una mayor liberacion espontanea de
calcio, en miocitos auriculares aislados de pacientes con esta arritmia. Asimismo,
recientemente hemos mostrado que la activacién de receptores de adenosina Aza (A2aR)
estimula la liberacién espontanea de calcio en miocitos auriculares humanos, sugiriendo
que el nivel de expresion y/o la actividad de este receptor podrian intervenir en la
arritmogénesis auricular y los tres estudios experimentales de esta tesis se basan en estos
hallazgos.

A pesar de las dificultades técnicas y metodolégicas que conllevan los estudios con
cardiomiocitos humanos, toda la investigacion realizada en esta tesis doctoral se ha
realizado con miocitos auriculares humanos, para facilitar la traslacion de los resultados
obtenidos. Asimismo, los estudios se han basado en técnicas electrofisiolégicas que
permiten analizar los mecanismos que regulan el calcio intracelular de forma cuantitativa,
como son las técnicas de patch-clamp y la visualizacion del calcio intracelular por

microscopia confocal.



El primero de los tres trabajos de esta tesis parte de los trabajos previos de nuestro grupo,
que por un lado, muestran que la activacion del A;aR estimula la liberacion espontanea del
SR y, por otro lado, muestran que la fibrilacion auricular se asocia a un aumento en la
liberacion espontanea de calcio. Esto, en combinacién con la cercana localizacién del A;uR
y el canal de calcio del SR, sugeria que la fibrilacién auricular podria estar asociada a una
mayor activacion de los A;aR. Para comprobar esta hipotesis de trabajo, se utilizaron las
técnicas de PCR a tiempo real, electroforesis en gel e immunoblotting para investigar la
expresion de los AxaR y las técnicas de patch-clamp y microscopia confocal para indagar
en la funcién de los A;xR en miocitos auriculares de pacientes con fibrilacion auricular.

Los resultados del primer estudio muestran un incremento significativo en la expresion de
los A2aR en los miocitos de pacientes con fibrilacién auricular y que estos receptores estan
implicados en el incremento de la fosforilacion de los receptores de rianodina y de las
liberaciones espontaneas de calcio. En cambio, exponiendo a las células de estos
pacientes con la arritmia a inhibidores de los A,AR 0 a adenosina desaminasa (que degrada
la adenina exogena), las despolarizaciones espontaneas disminuyen al nivel basal que
tienen los miocitos de pacientes sin fibrilacion auricular. En conclusion, los A;aR muestran
sobre-expresion y sobre-regulacién en los pacientes con fibrilacion auricular. La
estimulacion de los RyR mediada por los AzaR, promueve el incremento de la incidencia de
liberaciones espontaneas de calcio del SR. Asi, la activacién de un numero elevado de
estos receptores, probablemente por adenosina exdgena, es el factor que promueve la
dinamica anormal en el calcio intracelular en pacientes con fibrilacion auricular e
inhibiéndolos selectivamente, es posible reducir las liberaciones de calcio espontaneas sin

afectar a otros mecanismos implicados en la dinamica del calcio.

Puesto que las irregularidades en las respuestas eléctricas y mecanicas latido-latido son un
fendmeno que precede a muchas arritmias cardiacas, entre ellas la fibrilacién auricular, y
que estos cambios estan asociados a cambios en la concentracion plasmatica de calcio, el
segundo estudio de esta tesis pretende esclarecer cdmo mecanismos reguladores de la
dinamica del calcio intracelular intervienen en la regulacidn de la naturaleza de la respuesta
latido-latido a frecuencias de estimulacién crecientes.

Para ello, hemos usado las técnicas de patch-clamp y de microscopia confocal para
caracterizar cambios en la dinamica del calcio que se asocian a la induccion de alternancia
e irregularidades en la respuesta latido-latido.

Los resultados de este estudio muestran que cuando se incrementa la frecuencia de
estimulacion las respuestas latido-latido eran heterogéneas en la poblacién de miocitos
auriculares humanos estudiados. Sin embargo habian tres patrones de respuesta distintas

(uniforme, alternante e irregular), cada una asociada a una dinamica del calcio intracelular



especifica. Asi, observamos que los miocitos con patrones uniformes tenian una densidad
de Ic, mas pequefa que miocitos con patrones alternantes. De acuerdo con ello, inhibicion
parcial de la I, reducia la incidencia de patrones alternantes, afirmando que una elevada
densidad de I¢, favorece la induccion de una respuesta latido-latido alternante. Ademas, los
miocitos con patrones alternantes e irregulares tenian una mayor incidencia de liberaciones
espontaneas de calcio del SR que los miocitos con patrones uniformes. Con la inhibicion de
la liberacion de calcio del SR todos los miocitos presentaban patrones uniformes a todas
las frecuencias de estimulacion utilizadas, lo que demuestra que el patrén de respuesta
latido-latido a frecuencias de estimulacion elevadas esta intimamente ligado a la incidencia
de liberaciones espontaneas de calcio.

Resumiendo, una mayor amplitud de la Ic, y de la incidencia de liberaciones espontaneas
de calcio del SR son los factores que determinan la naturaleza y el umbral de frecuencia de
la aparicion de patrones latido-latido no-uniformes, sugiriendo que el control de la amplitud
de la I, y de la liberacion de calcio del SR pueden ser dianas para estabilizar la respuesta

latido-latido.

Partiendo de los resultados de los dos estudios anteriores, el tercer estudio investiga el
papel de la estimulacién beta-adrenérgica y de los AyaR en la regulacion de la dindmica del
calcio intracelular latido-latido en pacientes con y sin fibrilacion auricular. Para ello, usamos
las técnicas de patch-clamp y la visualizacion de calcio por microscopia confocal.

Nuestros resultados muestran que la estimulacion de las liberaciones espontaneas de
calcio del SR se asocia a la induccion de respuestas latido-latido no uniformes cuando la
frecuencia de estimulacion se aumenta. Asi, tanto la estimulacion beta-adrenérgica como la
activacion de los AzaR promovieron liberaciones espontaneas y respuestas latido-latido no
uniformes. Ademas, la estimulacion o inhibicién de los A;aR tuvo mayor efecto en los
miocitos de pacientes con FA y el efecto se pudo revertir inhibiendo la PKA. En cambio, la
manipulacién farmacolégica de la actividad de los A;aR no afecté a la densidad de la I, ni
al contenido de calcio del SR.

Estos resultados muestran que el remodelado de la expresidon y la actividad de los AaR
que ocurre en la FA, altera la liberacion de calcio del SR activada por la PKA, que a la vez
regula la estabilidad de la respuesta latido-latido a frecuencias de estimulacion crecientes
en miocitos auriculares humanos, sugiriendo que un control farmacoldgico de los AxR
podria contribuir a estabilizar la respuesta latido-latido en miocitos auriculares humanos de

pacientes con FA.

En resumen, los resultados del primer estudio muestran que un control de la actividad los

AzxaR permite controlar la liberacién espontanea de calcio en miocitos auriculares humanos.
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Especificamente, la inhibicién de los A;aR reduce la elevada incidencia de liberacion
espontanea de calcio en pacientes con FA a niveles observados en miocitos de pacientes
sin la FA. El segundo estudio muestra que el manejo de calcio del SR (junto con la Ic,)
también juega un papel importante en la estabilizacién de la respuesta latido-latido en
miocitos auriculares humanos sometidos a crecientes frecuencias de estimulacion. De
acuerdo con los hallazgos de estos primeros dos estudios, el tercer estudio muestra que la
modulacion de la liberacién espontanea de calcio mediado por PKA regula la estabilidad de
la respuesta latido-latido. Asi, la inhibicion selectiva de la PKA o del A,xR elimina la
liberacidon espontanea de calcio basal y favorece una respuesta uniforme latido-latido,
mientras la activacién de los A;aR aumenta la liberacién espontanea de calcio favoreciendo
respuestas latido-latido no uniforme.

Conjuntamente, los resultados de esta tesis apuntan al A;nR como una nueva diana

molecular en el tratamiento de la FA.

Palabras clave

Receptores de adenosina, fibrilacion auricular, miocitos auriculares humanos, alternancia
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11



12



II. ABREVIATURAS

13



14



AR
ADA

AP

BSA
Bay-K8644

ca*

[Ca™],

CAF
CGS21680
CICR

acoplamiento EC

FA
HCN
HEPES
H-89
lca

INCX

Itail

ISO

Li*

Na*
NCX
NIF
PKA
RS
RyR
SR

tau
TEA
TTX
Vm=En
ZM241385

receptor de adenosina Aza

adenosina desaminasa

potencial de accion

albumina de suero bovino
1,4-cihidro-2,6-dimetil-5-nitro-1-[(2-nitrofenil)metil]-4-[2-
(trifluorometil)fenil]-3-pyridinecarboxilic acid metil ester

ion de calcio

concentracion intracelular de calcio, concentracion citosoélica de calcio

cafeina
2-[p-(2-carboxietil)feniletilamino]-5’-N-etilcarboxamidoadenosina
liberacion de calcio inducida por calcio
acoplamiento excitacidn contraccién

fibrilacion auricular

canales activados por hiperpolarizacion
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulphonic acid
N-(2-[p-bromocinamino]etil)-5-isoquinolinsulfoamida
corriente de calcio tipo-L

corrientes de intercambio de Na*-Ca®*

corriente de cola NCX

isoproterenol, agonista p-adrenérgico

ion de litio

ion de sodio

intercambiador Na*-Ca?*

nifedipino

proteina kinasa A

ritmo sinusal

receptor de rianodina

reticulo sarcoplasmatico

constante de tiempo de la inactivacion de Ic,
tetraethylammonium

tetrodotoxina

potencial de membrana
4-(2-[7-amino-2-)2-furil(triazoloSR-[1,3,5]triazin-5-ilamino]etil)fenol
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El ritmo cardiaco viene determinado, normalmente, por la actividad del nodo sinusal, que
envia impulsos eléctricos que estimulan la contraccion de las auriculas, llegando luego al
nodulo auriculoventricular, de donde se propaga por las ramas derecha e izquierda del haz
de His, para incidir la contraccién ventricular. Si el sistema de conduccién presenta
anomalias, o si la contraccion se origina por un estimulo en otra zona (foco ectépico), se
generan las arritmias. La fibrilacion auricular (FA) es la arritmia cardiaca mas frecuente. Se
produce cuando las fibras musculares cardiacas individuales se contraen de forma caética
y asincrona, La FA afecta al 0.4% de la poblacién general y su prevalencia aumenta con la
edad, en las personas mayores de 65 afos es del 4-5% y en los mayores de 75 afos del
10%. La FA conlleva modificaciones estructurales, moleculares y fisiologicas, algunas de
las cuales afectan a la regulacién del calcio intracelular. El calcio juega un papel
fundamental en el mantenimiento y la regulacién de la funcién cardiaca. Sin este i6n, no se
produciria el potencial de accién en las células cardiacas, el automatismo cardiaco, el
acoplamiento excitacién-contraccion, ni la contraccion cardiaca.

A nivel celular, hay diferentes mecanismos relacionados con la regulacion del calcio, que
pueden evocar en arritmias cardiacas.

En primer lugar, arritmias se pueden producir por focos ectdpicos del miocardio que

Y2 Las

generan actividad repetitiva inducida por despolarizaciones anormales
despolarizaciones anormales se producen cuando el calcio se libera de forma espontanea
del reticulo sarcoplasmatico®* dando lugar a sparks o a una onda de calcio que se expande
por el citosol de la célula y que se podria extender de célula a célula por el tejido cardiaco.
Otro mecanismo arritmogénico que se asociado a alteraciones en la liberacion de calcio es
el automatismo anormal. Asi se ha documentado que un aumento en la frecuencia de
calcium sparks durante la diastole puede desencadenar automatismo anormal en miocitos
auriculares felinos ©. Finalmente, si la frecuencia de latido de las células marcapasos es
demasiado elevada, los mecanismos que regulan la contraccion de los cardiomiocitos no
son capaces de seguir el ritmo de las células marcapasos, resultando en contracciones
alternantes o irregulares que pueden inducir arritmias 8.
Asi como las arritmias estan directamente relacionadas con el ritmo y la fuerza de la
contracciéon del musculo cardiaco, la contraccion/relajacion esta directamente relacionada
con el aumento/disminucién de calcio citosdlico. El calcio citosdlico proviene del medio
extracelular y de los depdsitos de calcio intracelulares. Hay diferentes mecanismos que
promueven el incremento de la concentracién de calcio en el citosol:

- La liberacién de calcio al citosol desde estructuras citoplasmaticas capaces de

almacenarlo, como el reticulo sarcoplasmatico 9
- La entrada de calcio no activada por voltaje, a través del intercambiador Na-Ca '°,

que es un transportador electrogénico que cuando actua de forma reversa, expulsa
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3 iones Na e introduce 1 i6n Ca?* al citosol. Esto sucede normalmente cuando una
despolarizacion provoca la entrada masiva de iones Na.

- La entrada de calcio voltaje-dependiente, a través de canales de calcio * '". Existen
seis tipos (T-L-N-P-Q-R), aunque sélo dos (T y L) estan presentes en la musculatura
cardiaca. A través de estos canales entra el Ca®* que contribuye a la
despolarizacion de la membrana celular durante la segunda fase del potencial de

accioén (AP). Este es la principal via de entrada de calcio a la célula.

Esta tesis pretende dilucidar mecanismos relacionados con el funcionamiento del ciclo del
calcio que conducen a la induccién y perpetuacion de arritmias en la contraccion cardiaca.
Especificamente, la tesis se centra en el papel que juegan los cambios patolégicos en la
regulacion del calcio intracelular que contribuyen al desarrollo de la fibrilacién auricular.
Para ello, hemos estudiado los mecanismos que regulan la dinamica del calcio intracelular
y su modulaciéon por factores neurohormonales, y particularmente por los AxaR, en
cardiomiocitos aislados de tejido auricular humano de pacientes con y sin fibrilacién
auricular. A pesar de las dificultades técnicas y metodoldgicas que conllevan los estudios
con cardiomiocitos humanos, toda la investigacion realizada en esta tesis doctoral se ha
llevado a cabo con miocitos auriculares humanos, para facilitar la traslacion de los

resultados obtenidos.

1. La contracciéon cardiaca

El ciclo cardiaco es un proceso ritmico que se divide en dos fases: la sistole (contraccion) y
la diastole (distension). Cuando el corazén se distiende durante la diastole, la sangre entra
desde el sistema circulatorio. Durante la sistole, el corazén se contrae e impulsa la sangre
por un lado, expeliéndola hacia los pulmones con el fin de recoger oxigeno y eliminar
diéxido de carbono, y por otro, distribuyéndola por todo el cuerpo transportando oxigeno y
nutrientes a los tejidos. Asi, un ciclo cardiaco comprende el conjunto de eventos que debe
ocurrir desde el comienzo de un latido del corazén hasta el comienzo del siguiente latido

(figura 1).
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Figura 1. Conjunto de sucesos electromecénicos del ciclo cardiaco. Las tres etapas que se suceden desde el
comienzo de un latido del corazén hasta el latido siguiente son: sistole (o contraccion) auricular, sistole
ventricular y diastole (o relajacidn) cardiaca. El inicio de la sistole auricular (o la despolarizacién auricular) en el
electrocardiograma esta marcado por la onda P, que supone la expulsion de sangre de la auricula al ventriculo
y el incremento de la presion auricular (onda a). La onda P del ECG esta seguida por el complejo QRS que
corresponde a la despolarizacion de los ventriculos y su subsiguiente repolarizacién, u onda T. La sistole
ventricular provoca pequefas variaciones en la presion auricular (onda c), y la diastole auricular es lo que
provoca la onda v. Los ruidos cardiacos corresponden al cierre y apertura de las valvulas cardiacas para cada
latido. La presiéon ventricular aumenta con el cierre de las valvulas hasta producirse una contraccion
isovolumétrica (el volumen ventricular no varia) y cuando la presion excede a la presidon adrtica se abre la

valvula adrtica permitiendo la eyeccion de la sangre y la disminucién de la presién ventricular y adrtica.

Asi pues, la regulaciéon del suministro de sangre esta determinada por la fuerza de

contraccioén y por el ritmo del corazon.
La importancia del papel que juega el calcio en la contractilidad cardiaca fue identificada
por primera vez por Sidney Ringer en 1883 '2. Un siglo después, se describié la cinética del

calcio durante los ciclos cardiacos. La concentracion intracelular de calcio aumenta de

21



3 con cada latido del corazon. Es bien

manera ciclica, formando oscilaciones de calcio '
conocido que el calcio tiene un papel importante en la regulacién del ciclo cardiaco y los
mecanismos reguladores del calcio han sido ampliamente estudiados. Pero desajustes en
la regulacion del calcio intracelular pueden contribuir a la promocion de irregularidades del
ciclo cardiaco y, por tanto, a la generacion de arritmias cardiacas.

Por ejemplo, tanto la frecuencia como la fuerza de contraccién cardiacas pueden ser
variadas, a través el sistema nervioso y el endocrino, provocando variaciones en la
regulacion del calcio intracelular. Asi, en situaciones de estrés, las glandulas suprarrenales
pueden secretar adrenalina y noradrenalina y aumentar el ritmo de latido (actuando sobre
HCN y RyR via AMPc y aumentando la concentracion de calcio en el citosol), modificar la
fuerza de contraccion del corazén y la vasodilatacién o la vasoconstriccion de los capilares.
Y aunque el musculo cardiaco es miogénico, es decir, que el corazéon se contrae de manera
espontanea a cierta frecuencia gracias a impulsos eléctricos, la variacion de la
permeabilidad al calcio de las células marcapasos provocada por la activacién del sistema

nervioso simpatico-parasimpatico, varia el ritmo de las despolarizaciones.

1.1. Activacion de la contraccion

Los musculos estan formados por numerosas fibras musculares (figura 2A). Las fibras
musculares son células con uno o varios nucleos, delimitadas por el sarcolema o
membrana plasmatica con miofibrillas, sarcoplasma o citoplasma, tubulos-T (extensiones
del sarcolema que pasan transversalmente a través de la fibra muscular y que permiten que
el estimulo se transmita de una fibra muscular a otra con rapidez), el SR (depdsito de calcio
que forma una red longitudinal de tubulos paralelos a las miofibrillas dando vueltas
alrededor de ellas) y uniones intercelulares (las gap junction estan formadas por dos
hemicanales o conexonas que se abren dejando paso directo de célula a célula a iones y
moléculas de hasta 1000Da). Cada una de las miofibrillas del sarcolema contiene
filamentos de miosina y de actina. Es por los filamentos de actina y miosina que el tejido
muscular, cardiaco y esquelético, presenta estriaciones (estriaciones formadas por bandas
A de miosina alternadas con bandas | de actina unidas por lineas Z) y es también, por estos

filamentos, que se produce la contraccién muscular.
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Figura 2. Esquema de las estructuras basicas existentes en una fibra muscular. A) Estructura de una célula
muscular. La figura muestra las estructuras basicas presentes en todas las células animales, y las estructuras
especificas de las células musculares, como son las miofibrillas y los tubulos-T. B) Diagrama esquematico de la
organizacion del sarcomero de una miofibrilla. Se pueden observar las bandas que contiene un sarcémero,
delimitado por las lineas Z. El sarcomero estd formado por filamentos de actina (flamentos gruesos) y

filamentos de miosina (flamentos delgados).

En la figura 2B se representa, de forma esquematica las diferentes estructuras que forman
las estriaciones de las miofibrillas. La porcién entre dos lineas Z consecutivas se denomina
sarcomero y tiene una longitud de aproximadamente 2 micras cuando la fibra esta en
reposo. Esta compuesto por filamentos delgados y filamentos gruesos. Los filamentos
delgados estan compuestos por actina, una proteina de forma globular que se agrupa
formando cadenas de actina, cadenas de tropomiosina (que se enrolla a la cadena de
actina) y pequefas cadenas de troponina (que se unen a intervalos regulares a las cadenas
de actina y tropomiosina). Los filamentos gruesos estan compuestos por miosina, una
molécula cuya forma consta de dos partes: una cola a-hélice y la cabeza globular de la
miosina, en las que se formaran los puentes cruzados.

En reposo, los filamentos de miosina estan distendidos debido a la repulsion de las cargas
negativas presentes en las extremidades de la cadena polipeptidica que los forman, y los
filamentos de actina estan separados, dejando una zona clara en el centro de la banda A
que se denomina zona H. Cuando la concentracion de calcio citosdlico aumenta, los iones
de calcio se unen a la troponina C y, a través de él, se produce una interaccion entre los
filamentos de actinina y los de miosina. Esta interacciéon permite que los filamentos de
actina se aproximen hasta superponerse, y la longitud del sarcémero disminuye puesto que

disminuye la distancia entre las lineas Z (ver figura 3).

23



sarcomero

Banda | Banda A Banda |

Linea Z Relajacion l I Contraccion Linea Z

._l_____

Zona H
Banda | Banda A Banda |

Figura 3. Cambio de conformaciéon de los sarcomeros con cada contraccion. A) Esquema basico de los
cambios en las miofibrillas durante una contraccion. B) Corte tangencial de la musculatura en rana sartorius que

muestra las miofibrillas durante la relajacion (arriba) y la contraccion (abajo) ™.

Mediante el consumo del ATP de las extremidades de la molécula proteica que forma la
miosina, que tienen cargas negativas, cambia la conformacién de la molécula de miosina
con la interaccion con el calcio, que tiene cargas positivas (figura 4). EI ATP pasa a
ADP+Pi, y como las cargas se neutralizan, el puente entre las extremidades de la miosina
se reduce y sufre una torsion de 60°, actina y miosina se acercan entre ellas y la miofibrilla

se contrae (figura 5).

24



Figura 4. Esquema de la interaccion actina-miosina dependiente del calcio citosélico. A Relajado. Sin calcio,
la troponina | (Tnl) esta ligada a actinina, impidiendo la unién actina-miosina y separandolas a través de
tropomiosina (Tm). B: Activo. Con la presencia de calcio, Tnl se liga mas fuertemente a troponina C (TnC) en
vez de a actinina, y ahora actinina y miosina interactian gracias a que Tm se puede mover y la molécula

cambia su conformacion.

--,- ] |||*

d’ ATP—FAI:';P+ Pi

Figura 5. Esquema de la union de las proteinas contractiles. La figura muestra el filamento delgado (actina) con
el complejo formado por a —tropomiosina y troponina T (TnT), troponina | (Tnl) y troponina C (TnC), que inhiben
la interaccién de la cabeza de la miosina con la actina. El filamento grueso esta formado por § -miosina, cuyas
cabezas interaccionan con la actina, en el momento en que el Ca®* seuneala troponina C y libera la inhibicién.

La cabeza de la miosina sufre un movimiento de flexion (60°) que desplaza el filamento grueso.

1.2. Relajacién de la contraccion

La relajacion se produce al romperse el enlace entre actina y miosina formado durante la
contraccién, el ién de calcio se separa quedando libre en el citosol y la conformacion de la
miosina y el ADP vuelven al estado inicial del reposo. El calcio del citosol se reacumula en
el SR a través de la ATPasa de calcio del SR (SERCA) o se extrude del citosol al medio

extracelular por el intercambiador Na*/Ca®" (NCX)® .

25



Figura 6. Esquema del ciclo del calcio
en un cardiomiocito. Contraccion
(rojo): Durante la despolarizacion el
calcio entra a través de los canales de
calcio y el NCX, activando Ilos
miofilamentos de forma directa o
activando una mayor liberacién de

calcio del SR a través de RyR.

Relajacion (verde): reproduce a través

de la liberacion de calcio del citosol por
Miofilamentos el NCX y reacumulacion de calcio en el
RS a través de SERCA.

Asi, la concentracién de calcio intracelular aumenta y disminuye en una célula de manera

ciclica, formando oscilaciones de calcio '®, contrayendo y relajando la célula.

2. La excitacion eléctrica

El fendmeno del acoplamiento Excitacion-Contraccion (EC) es la secuencia de eventos que
ocurren en las fibras musculares desde la generacion del AP . Esta secuencia implica la
despolarizacién de la membrana plasmatica, la deteccion de la despolarizacion por parte de
los canales de calcio tipo-L y su apertura, la activacion de los RyR debida a la entrada de
calcio, produciendo la liberacion de calcio del SR, provocando un incremento en la
concentracién de calcio citoplasmatico que activa el aparato contractil, la recaptura del
calcio por el SRy la expulsién del calcio restante al medio extracelular '*%°, devolviendo el

calcio citosolico al nivel diastodlico y produciendo asi la relajacion celular

2.1. Gradientes i6nicos

Los gradientes i6nicos mantenidos a través de la membrana celular crean un potencial
eléctrico transmembrana (Em = Vm). En el interior de la célula hay mas cargas negativas
que positivas debido a las proteinas con cargas negativas y al transporte activo de algunos
canales?', de manera que este gradiente idnico se mantiene mientras la célula esta en
reposo. En condiciones de equilibrio, el potencial de reposo de la membrana celular se
acerca al potencial de equilibrio de Nernst para el potasio. La ecuacion de Nernst describe

el potencial electroquimico para una membrana permeable a un solo i6n:
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V (mV)= 2((R*T)/(z*F)) log C;/ C, = £61.4 log C; / C,
donde C= concentracién del ion
R= cte universal de los gases
T= temperatura absoluta
Z= carga del ion

F= cte de Faraday

Esta ecuacion sirve para calcular la diferencia del potencial a ambos lados de la membrana
celular (o lo que es lo mismo, la concentracion de los diferentes iones, positivos y
negativos, y la permeabilidad de la membrana a los mismos) cuando el sistema esta en
equilibrio. La membrana celular es preferiblemente permeable a los iones de K*, debido a
una clase de canales de este i6n denominados inwardly rectifying K-channels (lkach, k1, €tc),
y a las ATPasas Na'/ K. Los iones de K* se difunden a través de la membrana de manera
que la concentracién de iones positivos y negativos en el citoplasma respecto al medio
extracelular se mantienen en equilibrio eléctrico. Aunque se acumulen mas cargas
eléctricas positivas 0 negativas a un lado de la membrana que al otro, el resultado son
soluciones eléctricamente neutras. Pero esto supone que las cargas en exceso, positivas o
negativas, se acumulan cerca de la membrana, a un lado y al otro, generando un campo
eléctrico o una diferencia de potencial. Por ejemplo, en una célula del sistema nervioso que
esté en estado de reposo, el medio extracelular tiene una concentracion de iones de K* de
0.005mol/L, mientras que el medio intracelular tiene una concentracion de 0.141mol/L, asi
que para que ambas concentraciones estén en equilibrio tiene que existir un potencial de
membrana en reposo o potencial de equilibrio de Nernst de -89.2 mV.

V= 1(61.4mV) log 0.141/0.005 = -89.2mV

Pero el K" no es el Gnico i6n en movimiento a través de la membrana celular. Durante el AP
la permeabilidad de la membrana varia para diferentes iones. De hecho, en la
despolarizacién e hiperpolarizacion de los cardiomiocitos existen un gran numero de
canales y bombas ionicos que intervienen en el flujo i6nico a través de la membrana,
desencadenando un potencial de accion. Cuando la célula se despolariza, los canales de
sodio se abren y este idn entra intentando equilibrar el gradiente idénico, que ahora tiende a
ser positivo. Sin embargo, debido a la elevada concentracién de iones de potasio en el
interior de la célula, este i6n sale, frenando la tendencia del gradiente idnico a positivizarse.
Asi que cuando la célula se despolariza, la membrana celular es permeable a multiples
iones y el potencial de membrana viene determinado por las concentraciones intra y
extracelulares de cada i6n y su permeabilidad. El potencial de Nernst se podria calcular

también para el Na (+70 mV), el Ca (+125 mV) o el Cl (-55 mV), en una célula en reposo.
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Pero la ecuacién de Nernst solamente permite predecir el potencial de membrana en un
sistema hipotético simple de un solo i6n. La ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katzse se
utiliza para calcular el potencial de la membrana en el interior de la célula cuando participan
varios iones:
V (mV)=£61.4 log (X" Py [X]e+ X" Py [Y])/ (X Py [Y]e + 2" Py [X])
donde P= permeabilidad de la membrana al idén
X= cargas positivas

Y= cargas negativas

El potencial de membrana en reposo tedérico calculado con la ecuacién de Goldman-
Hodgkin-Katz para los iones de K*, coincide con las mediciones realizadas en células vivas
en reposo, lo que quiere decir que este i6n esta en equilibrio, por supuesto, gracias a la
accion de bombas y canales de potasio. Esto confirma que estos canales son los

principales reguladores del Vm en reposo.

2.2. Potencial de accion

Cuando el potencial de membrana se despolariza, sobrepasando el umbral de
despolarizacion (= -50mV, segun el tipo de célula y del estado de los canales de Na*), la
célula genera un potencial de accién (AP). En este momento el canal de sodio juega un
papel clave ?* ?®. Cada canal de sodio esta compuesto por cuatro subdominios compuestos,
a su vez, por seis segmentos transmembranales cada uno de ellos. Es un canal voltaje-
dependiente con un potencial de equilibrio del sodio (+70mV), que permite la difusién del
sodio a favor del gradiente de concentracién. Cuando se abre, debido a una depolarizacion
de la membrana, el potencial de membrana se hace positivo. La fase 0 o despolarizaciéon
del AP (figura 7) se inicia cuando el canal de sodio se abre, haciendo que la permeabilidad
del Na* supere ampliamente a la del K*, y el potencial de membrana va hacia En, .
Entonces los canales de potasio dependientes de voltaje (existen tres clases de canales de
potasio: mecanosensibles, ligando-Ca dependientes y voltaje-dependientes), que implican
las corrientes |y, Ik, Iks, Ikp S€ abren (fase 1 o repolarizacion inicial, figura 7). Debido a la
despolarizacion y a la rapida entrada de iones sodio (los canales de sodio se encuentran
ahora inactivados), se abren los canales de cloro (el potencial de equilibrio del cloro es muy
cercano al potencial de reposo, asi que cuando estos canales se abren el potencial de
membrana sufre cambios muy pequefios, pero a través de él entrarian cargas negativas y
por tanto, atenuaria su efecto sobre la despolarizacién, estabilizando el voltaje de la célula)

) 25-27

y se activan las corrientes de calcio tipo-L (Ica) y el intercambiador Na*/Ca?* (Incx (aun
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entra sodio en la célula por los canales de sodio de inactivacién lenta). Esto provoca una
meseta en el AP (fase 2 del AP, figura 7). El de Ca* se inactiva. Como consecuencia de
esto y que ahora la corriente salida de iones de K" es grande (1, Ik lks, lkp) intentando
compensar el flujo que habia de iones de Na* y Ca?*, el potencial de membrana muestra en
el AP una fase descendente o de terminacién de la repolarizacion (fase 3). Debido a que
los canales de potasio abiertos (la bomba Na*/K" y los canales dependientes de voltaje) y
los de sodio cerrados, la permeabilidad al potasio es ahora mucho mayor que antes del
inicio de la fase ascendente, cuando solo las bombas Na*/K* transportaban estos iones. La
bomba Na/K" extrae de la célula de forma activa 3 iones Na* e introducen 2 iones K,
mediante el consumo de ATP. A través de la bomba de Na'/K* se crea un gradiente de
estos iones, manteniendo la concentracion de sodio extracelular a un nivel mas elevado
que la intracelular, generando asi el gradiente i6nico. La salida de iones K ha sido tan
grande que activo fuertemente la bomba Na*/K*, de manera que aunque ahora los canales
de potasio estan cerrados, la bomba Na'/K® sigue funcionando. Es entonces que el
potencial de membrana se acerca a Ex mas de lo que estaba en reposo. ElI umbral de
despolarizacion aumenta y la célula esta en periodo refractario (debido a la inactivacion de
los canales de Na* y Ca®). Los inwardly rectifying K-channels se cierran debido a la

hiperpolarizacién, y la célula regresa a su potencial de reposo.
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Figura 7. Esquema de las fases del AP ventricular y de las corrientes asociadas a la despolarizacion y

repolarizacion.

Asi, cada ciclo del AP cardiaco puede dividirse en: fase 0 o de despolarizacion, fase 1 o de
repolarizacion inicial, fase 2 o de meseta, fase 3 o de terminacién de la repolarizacién y
fase 4 o de reposo.

Aunque, como se puede observar en la figura 8, los potenciales de accion son diferentes en
las diferentes regiones del corazoén. La figura muestra que la onda P del electrocardiograma
corresponde a la actividad auricular y que el complejo QRS (fase 0 del AP ventricular), el
segmento S-T (fase 2 del AP ventricular) y la onda T (fase 3 del AP ventricular)
corresponden a la actividad ventricular. El impulso eléctrico inicial, normal para cada latido,
empieza en el nodo sinusal (SA, en la pared superior de la auricula derecha), con la

despolarizacién de las células marcapasos 2%

3

, responsables de generar el potencial de
accion *'. El impulso eléctrico se propaga del nodo SA al musculo auricular y al nodo
auriculoventricular (AV, en la parte inferior de la auricula derecha). EI AP del nodo AV se
parece al del nodo SA. El nodo AV transmite el estimulo al Haz de His y hasta las fibras de
Purkinje. En las células auriculares y ventriculares el potencial de reposo se sitla alrededor
de los -80mV, y después se observa un incremento muy rapido hasta los +30 o +50 mV
debido a las corrientes de sodio. La repolarizacién es mas rapida en la auricula que en el
ventriculo, debido a que las corrientes de potasio son mayores en la auricla y en el

ventriculo predominan las corrientes que prolongan la meseta del AP.
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Figura 8. Potenciales de accion y las estructuras cardiacas por las que se transmite. La figura A representa un
esquema del sistema de conduccién eléctrica del corazén, mostrando las diferentes estructuras del corazén por
las que se transmite el potencial de accion. La figura B es un perfil de los diferentes potenciales de accion
representativos de cada una de las siguientes estructuras del corazén en el espacio tiempo correspondiente y
en concordancia entre si y con el ECG: nodo sinusal (SA), auricula (A), nodo AV (AV), haz de His (H), fibras de

Purkinje (P), ventriculo (V) y lo que corresponderia a cada una de las fases del AP en V.

3. Homeostasis del calcio intracelular. Mecanismos reguladores del calcio

Un AP desemboca en una contraccion debido a un proceso conocido como acoplamiento
Excitacion-Contraccion, donde la sefial eléctrica (el AP) activa la entrada de calcio y un
fendmeno subsiguiente que se conoce como “calcium induced calcium release” (CICR), es
decir, la liberacion de calcio inducida por calcio #* 3% 3, Durante la despolarizacion entra
calcio gracias a la apertura de los canales de calcio tipo-L dependientes del voltaje **. Esto
provoca el incremento de calcio intracelular activando la liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmatico (SR) ® ?° a través de canales de calcio del SR, los RyRs *°. De hecho,

existe una relacion directa entre la fuerza de la contraccion %% %

, el calcio liberado por el SR
y la amplitud y la cinética de la corriente de calcio via los canales de calcio tipo-L de la

membrana .
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Figura 9. Mecanismos que participan en el acoplamiento EC en el musculo cardiaco. '® Se observan 7
diferentes mecanismos que contribuyen en este proceso:
- Mecanismos principales:

1- Corriente de calcio tipo-L.

6- Liberacion de calcio del SR activada por la corriente de calcio tipo-L (CICR).
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- Mecanismos secundarios:

2- Corriente de calcio tipo-T.

3- Entrada de calcio via intercambiador Na/Ca dependiente del potencial de membrana.

4- Entrada de calcio via intercambiador Na/Ca activada por la elevada concentracion intracelular de
sodio, debida a la corriente de entrada de sodio por el canal de sodio.

5- Entrada de calcio por el canal de sodio con la selectividad alterada debida a la activacion por PKA,
permitiendo la entrada de este ion.

7- Liberacion de calcio del SR inducida por IP3

Durante el proceso del acoplamiento EC el control y mantenimiento de la concentracién de

calcio intracelular se lleva a cabo a través de los canales y las bombas de calcio de la

membrana plasmatica y de los organulos intracelulares:

1.

32

canales ionicos voltaje-dependientes: se abren cuando hay una despolarizacién del
potencial de membrana. Después de la apertura, algunos de estos canales tienen un
periodo refractario o de inactivacion, en el que no son susceptibles de ser abiertos
durante un relativamente corto periodo de tiempo. El canal i6nico voltaje dependiente
con mayor importancia e el canal de calcio tipo-L. Son canales inotrépicos, y son los
que tienen un papel mas importante en el AP, por este motivo, se tratan con mas detalle
mas adelante.

canales ionicos ligando-dependientes: que se abren por la interaccion de una sustancia
quimica o ligando (neurotransmisores, hormonas o iones). Estos canales tienen dos
sistemas de apertura: por activacion directa, esta sustancia quimica se une a un
receptor de un canal y cambia su conformacién abriéndolo (en el caso de ser
receptores ionotropicos, es decir, asociaciones de proteinas que forman un canal
idnico); o por activacion indirecta, la sustancia quimica se une a un receptor y a través
de una proteina G acoplada al canal provoca una cascada de eventos enzimaticos,
activando enzimas fosforiladoras que actian sobre el canal y lo abren (receptores
metabotrépicos). Después de la apertura, estos canales tienen un periodo refractario
debido a la internalizacidn del receptor en la membrana. Es decir, el receptor, junto con
el ligando, es invaginado al interior de la célula en vesiculas de la membrana
plasmatica. Entonces el ligando se separa del receptor y es degradado, mientras que el
receptor es “reciclado”, vuelve a la membrana plasmatica y puede volver a unirse otra
vez al ligando por un nuevo estimulo hormonal *°.

Existen dos tipos de canales activados por ligando, los canales selectivos para cationes
excitatorios, estimulados por acetilcolina, glutamato, ATP y 5-hidroxitriptamina, y los

canales selectivos para aniones inhibitorios, estimulados por GABA y glicina.



3. canales idnicos mecanosensibles: se abren por el incremento de presion mecanica o
estiramiento sobre la membrana celular. Unos de los canales mas importantes dentro

de este grupo son canales de potasio (canal que cuando se abre deja salir iones k+

produciéndose una hiperpolarizacion). 442
Canales Canales activados Canalas
volta|e-dependientes par liganda mecanocsensibles

it~
__..___,—l

ABIERTO

e
\

Figura 10. Tipos de canales en su configuracion abierta (arriba) y cerrada (abajo): canales voltaje-

dependientes, canales activados por ligandos y canales mecanosensibles.

4. Intercambiadores. El calcio que no se reacumula en el SR sale de la célula a través del
intercambiador Na*/Ca®* (NCX). El transporte de calcio a través del intercambiador se
realiza a favor del gradiente ionico.

5. ATPasas o bombas de calcio. El control de la concentracion de calcio depende de la
relacion entre el calcio extracelular, el calcio citosdlico y el calcio del interior de los
organulos intracelulares (como el SR). El medio extracelular contiene una concentracion
de calcio de alrededor de 1,8mM. Algunos organulos celulares (reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico, Aparato de Golgi, mitocondrias, etc.) funcionan como
reservorios de calcio y pueden contener altas concentraciones de este ion, en total una
concentracion del rango de milimolar. En el citosol de un cardiomiocito en reposo se
encuentra solamente un 10 % del calcio intracelular libre (50nM de calcio libre en el
citosol, sobre 500uM de calcio en los organulos), aunque la concentracién de calcio
incrementa a niveles de UM tras una estimulacion que libere el calcio de los organulos
intracelulares, a través de los canales de calcio de estos organulos’ y que provoque la

despolarizacion.
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6. Los tampones intracelulares de calcio también juegan un papel importante dentro de la
homeostasis del calcio. Son proteinas que se unen al calcio tamponandolo, como por
ejemplo, la calmodulina y la calreticulina, que funcionan como depésito de calcio
citosolico, la troponina-C que tampona el calcio del citosol en cada contraccion, o la
calsequestrina que tampona el calcio en el SR. La proporcién de calcio libre intracelular
y calcio tamponado intracelular es del orden de 1:100. Estas proteinas se unen a
grandes cantidades de calcio dentro de la célula, evitando la formacién de precipitados
insolubles de fosfatos calcicos y, a su vez, permitiendo la movilizacion de este i6n

cuando los mecanismos de liberacién se activan.

Asi, los principales mecanismos que intervienen en la regulacion del calcio intracelular y

que, por tanto, afectan al mecanismo de excitacién-contraccién son:

3.1. Regulacion del calcio por la corriente de calcio (Ica)

Los canales de calcio son unos de los canales mas importantes, tanto en el funcionamiento
normal como en los procesos patolégicos, en las células neuronales y musculares .
Fueron identificados por primera vez cuando se elimind la corriente de sodio, al no poner
sodio en la composicidn del medio extracelular, y se observd que el musculo seguia
generando potenciales de accién **. Se hicieron estudios en profundidad de la conductancia
del calcio en invertebrados “°. Mas tarde, se identificaron las corrientes de calcio en células
musculares, cardiacas y en todas las células excitables. Harald Reuter fue uno de los
pioneros en establecer que los canales de calcio tienen un papel esencial en la funcion

cardiaca “°.

3.1.1. Los canales de calcio de la membrana plasmatica

Estos canales son voltaje-dependientes, permiten la entrada de iones de calcio al citosol,
siendo altamente selectivos para este ion.

47.48 que se diferencian

Hay dos grandes grupos de canales de calcio activados por voltaje
por su sensibilidad a los cambios en el potencial. El primer grupo se denomina LVA (low-
voltage activated Ca?* channels) y requieren una despolarizacién pequefia para activarse.
Este grupo lo constituyen los canales de calcio tipo-T, donde tipo-T se refiere a la expresion

Tiny conductance. El segundo grupo se denomina HVA (high-voltage activated Ca?**
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channels) porque necesitan mayor despolarizacién del potencial de membrana para abrir el
poro del canal. Dentro de este segundo gran grupo se encuentran los canales de calcio
mas estudiados, los canales tipo-L, donde tipo-L se refiere a la expresion Large
conductance and activation at Large depolarizations. Se encuentran en células nerviosas,
musculares y en células no excitables. En los cardiomiocitos se encontran en los tubulos-T
y constituyen la principal via de entrada de iones Ca** en las células del musculo cardiaco.

También hay canales de calcio tipo N (en células neuronales*®), tipo R (de residuales * en

"y tipo-Q en células

células neuronales) y tipo P/Q (tipo-P en células de Purkinje
granulares del cerebelo *° y la combinacion de los dos componentes °? en células nerviosas
y de la musculatura vascular lisa), clasificados de esta forma en funcion de su dependencia

del voltaje y de su sensibilidad a diversas toxinas.

Los canales de calcio voltaje-dependientes son proteinas heteroméricas de cadena larga.
Tienen una estructura en forma de poro en la bicapa lipidica de la membrana celular con
cuatro subunidades que forman un tetramero (figura 12A). Cada subunidad esta compuesta
a su vez por seis hélices transmembranales y su correspondiente region P (figura 12B). Se
identificaron a partir de la caracterizacion bioquimica del receptor de DHP en el musculo
esquelético en los tubulos-T. Estos estudios establecieron que el complejo receptor-canal
de DHP era un complejo multisubunidad compuesto que contiene cinco componentes
denominados a4 (170KDa) que forma el poro del canal, a, (150 KDa), B (52 KDa), & (17-25
KDa)y y (32 KDa) *.

Voltage
Sensor

Selectivity
= ',-__/ﬁllpr(pnrm

gate

Inactivation
gate (open)

(b)
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Figura 12. Estructura de un canal de calcio. A: Presenta la estructura en 3D de un canal con 4 subdominios (|,
I, I, IV) y sus correspondientes segmentos transmembranales. B: La figura muestra los 4 subdominios con
sus correspondientes segmentos transmembranales (de S1 a S6), compuestos por la a-hélice, la subunidad B y
oligosacaridos, indicando la funcién de las diferentes partes de la estructura, siendo: 1 parte relacionada con la
activacion voltaje-dependiente, 2 parte de la subunidad a que interacciona con la subunidad 8 (AID), 3 parte de
la subunidad B que interacciona con la subunidad (BID), 4 parte relacionada con la inactivacion voltaje-
dependiente, 5 parte relacionada con la selectividad ionica del canal, 6 parte que hace de sensor de voltaje, 7
parte que actua como receptor DHP, 8 parte sensible al acoplamiento EC,9 parte relacionada con el bloqueo del
canal, 10 parte que actua como receptor DHP, BTZ y PAA, 11 parte relacionada con la inactivaciéon dependiente
de calcio, 12 parte relacionada con la fosforilacion de CaMKII, 13 parte relacionada con la fosforilacién por
PKA.>

La subunidad a es el receptor de DHP. Tiene 24 segmentos transmembrana putativos que
conforman cuatro dominios homoélogos (I, I, Ill, 1V) con uniones intracelulares y sus
respectivas N y C terminal. Cada subunidad a; tiene una funcién y una distribucion
especificas *° (figura 13) y contiene partes susceptibles de ser fosforiladas por proteinas
kinasas A, CaMKIl y proteina kinasa C **®°. La subunidad a 1¢c (Cay1.2) es un canal de tipo

L, se encuentra ampliamente distribuido por células excitables ©'

y es sensible a las
benzothiazapinas, DHPs y phenilalkilaminas. La subunidad a 1p (Ca y1.3) también es un
canal de tipo L % y se encuentra ampliamente distribuido en el cerebro y en células del
sistema endocrino, que es sensible a w-CgTx, benzothiazapinas, DHPs y phenilalkilaminas.
Las subunidades a ¢ (Ca y1.4) y a s (Ca y1.1) son canales de tipo L que se encuentra

ampliamente distribuidos por células excitables y son especialmente sensibles a las
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dihysensibles a las dihydropyridinas (DHPs), ademas de a benzothiazapinas vy

phenilalkilaminas.
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Figura 13. Dendrograma de la clasificacién de los diferentes canales de calcio segun la subunidad a1 que los

conforman. (Landes Bioscience)

Se ha observado que todas las subunidades 8 incrementan la actividad de la subunidad a4
alteran su sensibilidad al voltaje y su cinética (normalmente aceleran tanto la activacién
como la inactivacion). Aunque no se conocen los mecanismos mediante los cuales las
subunidades B modulan la actividad de las diferentes subunidades a4. Las subunidades B
contienen partes susceptibles de ser fosforiladas por proteinas Kinasas C o proteinas

Kinasas AMPc dependientes.

La subunidad y es una glicoproteina que forma un complejo con el receptor de DHP °° %
Aun no se ha determinado su funcién, pero su expresion restringida en el musculo
esquelético y cardiaco sugiere que podria jugar un papel importante en el acoplamiento

excitacion- contraccion®.

3.1.2. Caracterizacion de la lc,

La activacion de los canales de calcio tipo-L es voltaje-dependiente, es decir, la apertura de
los canales de calcio aumenta con la despolarizacién. Cuando el potencial de membrana se

despolariza, la corriente de calcio tipo-L aumenta debido a la apertura progresiva de los

canales hasta alcanzar su valor maximo. Mediante la técnica de patch-clamp se pueden
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obtener registros de la corriente de calcio en una célula, que reflejan el flujo de iones de
calcio a través de los canales abiertos y, por tanto, la amplitud de esta corriente depende
del numero de canales abiertos y de la corriente que pasa por un solo canal. A su vez, la
amplitud de la corriente que pasa por un solo canal de calcio depende de la conductancia
del canal y del gradiente electroquimico. Por tanto, la amplitud de la corriente de calcio tipo-
L (Ica) depende del numero de canales abiertos (N), de la conductancia de cada canal (y) y

del gradiente electroquimico para el calcio.

=Ny (Vu-Eca) donde Vy es el potencial de membrana

Eca es el potencial de equilibrio para el calcio

La relacién que existe entre la amplitud maxima de la corriente y el potencial de membrana

se observa en la curva Intensidad-Voltaje (IV).

voltage, mV

-------------- 200-4 - - - - .- i a oo

Figura 14. Representacion grafica de la relacion intensidad-voltaje para la corriente de calcio tipo-L en

cardiomiocitos auriculares humanos.

Dicho de otra manera, la amplitud de la Ic, es una buena medida para ver como varia la
conductancia del canal en funcién del potencial de membrana.

En la figura 14 se puede observar que los cardiomiocitos muestran un umbral de activacion
cercano a -40mV, con un posterior incremento paulatino de la corriente hasta alcanzar una

amplitud maxima a un potencial de despolarizacién de aproximadamente 0 mV.

La apertura y cierre de los canales se debe a un cambio en la conformacion de la estructura

del canal, de manera que el canal puede tener conformaciones diferentes:
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- cerrado y activable: no permiten el paso de los iones, pero son susceptibles de ser
abiertos en respuesta a un estimulo.

- abierto y activo: permiten el paso de los iones.

- cerrado e inactivado: cerrados y no susceptibles de abrirse en respuesta a un

estimulo.

closed (inactivated)

2 3
Depol. Repol.
1 4

closed {resting) closed {inactivated)

Figura 15. Esquema de las cuatro conformaciones del canal: cerrado en reposo, abierto, parcialmente
inactivado, completamente inactivado. Primero el canal esta cerrado y en reposo, por tanto, susceptible de
abrirse (la compuerta de activacion esta cerrada y la de inactivacion abierta). Con la despolarizacion el canal se
activa por voltaje y, por tanto, pasa a una conformaciéon de abierto y da paso a los iones (la compuerta de
activacion y la de inactivacion estan abiertas). Rapidamente, el canal cambia su conformacion a inactivado
cerrando una de las estructuras moleculares o puertas que dejan pasar a los iones (la compuerta de activaciéon
esta abierta pero la de inactivacion esta cerrada). Durante el periodo refractario no es susceptible a abrirse por
ningun estimulo (las dos compuertas estan cerradas). Durante la repolarizacion el canal inactivado se cierra
completamente y, después de entre 2 a 5 ms, el canal cambia su conformacion a cerrado (la compuerta de
activacion esta cerrada y la de inactivacion abierta), no dejando paso a iones pero siendo susceptible a los

estimulos que vuelvan a abrirlo, es decir, vuelve a estar cerrado en reposo.

La inactivacién de los canales de calcio presenta dos componentes: uno dependiente del
voltaje y otro dependiente de la concentracién de calcio cerca del canal.

La figura 16 muestra el paso de iones de sodio (corriente de sodio, Iys) por el canal de
calcio en ausencia de iones de calcio. En estas condiciones, la inactivacién es muy lenta y

permanece incompleta a potenciales positivos después de 500 ms. Esta curva de
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inactivacion de Iys es precisamente la que representa la componente pura de la inactivacion
voltaje-dependiente. En cambio, la corriente de bario (lga) se inactiva mas rapidamente,
mostrando en parte la habilidad del bario de substituir al calcio®. Sin embargo, al hacer
patch-clamp con 10mM de EGTA (que tampona el calcio liberado por el SR) y sin EGTA en
la pipeta, la inactivacion es mas rapida. Ademas, la curva de inactivacién de la corriente
con calcio, tiene la misma dependencia del voltaje que el IV de la corriente de entrada de
calcio. Todo esto implica que, aunque la inactivacién de los canales de calcio tipo-L

dependen del voltaje y de la concentracion de calcio, esta ultima es la componente

dominante.
A. Normalized Ca Channel Current B. Inactivation E,-dependence
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Figura 16. Inhibiciéon de los canales de calcio tipo-L. A: Registros representativos de corrientes de calcio (lca),
bario (lga) y sodio (Ins) @a OmV. B: Amplitud de las corrientes de sodio y calcio de los canales de calcio después

de pulsos de 500 ms. Figura extraida de d

Este mecanismo de inactivacion por calcio hace que la inactivacion de las corrientes de
calcio se acelere frente a un aumento del calcio intracelular®” 8. Asi, los canales de calcio
tipo-L pueden ser inhibidos por un mecanismo propio de feedback negativo, que de hecho,

esta modulado por los dominios citoplasmaticos del canal.

Existe cierta controversia acerca de la reduccion de la corriente de calcio en células de
pacientes con insuficiencia cardiaca, ya que aunque parece que esta corriente podria no
verse afectada en miocitos ventriculares ®°, hay estudios que demuestran que la corriente
de calcio tipo-L disminuye en los miocitos auriculares de pacientes con insuficiencia

70, 71

cardiaca . Por otro lado, es bien conocido que en las células de pacientes con FA la Ic,

esta disminuida ", al igual que la contractilidad.
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3.2. Regulacion del calcio por la corriente de Incx

Hasta el momento, se han clonado 3 isoformas del: la NCX1 " (la Unica presente en el
corazén), la NCX2 ™y la NCX3 "°. Los modelos iniciales de la isoforma NCX1 (de 110kDa)
del intercambiador Na‘/Ca** sugerian que esta proteina poseia 12 segmentos
transmembrana. Posteriormente, se encontré que el segmento hidrofébico inicial de 32
aminoacidos es un péptido senal, el cual se separa de la proteina durante su
procesamiento inicial en el reticulo endoplasmatico "® 7”. En la actualidad, se plantea que el
intercambiador posee solamente 9 segmentos transmembrana 8. La regién N-terminal de
esta proteina esta glicosilada en la posicion 9, y por lo tanto, es extracelular. Se ha descrito
que la glicosilacion " y la hidrélisis del péptido sefial no influyen significativamente en la

7 80 E| intercambiador Na*/Ca®* posee un dominio

funcién de este transportador
hidrofébico N-terminal con 5 segmentos transmembrana y un dominio C-terminal formado

por 4 segmentos (figura 11).

MEDIO EXTRACELULAR

CH20 (sitio de glicosilacién)

Dominio de unién y

regulacion por Ca?*
CITOPLASMA

Figura 11. Modelo actual de la estructura del intercambiador Na‘/Ca®". La proteina posee 9 segmentos, los
cuales atraviesan la membrana plasmatica. El extremo amino-terminal se glicosila y es extracelular. Entre los
segmentos 7 y 8 hay un fragmento hidrofébico con estructura similar al lazo P presente en los canales de K+
(GIG: Gli-lle-Gli). Las regiones homodlogas a, intervienen directamente en el transporte idnico y se sitian en los
segmentos transmembrana 2,3 y 7. Se muestran ademas en el lazo intracelular la regidon reconocida por el
péptido inhibitorio XIP, el sitio de unién al ca® regulatorio y la regién correspondiente a la secuencia de ARN
donde ocurre el splicing alternativo. El lazo citoplasmatico no esta dibujado a escala, pues constituye mas de la

mitad de la longitud de la proteina (550 aminoacidos) 8,

Este transportador mueve 3 iones de Na* y los intercambia por 1 i6n de Ca®'. Este

intercambio electrogénico resulta en una corriente positiva a favor del lado de la membrana

+ 10

celular al que pasan los iones de Na™ ", que generalmente suelen pasar de fuera a dentro.
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El intercambiador NCX, transporta 3 iones de Na* del medio extracelular y los cambia por 1
i6n Ca? del citosol, resultando la entrada de 1 carga neta. De este modo, el NCX extrude el
calcio al espacio extracelular durante la repolarizacién 2 dando lugar, a una corriente de
entrada, denominada corriente de cola (lw) % cuando la célula se repolariza en
experimentos de patch-clamp. Asi pues, la salida de calcio implicaria una corriente de
entrada Inaca. Sin embargo, durante la fase ascendente del potencial de accion, este
intercambiador suele funcionar de modo reverso, es decir, introduce calcio en la célula y
extrae sodio, debido a la gran despolarizaciéon de la membrana y a la elevada
concentracién intracelular de sodio que ha entrado por los canales de sodio. Después de la
entrada de calcio a través de los canales de calcio tipo-L, el intercambiador sodio/calcio

funcionaria de nuevo de su forma directa.

El intercambiador Na*/Ca®" es sensible a cambios en el potencial de membrana y al
gradiente de Na®, ademas de estar regulado por otros ligandos intracelulares vy
extracelulares (ATP, H*, Ca*, fosfoarginina, fosfolipidos) % ®. Por supuesto, cualquier
agonista o antagonista de los canales de calcio, afectara a la concentracion de calcio y, por
tanto, al funcionamiento del intercambiador Na*/Ca?*. Del mismo modo, un aumento de Na*
intracelular podria enlantecer el modo directo del NCX o favorecer el modo revertido.
También es posible bloquear el modo revertido del NCX mediante compuestos que
preferentemente bloquean la entrada de calcio por el intercambiador como el KB-R7943 o

SEA0400 que es mas selectivo.

Los miocitos auriculares humanos en reposo presentan cierto nivel basal de liberaciones
espontaneas de calcio del SR que provocan la activaciéon del intercambiador Na*/Ca®".
Mediante la técnica de patch-clamp se pueden obtener registros de las corrientes de este
intercambiador (Incx) en una célula en reposo, mantenida a -80 o -50 mV, que reflejan la
parte del Ca®* liberado que se expulsa por el intercambiador y, por tanto, la incidencia de
liberaciones espontaneas de calcio del SR. Ademas, la amplitud de estas corrientes Incx €s
una medida cuantitativa del flujo Na*/Ca*" y representa una medida de la magnitud de las

liberaciones de calcio del SR.

Es conocido que existe un aumento en la expresion del intercambiador Na*/Ca** células de
pacientes con hipertrofia e insuficiencia cardiaca. Ademas, el NCX desempefia un papel
crucial en la patogenia de las arritmias y dafo celular asociado a la isquemia y
reperfusion®. También se ha asociado los cambios en la actividad del intercambiador

Na*/Ca?* con la fibrilacién auricular &.
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3.3. Regulacion del calcio por la bomba de calcio del SR

Durante la relajacién de la contraccion, los iones de calcio se acumulan en el SR a través
de una bomba de calcio ATPasa denominada SERCA. Esta bomba de calcio transporta
dos iones de calcio por cada molécula de ATP consumida, tanto en el SR del tejido

muscular esquelético como en el cardiaco. % .

Esta enzima constituye el 80% de las proteinas de membrana del reticulo sarcoplasmatico.
Es un polipéptido de aproximadamente 110 Kd con un solo dominio transmembrana que
consiste en 10 a-hélices. Este dominio transmembrana incluye los centros de union a los
dos iones de calcio. Ademas, esta proteina esta constituida por una cabeza citoplasmatica
formada por otros tres dominios, cada uno de ellos con una funcion especifica: el dominio N
se une a ATP, el dominio P acepta el grupo fosforilo y el dominio A conecta estos dos
dominios con el dominio transmembranal (figura 17).
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Figura 17. Esquema de la estructura de SERCA. Figura basada en la estructura de Toyoshima et al. (2000).

Existen cinco isoformas diferentes de SERCA: SERCA1a (en tejido de musculo esquelético
neonatal), SERCA1b (en tejido de musculo esquelético adulto), SERCA2a (en tejido de
musculo cardiaco y esquelético), SERCA2b y SERCAS3 (en la musculatura lisa y en células
no musculares)®.

El mecanismo de bombeo de calcio mediante esta ATPasa implica una serie de cambios
estructurales en la molécula (figura 18):
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La enzima se encuentra e su forma desfosforilada y se le unen dos iones de calcio
(en la figura 18 es la conformacién E;-(Ca®'),). En esta conformacién SERCA
captura iones de calcio de la membrana citoplasmatica.

Entonces SERCA puede unirse a ATP. Los dominios N, P y A sufren un cambio
conformacional para capturar este ATP.

El grupo fosforilo pasa del ATP al Asp 351, es decir, el ATP pasa a ADP mas el
grupo fosfato.

Con la liberacién del ADP SERCA experimenta un nuevo cambio conformacional
llamado eversion, que incluye un cambio en el dominio transmembrana (en la figura
18 es la conformacion E; o E,-P en su forma fosforilada). Los centros de union al
calcio se separan liberandolo en el lado opuesto de la membrana al que fueron
captados, es decir, en el interior del SR. Una vez en el SR, el calcio se une a la
calsecuestrina, una proteina capaz de fijar hasta 43 iones de calcio, cuya funcién es
fijar el calcio que entra a través de SERCA evitando que precipite. Ademas, la
calsecuestrina regula la cantidad de calcio liberado por parte de los RyRs.

Se hidroliza el residuo fosfoaspartato y se libera el grupo fosfato.

Con la liberacién del grupo fosfato se pierden las interacciones que estabilizan esta
conformacion (en la figura 18 es la conformacién E,) pasando de la conformacion
molecular inicial (en la figura 18 es la conformacion E,), donde SERCA puede volver

a captar iones de calcio.

Lumen ded
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Figura 18. Esquema del transporte de calcio por SERCA.
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La reacumulacion de calcio del SR esta regulada por dos mecanismos:

- el primero corresponde a la regulacién de la actividad de la bomba de calcio del SR
0 SERCA-ATPasa por phospholamban PLB en las células cardiacas % ®. PLB es
un inhibidor endégeno de SERCA °" %2 que disminuye la actividad ATPasa, puesto
que en su forma desfosforilada disminuye la afinidad de SERCA por los iones de
calcio. PLB puede ser fosforilado por proteina kinasa (PKA) dependiente de AMPc
9.9 1o cual reduce su efecto inhibidor sobre la SERCA y da lugar a un incremento
en la afinidad de la bomba al calcio entre dos o hasta tres veces. PLB también se
fosforila por la presencia de CaMKIl * % o de PKC in vitro”, aunque el efecto de
PKC in vivo es objeto de controversia.

- el segundo corresponde a un mecanismo feedback por el cual la entrada de calcio

en el SR esta regulada por el propio calcio, es decir, por gradiente electroquimico.

Existe tres potentes inhibidores de SERCA: thapsigargin (TG, el inhibidor mas selectivo y
con mayor afinidad, de inhibicién irreversible)®, acido ciclopiazonico (CPA)* y 2,5-di(tert-
butil)-1,4-benzohidroquinona (TBQ)'®.

Ademas, esta bomba de calcio es susceptible a cambios en las concentraciones de calcio
y/o de ATP (SERCA tiene una elevada afinidad para el ATP), asi como a cambios en el pH

(su actividad desciende con la acidosis) 0" 102

y la temperatura.

El contenido de calcio del SR depende del calcio que entra en el reticulo a través de
SERCA vy del calcio que se libera a través de los receptores de rianodina. Mediante la
técnica de patch-clamp se pueden obtener una idea aproximada del contenido de calcio del
SR, exponiendo a una célula en reposo a cafeina. Asi, la corriente Iycx inducida por una
corta exposicion a cafeina corresponde al calcio expulsado por el intercambiador NCX al
activarse la liberacion del contenido de calcio del SR debido a la apertura sostenida de los
receptores de rianodina durante la exposicion a cafeina. Este protocolo proporcionaria
informacién acerca de la cantidad de calcio del SR (ver capitulo 5.2, apartado 6 en Material

y Métodos).

La actividad de SERCA esta gravemente afectada por la fibrilacién auricular, puesto que en
las células de pacientes con fibrilacidn incrementa la fosforilacion y la actividad de SERCA
esta regulada por la fosforilacion de PLB'®. Ademas de la fosforilacion, la expresion de
SERCA también se ve afectada en FA ' % Lo mismo pasa en la insuficiencia cardiaca
10419 Durante la insuficiencia cardiaca, muchos mecanismos para la reduccién de la
concentracién de calcio intracelular durante la relajacion se ven afectados, entre ellos la

actividad de SERCA'®. Algunas patologias, como la insuficiencia cardiaca, también se
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asocian a una reduccion en la amplitud de las concentraciones transitorias de calcio
durante la contraccion. Aunque existe cierta controversia sobre el mecanismo molecular
responsable de este efecto, sobre el cual también intervendria la actividad del receptor de
rianodina, se ha descrito que el calcio almacenado por el SR esta disminuido debido a una

reduccion de la actividad SERCA-ATPasa y al aumento de la extrusion de calcio por el NCX
107

3.4. Regulacién del calcio por el canal de calcio del SR (el receptor de rianodina)

Los canales intracelulares de liberacién de calcio son los responsables de la liberacidon de
calcio del SR al citosol y, por tanto, de la activacién de la contraccion. Existen dos grupos:
- canales de liberacion de calcio sensibles a rianodina (RyRs)

- canales receptores sensibles a Inositol 1, 4, 5 Trifosfato (IP3Rs)

El receptor de rianodina (RyR) es el principal canal que libera calcio del SR en
cardiomiocitos. Cuando los receptores de rianodina se abren permiten que el calcio que
contiene el SR sea liberado al citoplasma, tanto en tejido del musculo esquelético como en
el cardiaco, aunque en el musculo esquelético provoca una contraccion irreversible y, sin
embargo, en el musculo cardiaco provoca contracciones que disminuyen progresivamente
108110 ya que el calcio vuelve a ser reacumulado en el SR hasta la siguiente contraccién. Asi
pues, este canal tiene una gran importancia en la regulacién de la contraccion cardiaca.

Los RyR se expresan en la membrana del reticulo endoplasmatico y sarcoplasmatico. Es
un homotetramero, formado por cuatro subunidades iguales de 550 kDa, con un dominio

citoplasmatico y uno intracelular.

46



1000

B—
1603 1631 .
PP2A

2000
2809 2430 2416 2030
2815
P-P—FKBP/ P—>

2 .
3000(_ ~ZCamKiI ~al PRA
3003 PKA 3030 3851 3610

2000 Oligomerization

Cytosol
SR

Calsequestrin—

Figura 19. Esquema de la estructura del receptor de rianodina. La figura muestra los 4 dominios

transmembrana (M1-4) de acuerdo con el modelo de Takeshima et al. (1989) y otros dos dominios mas.

También muestra los lugares aproximados de interaccion con proteinas y los lugares de fosforilacion'".

Existen tres isoformas diferentes: RyR1 (se expresa en el musculo esquelético y células

)112

neuronales) "2, RyR2 (en el musculo cardiaco y células neuronales y RyR3 (en células

neuronales y no musculares) ""*""°.
Los RyR tienen una elevada conductancia, aunque baja selectividad por el calcio.
La salida de calcio por este canal de calcio, en musculo esquelético, esta controlada por el

-T " M® 3 través de canales de calcio voltaje-

potencial de membrana de los tubulos
dependientes de la membrana plasmatica. Pero en el musculo cardiaco, la liberacion de
calcio controlada por canales voltaje dependientes en los tubulos-T es tema de
controversia. De hecho, los canales de calcio tipo-L interactian con los RyR que estan
situados en la cisterna terminal del SR (formando una estructura conocida como pies).

La activacion de los RyR también responde a efectores endégenos, como su activacion por
calcio. Su estimulacion para la liberacién de calcio del SR al citosol se basa en el
reconocimiento de los iones de calcio en el lado citosélico de la membrana del SR a través
de un sistema de retroalimentacion positiva, es decir que, la concentracion de iones de
calcio cerca de los receptores de rianodina hace que se libere mas calcio del SR por estos
receptores (CICR) """, La activacion es mayor cuando la concentracion de calcio aumenta
rapidamente. Después se produce un feedback negativo donde la alta concentraciéon de

calcio inactiva los RyR y asi la liberacién de calcio del SR'®.
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Receptor Agonista Antagonista
RyR2, RyR3 ADP-ribosa ciclica (cADPR)"
120
RyR1, RyR2 Cafeina, mathilxantinas''
RyR 4-cloro-m-cresol, suramina, Dantroleno, procaina, tetracaina
rianodina rianodina

Tabla 1. Agonistas y antagonistas de las diferentes isoformas de los RyR.

La rianodina se une de forma especifica al RyR, y a bajas concentraciones (1-1000 nM)
abre el canal y libera rapidamente calcio del SR, pero a muy elevadas concentraciones
(>100 uM) disminuye la apertura del RyR '?* 2. La afinidad del receptor a la rianodina
depende de la concentracion de calcio y la presencia de nucleétidos, como el ATP.

Este canal esta regulado por multiples componentes: Ca?*, Mg®* ( puede inhibir la apertura
de los RyR2 a una concentracion del rango de mM), calcio luminal (elevadas

concentraciones de calcio luminal incrementan la probabilidad de apertura de los RyR2)'?*

125 ATP (ATP solo puede activar fuertemente RyR1, en ausencia de Ca* o de Mg*)'%, el
pH (la acidosis, que por ejemplo se produce durante la isquemia, puede reducir la
127

probabilidad de apertura de los RyR en mas de un 50%) “* y agentes reactivos a grupos
SH, ademas de el estado de oxido-reduccion, el estado de fosforilacion/desfosforilacion y
varias proteinas y residuos sensibles a ser fosforilados como la calsecuestrina, calmodulina
128 v PKA '®° (los RyR pueden ser fosforilados via estas proteinas), S100A1 y FKBP (FK-
506 binding proteins) "

Cuando el receptor se fosforila, aumenta la probabilidad de apertura del canal frente a un
incremento local de la concentracion de calcio y, por tanto, aumenta la liberacion de calcio
del SR. Esto produce un incremento en la concentracién de calcio citosodlico y resulta ser la
causa de algunas arritmias. Por ejemplo, la insuficiencia cardiaca se ha asociado a una
hiperfosforilacién del RyR2 *" '*2. También se han asociado las mutaciones del RyR1 con
la hipertermia maligna y la CCD (una miopatia congénita autosémica dominante). Las
mutaciones del RyR2 se han relacionado con arritmias cardiacas'’” '**. También se ha
observado que los RyR3 podrian tener un papel importante en la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer.

De hecho, un aumento del calcio citosolico debido, tanto a mutaciones en los receptores de
rianodina, como a mutaciones, sobreexpresion o fosforilacion de los canales de calcio de la
membrana plasmatica que estan acoplados a los receptores de rianodina, han sido

asociados a arritmias cardiacas. Por ejemplo, la incidencia de eventos locales de liberacién
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134

de calcio del SR, o Ca Sparks ", que se producen por liberaciones espontaneas de calcio

por parte de los RyRs, incrementa si el funcionamiento de estos receptores esta alterado

(sobreexpresados, fosforilados, etc).
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Figura 20. Ca sparks en una célula auricular humana. A) Imagen bidimensional de la célula con y sin
fluorescencia (fluo-4 para la deteccién del calcio), tomada con confocal. B) Imagen line scan a través del eje del
miocito. C) Grafico que relaciona la concentracion de calcio intracelular con la fluorescencia observada en la

imagen B. D) Grafico de superficie de la concentracion de calcio intracelular durante el Ca spark.

De hecho, una forma de caracterizar la actividad de los RyR es midiendo la incidencia de
Ca Sparks (ver figura 20). Cada vez que los RyR se abren espontaneamente, liberan una
pequena cantidad de calcio y este calcio puede detectarse por fluorescencia mediante

microscopia confocal en forma de Ca Spark.

La concentracion intracelular de calcio puede aumentar de manera localizada en la célula
por los Ca sparks "°. Si los calcium sparks coinciden espacio-temporalmente pueden
provocar un incremento de la concentracion de calcio suficiente como para, mediante el
mecanismo CICR, expandirse a toda la célula a partir de ese punto, generando una onda o

wave ' (figura 21).
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Figura 21. Ca waves en una célula auricular humana. Imagenes line scan tomadas cada 4 ms que muestran Ca

sparks y como pueden llegar a generar una liberacion masiva de calcio del SR (wave) y una contraccion.

En la insuficiencia cardiaca'’, asi como en la fibrilacién auricular™®, la hiperfosforilacién del
RYR2, resulta en un incremento patoldgico de la liberacion de Ca** por el RYR2 y una

disminucién del contenido de Ca?* del SR en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Otro mecanismo que también contribuye a la liberacién del calcio son los canales sensibles
a inositol 1, 4, 5 Trifosfato. Los IP;R son canales de calcio activados por la unién de IP3 y
calcio y que estan situados en la membrana del reticulo endoplasmatico y en la membrana
nuclear. Este canal es un tetramero de 313 kDa del cual se han identificado 3 subtipos
diferenciados. Es un canal de calcio bien conocido en células no musculares '*°, también se
expresa en el corazén, pero existe cierta controversia acerca de la importancia de su papel

en el proceso excitacidén-contraccion cardiaca’® 2.

4. Modulaciéon neurohormonal

Existen mecanismos de comunicacién inter e intracelulares que permiten la transferencia
de substancias y de senales. Gracias a ello, se obtienen las respuestas celulares precisas
que intervienen en todos los procesos biolégicos como por ejemplo la diferenciacion, la
secrecioén, la contraccion, la mitogénesis, la homeostasis, etc. Una senal se transmite,
primeramente, por un mensajero (agonista / hormona / ligando) que es reconocido por sus
receptores especificos en la membrana celular. Las proteinas G es un grupo de proteinas
situadas en la membrana celular encargadas de la transduccidn de sefales neuro-
hormonales en respuestas celulares, que se caracterizan por su interaccion con guanosina
trifosfato (GTP) provocando la hidrélisis de este nucleétido a guanosina bifosfato (GDP)'*.

Existen receptores acoplados a proteinas G para proteinas (feromonas), péptidos
(glucagodn), nucleodtidos (ATP), catecolaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina) o
iones como por ejemplo el calcio. En el proceso de la transduccion, el receptor se
encuentra primero en estado latente, unido en su cara intracelular a una proteina G (trimero

compuesto por las subunidades a, B y y). En este estado, la proteina G une al nucleétido
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GDP. Al activarse el receptor por la estimulacion de un agonista especifico, se produce un
cambio conformacional del receptor (forma activa del receptor), que favorece el intercambio
de GDP por GTP en la proteina G, lo que implica la disociacion de sus subunidades a y By.
Las proteinas G son las verdaderas responsables de la activacion de los diferentes
sistemas efectores acoplados a los receptores. Cuando la proteina G se ha disociado, se
activan los segundos mensajeros intracelulares. Dependiendo de la naturaleza de la
subunidad a, cada tipo de proteina G promueve una accion intracelular diferente, aunque la
subunidad By también puede promover rutas bioquimicas como la regulacién de canales o
de enzimas adenilato ciclasa, por ejemplo. Asi, dependiendo del receptor al que se une un
agonista y, al mismo tiempo, del tipo de proteina G a la que se une el receptor, la respuesta
celular sera diferente.

Asi, hay receptores unidos a proteinas G que transmiten una sefal a través de la Adenilato
Ciclasa (AC), provocando un efecto en cascada, mediante un segundo mensajero
intracelular (AMPc por ejemplo), que a su vez provoca un efecto directo o la modulacion de
diversas enzimas. Frecuentemente son proteinas quinasas (PKA dependientes de cAMP,
PKG dependientes de cGMP, PK-CaM dependientes de calmodulina, PKC dependientes de
diacil-glicerol,...), que catalizan la fosforilacién sobre otras proteinas que podran expresar o
dejar de expresar su actividad (segun su estado de fosforilacén). De hecho, el AMPc es el
segundo mensajero para la transduccién de muchas de las sefales, que a través de

receptores acoplados a proteinas G, controla la funcion cardiaca (figura 22).
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Figura 22. Esquema de la modulacién neurohormonal por AMPc.
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Segun su estructura molecular, las proteinas G se clasifican en:

- monomeéricas, constituidas por una unica subunidad. Estas proteinas estan libres en
el citoplasma y en el nucleoplasma.

- heterotriméricas, trimero compuesto por las subunidades a, B y y. Son proteinas
ancladas en la membrana plasmatica por las subunidades a y y. La subunidad B se asocia
a la subunidad vy.

Es a través de la subunidad a que se unen a GTP o a GDP. En su forma inactiva se
encuentran unidas a GDP y estan activadas cuando poseen GTP en su estructura (la
actividad GTPasa esta regulada por reguladores de la sefias de las proteinas G o0 RGS
como GEF y GAP)'. Se han identificado mas de veinte proteinas G basandose en la
estructura de la subunidad a, integradas todas ellas en subfamilias, entre las que se
encuentran las proteinas Gestimulantes (Gs) o las Ginhibitoras (Gi).

Existe una gran variedad de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), que se unen a
muchos y diversos ligandos (hormonas, neurotransmisores, iones, proteinas).

Los neurotransmisores encargados de transmitir las senales del sistema nervioso simpatico
son las catecolamias (noradrenalina, adrenalina y dopamina) a través de receptores
adrenérgicos. Ademas, la acetilcolina transmite sefiales del sistema nervioso parasimatico

a través de receptores muscarinico colinérgicos.

4.1. Los receptores adrenérgicos

Son receptores asociados a proteinas G activados por catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina, dopamina) y otros agonistas relacionados. Se clasifican en a-adrenérgicos y

B-adrenérgicos.

Receptores al-adrenérgicos: Son receptores asociados a proteinas Gq, que a través de
la activacion de esta proteina, activan la fosfolipasa C, que causa un aumento del IP; y del
calcio intracelular, pudiendo afectar a la contraccion del musculo liso y causar
vasoconstriccion. Existen 3 subtipos: a1A, a1B y a1D. Sus principales agonistas son
adrenalina, noradrenalina, endotelina, angiotensina-Il y fenilefrina (agonista sintético). Entre
sus antagonistas estan la fenoxibenzamina y la fentolamina (antagonista sintético).

La activacion de estos receptores provoca una cascada de eventos enzimatico (figura 23):
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Figura 23. Esquema de la regulacién neurohormonal mediada por los receptores a1-adrenérgicos.

La estimulacion de la fosfolipasa C cataliza la hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) para formar dos segundos mensajeros:

- diacilglicerol (DAG), que activa proteina quinasa C, que fosforila proteinas
citosolicas y de la membrana plasmatica activandolas, por ejemplo, estimula el
intercambiador Na/H que extrude protones elevando el pH y aumentando la
concentracién intracelular de sodio'. La alcalinizacién incrementa la sensibilidad al
calcio de los miofilamentos y el incremento en la concentracién intracelular de sodio,
disminuye la eliminacién de calcio por el intercambiador Na/Ca, lo que provoca un
efecto inotrdpico positivo.

- inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3),que se une al los receptores de IP; del SR que liberan

iones de calcio al citosol.

Ademas, el sistema IP;-DAG puede modificar la actividad de las fosfodiesterasas (PDEs).
Hay once clases de PDEs. De todas ellas, s6lo de lal ala V y la VIl se expresan en el

corazon 146149

(tabla 2). La inhibicion de PDEs tiene efectos inotropicos. Los inhibidores de
PDE3 y PDE4 previenen la hidrolisis de AMPc a 5-AMP e incluso pueden provocar un
incremento en los niveles de AMPc, de la corriente de calcio tipo-L, la acumulacién de

calcio del SR y de la disminucién de la sensibilidad al calcio de los miofilamentos.
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Clase Substrato Inhibidores
I AMPc, GMPc KSA-505
Il AMPc, GMPc EHNA
" AMPc > GMPc Milrinone,amrinoe, pimobendan, sulmazole...
v AMPc Rolipram, RO 201724
V GMPc Zaprinast,sildenafil
Vil AMPc ??

Tabla 2. Clasificacion de las fosfodiesterasas y sus inhibidores del corazén.

Cuando la concentracion de calcio intracelular incrementa, este calcio se une a
calmodulina, que a su vez se une a enzimas promoviendo su activacién, como la calcio-
calmodulina quinasa Il (CaMKIl). Cuando esta enzima se activa por calcio se autofosforila
pudiendo fosforilar a su vez a otras proteinas como por ejemplo la miosina, los RyRs, PLB y
el canal de calcio tipo-L. En este ultimo caso, provoca un aumento de la Ic, afectando

incluso a su inactivacion ™.

Receptores a2-adrenérgicos: Son receptores asociados a proteinas Gi, que inhiben AC
disminuyendo la concentracion de AMPc, afectando a la apertura de los canales de K*, al
intercambiador Na’/K* y a la actividad de la fosfolipasa C (figura 24). Sin embargo, la
presencia de estos receptores a nivel cardiaco se centra en el sistema vascular, no en los

cardiomiocitos.

Ligando

!

Receptor
v
Gi

v
AC

!

VAMP

}

Apertura canal K*, intercambiador Na*/K", Fosfolipasa C

Figura 24. Esquema de la regulacién neurohormonal mediada por los receptores a2-adrenérgicos.
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Existen 3 subtipos: a2A, a2B y a2C.

La activacién de estos receptores causa vasoconstriccion y contraccion de la musculatura
lisa. Son mediadores en la neurotransmision, a través de la inhibicién de la descarga de
noradrenalina y acetilcolina. También inhiben la liberacién de insulina y de glucagén del
pancreas, etc. Sus principales agonistas son adrenalina, noradrenalina y clonidina. Entre

sus agonistas estan la mirtazapina y el diazoxan.

Receptores Bl-adrenérgicos: Son los receptores adrenérgicos predominantes en el tejido
muscular cardiaco. Son receptores que, a través de proteinas Gi y Gs, modulan la actividad
de adenilato ciclasa (AC) y la produccién de AMPc. A su vez, AMPc puede modular PKA y
sus dianas de fosforilacion (los canales de calcio tipo-L, de los receptores de rianodina, de
SERCA a través de PLB y de troponina | en las miofibrillas). También tienen un efecto
directo, a través del AMPc, sobre cAMP gated channels y cAMP guanine nucleotid
exchange factors (EPACs). Ademas, la figura 25 muestra que a través de las diferentes

PDEs se regula la concentracion de AMPc.

Ligando / Hormona

|

Receptor

(B1y B2AR) Gs*/\’ Gi (B2yB3AR)
G‘D\%denilato Ciclasa‘(@
T

ATP AMPc
PKA
PDE /\
EPACs 5-AMP Proteinas Proteinas cAMP gated
desfosforiladas  fosforiladas ion channels
PLB Na*, K,
Troponina | Ca®*, CNG
RyR

canales de calcio tipo-L

Figura 25. Esquema de la modulaciéon neurohormonal mediada por receptores B-adrenérgicos. Los receptores
B-adrenérgicos se acoplan a la adenilato ciclasa por medio de la unién con proteinas G, AC se activa y produce
AMPc, causando asi un incremento la concentracion intracelular de AMPc. El AMPc actia como segundo
mensajero activando la proteina kinasa A (PKA) y fosfodiesterasas (PDEs). Ademas, el AMPc puede tener

efecto directo sobre canales y otras moléculas (como por ejemplo EPAC).
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Producen efectos inotrépicos (contractilidad) y cronotropicos (automatismo, frecuencia)
positivos. Sus principales agonistas son la isoprenalina, con mayor afinidad por estos
receptores que la noradrenalina y ésta, a su vez, que la adrenalina, y la dobutamina como
agonista selectivo. Entre los antagonistas selectivos estan el acebutolol, el atenolol y el

esmolol.

Receptores B2-adrenérgicos: Aunque el mecanismo de accién de estos receptores es el
mismo que el de los receptores B1-adrenérgicos, el efecto inotrépico de sus agonistas es
diferente en cuanto a la produccion de AMPc, la rapidez de relajacién de la contraccién o la

fosforilacion dependiente de AMPc "% '*'

, debido al diferente grado de compartimentacion
del AMPc mediado por por fosfodiesterasas (PDE3 y PDE4) 2. Esos receptores
intervienen en la relajacién de la musculatura lisa, la vasodilatacién, en la velocidad de
contraccioén de los musculos estriados y en su glucogenolisis (figura 25).

Sus principales agonistas son la ritodrina, el albuterol, el isoproterenol y la terbutalina. Entre

los antagonistas selectivos estan el propranolol, el CGP12177 y la butoxamina.

Receptores B3-adrenérgicos: Son receptores que, a través de una proteina Gi y via PKA
afectan a la producciéon de AMPc, dando como resultado efectos cronotrépicos ' e
inotrépicos positivos, de incremento de la densidad de Ic, y estimulando la contraccion en
la auricula humana ' , mientras que tienen efectos inotrépicos negativos y producen
acortamiento del potencial de accién en el tejido ventricular *>'". Asi, en tejido auricular
sus principales agonistas son la isoprenalina y la adrenalina, mientras sus antagonistas

selectivos son SR-58611 y BRL37344 %8159,

4.2. Los receptores muscarinico colinérgicos

Son receptores activados por el neurotransmisor acetilcolina. Son los principales receptores
colinérgicos en el cerebro. Se conocen cinco subtipos de receptores muscarinicos, de los
cuales, el subtipo M,, esta localizado en el corazén y actia disminuyendo la frecuencia
cardiaca al disminuir la velocidad de despolarizacion, reduciendo la fuerza contractil del
musculo cardiaco auricular y reduciendo la velocidad de conduccion del nodo AV.

El receptor M, se acopla con la unidad G; intracelular y causa una disminucion del AMPc.
Ademas, modula los canales muscarinicos de potasio ' contribuyendo a la disminucién de
la frecuencia cardiaca. La acetilcolina actia como agonista de estos receptores, siendo la

atropina su antagonista.
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Figura 26. Esquema de la regulacion neurohormonal de los receptores muscarinico colinérgicos.

4.3. Los receptores serotoninérgicos

Estos receptores median los efectos de la serotonina (5-HT) como ligando enddgeno y de
un amplio rango de drogas sintéticas. Estan localizados en la membrana celular, la mayoria
de ellos acoplados a una proteina G (excepto 5-HT3).

Se conocen siete familias de receptores serotoninérgicos, ademas de diferentes subtipos

dentro de las mismas (tabla 3).

La funcion serotoninérgica de 5-HT1 es fundamentalmente inhibitoria sobre AC, a través de
proteinas Gi, promoviendo la apertura de canales de potasio y disminuyendo Ila
concentracién de calcio intracelular. Los receptores (5-HT4, 5, 6 y 7) activados estimulan la
produccion de AMPc por la AC. En cambio, los 5-HT2 estan acoplados a una proteina G
que estimula la fosfolipasa C responsable de la conversiéon del fosfatidil inositol-4,5-
difosfato (PIP2) en inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Entre las funciones
fisiologicas de la serotonina destaca su papel en la sinapsis, la inhibicién de la secrecion
gastrica, la estimulacién de la musculatura lisa y la secreciéon de hormonas por parte de la

hipofisis "
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En el sistema cardiovascular, la serotonina afecta al funcionamiento vascular y a la tension
arterial, asi como a la frecuencia del latido cardiaco, causa contraccion del musculo liso a
través de los receptores 5-HT4, 5-HT3 y 5-HT2. Los receptores 5-HT4 se expresan en la
auricula humana y de cerdo, afectando a la frecuencia y contraccién cardiacas, incluso se
han relacionado con la FA ' ' 5.HT2 es vasodilatador del musculo esquelético y
cardiaco y puede desencadenar una bradicardia refleja por activacion de los receptores 5-
HT3."

Receptor Localizacion Modo de accion
5T nucleos del rafé, hipocampo, Inhibicion de adenilato ciclasa, |AMPc,
A neocortex nervios entéricos canales de K+

sustancia negra, globo palido, L _ _
5-HT1g o Inhibicidon de adenilato ciclasa, |AMPc
ganglios basales (en roedores)

plexos coroideos, nucleos o o
5-HT1¢ . . Hidrdlisis de fosfatidil inositol
olfatorios, sustancia negra, etc

5-HT1p cerebro Inhibicién de adenilato ciclasa, |AMPc

5-HT1e ¢ corteza cerebral, putamen JAMPc

neocortex, nucleo olfatorio,
5-HT24 8,c , _ 1P
plaquetas, musculo liso, etc.

5-HT, area postrema, nervios El receptor es un canal i6nico de
sensitivos y enéricos Na+,K+
5-HT, SNC, neuronas mientéricas, Estimulacion de adenilato ciclasa,
musculo liso, corazén TAMPc
5-HT5, 8 | cerebro desconocido
5-HTs cerebro TAMPc
5-HT, cerebro TAMPc

Tabla 3. Tipos de receptores serotoninérgicos, indicando su localizacién y mecanismo de accion.

4.4. Los receptores purinérgicos

También se conocen con el nombre de purinoceptores. Estan localizados en la membrana
celular. Se unen con una alta afinidad a las purinas, la adenosina y sus analogos para los
receptores purinicos P41y a los nucleétidos (como ATP) para los receptores purinicos Pa.
Entre sus funciones principales estan la reactividad vascular, la secrecién de citoquinas

y la apoptosis.
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Los receptores P, son los receptores del ATP. No tienen efecto sobre el AMPc, aunque en
muchos sistemas son capaces de incrementar la sintesis de prostaglandinas. Se clasifican
en diferentes subtipos:

- P2 Son canales iénicos operados por ligandos con efecto inotrépico, se activan por
ATP, se localizan en el SNC y periférico, el corazén, musculo esquelético y liso,
sensibles a cambios de pH y la presencia de metales pesados en el medio'®*.

- P,. Estan acoplados a proteinas Gi, tienen efecto metabotropico, proteinas Gq o
proteinas Gs y son estimulados por ATP, ADP, UTP, UDP y UDP-glucosa, se
localizan en el SNC y periférico, musculo esquelético y liso)'®°.

- P,,. Receptor especifico para ATP4-, no asociado al Mg?*, presente en las células
del sistema inmune.®®

- P Su ligando preferente es el ADP. Estan presentes en las plaquetas, de hecho,
estimulan la agregacién plaquetaria'®’. Su activaciéon puede dar lugar a la entrada
de iones (fundamentalmente Na* y Ca*) o la generacién de segundos mensajeros

(principalmente diacilglicerol e IP3).

Los receptores P;: receptores de adenosina. La adenosina es un nucledsido formado
por la union de la adenina, una base purinica, con una ribosa. Es una purina endogena
sintetizada en la degradacion de aminoacidos como metionina o valina, asi como de
ATP y AMP. Tanto la adenosina como sus derivados participan en un gran numero de
procesos bioquimicos y constituye la principal fuente de energia de la célula en forma
de ATP y ADP, ademas de tener una importante funcion como transductor de senales
como segundo mensajero en forma de AMPc y formando parte de cofactores
necesarios en numerosas reacciones REDOX y de Coenzima A, NAD*, NADP" S-
adenosilmetionina, etc.

Por ejemplo, el AMP es desaminado (irreversiblemente) para formar monofosfato de
inosina (IMP) en el musculo esquelético, o defosforilado para formar adenosina en el
musculo cardiaco, en situaciones donde el consumo de ATP y la demanda de oxigeno
son superiores al aporte de oxigeno (ejercicio, hipoxia, isquemia), elevando asi la
concentracion de adenosina.

La defosforilacion del AMP esta catalizada por la 5’-nucleotidasa que se localiza tanto
en el citosol como en la membrana plasmatica. Por tanto, la adenosina puede formarse
tanto intracelular como extracelularmente '®®. Existen estudios que sugieren que la

adenosina se puede formar en el interior del cardiomiocito por la accion de la 5’-
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nucleotidasa citosdlica, y ser liberada al medio extracelular, donde interactua con sus
receptores, mediante transportadores de nucledsidos de la membrana plasmatica’® '"°.
Por otro lado, la adenosina también puede ser recaptada, mediante inactivacion o
degradacion, limitando su actividad y recuperando los niveles iniciales de nucleotidos
en la célula. Existen tres mecanismos de inactivacién de la adenosina: la fosforilacién
intracelular a AMP por la accidon de adenosina quinasa, la degradacion a inosina por la
acciéon de adenosina desaminasa (ADA, enzima que en la membrana plasmatica

7112 v |a liberacion de la adenosina hacia la

degrada adenosina extracelular)
circulacién por difusion facilitada '"*. Se estima que en condiciones de normoxia, las
concentraciones en el fluido intersticial son inferiores a 0,5 uM, las concentraciones
fisiolégicas en sangre se sitian entre 0,1y 1 uM ', las concentraciones citosdlicas de
entre 0,04 y 0,1 yM (aunque cerca del 90% de la adenosina citosodlica esta ligada a

proteinas intracelulares).

TEJIDO EFECTO FISIOLOGICO RECEPTORES
Sistema nervioso central Inhibicién de liberacion de neurotransmisores Aq
Inhibicién de actividad locomotora Aoa
Sedacion Aq
Anticonvulsivo Aq
Sistema cardiovascular Vasoconstriccién Aq
Vasodilatacion AoalAzs
Inhibicién de agregacion plaquetaria A1/As
Inhibicién de ritmo cardiaco Aq
Aparato respiratorio Broncodilatacién Aon
Broncoconstriccion Aq
Modulacién de secrecién mucosa ??
Rifion Antidiurético Aq
Descenso del flujo filtracion glomerular Aq
Modulacion de liberacion renina A1lAz
Contraccion células mesangiales A1/A3
Sistema inmune Inhibicién quimiotaxis (neutrdéfilos) Aq
Inhibicién produccién superéxidos Ao
Funcion limfocitos T Aog
Higado Estimulacion captacion de glucosa ??
Estimulacién glucogendlisis Aoa
Tejido adiposo Inhibicién lipolisis Aq
Aparato reproductor Testiculos A1lA3
Conducto deferente Ai/Aoa
(contraccién de musculatura lisa)

Tabla 4. Efectos fisioldgicos de la adenosina mediados por sus receptores de membrana 78,
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La adenosina desempefia un importante papel como modulador a través de receptores
acoplados a proteinas G especificos (A1, Aza, Az Y Asz) localizados en la membrana celular
de los tejidos de organismos superiores '’®. La activacion de los receptores de adenosina
tiene numerosos efectos en una variedad de tejidos. La tabla 4 resume la distribucion de los

diferentes receptores y sus principales efectos fisioldgicos.

Los cuatro tipos de receptores de adenosina, A, Aza, Azs Y As, difieren entre si tanto en su
secuencia y caracteristicas bioquimicas como en su localizacion y funcién fisiologica. La
tabla 5 resume las principales caracteristicas bioquimicas de los cuatro subtipos de

receptores de adenosina.

Subtipo de
A1 Aon Azp As
receptor
Afinidad Alta alta baja baja
Proteina G
. Gi Gs Gs Gi
asociada
Localizacién | SNC, corazon, | SNC, corazoén, pulmén, | cerebro, intestino, | pulmon, higado,
testiculos, higado, adipositos, | vejiga, pulmon, etc. rifidén, testiculos,
adipocitos vejiga, testiculos, placenta, corazon,
intestino, rifidn, etc. cerebro, vejiga, etc.
inhibe AMPc estimula AMPc estimula AMPc Inhibe AMPc
Efectores inhibe G del Ca** A[Ca*"] AIPs
acoplados estimula G del K* AIP; A [Ca®
A IP3
CPA CGS 21680
] HEMADO
Agonistas CCPA APEC NECA
2-Cl-IB-MECA
selectivos CHA CV 1808 CCPA
IB-MECA
R-PIA DPMA
CPCPX
XAC
MRS 1754
KW-3902 KF 17837
) XAC MRS 1220
Antagonistas ENX ZM 241385
) CGS 15943 VUF 5574
selectivos KFM 19 CSC
DPCPX MRS 1334
N 0861 SCH 58261
MRE3008F20
FK 453
WRC 0571

7 Las

Tabla 5. Clasificacion de los receptores de adenosina, sus ligandos, localizacion y sistemas efectores
abreviaturas de agonistas y antagonistas son las que siguen: 2-cloro-CPA (CCPA); N°-cicohexiladenosina
(CHA); NC-ciclopentiladenosina (CPA); 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina  (DPCPX);  1,3-dipropil-8-[2-(5,6-
epoxi)norbornil]-xantina (ENX); (+)(R) -[(E) -3-(2-fenilpirazolol[1,5-a]piridin-3-il)acriloil]-2-piperidina etanol (FK

453); [()-8-(3-oxociclopentil)-1,3-dipropilxantina] (KFM 19); 8-noradamant-3-il-1,3-dipropilxantina (KW 3902);
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1,3-dipropil-8-[2,(5,6-epoxi)norbornil]xantina (N 0861); (R)Ne-feniIisopropiIadenosina (R-PIA);  8-(N-
metilisopropil)amino-N°-(5"-endohidroxi-endonorbortil)-9-metiladenina (WRC 0571); 8(4-[([(2-
aminoetil)amino)carbonil]metil)-oxilfenil)-1,3-dipropilxantina (XAC); 2-[p-(2-carboxietil)feniletilamino]-5’-N-
etilcarboxamidoadenosina (CGS 21680); 2-(1-Hexyn-1-il)adenosina-5'-N-etiluronamida, 2-Hexinil-5'-
etilcarboxamidoadenosina (HE-NECA); 2-[(2-aminoetilamino)carbonyletilfeniletilamino]-5'-N-
etilcarboxamidoadenosina  (APEC); 2-fenilaminoadenosina (CV ~ 1808);  N6-(2(3,5-dimetoxifenil)-2-12-
metilfenil)etil)-adenosina (DPMA); N-11C-Metil (KF 17837); 4-(2-[7-amino-2-)2-furil(triazolo { 2,3-a}-
[1,3,5]triazin5-ilamino]etil)fenol (ZM 241385); 8-(-3-clorostiril)-cafeina (CSC); 5-amino-7-(feniletil)-2-(1-furil)-
pirazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (SCH 58261); N-(4-cianofenil)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahidro-2,6-dioxo-1,3-
dipropil-1H-purin-8-il)-fenoxilacetamida (MRS 1754); 9-Cloro-2-(2-furil)[1,2,4]triazolol[1,5-c]quinazolin-5-amina
(CGS 15943); (MRE3008F20); 2-(1-Hexinil)-N-metiladenosina (HEMADO); 1-[2-Cloro-6-[[(3-
iodofenil)metilJamino]-9H-purin-9-il]-1-deoxi-N-metil-b-D-ribofuranuronamida (2-CI-IB-MECA); N-[9-Cloro-2-(2-
furanil)[1,2,4]-triazolo[1,5-c]quinazolin-5-illbenzenoacetamida (MRS 1220); N-(2-metoxifenil)-N'-[2-(3-piridinil)-4-
quinazolinil]-urea (VUF 5574); 1,4-dihidro-2-metil-6-fenil-4-(feniletinil)-3,5-piridinedicarboxilic acid 3-etil-5-[(3-
nitrofenil)metillester (MRS 1334).

En el corazon, el receptor de adenosina A4 se encuentran en cardiomiocitos acoplado a sus
sistemas efectores, canales idnicos y adenilato ciclasa, a través de una proteina G; '’®. La
activaciéon de esta proteina G; implica la apertura de los canales de potasio especificos

79 si la

(Kado Y Kach) ¥ la inhibicion de la produccién de AMPc por la adenilato ciclasa
sintesis del mismo se encuentra estimulada. Es decir, que la adenosina, a través del
receptor A4, puede antagonizar la estimulacion dependiente de AMPc de los canales de
calcio tipo-L, entre otros. Ademas, adenosina, a través de este receptor, activa los canales
de potasio sensibles a ATP (Katp), hecho por el que se usa en farmacologia para la
isquemia miocardica y en tejidos ventriculares . El efecto protector de la adenosina en el
corazon, causado por este receptor, en situaciones de precondicionamiento e isquemia, es
un hecho ampliamente estudiado '®'-'¢3,

La activacion de los receptores de adenosina A, también revierte la fosforilacién inducida

¥ puesto que inhibe la acumulacién de AMPc vy la

por estimulacién B-adrenérgica
activacion de la PKA. De este modo, la activacion del receptor de adenosina A, tendria un

efecto anti-adrenérgico.

Por el contrario, los receptores de adenosina A, estimulan la produccion de AMPc por la
adenilato ciclasa. Se clasifican en dos subtipos A,a ¥ A, los dos presentes en
cardiomiocitos "% 18188 | os dos subtipos se encuentran acoplados a la adenilato ciclasa a
través de una proteina Gs. Su activacién induce una estimulacion de la actividad de la
adenilato ciclasa incrementando la concentracion intracelular de AMPc. En todo caso, los

dos subtipos pueden afectar a las corrientes de calcio, de forma dependiente o
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independiente de los niveles de AMPc. Se han descrito efectos totalmente opuestos de la
activacion de los A,aR a los efectos anti-adrenérgicos de los receptores A; en corazén de
rata '®. Sin embargo, el agonista mas selectivo para los receptores, CGS 21680, produce
un incremento de AMPc sin tener un efecto inotrépico en el musculo cardiaco, lo que
sugiere que puede existir una compartimentacion de los efectos de los AR 8.

Existe cierta controversia acerca de los efectos de los A,sR sobre el calcio intracelular. De
manera generalizada, se habia asociado a estos receptores a una disminucién de la
concentracién del calcio intracelular. Sin embargo, estudios recientes de nuestro laboratorio
demuestran que los A;aR se expresan en cardiomiocitos auriculares humanos y que su
activacion se asocia a un aumento en la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio
del SR ™%,

Algo parecido pasa en el caso de los receptores de adenosina Ags. Existen numerosos
estudios que asocian estos receptores a un incremento en la concentracion intracelular de
calcio ' % Pero existen estudios que muestran que los receptores A,z de las células
cromafines pueden inhibir la entrada de calcio al interior de la célula mediante la activacién
de una proteina fosfatasa citosdlica no sensible a AMPc, que actuaria directamente sobre
los canales de calcio tipo-L '°'. También existen estudios que relacionan la activacion de los
AR con la activacion de los canales de potasio '%.

En el sistema vascular, tanto los receptores de adenosina A,o como los Az se asocian a un
efecto vasodilatador '** "%, Hasta la fecha, este es el efecto mas importante asociado a los
AznR.

Los receptores de adenosina A; inhiben la actividad de la adenilato ciclasa y/o estimula la
produccion de inositoles trifosfato, ademas de incrementar la actividad fosfatasa C '°. Se

encuentran ampliamente distribuidos %%

En tejidos humanos se han encontrado
elevados niveles de expresion de mRNA en higado y pulmén '®. La activacion de estos
receptores en cardiomiocitos implica la activacion del sistema antioxidante de defensa
celular, mediando un efecto citoprotector de la adenosina durante situaciones de isquemia

1% En el sistema vascular, se asocian a un efecto vasoconstrictor.

4.5. Regulacion neurohormonal del calcio intracelular en cardiomiocitos

La funcidn cardiovascular esta regulada por el sistema nervioso simpatico (SNS) y el
parasimpatico (SNP). El corazén posee una importante inervacion simpatica, que produce

la mayor parte de la noradrenalina necesaria. La médula suprarrenal también produce

noradrenalina, aunque sobretodo adrenalina. La noradrenalina queda almacenada en
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granulos en la pre-sinapsis. Ante un estimulo, la noradrenalina se libera y se liga al receptor
ubicado en la membrana celular. Los receptores adrenérgicos, purinérgicos y muscarinicos
colinérgicos son el primer escalén en la sefalizacién celular.

Los receptores [B-adrenérgicos pueden causar un incremento en la concentracion
intracelular de AMPc que actia como segundo mensajero, activando la proteina kinasa A
(PKA) que a su vez fosforila:

- los canales de calcio tipo-L, promoviendo la entrada de calcio en la célula a través
de estos canales, aumentando la entrada de calcio en la célula a través de estos
canales. El efecto de PKA puede incrementar de entre 2 a 4 veces la Ic, basal 19 1o
que potencia el mecanismo de CICR,

- los RyR, promoviendo la liberacién de calcio del SR y la activacién de las proteinas
contractiles.

- troponina | y PLB (que regula la actividad de SERCA), facilitando la relajacion.

adr/ noradr

P e
B R

Miofilamentos

Figura 27. Esquema de los mecanismos de activaciéon de los canales de calcio por estimulacion B-adrenérgica.
Por un lado, la estimulacién de adenilato ciclasa (AC) que incrementa la concentracion de AMPc y via proteina
kinasa A (PKA), se fosforilan los canales de calcio tipo-L, los receptores de rianodina o RyRs, fosfolamba (PLB)
de SERCA y Troponina |. El esquema también muestra la via de accién directa sobre las subunidades a de las
proteinas Gs en el canal de calcio, aunque esta es una via minoritaria. Ademas, se puede observar que la
activacion de los receptores muscarinicos (M) por acetilcolina (ACh) tendria un efecto inhibidor sobre la

produccién de AMPc a través de una proteina Gi."

La activacion de los receptores de adenosina A, también aumenta la concentracién de

AMPc y podrian tener efectos parecidos a la estimulacion beta-adrenérgica. Resultados
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previos de nuestro laboratorio han confirmado la presencia de los A;aR en miocitos
auriculares humanos y su participacion en la modulacién de la concentracion de calcio
intracelular'®,

Por otro lado, la activacién de las fibras musculares cardiacas por el SNS se contrarresta
con la actividad vagal muscarinica que puede inhibir el efecto adrenérgico y la activacién de
los A2aR, inhibiendo la produccion de AMPc y revirtiendo la fosforilacion por activacion de la
PKA. El ligando de los receptores muscarinicos inhibiendo AC por el SNP es la acetilcolina
(ACh). En miocitos ventriculares ACh no tiene efecto en la Ic, basal, pero antagoniza el
efecto estimulador de las catecolaminas o de foskolin ?®°. Ademas, ACh incrementa GMPc
el cual puede disminuir AMPc a través de la fosfodiesterasa PDE-II en rana ?°'. Entre el
SNS y el SNP se controlan las funciones lusitropicas (relajacion), inotrépicas (contractilidad)
y cronotrépicas (ritmo) del corazén.

Asi, un agonista B-adrenérgico tendria un efecto parecido a la activacion del SNS,
generando vasoconstriccion y aumento de la frecuencia cardiaca y de la contractilidad
miocardica.

Los receptores adrenérgicos pueden cambiar su conformacion, su niumero y su afinidad a la
substancia transmisora 2°? por un proceso de autorregulacién que evita dafios provocados
por excesos en cantidad o frecuencia del estimulo transmisor. Esta disminucion de la
afinidad puede deberse a la fosforilacion del receptor por PKA, que implicaria la inhibicion
del mismo, de manera que cuando se ha transmitido el estimulo y se ha activado la AC,
incrementando la concentracion de AMPc y activando PKA, la misma PKA puede fosforilar

el receptor inhibiendo asi la sefalizacion.

5. Arritmogénesis auricular y regulacion del calcio intracelular

Anteriormente en esta tesis, hemos descrito el papel que tienen tanto el calcio que entra via
canales de calcio tipo-L a través de la membrana plasmatica, como el calcio liberado por el
SR, en la activacién de la contraccion. Sin embargo, existen también condiciones
fisiopatolégicas donde alteraciones en la regulacién del calcio contribuyen a la induccién y
la perpetuacion de arritmias cardiacas vy fibrilacion auricular, y el objetivo de esta tesis es
dilucidar nuevos mecanismos celulares que conducen a alteraciones en la regulacién del

calcio intracelular asociado a la fibrilacion auricular.
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5.1. Mecanismos de arritmogénesis

Existen diferentes mecanismos por los que se producen irregularidades en el ritmo
cardiaco: la automaticidad anormal, la actividad repetitiva (triggered activity), mecanismos
de reentrada y desordenes de conduccion (los desordenes de conduccion suelen estar

asociados a mecanismos de reentrada).

A continuacion se describen los principales mecanismos que pueden inducir y/o facilitar el

mantenimiento de las arritmias en general y la fibrilacién auricular en particular.

5.1.1. Automaticidad anormal

Se podria considerar que hay tres tipos de cardiomiocitos: los que generan el pulso
eléctrico, los que lo conducen y los que efectian la contraccién. Se denomina
automaticidad a la capacidad de una célula para despolarizarse espontaneamente,
alcanzar el umbral de despolarizacion e iniciar un AP. Las células de los nodos SA y AV
poseen esta propiedad. Se denomina automaticidad anormal a la actividad marcapasos
espontanea y anormal de las células de conduccion, o a la despolarizacién espontanea en
fibras sin esta propiedad de automaticidad. Este segundo caso suele producirse en las
células de regiones cercanas al nodo SA, en la auricula, o nodo AV (las valvulas) y el
sistema de His-Purkinje . Asi, estas células funcionan como pacemaker secundarias o
latentes, de manera que pueden competir con la actividad marcapasos primaria generando

ritmos anormales en el tejido auricular, provocando arritmias auriculares®®.

Pero las células cardiacas que generan el impulso eléctrico, o pacemakers, también
pueden presentar despolarizaciones espontaneas anormales. De hecho, existe una relacion
entre los latidos ritmicos pero anormales originados en el nodo SA y las liberaciones
espontaneas de calcio locales del SR de estas células, de manera que ambas
despolarizaciones, tanto estas liberaciones espontaneas (Ca sparks) controladas por el
grado de fosforilacién del RyR, como el nivel basal de latido de la célula pacemaker,

acaban determinando un ritmo oscilatorio marcapasos 24 2%,
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5.1.2. Actividad repetitiva

La actividad repetitiva o desencadenada se debe a oscilaciones en el voltaje inducidas por
APs aberrantes pro-arritmicos y es la mayor responsable de arritmias en casos de
insuficiencia cardiaca. Existen dos tipos de APs que favorecen la actividad repetitiva: post-
despolarizaciones tempranas (early afterdepolarizations, EADs) y post-despolarizaciones

tardias (delayed afterdepolarizations, DADs) 2.

Reactivation '
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Figura 28. Post-despolarizaciones en cardiomiocitos. El esquema muestra las diferencias entre post-

despolarizaciones tempranas (EAD) y tardias (DAD) y sus posibles mecanismos subyacentes15.

Las EADs dependen de la prolongacion de la duracion de AP, lo que lleva a que se
produzcan APs repetitivos en la fase de meseta. Estas post-despolarizaciones estan
favorecidas por bradicardia, por la inhibicién parcial de los canales de potasio, o por un
aumento de las corrientes de entrada de calcio durante la meseta. Pueden ocurrir a
consecuencia de la hipokalemia (que reduce las corrientes de salida Iy y lg), de la
administracion de farmacos (bloqueadores de canales de K) o de defectos hereditarios que
afecten a los canales de sodio y de potasio 207-209

Las DADs son despolarizaciones secundarias que se originan cuando la membrana esta
completamente repolarizada. Se producen bajo condiciones de sobrecarga de calcio celular
y del contenido de calcio del SR 2% Sj la concentracién de calcio intracelular y el contenido
de calcio del SR son muy elevados, aumenta la probabilidad de que se produzcan
liberaciones espontaneas de calcio del SR, elevando aun mas la concentracion intracelular
de calcio y activando las corrientes dependientes de calcio. La estimulacion B-adrenérgica

por antagonistas también puede estimular las corrientes de calcio tipo-L y las liberaciones
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211 En cambio,

de calcio del SR, incrementando la probabilidad de que se produzcan DADs
rianodina bloquea las post-despolarizaciones tardias, por lo que algunos grupos estudian la
posibilidad de que este trastorno tenga una base genética relacionada con los RyR2 ?'?, o
con los canales de calcio que modulan las liberaciones espontaneas de calcio del SR a

través de los receptores de rianodina 2.

Basicamente, cuando hablamos de actividad repetitiva, hablamos de despolarizaciones
anormales. Una despolarizacién anormal se produce cuando el calcio se libera de forma

espontanea del SR *° dando lugar a una onda de calcio que se extiende por el citosol de la

célula. Parte del calcio liberado se reacumula en el SR, pero otra parte se expulsa del
I 3,6

miocito por el NCX dando lugar a una despolarizacién anorma

- Ca* spark Onda de Ca*

(figura 29) que puede

inducir actividad repetitiva .
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Figura 29. Esquema de arritmogénesis por despolarizaciones anormales producidas por liberaciones

espontaneas de calcio del SR.

En condiciones normales de reposo, se producen liberaciones locales de calcio del SR,

dando lugar a incrementos locales de calcio conocidos como Ca sparks *. En condiciones

3, 203, 213, 214

patolégicas, la frecuencia de Ca sparks puede aumentar y producir una

liberacién regenerativa que se propaga como una onda a lo largo de la célula (Ca wave) "°.

68



Las células con actividad repetitiva pueden convertirse en focos ectépicos, donde
despolarizaciones espontaneas inducen actividad repetitiva que genera una actividad
eléctrica cadtica con multiples frentes de onda en el tejido, favoreciendo la variabilidad en el
ritmo de la frecuencia cardiaca y la induccion de arritmias.

Existen cuatro tipos de focos ectdpicos:

- De origen auricular. Relacionados con contracciones auriculares prematuras,
taquicardia auricular paroxistica, taquicardia auricular multifocal, flutter auricular y
fibrilacion auricular (FA).

- Originados en la unién auriculo-ventricular. Relacionados con contracciones
prematuras de la union y taquicardia de la unién.

- De origen ventricular. Relacionados con contracciones ventriculares prematuras,
taquicardia ventricular, flutter ventricular y fibrilacién ventricular.

- Originados en las venas pulmonares, afectando al ritmo contractil de las auriculas.

Es de este modo, que mecanismos que intervienen en la homeostasis del calcio y que
promueven la liberacion espontanea de calcio del SR, favorecen la induccién de arritmias
por actividad repetitiva. En este sentido, nuestro laboratorio ha descrito un aumento en la
frecuencia de Ca sparks y ondas de calcio asociado a la fibrilacién auricular (FA) °.
Ademas, resultados recientes de nuestro grupo muestran que la liberacidon espontanea de
calcio del SR se modula por AR '2. En esta tesis se estudia la hipdtesis de que la
incidencia anormalmente elevada de liberaciones espontaneas de calcio del SR observada

en células de pacientes con FA, esta vinculada al remodelado de los A,aR en la auricula.

5.1.3. Mecanismos de reentrada

También hay arritmias producidas por mecanismos de reentrada (acompafiados de
cambios estructurales). La reentrada se debe a una alteracion en la propagacion del
estimulo o impulso. Asi, hay un frente de excitacion que activa las células del tejido
cardiaco propagando la sefal a través del tejido por cada estimulo. Cuando este estimulo
se ha extinguido y ha pasado el periodo refractario el siguiente impulso genera otro frente
de excitacion. Sin embargo, si el primer estimulo encuentra un obstaculo por el que no se
puede propagar, la sefal eléctrica intenta sortear este obstaculo produciéndose una
conduccion anormal del estimulo a través del tejido. Este fendmeno constituye la reentrada.
La reentrada implica una conduccion retrograda del impulso sobre un punto concreto en el
tejido (por causas anatdomicas o funcionales) en el que se produce un bloqueo

unidireccional porque los canales en esa parte acaban de ser activados y aun se
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encuentran en periodo refractario. Asi el estimulo vuelve atras a través de una porcién del
tejido cardiaco que puede ser excitado de nuevo (por este primer estimulo), generandose
una reentrada donde el impulso no se extingue si no que recircula, la onda vuelve atras
excitando un tejido ya excitado pero que ya ha pasado el periodo refractario, formando un
movimiento circular del impulso (ondas en espiral) y generando un ciclo continuo de

estimulacion alrededor del obstaculo.

Asyymetrical
Decremental Retrograde
Conduction & Re-excitation
Unidireccional
Block Antegrade

Re-excitation
(reentering circus
Retrograde loop & beyong)

Jumps Gap

Annihilation

Figura 30. Mecanismo de reentrada en el tejido cardiaco. Modelo clasico de reentrada alrededor de una region

anatémica™.

Es decir, cuando un frente de estimulo desciende por una fibra de Purkinje y encuentra una
zona de bloqueo, existe la posibilidad de que alcance el musculo cardiaco por una via
alternativa. Si la via normal ha recobrado la excitabilidad, el estimulo retrégrado la
reexcitaria y daria lugar a un impulso ectépico. Si éste repite el ciclo se produce un
movimiento circular o reentrada.

Se pueden generar por este sistema varios frentes de ondas en espiral por todo el tejido
cardiaco causando despolarizaciones y contracciones caoticas y generando arritmias. Las
taquicardias supraventriculares, el flutter auricular y la fibrilaciéon auricular son arritmias

mantenidas por reentrada.

5.2. Alternancia electro-mecanica

Normalmente los nodos SA y AV regulan el ritmo cardiaco, sin embargo, existen
condiciones fisiolégicas y patoldgicas en las que la regulacién del calcio intracelular de los
miocitos auriculares o ventriculares interviene en la regulacion del ritmo cardiaco 215 Asi,
existen situaciones donde los mecanismos que intervienen en la regulacién del calcio de

latido en latido no son capaces de seguir la frecuencia de latido que establecen las células
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22, 23

marcapasos. Por ejemplo, si la frecuencia es demasiado elevada , los mecanismos

que regulan el calcio no tienen tiempo de volver al estado original de reposo antes del

214,216 resultando en alternancia o irregularidades en la dindmica del calcio

8,217,218
(

siguiente latido

latido-latido a frecuencias elevadas figura 31). Esta perturbacion de la dinamica del

calcio produce subsecuentes perturbaciones en las corrientes idnicas y la contraccion.
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Figura 31. El aumento de la frecuencia de estimulacion causa alternancia. A. En miocitos auriculares de gato,
bajo condiciones control, los aumentos en la concentracion de calcio intracelular con cada estimulacién son
uniformes (arriba). Sin embargo, al incrementar la frecuencia de estimulacion de 0’5 a 1 Hz, presentan
alternancia (abajo). Figura extraida de Kockskamper et al. 2002. B. Alternancia electromecanica, en el AP y el
acortamiento en la contraccion, y de la concentracion de calcio en miocitos ventriculares de conejo, inducida por

current-clamp. Figura extraida de Picht et al. 2006.

En el hombre se ha descrito la alternancia eléctrica y mecanica y se ha asociado este

219221 En modelos animales se ha observado que la

fendmeno a la regulacion del calcio
reduccién de Iz, induce alternancia en el calcio causada por alternancia en el calcio
liberado del SR '7® 74 178.222_ Tgmpjén se puede inducir mediante inhibicién metabdlica #* o
incrementando la frecuencia de estimulacion '* 82, La alternancia del calcio intracelular se
ha investigado en diversos modelos animales  2'* ?** 22 Pero se desconoce la relacién
entre la alternancia y la regulacion del calcio intracelular en cardiomiocitos humanos.
Ademas, hay estudios que sugieren que en auricula humana la alternancia electromecanica
podria preceder e inducir FA 7. Esta tesis pretende dilucidar cémo las alteraciones en la
dinamica del calcio intracelular, mas concretamente, las alteraciones en la amplitud de lc, ¥y
la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR, afectan a la respuesta latido-
latido a frecuencias de estimulacion crecientes. Ademas, puesto que hay estudios que

relacionan las liberaciones espontaneas de calcio del SR con la FA 3, probablemente por la
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fosforilacion RyR ?* y que la activacion de los AR induce liberaciones espontaneas de
calcio del SR ', en esta tesis también hemos investigado la hipétesis de que la activacion
de los AaR favorezca la induccion de las respuestas latido-latido no regulares y que eso

sucede con mayor facilidad en pacientes con FA.

La FA es la arritmia cardiaca mas prevalente y se espera que su impacto aumente en los

proximos afios 227,

Por el momento, el tratamiento para la FA pasa por el uso de
antiarritmicos que la revierten a ritmo sinusal. El problema es que al menos un 50% de los
pacientes presentan una recaida en un periodo inferior a un ano. Ademas algunos de los
farmacos actualmente utilizados para tratar FA pueden tener efectos proarritmicos a largo
plazozzz, 228

Una de las nuevas pautas de tratamiento de la FA es la técnica ablativa de los focos
ectépicos, aunque solo se utiliza en un grupo de pacientes seleccionado®® ??°. La ablacion
se basa en la teoria de que, debido a los mecanismos electrofisiolégicos endégenos de la
FA, se puede curar esta arritmia con la aboliciéon de focos ectépicos y la modificacion de las
variables electrofisiolégicas, alargando los periodos refractarios acortados, aumentando la
velocidad de conduccion disminuidas y reduciendo la masa de tejido auricular excitable®*.
Pero los procedimientos ablativos en la FA conllevan riesgos y complicaciones como
taponamiento cardiaco, estenosis de las venas pulmonares, fistulas atrio-esofagicas,
trombo-embolismos y arritmias.

Por ello, es de gran importancia mejorar los conocimientos sobre las alteraciones
moleculares y celulares que conducen a arritmias e identificar nuevas dianas terapéuticas

contra la aparicién y el mantenimiento de la FA.
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IV. OBJETIVOS
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Es conocido que la FA es una arritmia que tiende a autoperpetuarse, incrementando la
probabilidad de recurrencia de los pacientes con esta arritmia, pasando de FA paroxistica a
FA permanente, debido al progresivo remodelado eléctrico y estructural en las auriculas®”.
Partiendo de ello y de los antecedentes presentados en la introduccion, esta tesis pretende
mejorar los conocimientos sobre las alteraciones moleculares y celulares que conducen a la
FA. Para ello, se plantea investigar el papel de los receptores de adenosina Azs en la
regulacion del calcio intracelular en miocitos auriculares humanos, y comprobar si existe un
remodelado funcional de estos receptores en miocitos auriculares de pacientes con FA.
Con este fin, se han aplicado técnicas electrofisioldgicas cuantitativas a miocitos auriculares
humanos aislados de pacientes con y sin FA.

La tesis se ha estructurado en tres sub-estudios cuyos objetivos son:

1 Indagar en las alteraciones fisiopatoldgicas de la expresion de los A;aR en pacientes
con FA e investigar sus efectos sobre los mecanismos reguladores de la dinamica
del calcio intracelular en miocitos auriculares de pacientes con FA. Especificamente,
este sub-estudio pretendia determinar la expresién del A;aR en pacientes con y sin
FA y manipular farmacolégicamente el A;xR, para investigar si la FA se asocia a
cambios en la liberacion espontanea de calcio mediados por el AzaR.

2 Puesto que la alternancia electro-mecanica es un fendmeno que puede preceder a
la FA y que este fendbmeno se asocia a la alternancia en el calcio intracelular, el
segundo objetivo de esta tesis pretendia dilucidar mecanismos celulares que
determinen la naturaleza de la respuesta del calcio intracelular latido-latido a
frecuencias de estimulacion crecientes. Concretamente, se planteaba determinar si
existe una relacion entre el patrén de respuesta y la amplitud de la Ic,, el contenido
de calcio del SR, o la frecuencia de la liberacién espontanea de calcio del SR en
reposo.

3 Como objetivo final de esta tesis, se propuso comprobar si los A;aR modulan el
patrén de respuesta a frecuencias crecientes de estimulacién y comprobar si existen

diferencias entre cardiomiocitos aislados de pacientes con y sin fibrilacion auricular.
En resumen, el objetivo principal de esta tesis fue comprobar el posible uso terapéutico de

los AzaR como una nueva diana farmacolégica en el tratamiento de arritmias auriculares v,

mas concretamente, en el tratamiento de la fibrilacién auricular.
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V. MATERIAL Y METODOS
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1. Caracterizacion clinica/ Obtencion de tejido auricular humano

Las muestras de tejido auricular provienen de la orejuela auricular derecha. Para este
estudio se han utilizado muestras de dos grupos de pacientes:
e pacientes en ritmo sinusal (RS) sin antecedentes de fibrilacion auricular.

e pacientes con una historia de fibrilacion auricular (FA).

Los pacientes que han recibido tratamiento con antagonistas del calcio han sido excluidos

del estudio.

La muestra de tejido se extrae previamente a la canulacion, que se realiza a través de la
orejuela auricular derecha, para una operacién que requiera circulacién extracorpérea, en
pacientes intervenidos en la Unidad de Cardiologia y Cirugia Cardiaca del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. El protocolo ha sido aprobado por el comité ético del

Hospital.

2. Electroforesis en gel e inmunoblotting

Las muestras de tejido humanos se homogeneizaron con un homogenizador Polytron
(Kinematica, Switzerland) utilizando un rotor PTA 7K, fijado a 5, 10 pulsos de 10 segundos
cada uno en 6 volumenes de 30mM KH,PO, (pH 7.0) que contenian 5 mM EDTA, 300 mM
sucrosa, 40 mM NaF, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PAO, 0.5 mM ortovanadato y un cocktail de
inhibidores de proteasas. Las muestras homogeneizadas se centrifugaron a 16100 g
durante 20 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y los pellets se lavaron en el buffer y
se solubilizaron en 50 mM Tris/HCI (pH 7.4) que contenia 2% SDS, 0.5 mM DTT, 0.2 mM
PAO, 0.5 mM ortovanadato a un cocktail de inhibidores de proteasas durante 30 minutos a
0°C. Se extrajo la fraccion insoluble centrifugando a 16100 g durante 20 min.

Las células HEK-293 crecieron en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
SigmaAldrich Chemical Co.). Se transfectaron con DNA codificante para los A;aR humanos
por precipitacién con fosfato calcico. Las células fueron cultivadas o 24 o 48 horas después
de la transfeccion y se obtuvieron las membranas resuspendidas como se ha descrito

anteriormente 3% 233

. Se determind la concentracion en proteina del sobrenadante
utilizando un detergent compatible protein assay kit (Pierce Chemical Co.).

Las muestras se ftrataron con un tampoén que contenia 2-mercaptoetanol (un agente
reductor) y SDS (un agente desnaturalizante). Se analiza mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida en presencia de SDS en exceso (SDS-PAGE, 125mM Tris/HCI, 20% glycerol,
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4% SDS, 2% B-mercaptoethanol y 0,001% azul de bromofenol) en geles del 10% para A;aR
0 geles del 6 % para RyR2. Las proteinas fueron transferidas a membranas PVDF a 250
mA durante 3 horas a 4°C usando sistema de transferencia humedo, seguido de la
incubacién con anti-A,aR (1:2000 rabbit polyclonal PA1-042, Affinity BioReagants,) o con
anti-RyR2 (1:2000, Calbiochem) yanti-phospho RyR2 (1:5000, ser-2808, Badrilla). Las
membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios anti-mouse (1:5000, Dako) o
anti-rabbit (1:30000, Pierce) conjugado con peroxidasa de rabano. Las bandas
inmunoreactivas se desarrollan utilizando un kit de deteccién quimica luminiscente

(SuperSignal, West Pico Chemiluminiscent substrate, Pierce Chemical Co).

3. Extraccion de RNA y cuantificacién por PCR atiempo real

Para la extraccion de RNA, una vez se obtiene la muestra de tejido tras su diseccién, se
congela directamente a -80°C. Para observar si la estimulacion de los A;aR afecta a la
fosforilacion de los receptores de rianodina en Ser-2808, cada muestra de tejido auricular
humano se dividid en tres piezas que fueron incubadas durante 20 min en soluciones
oxigenadas: control, con el agonista selectivo de A;aR (200 nM, CGS21680) y con
isoproterenol como control positivo (1 yM), todas ellas con inhibidores de proteasas. A
continuacion las muestras se congelaron y almacenaron a -80°C. ElI RNA total se aislé de
las muestras de tejido auricular humano usando un kit comercial de extraccion de RNA total
QuickPrep (Amersham Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se
amplifico el cDNA utilizando Taq DNA polimerasa y primers para humanos de
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GADH), FGAPDH (5'-
GCGGGGCTCTCCAGAACATCAT-3'), RGAPDH (5-GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC-3')
y el A;aR humano (hA2A), FhA2A (5-GGCTGCCCCTACACATCATCAACT-3’) and RhA2A
(5-TGGGCCAGGGGGTCATCT-3).

Se realiz6 la PCR a tiempo real en placas de 96 pocillos recogiendo los datos con el ABI
Prism 7000 Sequence Detection System (ABI) y analizandolos con el ABl-software. Se hizo
la transcripcion reversa en dos-pasos seguida de PCR usando la dilucion de la primera-
hebra de cDNA en Assays-On-Demand y TagMan Universal PCR Master Mix (ABI P/N
4304437, Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) segun las instrucciones del
fabricante. Se realiz6 el analis de las muestras por triplicado. Un control sin molde (Rnase-
free water) se incluy6 en cada bateria de pruebas. Las condiciones térmicas de cada ciclo
eran 2 min a 50°C (UNG activacién), 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclo de 15 s a 95°C

(desnaturalizacién) y 1 min a 60°C (anillamiento/extension).
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Asi, se parte de 2ug de RNA total de tejido auricular para cada muestra y se realiza la
reaccion con los primers aleatorios, utilizando la transcriptasa M-MLV RT (H-). Se utilizan
los 2 pl de los cDNA obtenido con la RT para realizar la PCR Master Mix2X (50 unidades/ml
de Taq DNA polimerasa, 3 mM MgCl, y 400 uM de cada dNTP) y 0’5 uyM de cada primer de
la pareja especifica (F y R) para cada receptor. Se amplifican las muestras. Las muestra de
DNA obtenidas se someten a electroforesis en gel de agarosa al 2% utilizando un tampodn
Tris, borato 0°'09 M, EDTA 2 mM. El gel se tifie con bromuro de etidio para visualizar las
bandas.

Para realizar una cuantificacion relativa de la expresion de los genes diana en cada
muestra, se calculé mediante el método del Ct comparativo. La cantidad de gen diana
expresado (A;aR) se normalizé con una referencia enddgena (a-actinina 1) para cada

muestra.

4. Aislamiento de cardiomiocitos

El aislamiento se realiza a partir de la muestra de tejido auricular obtenida en quiréfano.

Para evitar la degradacion del tejido auricular, éste se sumerge en soluciéon Tyrode sin
Ca?, fria y a la que se le afiade 30 mM de monoxima-2,3-butanediona, inmediatamente
después de la extraccién. El tejido se corta en esta misma solucion. Seguidamente se
procede a la primera digestion enzimatica a 35°C durante 30 minutos. El tejido se extrae de
la solucién enzimatica con el fin de parar la digestion y se lava en la soluciéon Tyrode sin
Ca? con 5% de BSA. Se disgregan las células con una pipeta Pasteur y los restos de tejido
no disgregados se someten a sucesivas digestiones de 15 minutos y a los correspondientes
lavados. Una vez se han obtenido células, éstas se guardan en una solucién de
mantenimiento y se incrementa gradualmente la concentracion de calcio en la solucion

hasta 1mM. Las células obtenidas unicamente se utilizaran durante las siguientes 10 horas.
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Solucidén

Composicién

Solucién Tyrode sin Ca**

88 mM sucrosa, 88 mM NaCl, 5.4 KCI, 4
mM NaHCO3;, 0.3 mM NaH,PO,, 1.1 mM
MgCl,, 10 mM HEPES, 20 mM taurina, 10
mM glucosa y 5 mM Na" piruvato.

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH a

temperatura ambiente.

Solucién Tyrode para la primera digestion

Solucién Tyrode sin Ca®* con 1.8 mg/ml
(315U/mg), 0.42 mg/ml
proteasa y 2 mg/ml BSA.

colagenasa

Solucién Tyrode para las siguientes

digestiones

Solucién Tyrode sin Ca** con 0.6 mg/ml

de colagenasa y 2 mg/ml BSA.

Solucion Tyrode suplementada

100ml de Solucién Tyrode sin Ca®" se
suplementa con: 1ml MEM vitaminas, 1
ml penicilina-streptomicina, 2 ml MEM
aminoacidos esenciales (50x), 1 ml MEM
aminoacidos no esenciales (100x) y 500
mg BSA.

Tabla 6. Composicion de las diferentes soluciones utilizadas para el aislamiento de cardiomiocitos.

5. Técnica de patch-clamp

5.1. Descripcidn de la técnica

Se usan miocitos alargados en los que se puede observar la estriacion y que no presentan
granulacion. La capacitancia se ha usado como medida del tamano de las células para

poder normalizar las corrientes registradas al tamafo celular. El tamafio medio de la

capacitancia era de 553 pF.

Se utilizé un amplificador de patch-clamp (modelo EPC-10, HEKA, Alemania) para medir

las corrientes idnicas.
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Solucién Composicién

109.2 mM &cido aspartico, 46.8 mM CsCl,
3 mM Mg, ATP, 1 mM MgCl;, 5 mM Na;
fosfocreatina, 0.42 mM Li,GTP y 10 mM
HEPES.

El pH se ajusta a 7.2 con NaOH a

Soluciéon de medio intracelular

temperatura ambiente.

127 mM NaCl, 5 mM TEA, 10 mM
HEPES, 4 mM NaHCO; 0.33 mM
NaH,PO,, 10 mM glucosa, 5 mM acido
piravico, 2 mM CaCl, y 1.8 mM MgCl..

El pH se ajusta a 7.4 con NaOH a

Solucién extracelular

temperatura ambiente.

Tabla 7. Composicion de las diferentes soluciones utilizadas para el la técnica del patch-clamp.

Para prevenir la adhesion de los miocitos a la placa Petri, se hizo un tratamiento previo a
las placas con BSA en solucion extracelular. Para la experimentacién, se substituye la
solucion de la placa, por solucion extracelular sin BSA y se afiaden unas pocas gotas de la
solucién que contiene las células en suspension. Una vez sedimentados los
cardiomiocitos, se acerca la micropipeta a la célula y se aplica una pequefia presion
negativa que permite coger la célula elegida. Al medio intracelular se le anaden 250ug/ml
de amfotericina B para la perforacion de la membrana. Asi, la resistencia que presentaba la
pipeta, de entre 1-2.5 mQ, pasa a ser de aproximadamente 1GQ (Gigaseal) indicando que
ya se ha formado un sello por contacto entre la superficie interna de la punta de la
micropipeta y la membrana de la célula. Después de que se haya formado el sello esta
presién se elimina puesto que ya no es necesaria. La célula se levanta del fondo de la
placa de Petri y se coloca delante de un sistema de capilares para perfundirla con las

soluciones deseadas segun el experimento.
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Figura 32. Un miocito auricular humano cogido con
una micropipeta de patch-clamp. Se observa
también el tubo de perfusién (sombra negra a la
derecha de la imagen) que se coloca enfrente de la
célula para que ésta pueda ser prefundida con la

solucion experimental.

La técnica del patch-clamp permite medir las corrientes idnicas transmembrana (a
temperatura ambiente) a través de la micropipeta de patch y asi determinar: la Ic,, la
inactivacién de Ig,, la corriente de cola (l), 1as Incx espontaneas y las Incx inducidas por
cafeina (ver apartado 5.2).

Esta técnica, desarrollada por Neher y Sakmann en 1976, consiste en el aislamiento de un
trozo de la membrana plasmatica de una célula en la punta de una micropipeta. Aplicando
un impulso eléctrico desde un electrodo que esta en el interior de la pipeta y mediante el
uso de un amplificador de la sefal, se pueden medir las corrientes idnicas a través de la
membrana celular, permitiendo conocer el comportamiento de los canales idnicos a los

impulsos eléctricos, bajo las condiciones experimentales deseadas.

5.2. Protocolos electrofisioldgicos

Los experimentos electrofisioldgicos se realizaron sin el conocimiento del historial clinico de
los pacientes. A continuacion se describe cada uno de los protocolos basicos realizados en
este trabajo, que se bifurcan en tres trabajos experimentales basicos y que se adaptan

segun el objetivo perseguido en cada una de estos trabajos.

1. Medicién de la corriente de calcio tipo-L: Para medir la corriente de calcio a través
de los canales de calcio, la célula se despolariza desde un potencial de reposo de -80
mV a 0 mV durante 200 ms (ver figura 33). La despolarizacién activa la apertura de los
canales de calcio, dando lugar a una corriente de entrada. La desaparicién de la
corriente durante la despolarizacion, refleja la inactivacion de la misma. La amplitud de
la corriente de calcio tipo-L se calcula como la diferencia entre el pico de la corriente de

entrada y el valor de la corriente al final de los 200 ms.
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Figura 33. Registro representativo de lca. A: Potencial de

ms
B o 500 membrana fijado por el amplificador. B: Corriente de
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|
w ltai amplitud
i \ tail

v

|Ca

En algunos experimentos la estimulacién se ha aplicado de manera repetitiva como una
subida escalonada desde 0.2a0.5,0.67,1,1.33 y a 2 Hz.
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200ms

Figura 34. Registros de la corriente de calcio tipo-L de un cardiomiocito estimulado a tres frecuencias
diferentes: 0.5, 1y 2 Hz.

Las soluciones intra y extracelulares no contenian potasio para que estas corrientes no
interfieran en la medicion de la corriente de calcio. La corriente de sodio fue eliminada

con un prepulso de 50 ms a -50 mV que la inactiva.

Medicién de la inactivacion de la corriente de calcio (tau): Para medir la velocidad
de inactivaciéon de los canales de calcio, es decir, la fase de desaparicién de la
corriente de calcio tipo-L (lca), se calcula la velocidad de ascenso de la curva del registro

de ¢, ajustando los datos a una ecuacion bi-exponencial.
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Figura 36. Inactivaciéon de los canales de calcio,
representada sobre un registro de lca, con la ecuacion

exponencial:

40 1 y (X) = Yo + amply * exp (-x / tauy) + amplz * exp (-x / tauz)

3. Medicion de laincidencia de las corrientes de entrada espontaneas: Las corrientes
se registran con un potencial de membrana fijado a -80 o -50 mV durante un periodo de
30s.

Figura 35. Registros de corrientes Incx

v espontaneas. A: Registro a un potencial

de reposo de -80mV. B: Registro a un

potencial de reposo de -50mV.

4. Medicién del transporte de calcio a través del sarcolema por I, durante la
despolarizacion y por el NCX durante la repolarizacion: El calcio que entra y se
expulsa a través de la membrana celular en cada despolarizacién se obtiene integrando
la lez ¥y la corriente de cola (lgi, ver figura 33). Tanto para la Ic, como para la Iy, se
elimina la corriente capacitiva antes de integrar las corrientes. La integracién
proporciona una medida de la carga eléctrica (en pC) movida por la lca vy la kg
Utilizando el constante de Faraday y teniendo en cuenta que pasa un ién de calcio por
los canales de calcio que corresponde al flujo de dos cargas, mientras el transporte de
un i6n de calcio por el NCX corresponde al flujo de una carga neta (asumiendo la
estequiometria del intercambiador Na*/Ca?*: 3Na*:1Ca®"), la carga se transforma en
moles. Aqui se ha expresado como amoles (10™"® moles) y ha sido normalizado a la

capacitancia celular (amol/pF).

5. Medicién de la contraccién: Los experimentos de patch-clamp se graban
simultaneamente en video. Esto permite disponer de imagenes sobre las que se puede

medir de forma directa el acortamiento de la célula inducido por una despolarizacion.
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Figura 37. Medicién de la contraccidon. Las imagenes muestran un miocito auricular humano en potencial
de reposo de -80 mV, relajado (a la izquierda) y después sometido a una despolarizacion de 0 mV,
contrayéndose (a la derecha). A través de las imagenes se puede medir el acortamiento celular en la

contraccion.

6. Medicién del contenido de calcio del reticulo sarcoplasmatico: Se usa una
aplicaciéon rapida de 10 mM cafeina para inducir la liberacion de calcio del SR,
produciéndose asi la salida del calcio del SR (durante el tiempo de aplicacién de la
cafeina) dando lugar a una corriente de entrada transitoria debida a la extrusién del
calcio liberado del SR por el NCX. En funcion de la expulsién del calcio por el NCX, la

Incx disminuye y el calcio total liberado por el SR se obtiene integrando la corriente.

—» Cafeina ——»
A | I | Figura 38. A: Registro de una corriente obtenida

WWWWWWWWM mediante la aplicacion de cafeina en potencial de

reposo. La cafeina induce una corriente transitoria

B 2s de entrada (Incx, 15 pA de amplitud). B: La integral
de la corriente (3’5 amol/pF).

6. Microscopia confocal
Para investigar cambios simultaneos en el calcio subcelular y las corrientes objeto de

estudio, se utilizaron las técnicas de patch-clamp y microscopia confocal de forma

simultanea.
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Figura 39. Imagen de los registros simultdneos del calcio intracelular (registro verde en el panel superior) en la

Regién de Interés o ROI (rectangulo verde mostrado a la derecha) mediante la visualizacion de calcio por
microscopia confocal y de la corriente de calcio tipo-L (registro inferior morado) mediante la técnica de patch-
clamp, en un miocito auricular humano. La linea roja en el panel inferior indica el trigger que desencadena la

adquisicion de imagenes (representadas por la banda verde en el panel inferior) y sefiales eléctricas.

Para la visualizacion y medicion del calcio intracelular, los cardiomiocitos auriculares se
cargaron con un indicador de calcio fluorescente. Se utilizé Fluo-4 (K4= 345 nM) en la forma
AM (de Molecular Probes) para cargar los cardiomiocitos, incubados con 2,5 pyM a
temperatura ambiente durante 15 min. Después la suspension se centrifugar para lavar el
fluo y los miocitos se resuspenden en una solucién extracelular que contiene en mM: 132
NaCl, 4 KCI, 0.33 NaH,PO,4, 4 NaHCO3, 2 CaCl,, 1.6 MgCl,, 10 Hepes, 5 Glucosa, 5 Na-
Piruvato, el pH se ajusta a 7.4 con NaOH a temperatura ambiente.

El Fluo-4 AM se disuelve a una concentracion de 1mM en DMSO con un 10% de Pluronic.
El indicador en la forma AM éster puede entrar en el cardiomiocito atravesando las
membranas lipidicas cuando se disuelve con Pluronic 10% en DMSO. Una vez en el interior
de los cardiomiocitos, las fosfodiesterasas presentes en el citosol rompen el residuo AM
liberando el Fluo-4 que flouresce al unirse a los iones de calcio libres. Las imagenes en 2D
se captaron a una velocidad de escaneo de 100 Hz con un microscopio confocal de
escaneo resonante Leica TCS SP5 AOBS. Fluo-4 se excito Fluo-4 a 488 nm y la emisién de
fluorescencia fue captada entre 500 y 650nm. Se cuantificaron las ondas de calcio
seleccionando una regién de interés (ROI) que englobaba la célula entera. También se

midieron los cambios locales de calcio intracelular utilizando ROls especificas.
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En los experimentos que requerian perfusion intracelular con adenosina a través de la
pipeta de patch-clamp, se incluyé en la solucién intracelular 30 yM de ADO vy la sal
pentapotasico de Fluo-4. En este caso, las células no se cargaron previamente con el
fluoréforo, sino que éste entra por difusion a través de la pipeta de patch, junto con ADO
una vez que se haya roto la membrana en la punta de la pipeta. Para ello, se utiliza un
pulso breve (500-750 us) pero de alto voltaje (500 -700 mV). De esta manera, se puede
visualizar el aumento progresivo de ADO en el miocito, asumiendo que ADO y Fluo-4, que
son moléculas pequenas, tendrian una velocidad de difusion comparable. Asi, midiendo la
subida en la intensidad de la senal fluorescente en reposo tenemos una medida indirecta

del aumento de ADO en la célula.

7. Andlisis de datos y estadistica

Los valores usados para el analisis estadistico estan expresados como media + s.e.m. Se
comprobd la normalidad de los datos. Se ha utilizado el test t de Student para identificar
diferencias significativas cuando se comprobaba un efecto especifico. En los experimentos
en los que se comparan multiples variables o efectos se ha usado ANOVA y después el

post-test Student-Newman-Keuls para evaluar si los efectos especificos eran significativos.
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VI. RESULTADOS
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1. La regulacién anormal del calcio intracelular en la FA se asocia a la sobre-

regulacién de los receptores de adenosina Aza.

1.1. Introduccioén

Estudios realizados en tejido auricular humano han relacionado la FA con alteraciones en la
dinamica del calcio intracelular * %225, Ademas, miocitos aislados de la auricula derecha de
pacientes con FA presentan una disminucion en la corriente de calcio tipo-L (Ica) y un
incremento en la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR en reposo. Como
resultado de las liberaciones espontaneas de calcio del SR, la concentracion citosolica de
este i6n también incrementa y activa la extrusién de calcio de la célula a través de
intercambiador de Na*/Ca** (NCX), generando una corriente de entrada a través de este
intercambiador (Ixcx) Yy una despolarizacion concurrente de la membrana %**. Se sabe que
las post-despolarizaciones de la membrana celular favorecen las arritmias por actividad

235,236 y promueven el reinicio de la FA en muestras auriculares aisladas #*’. No se

repetitiva
conoce bien el mecanismo por el cual los miocitos auriculares de pacientes con FA tienen
liberaciones anormales de calcio por parte del SR, pero esta vinculado con el aumento de
la fosforilacion del receptor de rianodina (RyR2) ??°. Puesto que la fosforilacion del RyR2
estd mediada por la proteina kinasa A (PKA) via AMPc %% 23240 o5 posible que los
receptores de membrana acoplados a adenilato ciclasa (AC) a través de proteinas Gs
puedan modular la dinamica del calcio intracelular. De hecho, nuestro laboratorio publicé
recientemente resultados que demuestran la expresion de los receptores de adenosina Asa
(A2aR) en la auricula humana derecha y que los A;aR modulan la frecuencia de liberaciones
espontaneas de calcio *®. Ademas, hay estudios que muestran el remodelado de otros
receptores de membrana en tejido auricular de pacientes con FA ?*'?*3_ E| hecho de que la
FA causa remodelado de los receptores de adenosina podria explicar, al menos en parte, la
liberacion anormal de calcio del SR que se observa en pacientes con FA.

Este estudio se basa en la hipétesis de que la liberacion anormal de calcio del SR en
pacientes con FA esta vinculada al remodelado de los AR en la auricula. Nuestros
resultados revelan un incremento de la expresion de los A;aR cuatro veces superior en el
miocardio auricular de pacientes con FA y que los A;aR son mediadores en el incremento
de la fosforilacion de los RyR2 vy la liberacion espontanea de calcio. Ademas, la inhibicion
de los A,xR o de la degradacion de adenosina por adenosina desaminasa (ADA) exdgena,
reduce la frecuencia de ondas de calcio espontaneas en células de pacientes con FA a los

niveles observados en células de pacientes sin esta arritmia, lo que sugiere que la
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activacion de un alto numero de AzaR por adenosina enddégena en pacientes con FA

promueve la dinamica anormal en el calcio intracelular.

1.2. Métodos

1.2.1. Muestras de tejido auricular humano

Se aislaron miocitos de muestras de tejido auricular humano por digestiéon enzimatica como
se ha descrito anteriormente >. Se usaron un total de 226 miocitos de 73 pacientes para los
experimentos electrofisioldgicos. 31 de estos pacientes tenian una historia de FA, mientras
que el resto de los pacientes no presentaban esta arritmia y tenian una auricula izquierda
de tamafio normal (no dilatada, inferior a 41 mm). Los pacientes que han recibido
tratamiento con antagonistas del calcio han sido excluidos del estudio.

El numero de pacientes usados para cada experimento se especifica en cada caso.

Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente para la obtencion de las muestras.

El protocolo ha sido aprobado por el comité ético del Hospital.

1.2.2. Electroforesis en gel e inmunoblotting

Las membranas del tejido auricular o de células HEK se prepararon como se ha descrito

22 28 | as muestras se trataron con un buffer SDS-PAGE, mediante

anteriormente
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

Para observar si la estimulacion de los A,aR afecta a la fosforilacion de los receptores de
rianodina en Ser-2808, cada muestra de tejido auricular humano se divididé en tres piezas
que fueron incubadas durante 20 min en soluciones oxigenadas: control, con el agonista
selectivo de A;xR (200 nM, CGS21680) y con isoproterenol como control positivo (1 pM),

todas ellas con inhibidores de proteasas.

1.2.3. Extraccion de RNA y cuantificacion por PCR a tiempo real
El RNA total se aisl6é de las muestras de tejido auricular humano usando un kit comercial y

se amplificé el cDNA utilizando Tag DNA polimerasa y primers para los gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GADH), FGAPDH, RGAPDH y el AxaR.
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Para determinar la cantidad relativa de la expresion de los genes diana, se hizo una

cuantificacién relativa mediante el método del Ct comparativo.

1.2.4. Medicion de las liberaciones espontaneas de calcio y de las corrientes i6nicas

en miocitos aislados

Se detectaron los Ca sparks y ondas de calcio en miocitos auriculares incubados con fluo-4
usando un microscopio confocal (Leica TCS SP2 AOBS, Alemania) y las corrientes
idbnicas se registraron con un amplificador HEKA EPC-10 como se ha descrito

anteriormente * (ver Métodos).

1.2.5. Analisis de datos y estadistica

Los experimentos se realizaron sin el conocimiento de la historia clinica de los pacientes.

Se ha hecho la media de los Ca sparks y ondas de calcio de los miocitos del mismo
paciente. La media de los valores de cada paciente usados para el analisis estadistico esta
expresada en media £ s.e.m. Se comprobd la normalidad de los datos. Se ha llevado a
cabo el test t de Student para determinar si un efecto especifico era significativo. En los
experimentos donde se comparan multiples variables o efectos se ha usado ANOVA y
después el test Student-Newman-Keuls para evaluar si los efectos especificos eran

significativos.

1.3. Resultados

1.3.1. Incremento de la expresion de los AaR en pacientes con FA

Las figuras 1A y 1B muestran que tanto la especie monomérica como la dimérica (la
isoforma funcional) de los A;aR se expresan en la auricula humana.

Las especies diméricas del receptor, que es la forma funcional del receptor localizada en la

membrana celular 22, era minoritaria en muestras de pacientes sin FA, mientras que su

expresion era muy superior en las muestras de pacientes con FA (figura 1B).
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Figura 1. La expresion de los receptores de adenosina estad incrementada en fibrilacion auricular. A:
Immunoblotting con un anticuerpo anti-rabit anti-A2aR en membranas celulares de células HEK transfectadas
con A2aR humano (control positivo), membranas de miocitos auriculares humanos de pacientes sin FA (no AF) y
de pacientes con FA (AF). B: Scan densiométrico del immunoblotting de la figura A, mostrando las medias

relativas de mondmero y dimero de A2aR normalizado con la suma de mondmero y dimero en pacientes sin FA.

Ademas, midiendo el mMRNA del A;aR mediante PCR a tiempo real, comprobamos que la
cantidad de mRNA también es mucho mayor en las células de pacientes en fibrilaciéon

auricular respecto a las células de pacientes sin antecedentes de fibrilacién auricular.

5 - P<0.05

RNAmM A2AR
Relativo

No FA FA

Figura 2. Expresion relativa del mMRNA AzaR en pacientes con y sin FA. Las barras representan valores

normalizados con el control endégeno a-actinina 1 en 5 pacientes sin FA (no AF) y 8 con FA.
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1.3.2. Efecto de la activacion de los AxaR en la liberacion espontanea de calcio

Para evaluar el potencial efecto funcional del remodelado de los A;aR, primero se analizé el
efecto de la estimulacién de los A;aR (con el agonista especifico del A,R CGS21680)
sobre las liberaciones espontaneas de calcio del SR en miocitos auriculares aislados de 6
pacientes con FA y 8 pacientes sin FA. En este estudio se analizaron tanto las liberaciones
locales de calcio que no se propagan (sparks), como las liberaciones que se propagan a lo
largo de la célula (ondas o waves).

Las figuras 3A y 3B muestran que las células expuestas (previa incubacién) al agonista
para AaR, CGS21680, presentan mayor incidencia de sparks (figura 3A) y de waves (figura

3B) en miocitos de pacientes con FA, pero no en los de pacientes sin la arritmia.

A Frecuencia de Ca sparks B Frecuencia de Ca waves
15— -

i\ ] mcontrol P=0.05
£ ; | -
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£ ] .
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no FA FA no FA FA

Figura 3. Efecto de la estimulacion de los AzaR. Se muestran los efectos del agonista CGS21680 sobre la

frecuencia de Ca sparks y Ca waves en células de 8 pacientes sin FA (no FA) y de 6 pacientes con FA (FA).

Puesto que el incremento de las liberaciones espontaneas de calcio del SR podria ser el
resultado de un efecto directo de la estimulacion de AAR sobre la actividad del RyR, o de

un efecto sobre el contenido de calcio del SR ?'* 2%

, analizamos la amplitud y el tiempo de
desaparicion de 142 Ca sparks de 6 pacientes con FA para determinar como la
estimulacion de A,aR modifica el contenido de calcio del SR o su velocidad de llenado. En
estos miocitos, CGS21680 no alterd ni la amplitud (1.62+£0.05 vs. 1.59+£0.04, p=0.74) ni la
constante de tiempo de la desaparicion (4513 vs. 5216, p=0.14) de los Ca sparks.

Para determinar si el efecto de CGS21680 sobre las liberaciones espontaneas de calcio era
secundario a una accion sobre el potencial de membrana, utilizamos la técnica del patch-
clamp para fijar el potencial de membrana y detectar las corrientes de entrada Incx

activadas por liberaciones espontaneas de calcio del SR 3. Puesto que la FA ha sido
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asociada a una pérdida del potencial de reposo, examinamos el efecto de la estimulacion
de los AzaR sobre la frecuencia de corrientes Iycx espontaneas a un potencial de reposo
normal (-80 mV) y a un potencial de reposo despolarizado (-50 mV). Esta fijacion del
potencial de membrana no impidid que CGS21680 incrementara el nUmero de corrientes

Incx €spontaneas en células de pacientes con FA (figura 4A-C).
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Figura 4. Efectos de la activacion de los A;aR sobre las liberaciones espontaneas de calcio del SR. A:
registros de Incx espontaneas antes y después de la exposicion del miocito a 200 nM CGS21680. B-C: Las
figuras muestran que se produce un incremento significativo de la frecuencia de Incx frente a la exposicion a
CGS21680 en miocitos de 11 pacientes con FA, mientras que este incremento no se produce en los miocitos de

los 8 pacientes no FA. Este efecto se observé a ambos potenciales de reposo (-80 y-50 mV).

La amplitud de las corrientes Iycx espontaneas o mostro diferencias en los miocitos de los
11 pacientes con FA antes y después de exponerlos a CGS21680 (0.27+0.09 y 0.25+0.09
pA-pF" respectivamente, p=0.76). El contenido del SR en estos miocitos también era
comparable antes y después de la exposicion a CGS21680 (6.9+0.6 amol-pF"' con
CGS21680 vs. 7.0+0.4 amol-pF" sin CGS21680, p=0.83). Tal y como se ha descrito
previamente por otros grupos, la amplitud de Ic,, con una despolarizacion superior a 0 mV,
era significativamente menor en las células de pacientes con FA. En cualquier caso, tal y
como se muestra en la figura 5A, la amplitud de Iz, no se vio significativamente afectada

por la exposicion a CGS21680 en ninguno de los dos grupos de pacientes.
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Figura 5. Efectos de la activacion de los A;aR sobre la corriente de calcio tipo-L. A: Registros
representativos de la corriente de calcio tipo-L en ausencia (control) y en presencia de CGS21680. B-C:

Relaciones Intensidad-Voltaje obtenidas en ausencia (CON) y en presencia (CGS) del agonista para los AzaR,
para células de 11 pacientes con y 8 pacientes sin FA.

Ademas, la relacién Intensidad-Voltaje para Ic; no se vio afectada por CGS21680 en
ninguno de los dos grupos de pacientes (figura 5B).

Ademas, en una serie de experimentos a parte utilizando miocitos de pacientes sin FA, se
comprobd que el agonista beta-adrenérgico isoproterenol (ISO) si incrementaba la amplitud
de Ica y la liberacion de calcio por cafeina confirmando que se podia inducir una

estimulacion de I¢,; via PKA en estas células.

OCON OGS OOGSHS0
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Figura 6. Comparacion del efecto de CGS21680 y de isoproterenol (ISO) sobre la corriente de calcio tipo-
L. Las barras representan la densidad de la Ica en cardiomiocitos sometidos a exposicién consecutiva de
soluciones control (CON), CGS21680 (CGS) y CGS21680+isoproterenol (CGS+ISO). Las diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos se indican con los valores P.

1.3.3. La activacion de los AaR incrementa la fosforilacion del receptor de rianodina

en auriculas fibriladas

Para probar cédmo la activacion de los A;aR afectaba a la fosforilacion de los RyR2, usamos
un anticuerpo fosfo-especifico que reconoce el receptor de rianodina en su estado
fosforilado por el residuo ser-2808. La figura 8 muestra que el ratio RyR2 fosforilado en ser-
2808 : RyR2 total era significativamente mayor en el tejido auricular de pacientes con FA
que en el de pacientes sin la arritmia. Ademas, la estimulacién de los A;aR con CGS21680
incrementaba la RyR2 fosforilada en ser-2808 en tejido de pacientes con FA. El efecto de
isoproterenol sobre la fosforilacion de RyR2 (figura 7B) se utiliz6 como control positivo para

la RyR2 fosforilada en ser-2808 2%°.

De acuerdo con la importancia del estado de
fosforilacion del RyR2 en la liberacion de calcio del SR, la frecuencia de Iycx espontaneas
(figura 4B) era proporcional al ratio S2808 : RyR2 total (figura 7B), siendo menor en las
muestras de pacientes sin FA incubadas con una solucién control y mas elevada en las

muestras de pacientes con FA incubadas con CGS21680.
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Figura 7. Efectos de la activacion de AR sobre la fosforilacion del RyR2 en ser-2808. A: Westernblot del
RyR2 total y del RyR2 fosforilado en ser-2808 (S2808) en tejido auricular de pacientes con FA. Las muestras de
tejido se incubaron en una solucion Tyrode oxigenada durante 20 min en condiciones control (CON), con 200
nM de CGS21680 (CGS), o con 1 pM de isoproterenol (ISO). B: Densiometria del RyR2 fosforilado en ser-2808
relativa a RyR2 total. Los valores para todos los tratamientos fueron significativamente mayores en FA respecto
a no FA (p<0’05, n=9).

1.3.5. Efecto de la inhibicién de los A,AR sobre la dindmica del calcio del SR

Para comprobar si existe una relacion casual entre la elevada activacion de los AxaR en
pacientes con FA y la elevada incidencia de liberaciones espontaneas de calcio en los
miocitos de los pacientes con esta arritmia, se comparé el efecto de los inhibidores
selectivos de los AxaR sobre la dinamica del calcio del SR y la Ic; en miocitos auriculares de
pacientes con y sin FA. La figura 8A muestra que el antagonista del AxaR, ZM241385,
reduce significativamente la frecuencia de liberaciones de calcio del SR en miocitos de
pacientes con FA a los niveles observados en miocitos de pacientes sin la arritmia y que
este efecto es reversible. Por el contrario, la exposicion de los miocitos al antagonista, no
afecté a las liberaciones de calcio del SR inducidas por cafeina ni a la amplitud de I,
(figura 8B).
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Figura 8. Efectos de la inhibicion de los A;aR sobre las corrientes Incx espontaneas y sobre la Ica. A:
Registros de las corrientes Incx espontaneas antes (control), durante (ZM241385) y después (wash) de la
exposicion al miocito a 50 nM del antagonista ZM241385. La media muestra que ZM241385 reduce

significativamente la frecuencia de Incx en miocitos de 6 pacientes con FA, aunque no en miocitos de pacientes
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sin FA. El potencial de reposo utilizado fue de -80 mV. B: Registros de Ic, antes (control), durante (ZM241385) y
después (wash) de la exposicion del mismo miocito a ZM241385. La media muestra que ZM24138 no tiene

ningun efecto significativo sobre la amplitud de Ica., ni en los miocitos con FA ni en los de no FA.

1.3.6. La adenosina endégena modula la dinamica del calcio del SR a través de la

activacion de los A,uR

La inhibicion de las liberaciones espontaneas de calcio del SR por los antagonistas de AzaR
sugiere que actuan como agonistas reversos o que los AR se activan por adenosina
endogena. De acuerdo con esta ultima posibilidad, adenosina desaminasa exégena (ADA)
redujo significativamente la frecuencia de corrientes Incx espontaneas (figura 9A) y este
efecto se pudo revertir con el agonista no degradable de los A,xR, CGS21680. En cambio,

ADA no tuvo efecto significativo sobre Ic,, ni sobre las corrientes Incx inducidas por cafeina.
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Figura 9. Efectos de la adenosina desaminasa exdgena sobre las Incx espontaneas y sobre la lca. A:
Registros de las corrientes Incx espontaneas antes (control) y después de la exposicion al miocito a 2u/ml de
adenosina desaminasa (ADA), seguido de la adicion de 200 nM CGS21680 en presencia de ADA. El potencial
de reposo utilizado fue de -80 mV. B: ADA reduce significativamente la frecuencia de Incx espontaneas en

miocitos de 10 pacientes con FA y de 11 pacientes sin FA pacientes.
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Para verificar que la adenosina endégena puede estimular liberaciones espontaneas de
calcio, algunos miocitos auriculares humanos se sometieron una configuracion de la técnica
de patch-clamp donde se rompe la membrana celular en la punta de la pipeta (ruptured-
patch) permitiendo asi infundir adenosina dentro de la célula a través de la pipeta de patch-
clamp. Para seguir esta infusion, se incluyd en la solucién de la pipeta 50 uM de fluo-4. La
infusién de fluo-4 se siguidé a por el aumento en la intensidad de su fluorescencia con el
tiempo, utilizando la microscopia confocal. La figura 10A muestra las imagenes grabadas a
0, 10, 18 y 26 minutos después de haber roto la membrana en la punta de la pipeta
(también llamado ruptura del sello). En los 12 experimentos realizados se llegé a un
aumento maximo de la fluorescencia de 0.85+0.2 en un ty» del aumento de 13.4+3.9 min.
La senal de fluo-4, registrada a un potencial de reposo de -80 mV, se muestra en la figura
10. Inicialmente, la infusion de adenosina induce numerosos Ca sparks y mini-waves,
mientras que después predominan las grandes ondas de calcio que se propagan a lo largo
del miocito. La figura 10D resume el efecto de la infusion de soluciones de pipeta con y sin
adenosina. Los dos tratamientos tienen efectos opuestos, significativamente diferentes
(p<0.05, ANOVA de un factor), sobre la frecuencia de Ca waves que provocan corrientes
Incx €spontaneas. En cambio, La amplitud de Ic,, después de la infusion de adenosina, era

de un 101£25% (n=8) respecto al valor inicial.
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Figura 10. Efecto de la perfusién intracelular con adenosina. A: Imagenes de confocal de un miocito
auricular infundido con fluo-4 y adenosina, 0, 10, 18 y 26 minutos después de la rotura del sello. B: Con el
tiempo, el nivel basal de fluorescencia incrementd en estos 12 experimentos. La linea continua representa el fit
hecho mediante una ecuacién sigmoidal. C: Cuantificacion de la sefial de calcio registrada a un potencial de
reposo de -80 mV a 0, 10, 18 y 26 minutos después de la rotura del sello de patch-clamp. Las lineas azules
punteadas indican el nivel basal de fluorescencia a 0 y 26 minutos. D: Cambios en las ondas de calcio segun el
tiempo de infusion de una soluciéon con adenosina (ADO) a través de la pipeta. Como referencia se muestra la
infusion de una solucién sin la adenosina (CON).

En una serie de experimentos, la perfusion de miocitos de 5 pacientes, con 150 nM de
ZM241385, inhibi6 el efecto estimulador de la infusiéon con 30 pM de adenosina (figura 11),

confirmando que la adenosina actua a través de la activaciéon de los AxaR.
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Figura 11. Lainhibicidon de los AzaR revierte el efecto de la adenosina sobre corrientes Incx espontaneas.
Las columnas representan la frecuencia de corrientes Incx espontaneas registrado en la misma célula
inmediatamente después de la ruptura del sello (CON), después de infusién de 30 uM adenosina (ADO) y

después de perfusion extracelular con ZM241385 y perfusion intracelular con ADO (ADO+ZM).

105



1.4. Discusion

Este estudio revela que los miocitos auriculares aislados de pacientes con FA muestran
una sobre-expresion de los AsaR funcionales, que promueve las liberaciones espontaneas
de calcio del SR por un incremento de los RyR fosforilados en el residuo S2808. Este
efecto se debe probablemente a la activaciéon de un mayor niumero de A,aR por adenosina
enddgena, ya que la exposicion tanto a inhibidores de A;aR como a adenosina desaminasa,

reduce la frecuencia de ondas espontaneas de calcio.

1.4.1. Remodelado de los A,4R en fibrilacién auricular

En este estudio mostramos que los niveles de mRNA de A;aR aumentan cuatro veces en
pacientes con FA, lo que coincide con la elevada expresion de las formas monoméricas y
homodiméricas funcionales 2** de los A,xR en pacientes con FA. Ademas, el solapamiento
de la distribucién de los AR y el RyR2 en la auricula humana'® hace viable su interaccion.
Estos descubrimientos sugiere que la FA puede remodelar receptores de la membrana
celular que regulan la dinamica del calcio intracelular, y concuerda con el remodelado de

otros receptores en pacientes con FA, entre los cuales se encuentran los receptores de

241, 242 243

angiotensina , receptores de IP; ?**, receptores opioides ?*° y receptores 5-HT, 2*°. El
remodelado en FA de multiples receptores podria provocar una variabilidad de efectos e,
incluso, efectos opuestos en la dinamica del calcio intracelular. De hecho, la sobre-
expresion de los receptores de angiotensina, 5-HT, e IP; favoreceria la movilizacion del

243, 246, 247

calcio intracelular , mientras que la una menor expresion de los receptores de 5-

HT, e IP5 reducirian la amplitud de Ic, y la carga de calcio del SR .

1.4.2. El remodelado de los A,,R esté relacionado con la anormal dindmica anormal

del calcio

Se ha descrito que las liberaciones espontaneas anormales de calcio del SR favorecen la
incidencia de post-despolarizaciones arritmogénicas en miocitos aislados de pacientes con
FA%® y que se deben a un incremento de la actividad de RyR2 * #°. Aun no conoce el
mecanismo especifico que asocia la FA a la dinamica anormal del calcio intracelular, pero
los resultados de este estudio sugieren como causa el remodelado de los AyaR. Asi, tanto

el ligando natural de estos receptores (adenosina) como el agonista selectiva CGS21680,
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incrementan significativamente la frecuencia de sparks y ondas de calcio en pacientes con
FA, mientras que el antagonista selectivo de los AxaR tiene el efecto contrario.
Hay diversas vias por las que la estimulacion de los A;aR puede incrementar las
liberaciones espontaneas de calcio del SR:

- afectando directamente la actividad del receptor de rianodina 2% 2*°
- incrementando el contenido de calcio del SR 2*°
- modulando la amplitud de I, 2*°

- promoviendo la activacién cruzada entre receptores IP; y RyR '*

Nuestros resultados indican que el mecanismo mas probable por el que se incrementan las
liberaciones espontaneas de calcio en la FA es por un aumento de la fosforilacion del
RyR2. Asi, el ratio de RyR2 fosforilado en ser-2808 : RyR2 total era mayor en pacientes
con FA que en pacientes que no presentaban la arritmia, y la estimulacion de los A;aR con
CGS21680 incrementaba significativamente la fosforilacion del RyR2 en ser-2808 en
pacientes con FA.

En cambio, nuestros resultados no sustentan una modulacion de la dinamica del calcio por
otros mecanismos. Asi, CGS21680 no tuvo efectos significativos sobre la amplitud de la Ic..
Ademas, CGS21680 tampoco afectd ni a la amplitud y desaparicion de los Ca sparks, ni a
la amplitud de las corrientes Iycx espontaneas, ni a la cantidad de calcio liberado por una
aplicacion rapida de cafeina.

Todo esto indicaria que la activacion de los A;aR no modifica la cantidad de calcio
eliminado durante las corrientes Iycx espontaneas y, por consiguiente, no es probable que
la activacion de los A,AsR incremente la entrada de calcio entre dos Iycx sucesivas. La falta
de efecto de CGS21680 no se debid a defectos en la via de sefializacion del AaR puesto
que la estimulacion beta-adrenérgica incrementoé la amplitud de e, ¥ las Incx inducidas por
la aplicacion de cafeina, como ya ha sido publicado en miocitos ventriculares de pequenos

roedores 248, 250, 251

. Ademas, el efecto estimulador de CGS21680 era comparable en
miocitos con el potencial de reposo fijado a -80 mV (figura 4B) y en miocitos no sometidos a
patch-clamp (figura 3B), lo cual asegura que el efecto de CGS21680 no se debe a un efecto
sobre el potencial de membrana en reposo que podria modular la liberacién espontanea de
calcio del SR 2°% 2%,

De acuerdo con estos resultados, hay experimentos que muestran que la estimulacion de
los A2aR en ventriculo de cobaya incrementa el nivel de AMPc pero no la fosforilaciéon de

PLB 88,
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1.4.3. Implicaciones clinicas

Aunque el potencial arritmogénico de la liberacién espontanea de calcio del SR en miocitos
auriculares humanos no esta directamente tratado en este estudio, otras investigaciones
han mostrado la induccién de post-despolarizaciones y actividad repetitiva por liberaciones
sarcoplasmaticas de calcio %%, asi como la capacidad de las post-despolarizaciones para
reiniciar fibrilacion auricular en preparaciones de auricula derecha canina 2¥’. Ademas, la
automaticidad anormal, uno de los dos principales mecanismos de arritmias auriculares,
junto con la actividad repetitiva®®®, esta favorecida por las liberaciones espontaneas de
calcio del SR en células auriculares marcapasos latentes °. Por ello, circunstancias que
favorezcan la liberacion anormal de calcio del SR podrian, teéricamente, contribuir al
mantenimiento o la recurrencia de la FA. La novedad de nuestro estudio es que muestra
por primera vez un incremento en la expresion de los A;aR en pacientes con FA, que podria
contribuir a la domesticacion de la AF mediante la estimulacion de una mayor liberacion
espontanea de calcio en miocitos auriculares de estos pacientes. El remodelado de los
receptores opioides, de angiotensina y de IP3, como han establecido otros estudios en

tejido auricular humano?*? 243

, podrian actuar en coordinacion con los receptores de
adenosina, ya que también intervienen en la regulacion de la dinamica del calcio
intracelular.

Interesantemente, este estudio muestra que la inhibicién de los A,aR causa una fuerte
reduccion de las liberaciones de calcio del SR realizadas por RyR2 en miocitos de
pacientes con FA sin comprometer la contribucion de otros mecanismos reguladores del
calcio como la carga de calcio del SR o la corriente de calcio tipo-L.

La prevencion de la FA con drogas que bloquean los A;aR no se han evaluado todavia,
pero nuestro estudio da motivos para considerarlos una opcion valida. Asi, inhibicion de los
AoaR reduce la liberacion espontanea de calcio en miocitos de pacientes con FA a niveles
observados en pacientes sin la FA, sin inhibir a otros mecanismos reguladores del calcio
como la corriente de calcio tipo-L. De hecho, medicamentos dirigidos a otros receptores
celulares sometidos a un remodelado en la FA, como los receptores de angiotensina, estan

dando buenos resultados %**.

1.4.4. Consideraciones del modelo

Una de las complicaciones en la interpretacion de datos obtenidos en cardiomiocitos

humanos son las diferencias clinicas o terapéuticas entre pacientes, ya que podrian

provocar una desviacion en los resultados. En este estudio se contemplé este asunto de
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diferentes maneras. En primer lugar, se eliminaron de este estudio los miocitos de
pacientes con tratamientos farmacolégicos, como los antagonistas del calcio, que cabria
esperar que interfirieran de forma directa en la homeostasis del calcio intracelular. Ademas,
pacientes con una historia clinica sin fibrilacion auricular solamente fueron incluidos en el
estudio si el tamafio auricular (de la auricula izquierda) era normal (diametro de 40 mm o
menos), para evitar posibles efectos causados por la dilatacién auricular en el grupo
control. No podemos descartar que otros parametros clinicos o terapéuticos puedan tener
impacto sobre nuestros datos, pero los resultados obtenidos estan de acuerdo con
publicaciones anteriores sobre el remodelado de la liberacion espontanea de calcio y de la
Ica en miocitos aislados de pacientes con fibrilacion auricular 372 Ademas, la estimulacion
de las Incx espontaneas por la activacién de los A;aR esta de acuerdo con resultados
anteriores de nuestro laboratorio 8. Por ultimo, el uso de farmacos siempre conlleva el
riesgo de efectos no especificos. Sin embargo, los antagonistas de los AR utilizados son

altamente selectivos para este receptor frente a los otros receptores de adenosina.

En resumen, a nuestro mejor entender, este es el primer estudio que demuestra una
relacion funcional entre el elevado nivel basal de liberaciones espontaneas de calcio del SR
en miocitos de pacientes con FA y la sobre expresién de los A;aR, asi como la fosforilacién
de los RyR2. Nuestros resultados apuntan a la activaciéon anormal de los A;aR en FA como
mecanismo para el asentamiento de la FA. Ademas, la disminucién de las liberaciones
espontaneas de calcio del SR gracias a antagonistas de los A;aR observada en miocitos de
pacientes con FA, proporciona un base fisiopatoldgica razonable para ensayar el bloqueo

de los A,aR como un nuevo enfoque para prevenir la recurrencia de la fibrilacion auricular.
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2. Regulacion de la respuesta del calcio latido-latido por el calcio en miocitos

auriculares humanos

2.1. Introduccion

Los cambios latido-latido en la morfologia del segmento ST y la onda T (alternancia

eléctrica) y en la contraccién (alternancia mecanica) es un fendmeno observado en varias

patologias (cardiomiopatia, isquemia, insuficiencia cardiaca vy fibrilacién auricular (FA))” %"

255, 256 258, 259 La

, anunciando la aparicién de FA " ?*" y arritmias ventriculares severas
alternancia en la amplitud y en la duracién del potencial de accion suele ser el mecanismo

256

subyacente de la alternancia eléctrica En condiciones fisiolégicas, la alternancia

eléctrica del potencial de accion puede inducirse artificialmente incrementando la frecuencia
del corazén” 2.

Modelos experimentales han revelado que el desarrollo de la alternancia eléctrica y
mecanica depende de la concentracion plasmatica de calcio, de modo que la alternancia
puede inducirse reduciendo la concentracion plasmatica de calcio con agentes quelantes
de calcio como por ejemplo EDTA #* %0 Ademas, la alternancia eléctrica y mecanica se
puede revertir mediante la administraciéon de calcio en humanos %*. Asimismo, se ha
observado que la reduccién del calcio que entra por los canales de calcio tipo-L, en
miocitos ventriculares de rata, induce alternancia en el calcio causada por alternancia en el

R 8213214261 También se ha inducido la alternancia en los niveles del

262, 263

calcio liberado del S

calcio intracelular en miocitos de mamifero mediante inhibicion metabdlica
213, 220

(0]

incrementando la frecuencia de estimulacion y se ha atribuido a heterogeneidades

inter y/o intra celulares en la dinamica del calcio®'* %8 220 261

. Se ha observado que, en la
auricula humana, la alternancia electromecanica podria preceder e inducir FA 7, y a nivel
celular la FA ha sido asociada a una disminucién de la corriente de calcio tipo-L (Ica)? y un
incremento en las liberaciones espontaneas de calcio del SR . A pesar de estos estudios,
no esta claro como las alteraciones patolégicas en la dinamica intracelular del calcio
afectan a la incidencia y la naturaleza de la dinamica del calcio intracelular latido-latido
cuando la frecuencia de estimulacion se aumenta.

Con el fin de estudiar esta cuestion, hemos utilizado la técnica del patch-clamp y
visualizacion del calcio intracelular por microscopia confocal para determinar como la
estabilidad la dinamica del calcio latido-latido, depende de la densidad de I, y la liberacién
espontaneas de calcio, en miocitos auriculares humanos. Nuestros resultados muestran
que la naturaleza de la respuesta latido-latido de la dinamica del calcio intracelular se
modula por la densidad de la Ic, y por la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio

del SR en reposo. Ademas, la inhibicion parcial de la Ic, 0 del RyR2 redujo la incidencia de
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alteraciones en la respuesta latido-latido, lo cual apoya el uso de farmacos que regulan la
Ica 0 la actividad del RyR2, para mejorar la estabilidad latido-latido de la dinamica del calcio

intracelular en miocitos auriculares humanos.

2.2. Métodos

2.2.1. Miocitos auriculares humano

Se aislaron miocitos de muestras de tejido auricular humano por digestiéon enzimatica como
se ha descrito anteriormente 3. Se usaron un total de 177 miocitos de 114 pacientes para
los experimentos de este estudio. Los miocitos se aislaron a partir de muestras de tejido de
pacientes que no presentaban en su historia clinica antecedentes de FA. Los pacientes que
han recibido tratamiento con antagonistas del calcio han sido excluidos del estudio.

Aunque las muestras de tejido obtenidas para el estudio es tejido que normalmente se
descarta durante la cirugia, se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente para la
obtencion de las muestras. El protocolo ha sido aprobado por el comité ético del Hospital y

cumple con la Declaraciéon de Principios de Helsinki.

2.2.2. Imagenes de calcio por confocal

Para visualizar los cambios en la concentracion intracelular de calcio, los miocitos fueron
incubados con 2.5 uyM de fluo-4AM durante 15 min, seguido por un lavado y de-
esterificacion de al menos 30 min. Se visualizé el calcio por microscopia confocal a una
frecuencia de muestreo de 100 Hz utilizando un microscopio confocal de escaneo
resonante Leica SP5 AOBS. Se excito el fluo-4 a 488 nm y las imagenes se formaron por la
emision de fluorescencia captada entre 500 y 650 nm. Se fijé la energia del laser al 20% del
maximo y esa energia se atenu6 al 4%. Se cuantificaron los cambios globales del calcio
intracelular usando una Regién de Interés (ROI) que cubria la totalidad de la célula, y los
cambios locales se cuantificaron con ROIs especificas cuando se consideré oportuno (ver
figuras 16-18).
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2.2.3. Técnica de patch-clamp

Se midieron las corrientes idnicas (corriente de calcio tipo-L, la corriente de cola, las
corrientes de intercambio Na-Ca espontaneas e inducidas por cafeina) mediante la técnica
de patch-clamp perforado en miocitos auriculares humanos, tal y como se ha descrito
anteriormente 3. Se us6 la integral de la corriente de intercambio Na-Ca inducida por la
aplicacion rapida de 10 mM de cafeina como medida del contenido de calcio del SR 2. Las
variaciones latido-latido en el calcio intracelular y en las corrientes idnicas fueron inducidas
por un incremento paulatino en la frecuencia de las despolarizaciones repetitivas de 0.2 a 2
Hz. Las soluciones de stock de rianodina (100 mM), nifedipino (10 mM) y Bay-K8644 (1

mM) se prepararon por disolucion en DMSO.

2.2.4. Anadlisis de datos y estadistica

Los experimentos se realizaron sin el conocimiento de la historia clinica de los pacientes.

Los valores utilizados para caracterizar los Ca sparks y las ondas de calcio de cada
paciente se obtuvieron como la media de los miocitos del mismo paciente. Los valores de
cada paciente fueron usados para el analisis estadistico y estan expresados como la media
*+ s.e.m. Se comprobd la normalidad de los datos. Se ha llevado a cabo el test t de Student
para determinar si un efecto especifico era significativo. En los experimentos donde se
comparan multiples variables o efectos se ha usado ANOVA y después el test Student-

Newman-Keuls para evaluar si los efectos especificos eran significativos.

2.3. Resultados

2.3.1. Dinamica del calcio intracelular latido-latido en miocitos auriculares humanos

Con el fin de caracterizar la naturaleza de la respuesta latido-latido y la incidencia las de
respuestas uniformes, alternantes e irregulares y su dependencia de la frecuencia de
estimulacion en miocitos auriculares humanos, se investigd su respuesta a un incremento
paulatino en la frecuencia de estimulaciéon de 0.2 a 2 Hz. A una frecuencia de 0.25 Hz,
todos los miocitos examinados estaban en estado estacionario y presentaban una
respuesta latido-latido uniforme. La figura 12 muestra registros consecutivos de
incrementos transitorios de calcio intracelular (panel A) y las corrientes de membrana

correspondientes (panel B) en un miocito representativo con una respuesta latido-latido
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uniforme. La cuantificacion de los flujos de calcio a través del sarcolema (panel ¢) muestra
que la célula estaba en estado estacionario donde la salida de calcio (lw) iguala a la

entrada.

A
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Figura 12. Respuesta latido-latido uniforme en miocitos auriculares humanos. A: Corrientes transitorias de

pA/pF

F o

© amo

calcio provocadas por despolarizaciones de membrana consecutivas de 0.25 Hz. Las barras de escala vertical y
horizontal representan 0.5 u.a. y 10 s respectivamente. B: Corrientes de membrana correspondientes. La escala
vertical representa 1 pA/pF y la horizontal 200 ms. C: Integral de las corrientes de membrana Ica € lii del panel

B. La escala vertical representa 1 amol/pF y la horizontal 200 ms.

2.3.2. Efecto de la frecuencia de estimulacion sobre la respuesta latido-latido en

miocitos auriculares humanos

Cuando se incrementod la frecuencia de estimulacion de forma escalonada de 0’2 a 2 Hz se
obtuvieron tres diferentes respuestas latido-latido (uniformes, alternantes e irregulares). La
respuesta uniforme, descrita en el apartado anterior, se observé a todas las frecuencias de
estimulacion en 12 de los 44 miocitos sometidos a este protocolo de estimulacion. La
respuesta alternante (que muestra la figura 13) se observd en 8 de los 44 miocitos y
consistia en alternancias repetitivas en la amplitud de los incrementos transitorios de la

concentracion de calcio (panel superior), en la amplitud de la Ic, y la corriente de cola
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(panel central), y en los flujos de calcio a través del sarcolema (panel inferior). Cabe
resaltar que las alternancias en la entrada de calcio (lc,) estaban desfasadas con respecto

a las alternancias en las corrientes de salida de calcio (l;) y los incrementos transitorios de

calcio.
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Figura 13. Alternancia latido-latido en miocitos auriculares humanos. Seis registros de corrientes
consecutivas de un miocito con respuesta alternante en las corrientes transitorias de calcio (panel superior), las
corrientes de membrana Ica € li (panel del medio) y la integral de lca e lai (panel inferior). Para apreciar la
alternancia en lwi, se ha dibujado una linea punteada a -80 mV a lo largo del panel, y la linea discontinua indica
0 pA/pF.

En la mayoria (24 de 44) de los miocitos examinados, un aumento en la frecuencia inducia
una respuesta irregular (figura 14). Esta respuesta consistia en patrones irregulares de
pequefos incrementos transitorios de calcio, intercalados con grandes incrementos
transitorios en la concentracion de calcio, que abarcaban varios pulsos de estimulacion
(panel superior). El panel central de la figura 14 muestra las correspondientes respuestas
de la I, € I y €l panel inferior muestra los movimientos del calcio en el sarcolema durante

cada pulso. Cabe destacar que el gran incremento en el nivel del calcio intracelular
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producido durante los incrementos transitorios de calcio grandes iba asociado con una

depresién concurrente de la lc,. De hecho, la severidad de la depresion de Ic, era

proporcional a la amplitud del correspondiente incremento en la concentracion de calcio.
Ademas, la integral de la |y, fue una fiel referencia del pico en el nivel citosdlico de calcio
durante cada despolarizacion en todos los miocitos con respuestas alternantes o
irregulares. Por ello, los cambios en la integral de estas corrientes de cola en base a la
respuesta latido-latido fueron usados para clasificar el patrén latido-latido en experimentos

posteriores donde solamente se aplicé la técnica del patch-clamp en los miocitos.

2a.u.

1000 ms

]
w
amol/pF con 8 pAllpF o

-250

Figura 14. Alteraciones en la respuesta latido-latido en miocitos auriculares humanos. Registros de
corrientes consecutivas de un miocito con una respuesta latido-latido irregular en los incrementos transitorios de
calcio (panel superior), las corrientes de membrana lca € i (panel central) y la integral de la Ica € lai (panel

inferior). Destacar que el pico de Ic, era inversamente proporcional a la amplitud de los incrementos transitorios
de calcio.
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2.3.3. Efecto de la frecuencia de estimulacion sobre la dinamica del calcio subcelular

en miocitos auriculares humanos

La combinacién de la técnica de patch-clamp con la de microscopia confocal permitio
analizar como la frecuencia de estimulaciéon afecta a la dinamica local del calcio.
Especificamente, el analisis transversal de los incrementos transitorios en la concentracion
de calcio reveld un retraso temporal, entre las concentraciones registradas en el sarcolema
y la region central, de los miocitos con una respuesta latido-latido uniforme (figura 15). Por
el contrario, no se observaron heterogeneidades de los incrementos transitorios de calcio

en el eje longitudinal de las células con una respuesta latido-latido uniforme.

2.5 1 ¢ ¢ L —~-sarcolema

--centro de la célula

0.5 '
0 tiempo, s 1.5

Figura 15. Respuesta latido-latido uniforme de los incrementos transitorios en la concentracion de
calcio. La parte superior del panel muestra imagenes consecutivas registradas 20 ms antes y 120 ms después
de la despolarizacion de un miocito con un patrén latido-latido uniforme. La parte inferior muestra las

cuantificaciones superpuestas del calcio en el sarcolema y en el centro de la célula.

Especificamente, el analisis transversal de los incrementos transitorios en la concentracion
de calcio revel6 un retraso temporal entre las concentraciones registradas en el sarcolema
y la region central de los miocitos con una respuesta latido-latido uniforme (figura 15). Por
el contrario, no se observaron heterogeneidades de los incrementos transitorios de calcio

en el eje longitudinal de las células con una respuesta latido-latido uniforme.
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Figura 16. Respuesta latido-latido alternante de los incrementos transitorios en la concentracién de
calcio. Registros de un miocito, estimulado a 2 Hz, con alternancia discordante en el calcio a nivel subcelular.
La imagen de la izquierda indica, mediante dos rectangulos, las areas usadas en la cuantificacion del calcio que

se muestran a la derecha, mostrando la alternancia discordante de los incrementos transitorios de calcio.

Por otro lado, el analisis de los incrementos transitorios de calcio locales reveld que unos
pocos miocitos tenian alternaciones discordantes en el nivel del calcio citosolico en
diferentes regiones de una célula (figura 16). El analisis del calcio local también revel6 que
los miocitos con una respuesta latido-latido irregular mostraban heterogeneidad en los
incrementos transitorios de calcio en el eje longitudinal. La figura 17 muestra un ejemplo
donde se observé una heterogeneidad muy pronunciada en los incrementos transitorios de
calcio grandes, registrada a lo largo del eje longitudinal en miocitos con respuestas latido-
latido irregulares. Este analisis documenta especificamente que, mientras los incrementos
transitorios pequenos eran uniformes a lo largo del eje longitudinal, los incrementos
transitorios grandes eran ondas de calcio que se propagaban a través del miocito (figura
17, panel superior). Ademas, este analisis muestra que el retraso temporal entre el
sarcolema vy la regién central del miocito estaba presente en los incrementos transitorios de
calcio pequenos, pero no en las grandes. De hecho, la diferencia entre las concentraciones
de calcio registradas en el sarcolema y en la regidn central, estaban exacerbadas después
de un incremento transitorio en la concentracién de calcio grande, lo que indica que los
incrementos transitorios en el sarcolema probablemente reflejan entradas de calcio a través

de los canales de calcio tipo-L (figura 17, panel inferior).
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Figura 17. Cuantificacion de sefiales locales de calcio. El panel superior muestra la imagen de un miocito (a
la izquierda), indicando las regiones de interés (ROIs) utilizadas para la cuantificacion de sefales de calcio
locales a través del eje longitudinal en un miocito con una respuesta irregular. Los incrementos transitorios
correspondientes se muestran a la derecha de la figura. En la parte inferior se muestra una imagen del mismo
miocito con las ROIs utilizadas para cuantificar los incrementos transitorios de calcio en el sarcolema y en el

centro del miocito. Los incrementos transitorios correspondientes se muestran a la derecha de la figura.

2.3.4. Mecanismos subyacentes a la induccion de la respuesta latido-latido alternante

Con el fin de dilucidar los mecanismos celulares subyacentes a la aparicion de respuestas
alternantes e irregulares por frecuencias de estimulacion crecientes, investigamos primero
la influencia que el tamponado de calcio intracelular pudiera tener sobre la respuesta latido-
latido, comparando la respuesta de los 44 miocitos incubados con fluo-4 con la respuesta
de 99 miocitos no incubados con el fluoréforo. Tal y como muestra la figura 18, la
incubacion con fluo-4 reduce las respuestas alternantes a todas las frecuencias de

estimulacion y se incrementa la incidencia de respuestas irregulares.

119
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Figura 18. Efecto del tamponado de calcio intracelular en la respuesta latido-latido. A la izquierda, se
muestra la distribucion de las respuestas latido-latido segun la frecuencia de estimulacion en 44 miocitos
auriculares humanos incubados con fluo-4. A la derecha, se muestra la distribucion de la respuesta latido-latido
segun la frecuencia de estimulacion en 99 miocitos auriculares humanos no incubados con fluo-4. La respuesta

uniforme esta representada en negra, la respuesta alternante en gris y la respuesta irregular en blanco.

Por este motivo, los experimentos posteriores se realizaron en miocitos sin fluo-4.
Encontramos que 30 células de 133 (23%) presentaban una respuesta uniforme a todas las
frecuencias de estimulacion. El resto de las células, 78 (59%) presentaban primero una
respuesta alternante. Las 25 células restantes (19%), tenian una respuesta irregular que no
estaba precedida por una respuesta alternante.

Para investigar si habian diferencias inherentes en los mecanismos especificos de la
dinamica del calcio entre los miocitos que presentaban los tres diferentes patrones latido-
latido, medimos la densidad de la Ic, bajo condiciones en las que la entrada y la salida de
calcio estuvieran en estado estacionario (0.2 Hz), asi como el contenido de calcio del SR
liberado por cafeina y la frecuencia de Incx espontaneas en reposo en todos los miocitos.
Entonces se hizo la media de los miocitos que presentaban respuestas de patrén uniforme,

alternante e irregular.
La figura 19 muestra que la densidad de I, era significativamente mayor en las células que

presentaban un patrén alternante cuando se incrementaba la frecuencia de estimulacion

que las células con un patrén uniforme.
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Figura 19. Influencia de Ica sobre la respuesta latido-latido. La figura muestra registros representativos de la
Ica obtenidos mediante una despolarizacion de 200 ms en un miocito con patrén uniforme y otro con patron
alternante.

Por otro lado, los miocitos que presentaban un patrén irregular tenian una densidad de Ic,
comparable a la de miocitos con un patrén latido-latido uniforme, lo que sugiere que
miocitos con amplitudes de lc, grandes son mas propensos a presentar patrones latido-
latido alternantes. La figura 20 muestra que la integral de la corriente Incx inducida por
cafeina era mas pequefia en miocitos con patrones uniformes y significativamente mayor

en miocitos con patrones latido-latido irregulares (p=0.01).
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Figura 20. Influencia del contenido de calcio del SR en la respuesta latido-latido. La figura muestra
registros representativos de la corriente obtenida mediante una aplicaciéon rapida de cafeina y la integral

correspondiente, en un miocito con patrén latido-latido uniforme y otro con una patrén latido-latido alternante.

Esto ultimo podria sugerir que las ondas de calcio observadas durante las respuestas
latido-latido irregulares (figura 14) eran ondas de calcio inducidas por una sobrecarga de
calcio. Ademas, la labilidad del calcio del SR, estimada por la frecuencia de corrientes Incx
espontaneas (figura 21), era mayor en miocitos con patrones alternantes, intermedia en

miocitos con patrones irregulares y menor en los que tenian patron uniforme (p=0.003).
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Esto sugiere que la alternancia se induce preferentemente en miocitos con el calcio del SR
labil.

Uniforme Alternante
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Figura 21. Influencia de las liberaciones de calcio del SR sobre la respuesta latido-latido. Registros de
corrientes Incx espontaneas de un miocito con patrén latido-latido uniforme y uno con patrén latido-latido
alternante.

Para comprobar si la densidad de Ic; ¥y el manejo del calcio por el SR determinan la
respuesta latido-latido dependiente de frecuencia, se manipulé farmacolégicamente los
canales de calcio tipo-L y la liberacién de calcio del SR. Primero, se inhibié parcialmente la
Ica con el antagonista selectivo de los canales de calcio tipo-L, nifedipino, o se estimulé con
el agonista Bay-K8644 en 9 células.
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Figura 22. La inhibicién de Ic, estabiliza la respuesta latido-latido. Arriba se muestra la media del efecto de
nifedipino sobre la curva Intensidad-Voltaje. En la parte inferior de la figura se observa la distribucién de las
respuestas latido-latido segun la frecuencia de estimulacion aplicada, el condiciones control (izquierda) y en

presencia de 50 nM de nifedipino (derecha).

La figura 22 muestra que la reduccién de Ic, con 50 nM de nifedipino reduce el niumero de
células con alternancia latido-latido. Ademas, el umbral de frecuencia de estimulacion
necesaria para la induccion de una respuesta alternante incrementé significativamente con
la perfusion de nifedipino (p<0.05, n=9). La subsiguiente estimulacién de Ic;, con 100 nM
Bay-K8644 inducia variaciones latido-latido en todas las células y disminuyd el umbral de la
frecuencia de estimulacion necesaria para su induccién de 1.30£0.21 a 0.87+0.10 Hz
(p<0.05).

Después, se bloqued la liberacién de calcio del SR con 150-400 uM de rianodina (n=10) o
con 250-1000 uM de tetracaina (n=9). Tal y como muestra la figura 23, la inhibicion de la
liberacion de calcio del SR elimind completamente las respuestas no-uniformes a todas las

frecuencias de estimulacién ensayadas.
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Figura 23. La inhibicion de la liberacién de calcio del SR estabiliza la respuesta latido-latido. Arriba se
muestran registros de las corrientes de membrana antes (control) y después de la inhibicion de la liberacion de
calcio del SR con 100 uM de rianodina. Abajo, la distribucidn de las respuestas latido-latido segun la frecuencia
de estimulacion aplicada (uniforme en negro, alternante en gris e irregular en blanco), el condiciones control

(izquierda) y en presencia de100 uM de rianodina (derecha).

2.4. Discusion

El hallazgo mas importante de este estudio es que la densidad de la Ic,, el contenido de
calcio del SRy la incidencia de corrientes de intercambio Na-Ca espontaneas determinan la
naturaleza y el umbral de la frecuencia de aparicion de las alternancias o irregularidades en
la respuesta latido-latido de miocitos auriculares humanos. Esto sugiere que un delicado
feedback entre la amplitud de la Ic, y la liberacion de calcio del SR es el responsable del
control dinamico del manejo del calcio intracelular latido-latido. En concreto, hemos
comprobado que una inhibicion parcial de la Ic, o de la liberacién de calcio del SR
incrementa la incidencia de respuestas uniformes, lo que sugiere que estos mecanismos
podrian ser nuevas dianas terapéuticas para estabilizar la respuesta latido-latido en

miocitos auriculares humanos.

2.4.1. Origen de la alternancia latido-latido en miocitos auriculares humanos

En este estudio se analizé el efecto de la frecuencia de estimulacién sobre la respuesta
latido-latido en un total de 177 miocitos auriculares, aislados de 114 pacientes sometidos a

258, 264 |35 respuestas alternantes o

cirugia cardiaca. De acuerdo con estudios clinicos
irregulares se indujeron mediante el incremento de la frecuencia de estimulacién. Las
alternancias en lIc,, cuando se observaban, estaban desfasadas con respecto a las
alternancias en las corrientes transitorias de calcio, sugiriendo que la alternancia de Ic, es

una consecuencia mas que una causa de de la alternancia en el calcio. De hecho, la
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amplitud de Ic, por lo general era inversamente proporcional a la concentracién de calcio
diastdlica en el momento de la activacién de la Ic, (ver figuras 13). Por el contrario, hubo
siempre concordancia en el tiempo entre la amplitud del pico de los incrementos transitorios
en la concentracion de calcio y la integral de |y, y la inhibicién de la liberacién de calcio del
SR eliminé completamente las respuestas alternantes e irregulares (ver figura 23) en todos
los miocitos estudiados, sugiriendo que la induccidon de irregularidades en la respuesta
latido-latido dependen de la liberacién de calcio del SR. Estos resultados concuerdan con
estudios en modelos animales que sugieren que la alternancia en la liberacion del calcio del
SR es el factor clave para la génesis de alternancia del calcio intracelular 2'* 2% 220. 261,

Por otro lado hubo una heterogeneidad sorprendentemente grande en la naturaleza de las
respuestas latido-latido y en la frecuencia de aparicion de las mismas, entre los miocitos
auriculares humanos estudiados. Esta heterogeneidad sugiere, por un lado, que la
respuesta latido-latido viene determinada por una compleja interaccion entre diferentes
mecanismos reguladores del calcio. Por otro lado, esta heterogeneidad podria proporcionar
un substrato celular para la génesis de alternancia discordante y de arritmias en tejido
auricular humano. En efecto, mediciones de los incrementos transitorios de calcio en
corazones prefundidos de rata han mostrado que un incremento en la frecuencia de
estimulacion puede producir una variacién considerable en las respuestas latido-latido entre

una serie de miocitos conectados ?%°.

2.4.2. Dependencia de la respuesta latido-latido del calcio

La gran heterogeneidad en las respuestas latido-latido entre miocitos individuales también
sugiere que dilucidar los mecanismos celulares por los que se rige tal heterogeneidad
podria proporcionar dianas moleculares especificas para estabilizar farmacolégicamente el
manejo del calcio intracelular en base a la respuesta latido-latido.

En este sentido, nuestros datos muestran que la estabilidad de los incrementos transitorios
en la concentracion de calcio depende de mecanismos especificos tales como los canales
de calcio tipo-L y los RyR2. Asi, comparando la densidad de Ic, (a 0.2 Hz, donde Ic, esta en
un estado estacionario) en un total de 133 miocitos con patrones uniformes (26%),
alternantes (57%) o irregulares (17%), se observd que los miocitos con patrones
alternantes tenian una densidad de Ic, significativamente mayor. Ademas, la inhibiciéon
parcial de lc, con nifedipino redujo la incidencia de alternancias latido-latido debido al
incremento en el umbral para la induccion de las mismas, demostrando que una amplitud
grande de Ic, favorece la induccion de alternancia latido-latido dependiente de la

frecuencia. De acuerdo con estos resultados, un modelo anatdmico matematico en 3-D de
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la auricula humana ha mostrado recientemente que una premisa para el desarrollo de la
alternancia eléctrica y la FA, en este modelo, es un incremento en la conduccién de los
canales de calcio tipo-L *’. También en concordancia con nuestros datos, se han mostrado
que una aplicacion agudo del antagonista de lc, verapamil, suprime la induccion de la FA
por repolarizaciones alternantes discordantes ’.

Sin embargo, este estudio muestra que el control de la respuesta latido-latido también
requiere el control de la liberacion de calcio del SR. Asi, miocitos con patrones alternantes
tienen una incidencia de liberaciones espontaneas de calcio cuatro veces superior a los que
tienen un patrén uniforme, y la inhibicién de la liberacién de calcio a través de los RyR2
suprime completamente irregularidades en la respuesta latido-latido. Nuestros resultados
parecen estar en desacuerdo con resultados obtenidos en miocitos ventriculares de rata
donde se indujo la alternancia reduciendo la probabilidad de apertura del receptor de

® o reduciendo la entrada de calcio a través de la

214

rianodina con 50 uM de tetracaina
sarcolema usando pequefos y cortos pulsos de despolarizacion Es sin embargo
importante enfatizar que es esperable que estas intervenciones reducen la eficacia de la I,
en activar la liberacion de calcio del SR. Como consecuencia, la carga de calcio del SR en
estas condiciones experimentales sera anormalmente elevada y derivara probablemente en
una alternancia del calcio citosélico debido a ondas espontaneas activadas por sobrecarga
de calcio del SR (tal y como se muestra en la figura 16) mas que alternancia del calcio
inducidas por el incremento en la frecuencia de estimulacién (figuras 13-14). Ademas, es
probable que existan diferencias en a dinamica del calcio intracelular especificas de
especies y tejidos, cuando se comparan miocitos ventriculares de rata y miocitos

auriculares humanos 2%°.

2.4.3. Implicaciones clinicas

El remodelado de diferentes corrientes iénicas en la FA han sido propuestos como

%72 ¢ |a perpetuacion de esta arritmia * "% 2%, Entre ellos, se

72

explicacién para la induccion
han documentado en pacientes con fibrilacion auricular, la reduccion de la I, 4, el
incremento en las liberaciones de calcio del SR * y la hiperfosforilacién del receptor de
rianodina ??°. Por ello se ha propuesto, como mecanismo de induccidn y/o perpetuacion de
la fibrilacion, las despolarizaciones anormales inducidas por libraciones espontaneas de
calcio. Nuestros resultados sugieren que el remodelado eléctrico auricular de la densidad
de la Iz, 0 de la actividad del receptor de rianodina, también pueden ser importantes para el
desarrollo de respuestas latido-latido alternantes o irregulares. Concretamente, la elevada

incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR registrada en pacientes con FA ®,
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podria facilitar la induccion de respuestas alternantes, un fendmeno que precede y
promueve la aparicion de la FA?® 2% %7 De manera similar, la mayor densidad de Ic,
observada en pacientes que desarrollaron fibrilacién auricular post-operatoria 2 favoreceria
las respuestas alternantes que a la vez podria inducir la FA. La reduccién farmacoldgica de
la amplitud de la Ic, o de la hiperactividad del receptor de rianodina también podrian, por lo
tanto, ser medios terapéuticos para reducir o prevenir la incidencia de respuestas
alternantes. En efecto, se ha mostrado que un tratamiento agudo con verapamil, suprime la
induccion la FA por repolarizaciones alternantes discordantes F 7. Ademas, cabe esperar
que AR o beta-adrenérgicos que favorecen la activacion del RyR2 ** #'" pueden ser
dianas importantes a la hora de estabilizar la respuesta latido-latido. Por otro lado, la FA

también ha sido relacionada a una reduccién en la densidad de I, "?

, un fendmeno que
podria favorecer los patrones latido-latido uniformes. Estos resultados, sin embargo, no
pueden determinar si el efecto estabilizante de la reduccion de Ic, supera la concurrente
estimulacion de la liberacién espontanea de calcio del SR * en la FA.

Por ultimo, nuestros resultados también demuestran que el tamponado del calcio celular
afecta a la respuesta latido-latido. Hay dos aspectos importantes de este hallazgo. En
primer lugar, los indicadores fluorescentes para el calcio se usan, generalmente, sin tener
mucho en consideracion los errores producidos por la unioén del calcio citosdlico al indicador
de calcio, aunque ya se ha descrito que grandes cantidades de fluoréforo se unen a

268 Los

proteinas celulares, incrementando asi su capacidad para tamponar el calcio
resultados que presentamos aqui demuestran que el tamponado del calcio intracelular por
fluo-4 en efecto interfiere con la dinamica del calcio intracelular en cuanto a la respuesta
latido-latido en los miocitos auriculares humanos. Concretamente, la incubacién de miocitos
auriculares humanos suprime patrones alternantes y favorece la induccién de patrones
irregulares. En segundo lugar, el remodelado de la capacidad enddogena de tamponar el
calcio en la FA afectaria a la respuesta latido-latido. Desconocemos mediciones directas de
la capacidad de tamponar el calcio intracelular en miocitos auriculares de pacientes con o

%9 Por ello, una

sin la FA, pero se han descrito alteraciones estructurales y miolisis
alteracion del tamponado de calcio de los miofilamentos inducido por la miosilis podria

potencialmente alterar la dinamica del calcio en miocitos auriculares de pacientes con FA.

En resumen, hemos mostrado que un aumento de la frecuencia de estimulacién produce
una respuesta heterogénea entre la poblacién de miocitos auriculares humanos aislados, la
cual podria constituir un substrato celular arritmogénico a frecuencias de latido elevados.
Ademas, mostramos que la densidad de la I, y la incidencia de liberaciones espontaneas

de calcio, determinan la estabilidad de la respuesta del calcio intracelular latido-latido. Estos
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resultados sugieren que el canal de calcio tipo-L y los RyR2 pueden ser nuevas dianas para

la estabilizacion de la respuesta latido-latido en miocitos auriculares humanos.
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3. Los receptores de adenosina A,xn regulan la respuesta latido-latido a

frecuencias crecientes en miocitos auriculares humanos

3.1. Introduccion

La alternancia electromecanica es un fenémeno observado en diversas patologias " %" 2>

256 258, 259 En

, anunciando el advenimiento de la FA " %’ y arritmias ventriculares
condiciones fisiologicas, la alternancia del potencial de accién puede inducirse

7, 224

incrementando artificialmente la frecuencia cardiaca , Y hay modelos experimentales

que han demostrado que el desarrollo de alternancia eléctrica y mecanica esta modulada

por la concentracién plasmatica de calcio *** 2%

, Y que es posible revertirla, en humanos,
mediante la administracion de calcio 2°°. Asimismo, reduciendo la entrada de calcio a través
de los canales de calcio tipo-L se induce alternancia en las corrientes transitorias de calcio

) 8, 213, 214, 261

en miocitos ventriculares de rata (alternancia en el calcio . La alternancia en el

262, 263

calcio también puede inducirse por inhibicion metabdlica 0 incrementando la

213, 220

frecuencia de estimulacion , ¥ ha sido atribuida a heterogeneidades en la dindmica del

calcio inter y/o intracelular 8 213 214218, 220, 261

. Tal y como muestran los resultados anteriores
de esta tesis (capitulo 2 en resultados), las respuestas latido-latido alternantes e irregulares
también se pueden inducir en miocitos auriculares humanos aislados incrementando la
frecuencia de estimulaciéon. Ademas, hemos mostrado que los miocitos con una amplitud
grande de Ic, Yy elevada incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR en reposo,
son mas propensos a presentar respuestas latido-latido alternantes cuando se
incrementaba la frecuencia de estimulacién, mientras que es mas probables que los
miocitos con menor incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR en reposo e
lca pequefia mantengan una respuesta latido-latido uniforme a elevadas frecuencias de
estimulacion. Asi, la modulacion e la amplitud de Ic, y/o o la liberacion de calcio del SR
podria ser la clave para el control de la estabilidad de la respuesta latido-latido en los
miocitos auriculares humanos. Teniendo esto en cuenta, es un hecho interesante que la
incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR es mayor en miocitos auriculares
humanos de pacientes con FA ' una observacién que probablemente esté relacionada
con el incremento en la fosforilacion del canal del SR (receptor de rianodina, RyR2) en
muestras de tejido auricular de pacientes con FA #°. De hecho, la activacién de los A;R
estimula la liberacion espontanea de calcio del SR mediada por PKA en miocitos
auriculares humanos '*. Este efecto es mayor en miocitos de pacientes con FA debido al
incremento en la expresién de los AyaR en los miocitos de estos pacientes (capitulo 1 de
Resultados). Aun mas importante es el hecho que la inhibicion de la activacién de los A;aR

en miocitos auriculares de pacientes con FA reducen las liberaciones espontaneas de
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calcio del SR en reposo hasta los niveles observados en los miocitos de pacientes sin FA
(capitulo 1 de Resultados).

En este sentido, es posible que un incremento en la activacion de los A, R en miocitos
auriculares humanos de pacientes con FA favorezca la induccién de respuestas latido-latido
no uniformes cuando la frecuencia de estimulacidn aumenta. Para comprobar esta
hipétesis, hemos investigado como la modulacion por PKA de la amplitud de Ic, y de las
liberaciones espontaneas de calcio del SR afecta a la respuesta latido-latido a frecuencias
crecientes de estimulacion. Para ello, hemos utilizado la visualizacién del calcio mediante
microscopia confocal de dos dimensiones combinada con la técnica del patch-clamp.
Nuestros resultados muestran que la induccion de respuestas latido-latido no uniformes
(alternantes e irregulares) estaba asociada a una estimulacion de las liberaciones
espontaneas de calcio del SR en reposo mediada por PKA. Asi, la estimulacién beta-
adrenérgica y la activacion de los AoaR, favoreciendo ambos la liberacidn espontanea de
calcio del SR y la aparicion de respuestas latido-latido no uniformes. Es importante
destacar que tanto H-89 como la prevencion de la activacion de los AR inhibieron la
liberacion espontanea de calcio del SR y redujeron las respuestas latido-latido no uniformes
en condiciones control. Ademas, la inhibicion de la activacién de los A;aR tuvo mayor efecto
en los miocitos de pacientes con FA, sugiriendo que el grado activacién de los AR regula

la estabilidad de la respuesta latido-latido a elevadas frecuencias de estimulacién.

3.2. Métodos

3.2.1. Miocitos auriculares humano

Se aislaron un total de 145 miocitos de 102 pacientes utilizando las muestras de tejido
auricular del apéndice de la auricula derecha. Este tejido, que normalmente se descarta
durante la cirugia, se cortdé en trozos pequefios y se sometid a sucesivas digestiones
enzimaticas, como se ha descrito anteriormente ®. Los pacientes que recibieron tratamiento
con antagonistas del calcio fueron excluidos del estudio.

Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente para la obtenciéon de las muestras
utilizadas y este estudio fue aprobado por el comité ético del Hospital y se llevd a cabo de

acuerdo con la Declaracién de Principios de Helsinki.
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3.2.2. Visualizacion del calcio intracelular por microscopia confocal

Para visualizar los cambios en la concentracion del calcio intracelular, los miocitos fueron
incubados con 2.5 uyM de fluo-4AM durante 15 min, seguido por un lavado y de-
esterificacion de al menos 30 min. Se visualizé el calcio intracelular (imagenes de 512x140
pixeles) a una frecuencia de muestreo de 100 Hz con un microscopio confocal de escaneo
resonante (Leica SP5 AOBS). Se excitd el fluo-4 a 488 nm y la emision de fluorescencia
entre 500 y 650 nm fue detectada. Se fij6 la potencia del laser al 20% y la atenuacién al
4%. Se cuantificaron los cambios transitorias de calcio usando una Region de Interés (ROI)
que cubria la totalidad de la célula, y la propagacion de ondas de calcio se detecto

utilizando ROIs subcelulares adyacentes.

3.2.3. Técnica de patch-clamp

Se midié la corriente de calcio tipo-L activada por pulsos de despolarizaciéon a OmV durante
200ms y la corriente de cola activada por la posterior repolarizacién a -80mV. También se
midieron las corrientes de intercambio Na-Ca espontaneas e inducidas por cafeina, con la
técnica de patch-clamp perforado, en miocitos auriculares humanos, tal y como se ha
descrito anteriormente 3. Se us6 la integral de la corriente de intercambio Na-Ca inducida
por la aplicacion rapida de 10 mM de cafeina, como medida del contenido de calcio del SR
38 Las variaciones latido-latido en el calcio intracelular y en las corrientes iénicas fueron
inducidas por un incremento paulatino en la frecuencia de las despolarizaciones repetitivas
de 0.2 a 2 Hz. La adenosina fue infundida dentro de los miocitos a través de la pipeta de
patch-clamp, utilizando la configuracion ruptured patch. La solucién extracelular contenia
(en mM): 127 mM NaCl, 5 mM TEA, 10 mM HEPES, 4 mM NaHCO;, 0.33 mM NaH,PO,, 10
mM glucosa, 5 mM acido pirtvico, 2 mM CaCl, y 1.8 mM MgCl,, ajustando el pH a 7.4 con
NaOH a temperatura ambiente. La solucién intracelular contenia (en mM): 109.2 mM acido
aspartico, 46.8 mM CsCl, 3 mM Mg.ATP, 1 mM MgCl,, 5 mM Na, fosfocreatina, 0.42 mM
Lio.GTP y 10 mM HEPES, ajustando el pH a 7.2 con NaOH a temperatura ambiente.

Las soluciones de stock de CGS21680 (200 puM), ZM (50 uM) y SCH (100 uM) se
prepararon por disolucién en DMSO.

Tal y como se muestra en la tabla 8, CGS21680 puede activar selectivamente los AxaR sin
activar A1R ni AxpR. Tedéricamente, CGS21680 podria también activar los A3;R, pero esto
tendria un efecto opuesto a la activacion de los A.xR, asi que el efecto observado de la

activacion de los AxaR por CGS21680 podria estar subestimado.
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AxnR:A%R AnR:AR AnR:AsR
CGS21680: | 27/88800 27/289 27167
ZM185236: | 1/90 1/1000 1/500000
SCH58216: | 1.3/70 1.3/420 1.3/130

Tabla 8. Selectividad de GS21680, ZM185236 y SCH58216 por los receptores de adenosina.

3.2.4. Anédlisis de datos y estadistica

La media de los valores de cada paciente usados para el analisis estadistico esta
expresados como la media + s.e.m. Se comprobd la normalidad de los datos. Se ha llevado
a cabo el test t-Student para identificar diferencias significativas de un efecto especifico. Se
consider6 como significativo los valores con p<0.05. En los experimentos donde se
comparo6 multiples variables o efectos se utiliz6 ANOVA y después el test Student-Newman-
Keuls para evaluar si los efectos especificos eran significativos.

Los experimentos se realizaron sin el conocimiento previo de la historia clinica de los

pacientes.

3.3. Resultados

3.3.1. Modulacion de larespuesta del calcio latido-latido por la proteina kinasa A

Para saber si la fosforilacion mediada por proteina kinasa A (PKA) modula la respuesta
latido-latido a frecuencias crecientes de estimulacion de los miocitos auriculares humanos,
a través de la regulacién de la amplitud de la corriente de calcio tipo-L y/o de la incidencia
de liberaciones espontaneas de calcio del SR, utilizamos en primer lugar la estimulacién
beta-adrenérgica. Tal y como muestra la figura 24 A-C, ISO estimuld Ic, e incrementé la
frecuencia de Incx espontaneas simultdneamente (panel A), reduciendo drasticamente el
umbral de frecuencia para la induccién de respuestas latido-latido no uniformes,

especialmente respuestas alternantes (figure 24B).
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Figura 24. La estimulacidn beta-adrenérgica favorece la induccién de alteraciones latido-latido. A: La
estimulacion beta-adrenégica indujo, en miocitos auriculares humanos, el incremento por 2-3 de la amplitud de
Ica (panel de la derecha) y de la frecuencia de Incx espontaneas (panel de la izquierda). B: La distribucion,
dependiendo de si los miocitos presentan respuestas latido-latido uniformes, alternantes o irregulares, de 7
miocitos antes (panel de la izquierda) y después (panel de a derecha) de la estimulacion beta-adrenérgica con
30 nM de ISO. Los miocitos se obtuvieron del tejido auricular de 6 pacientes sin FA. C: distribucion

correspondiente para 6 miocitos de 6 pacientes con FA.
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El efecto de ISO era similar en los miocitos de pacientes con y sin FA (figura 24C). De
hecho, tanto la Ic; como la frecuencia de Iycx espontaneas fue comparable entre los
miocitos de los dos grupos de pacientes después de la estimulacién con 1SO.

Se comprobd si la inhibicion parcial de lc, era capaz de revertir los efectos de ISO,
mediante la exposicion a nifedipino en presencia de ISO. La figura 25 muestra registros
representativos de la Ic; a 0.5, 1 y 2 Hz en condiciones control (paneles de la izquierda),
con ISO (paneles centrales) y en presencia de ISO+nifedipino (paneles de la derecha). Hay
que destacar que el fomento de las respuestas alternantes a bajas frecuencias de

estimulacioén provocada por ISO, se podia revertir mediante la adicion de nifedipino.
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Figura 25. La inhibicion de Ica revierte el efecto del isoproterenol sobre la respuesta latido-latido.
Registros consecutivos de la corriente de calcio de un miocito sometido a repetidas estimulaciones a 0.5
(arriba), 1 (en el medio) y 2 Hz (abajo) en condiciones control (paneles de la izquierda), en presencia de 0 nM
ISO (paneles del medio) y con 30 nM ISO + 30 nM nifedipino (ISO+NIF, paneles de la derecha).

Para determinar si la fosforilacion mediada por proteina kinasa A (PKA) también modula la
respuesta latido-latido sin estimulacion beta-adrenérgica, utilizamos el inhibidor selectivo de
PKA, H-89. La figura 26 muestra que H-89 estabiliz6 la respuesta latido-latido a crecientes
frecuencias de estimulacion (panel A) incrementado el umbral de induccién de respuestas
no uniformes (panel B). Este efecto se debi6 basicamente a la reduccion de las liberaciones
espontdneas de calcio del SR, ya que H-89 elimind completamente las corrientes Incx

espontaneas (panel C) sin afectar significativamente a la amplitud de Ic,.
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Figura 26. Las respuestas latido-latido no uniformes estan causadas por la activacion de PKA. A:
Distribucion de las respuestas latido-latido uniformes, alternantes e irregulares segun la frecuencia de
estimulacion, de 8 miocitos antes (izquierda) y después (derecha) de la inhibicion de PKA con 1 uM de H-89. B:
Efecto del H-89 sobre el umbral de frecuencia para la induccion de respuestas latido-latido no uniformes. C: El
panel de la izquierda muestra los registros de Incx espontaneas antes y después de la exposicion del miocito al
H-89. El panel de la derecha resume el efecto de H-89 sobre la incidencia de corrientes Incx espontaneas en

miocitos de pacientes con y sin FA.

3.3.2. Modulacion de larespuesta del calcio latido-latido por los AzaR

Tal y como muestran resultados recientes de nuestro laboratorio ('

y capitulo 1 de los
Resultados) la activacion de los A;aR incrementan las liberaciones espontaneas de calcio
del SR, y puesto que este incremento puede promover las respuestas alternantes o
irregulares (capitulo 2 de los Resultados), investigamos si y cédmo la activacion de estos
receptores afectan a la respuesta latido-latido. Para ello, visualizamos los cambios en la
concentracién de calcio citosélico por microscopia confocal y medimos los cambios en los
flujos de calcio del sarcolema con la técnica de patch-clamp, cuando se activan los AR
con adenosina. En la figura 27 se observa como la infusién de adenosina a través de la
pipeta de patch-clamp favorece la liberacion espontanea de calcio y la induccién de
respuestas alternantes e irregulares al incrementar paulatinamente la frecuencia de
estimulacion. Asi, la frecuencia para la inducciéon de respuestas no uniformes (alternantes o
irregulares) descendio de 1.5 Hz, justo después del comienzo de la infusidon de adenosina,
a1.2,0.9y 0.6 Hz después de 6, 12 y 18 minutos del comienzo de la infusién de adenosina

(ADO).
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Figura 27. Efecto de la infusion de adenosina sobre la respuesta latido-latido. Efecto de la infusién de
adenosina sobre los incrementos transitorios en la concentracion de calcio, recogidos durante estimulaciéon
continua a 0.5 (arriba), 1 (en el medio) y 2 Hz (abajo). Los registros se obtuvieron a 1, 7, 13 y 20 min después
de empezar la infusion de adenosina a través de la pipeta de patch-clamp. Las lineas debajo de los incrementos

en la concentracion de calcio corresponden al registro de la fluorescencia hecho con un potencial de membrana

de -80 mV.
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Figura 28. La inhibicion de los AzaR revierte el efecto de la infusién de adenosina. A: Registros
consecutivos de la corriente de calcio en condiciones control con estimulacion a 0.5 Hz (arriba), 1 Hz (centro) y
2 Hz (abajo), en condiciones control (izquierda), después de 15 min desde la infusién de adenosina (en medio) y
exponiendo al miocito después de exponerlo a ZM241385, en presencia continua de adenosina (derecha). B:
Frecuencia de aparicion de las respuestas latido-latido no uniformes en una situacion control, con ADO y con
ADO+ ZM241385. C: Distribucion de las respuestas latido-latido uniforme (negro), alternante (gris) o irregular
(blanco) segun la frecuencia de estimulacién, en condiciones control, con ADO y con ADO+ ZM241385.
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Para verificar que el fomento de respuestas no uniformes se debia a la activacién de los
AzaR, los miocitos perfundidos con ADO fueron expuestos a 150 nM ZM241385. La figura
28 A muestra registros representativos a 0.5, 1y 2 Hz antes (a la izquierda), después de la
exposicion a adenosina (en el medio) y después de la exposicion a ZM241385 en presencia
de ADO (a la derecha). Se observa que ZM241385 era capaz de revertir el efecto de ADO
sobre la frecuencia de la aparicion de respuestas no uniformes. Figura 28 C resume la
distribucion de las respuestas uniformes, alternantes o irregulares en funcién de la

frecuencia de estimulacion en condiciones control, con ADO y con ADO+ ZM241385.

3.3.3. Efecto de la activacion de los A, R sobre la estabilidad de la dindmica del

calcio intracelular en miocitos de pacientes con y sin FA

Para confirmar que las liberaciones espontaneas de calcio mediadas por la estimulacién de
AR desestabilizan la respuesta latido-latido, se investigd el efecto de un incremento
gradual de la frecuencia de estimulacion en ausencia y en presencia del agonista selectivo
del AxxR, CGS21680. Dado que resultados previos de esta tesis (capitulo 1 de Resultados)
muestran que la expresion de los A,aR es superior en pacientes con FA, comparamos

también las respuestas de los miocitos de pacientes con y sin FA.
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Figura 29. La estimulaciéon de los AzaR favorece la induccidn de respuestas no uniformes. A: Distribucion
de las respuestas uniformes, alternantes e irregulares en funcién de la frecuencia de estimulacion, de miocitos
de pacientes con y sin FA (n=35 y 28) en condiciones control. B: Distribucidon correspondiente después de la
estimulacion de los A2aR con CGS21680. C: Registros consecutivos de un miocito obtenidos bajo estimulacion
continua a 0.5 (arriba), 1 (en el medio) y 2 Hz (abajo), en control, con CGS21680 y con CGS21680+H-89. La
linea curva gris en la estimulacion a 2Hz con CGS21680 representa el incremento transitorio en la

concentracion de calcio que ha experimentado la célula durante la estimulacion.

En la figura 29 se observa que CGS21680 favorece la aparicion de respuestas latido-latido
irregulares a frecuencias de estimulacién mas bajas y que este efecto tiende a ser mas
pronunciado en los miocitos de pacientes con FA (panel A). Ya que cabe esperar que la
activacion de los A.aR incremente las liberaciones espontaneas de calcio del SR a través
de la fosforilacion de RyR2 via PKA'®, segiin han demostrado experimentos de esta tesis
(capitulo 1 de los Resultados), investigamos si el inhibidor de PKA, H-89, revertia el efecto
de CGS21680 sobre la respuesta del calcio latido-latido. La figura 29 C muestra, que la
subsiguiente exposiciéon a H-89, de algunos de los miocitos que se expusieron a
CGS21680, en presencia continua de CGS21680, estabilizaba la respuesta latido-latido a
todas las frecuencias de estimulacion ensayadas. Esa observacion era consistente en
miocitos de 7 pacientes, sugiriendo que el efecto de CGS21680 se debe a la estimulacion
de Incx espontaneas mediada por la PKA, ya que H-89 también eliminé las corrientes de

Incx €spontaneas, pero también tuvo efecto sobre la Ica.

3.3.4. Lainhibicion de los AAR estabiliza la respuesta del calcio latido-latido

Los resultados del primer capitulo de esta tesis muestran que inhibicién de la activacion de
los AzaR reduce las liberaciones espontaneas de calcio en miocitos de pacientes con FA al
nivel observado en pacientes sin FA. Dado que esto favorece una respuesta latido-latido
uniforme, la inhibicién de los A;aR podria, tedricamente, estabilizar la respuesta latido-latido
del calcio en miocitos de pacientes con FA. Para comprobar esta hipoétesis, utilizamos
adenosina desaminasa (ADA) exdgena para prevenir la activacion de los AzaR. La figura 30
muestra que ADA en miocitos de pacientes sin FA (paneles izquierdos) tuvo un efecto
pequeno sobre la distribucion de las respuestas uniformes, alternantes e irregulares a
frecuencias crecientes de estimulacion (panel A) y sobre el umbral de frecuencia para la
induccidén de respuestas no uniformes (panel B). En cambio, ADA incrementoé la fracciéon de
respuestas uniformes (panel A) y aumentd el umbral para la induccion de respuestas no

uniformes de 1.2 a 1.7 Hz, p=0.05 (panel B) en miocitos de 5 pacientes con FA.

143



RS FA

A
g

100% -

g 0 irregular
3 @ alternante
5 CON
(] B estable
S
0%+ 0%
02 05 067 1 15 2 02 05 067 1 15 2
He He
100% 100% 1
%
—_— 0 irregular
S,
oy 0 alternante ADA
o
Il estable
X
O‘% 0% 4
02 05 067 1 15 2 02 05 067 1 15 2
H Hz
00% 100%
% O irregular ADA+
S O alternante
‘E B estable CGS
X
0% 0%
02 05 067 1 15 2 02 05 067 1 15 2
Hz He

Figura 30. La adenosina desaminasa exdgena favorece respuestas latido-latido uniformes. La distribucién
de las respuestas latido-latido uniformes, alternantes e irregulares segun la frecuencia de estimulacién, en un
total de 11 miocitos de pacientes sin FA (paneles de la izquierda) y 5 miocitos de pacientes con FA (paneles de
la derecha), en condiciones control (paneles superiores), con adenosina desaminasa (ADA, paneles centrales) y
con ADA+CGS21680 (paneles inferiores).

3.4. Discusién

El descubrimiento mas importante de este estudio es que la estimulacion de la corriente de
calcio tipo-L y/o de las liberaciones espontaneas de calcio del SR, por la activacién de los
receptores acoplados a proteinas Gs (BAR y A,aR), favorece la induccion de respuestas
latido-latido no uniformes y reduce el umbral de frecuencia al que aparecen en miocitos
auriculares humanos. Ademas, la reduccion de las liberaciones espontaneas de calcio del

SR causada por la inhibicion de la activacion de los AaR estabiliza la respuesta latido-latido
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gracias al incremento en el umbral para la induccién de respuestas no uniformes. Este
efecto es mas pronunciado en miocitos de pacientes con FA, donde el nivel basal de
liberaciones espontdneas de calcio del SR es superior, sugiriendo que un control
farmacoldgico de la activacion de los AxaR podria ser clave para estabilizar de la respuesta

del calcio latido-latido.

3.4.1. Papel de la PKA en laregulacién de la estabilidad de la dinamica del calcio

Este estudio analiza como la sefalizacién mediado por la PKA afecta a la respuesta latido-
latido en un total de 145 miocitos auriculares humanos aislados del tejido de 102 pacientes.
De acuerdo con estudios clinicos #*® y con los resultados anteriores expuestos en esta
tesis, las respuestas alternantes o irregulares en los incrementos transitorios de calcio y en
la integral de i, se indujeron con el aumento en la frecuencia de estimulacion. Segun
estos estudios, las respuestas no uniformes estan favorecidas por lc, grandes y/o elevadas
incidencias de liberaciones espontaneas de calcio del SR en reposo (capitulo 2 de los
Resultados). Por ello, es factible que la frecuencia para la inducciéon de respuestas no
uniformes venga determinada por la activacién basal de Ic, y/o la liberacién de calcio del
SR. Ademas, existen evidencias experimentales que apoyan la existencia de un tono de

AMPc basal en miocitos auriculares humanos 2°

(capitulo 3 de Resultados, figura 24). Los
resultados de este estudio muestran que la activacion basal de las liberaciones de calcio
del SR mediada por PKA es, de hecho, el motivo subyacente de la induccién de respuestas
latido-latido no uniformes en condiciones control cuando se incrementa la frecuencia de
estimulacion (ver figura 26 en Resultados). Ademas, nuestros datos muestran que la
activacion de PKA con 1SO ?"' reduce el umbral de frecuencia para la induccién de
respuestas latido-latido no uniformes, mientras que la inhibicion parcial de la Ic, con
nifedipino revirtié el efecto de ISO, corroborando que tanto la Ic, como la liberacion de
calcio del SR pueden contribuir al fomento de respuestas latido-latido no uniformes (ver
también capitulo 2 de los Resultados).

3.4.2. A,nR modula la respuesta latido-latido en fibrilacion auricular

Segun algunos estudios, la isquemia auricular localizada contribuye al desarrollo de la

fibrilacion auricular 7

2y los apéndices auriculares son regiones susceptibles de sufrir
periodos con circulacién deficiente en pacientes con FA ?’°. Ademas, se ha mostrado que
hay un considerable incremento en los niveles intersticiales de adenosina durante la

27

isquemia miocardica ?* y por ello es plausible, que los miocitos de los apéndices

auriculares estén sometidos a fluctuaciones en los niveles intracelulares y/o intersticiales de
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adenosina. Teniendo en cuenta que la activaciéon de los A;sR estimula la liberacion
espontanea de calcio del SR '*, incrementos en la concentracion intracelular y/o intersticial
de adenosina podrian estimular las liberaciones espontaneas de calcio del SR (capitulo 1
de Resultados) y favorecer las respuestas alternantes e irregulares. Estos dos fenémenos
podrian contribuir a la arritmogénesis auricular y, las fluctuaciones en los niveles de
adenosina, podrian incluso contribuir en la perpetuacion de la FA. Ademas, la mayor
expresion de los A;aR en pacientes con FA (capitulo 1 de Resultados) facilitaria el reinicio
de la FA por un incremento en la concentracion intersticial de adenosina. La FA a la vez
podria favorecer la circulacién deficiente en los apéndices auriculares, incrementando adn
mas los niveles de adenosina, completando el circulo vicioso de la autoperpetuacion. De
acuerdo con esta hipdtesis, la activacion selectiva de los A;aR con CGS21680 favorecid la
induccién de respuestas no uniformes a frecuencias de estimulacion mas bajas en miocitos
auriculares de pacientes con FA que en miocitos sin la arritmia.

Ademas, la activacion de los AzaR disminuyd el umbral para la induccion de respuestas no
uniformes sin afectar a su naturaleza (ver figura 29 de Resultados). Esta diferencia entre la
estimulacion beta-adrenérgica y la estimulacidén mediada por los A;aR podria residir en la
compartimentacion de la sefial de los A;sR. Asi, la activacion de los A;aR estimula
selectivamente la liberacion de calcio del SR sin afectar a la amplitud de la Ic; ni al
contenido del SR " (ver capitulo 1 de Resultados, figuras 3-5), mientras que ISO induce la
estimulacién simultanea de la I, 2%, el llenado de calcio del SR ?° y la liberacion de calcio
del SR #"°.

3.4.3. Regulacion de la respuesta latido-latido en la fibrilacion auricular

Anteriormente, se ha relacionado la hiperfosforilacion del RyR2 via PKA % con la elevada
incidencia basal de liberaciones espontaneas de calcio del SR 3. Ademas, la elevada
expresion de los AxaR en pacientes co FA estar ligada a la elevada tasa de liberaciones
espontaneas de calcio, ya que la inhibicién de los A;aR en miocitos de pacientes con FA
reduce la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio a niveles observados en las
células de pacientes sin la arritmia (capitulo 1 de los Resultados, figura 8). Estas
observaciones, combinadas con la relacion inversa entre la frecuencia de liberaciones
espontaneas de calcio del SR y una respuesta uniforme (capitulo 2 de Resultados),
sugieren que un control farmacoldgico de la activacion de los A;aR podria constituir una
manera de controlar la respuesta latido-latido a altas frecuencias de estimulacién en
miocitos de pacientes con FA. De acuerdo con ello, los resultados de este estudio muestran

que la degradacion de adenosina por adenosina desaminasa exégena incrementa el umbral
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de frecuencia para la induccién de respuestas latido-latido no uniformes en miocitos de
pacientes con FA (ver figura 30 de Resultados). Ademas, la infusidon de soluciones con o
sin adenosina a través de la pipeta de patch-clamp mostré que pequefios cambios en la
concentracion citosélica de adenosina tienen un impacto considerable en la respuesta
latido-latido. Los cambios mas pronunciados en los niveles citosolicos de adenosina
inducian ondas espontaneas de calcio y reducian dramaticamente la estabilidad de la
respuesta latido-latido. Aun asi, los efectos de elevados niveles de adenosina citosdlica se
podian revertir inhibiendo los A;aR (ver figura 27 en Resultados). Por ello, es plausible que
cambios fisioldgicamente relevantes en los niveles citosélicos de adenosina, como los
aumentos inducidos por estrés o isquemia *’*, puedan desestabilizar la respuesta latido-
latido por una reduccion del umbral de la frecuencia para la induccion de respuestas no

uniformes.

3.4.4. Implicaciones clinicas del estudio

La induccién o mantenimiento de la FA ha sido asociada a un remodelado importante de las
corrientes iénicas y los mecanismos que envuelven la dinamica del calcio celular * 7% 237266,
Ademas, la FA también ha sido relacionada con un incremento en las liberaciones
espontaneas de calcio del SR ® y la hiperfosforilacion del RyR2 #?°. Este estudio muestra
que el remodelado de las sefiales mediadas por PKA vy, especificamente, el remodelado de
la sefalizacién de los AyaR, podria también contribuir al desarrollo de respuestas latido-
latido alternantes o irregulares en miocitos auriculares humanos, un fenédmeno que precede

y promueve el reinicio de la FA 28 259 267

Mas concretamente, nuestros resultados
muestran que una reduccién de la liberacion espontanea de calcio del SR inducida por la
PKA, es esencial para lograr una estabilizacion de la respuesta latido-latido a altas
frecuencias de estimulacién. Asi, la inhibicion de la PKA con H-89 elimind las respuestas
latido-latido alternantes e irregulares a todas las frecuencias de estimulacién comprobadas.
Sin embargo, H-89 puede comprometer la contractilidad cardiaca, reduciendo de forma
simultanea la Ic,, el contenido de calcio del SR, y la liberacién de calcio del SR.

En cambio, la inhibicion selectiva de los A;aR estabilizé la respuesta latido-latido sin afectar
ni a la I, ni al contenido de calcio del SR. Ademas, esa inhibicion tuvo mayor efecto en los
miocitos de pacientes con FA. Estos resultados concuerdan con la elevada expresion de los
AzaR en FA (ver figuras 1y 2 de los Resultados), y sugieren que el control farmacolégico de
la activacion de los A;aR podria serla clave para reducir selectivamente las liberaciones
espontaneas de calcio del SR y estabilizar la respuesta latido-latido sin comprometer la

contractilidad en miocitos auriculares de pacientes con FA. Tal y como se ha mencionado
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anteriormente, la estabilizacion del ritmo auricular podria tener un efecto de
retroalimentacion positiva, reduciendo los periodos de perfusion deficiente e isquemia en
los apéndices auriculares asi y minimizar anomalias en la regulacion del calcio intracelular

inducidas por la adenosina.

En resumen, hemos mostrado por primera vez que la inducciéon de respuestas latido-latido
alternantes o irregulares por un aumento en la frecuencia de estimulacion se asocia a una
estimulacion basal de la liberaciéon espontanea de calcio del SR mediada por PKA, en
miocitos auriculares humanos. Ademas, la estimulacion de las liberaciones espontaneas de
calcio, mediada por la activacién de receptores beta-adrenérgicos o de los AxaR, reduce el
umbral de frecuencia para la induccién de respuestas latido-latido no uniformes. El efecto
de la activacion de los AzaR fue notablemente mayor en los miocitos de pacientes con FA, y
la inhibicion de los mismos incrementd significativamente el umbral para la induccién de
respuestas no uniformes en los miocitos auriculares de estos pacientes. Esto sugiere que
un control farmacoldégico de la activacion de los AoaR podria ser un nuevo mecanismo para
estabilizar la respuesta latido-latido a altas frecuencias de estimulacién en miocitos

auriculares de pacientes con FA.
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VII. DISCUSION
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La fibrilacion auricular y los receptores de adenosina Aza

La FA es la arritmia cardiaca mas prevalente y se espera que su impacto aumente en los
préximos afios ’. Ademas, su presencia degrada la calidad de vida del paciente y provoca
un aumento sostenido en los gastos publicos de salud.

Desde un punto de vista electrofisioldgico existen varios mecanismos que contribuyen a
desencadenar y perpetuar la FA. Entre ellos, los focos ectépicos juegan un papel
importante en desencadenar la arritmia. Es decir, existe una zona en la auricula que
funciona como un foco ectdpico, que genera actividad repetitiva. Esta actividad repetitiva se
induce por despolarizaciones celulares anormales, que se producen cuando el calcio del
SR se libera de forma espontanea y estudios anteriores de nuestro laboratorio han
mostrado que la fibrilacién auricular se asocia a un remodelado eléctrico que conlleva un
aumento en la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR. Las liberaciones
espontaneas de calcio del SR pueden dar lugar a ondas de calcio que recorren todo el
citosol y asi generar despolarizaciones anormales #*°.

Por otro lado, la FA se perpetia por mecanismos de reentrada que generan diferentes
frentes de onda, debido a alteraciones en la propagacion del estimulo a través del tejido.
Asi, las zonas fibréticas derivadas de un remodelado estructural forman puntos de bloqueo,
que contribuyen a crear circuitos aleatorios que despolarizan diferentes zonas de la
auricula de forma cadtica y que perpetian la FA. La misma FA genera a la vez
modificaciones electrofisiolégicas y estructurales que favorecen su persistencia: dilatacion
auricular, fibrosis miofibrilar, acortamiento de los periodos refractarios auriculares y de la
velocidad de conduccién. Este remodelado multiple hace mas dificil el éxito de una
intervencion quirdrgica o un agente terapéutico, y un problema con farmacos actualmente
utilizados para tratar la FA es que pueden tener efectos proarritmicos a largo plazo?* #%¢.
Una de las nuevas pautas de tratamiento de la FA es la técnica ablativa de los focos
ectépicos, aunque solo se utiliza en pacientes seleccionados®? ??°. La ablacién se basa en
los conocimientos actuales de los mecanismos electrofisiolégicos endogenos de la FA,
utilizando la abolicion de focos ectopicos y la modificacion de las variables
electrofisiolégicas que alargan los periodos refractarios acortados, que aumentan la
velocidad de conduccién disminuida y que reducen la masa de tejido auricular excitable®®.
Pero los procedimientos ablativos en la FA conllevan riesgos y complicaciones como
taponamiento cardiaco, estenosis de las venas pulmonares, fistulas atrio-esofagicas,
trombo-embolismos, arritmias.

Debido a esta complejidad del remodelado estructural y eléctrico en la FA, existen todavia
muchos pacientes con FA donde los tratamientos actuales son incapaces de revertir la FA
al ritmo sinusal y mantener los pacientes en ritmo sinusal. Por ello, sigue habiendo una

gran necesidad de encontrar nuevas dianas para el tratamiento de la FA y, partiendo de los
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mecanismos celulares y moleculares que se han asociado a la FA, esta tesis ha explorado
el potencial de los A,aR como una nueva diana terapéutica en la FA. Asi, es conocido que
la FA se asocia a un aumento en las liberaciones espontaneas de calcio del SR* ¢ %7 y
resultados recientes de nuestro laboratorio han mostrado que la liberacion espontanea de
calcio del SR se modula por la activacion de los AaR, sugiriendo que estos receptores
podrian ser una diana para el control farmacolégico de la liberacion anormal de calcio en la
FA. Para comprobar esta hipotesis de trabajo, la tesis consiste en tres subproyectos que
investigan la expresion y funcién de los A;aR en el miocardio auricular humano, y su
potencial en el tratamiento de la FA, utilizando el miocito auricular humano como modelo

experimental.

Remodelado y funcidn de los AR en la FA

En el primer subproyecto de esta tesis hemos comprobado que existe un remodelado de la
expresion de los A;aR en pacientes con FA, que funcionalmente esta asociado a una mayor
liberacion espontanea de calcio en los miocitos auriculares de estos pacientes. Ademas, la
inhibicién selectiva de los A;aR en miocitos de pacientes con AF reduce la incidencia de
liberaciones espontaneas a niveles observados en pacientes sin AF, afirmando que los
AoaR podrian ser una nueva diana terapéutica en a FA que permite reducir la induccién de
FA por despolarizaciones anormales.

Especificamente, los resultados de este estudio demuestran que los niveles de mRNA de
AzaR se multiplican por cuatro en pacientes con FA y que la expresion de la forma dimeérica
del receptor (que es la forma funcional) aumenta de manera aun mas dramatica. Ademas,
la distribucion de los AzaR y los RyR2 se solapa en tejido y miocitos auriculares humanos
38 facilitando asi la sefalizacion entre los A;uR y los RyR2. Hay diversos estudios que
muestran el remodelado de otros receptores en fibrilacion auricular 2*? ?**. Pero cambios en
la expresion y funcionalidad de los A;aR podrian ser de particular importancia en
desencadenar y la perpetuar la FA, puesto que afectarian de manera directa a la liberacion
espontanea de calcio, favoreciendo la induccién de post-despolarizaciones y actividad

repetitiva ?*° y la automaticidad anormal 2°

en pacientes con la FA. De hecho, nuestros
resultados muestran que la activacion de los A;aR por su agonista selectivo, incrementa la
frecuencia de ondas de calcio en células de pacientes con FA por un aumento en la
fosforilacion del RyR2, sin afectar a la Ic, ni al contenido de calcio del SR.

El primer estudio de esta tesis sugiere que un incremento en la expresion y regulacién de
los A2aR en los pacientes con FA podria promover y mantener la arritmia, a través de un
aumento en las liberaciones espontaneas de calcio del SR> #** %7 aunque no son los
Unicos receptores que sufren un remodelado que afecta a la dinamica del calcio intracelular

242,243 E| remodelado de otros receptores, como los receptores de angiotensina o de IPs,
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por ejemplo, tendria efectos concordantes con el remodelado de los A;xR, afectando todos
ellos a la regulacién del calcio intracelular. De hecho, ya existen medicamentos dirigidos a
los receptores de angiotensina, que estan dando buenos resultados ?**. Sin embargo, la
compartimentacién de la respuesta a la inhibicion de los A;aR, reduciendo mayormente las
liberaciones espontaneas de calcio sin afectar a otros mecanismos reguladores del calcio,
hace de los A;aR una opcién atractiva como tratamiento de la FA porque su inhibiciéon no

comprometeria a la contractilidad cardiaca.

Regulacién del calcio intracelular latido-latido por el propio calcio

Una limitacion del primer estudio es que los efectos funcionales de los AzaR asociados a su
remodelado en la FA se basan, principalmente, en la modulacion de la liberacion
espontanea de calcio en reposo, un fendmeno que tiene el potencial de inducir
despolarizaciones anormales y actividad repetitiva. ?*® Para comprobar si esta observacion
se extiende al miocardio auricular latiendo, el segundo sub-estudio investiga si miocitos
auriculares aislados, sometidos a estimulacion repetitiva, tienen el potencial de funcionar
como focos ectopicos. Para este propésito se ha utilizado la técnica de patch-clamp para
someter a los miocitos a frecuencias crecientes de estimulacion y medir la respuesta latido-
latido de las corrientes idnicas. Simultaneamente, se utilizé la visualizacion de calcio por
microscopia confocal para caracterizar los correspondientes cambios en el calcio
citoplasmatico.

Una de las novedades de esta tesis es que hemos podido identificar mecanismos
reguladores del calcio que determinan la naturaleza y la estabilidad de la respuesta latido-
latido. Asi, el segundo estudio muestra que un incremento en la frecuencia de estimulacion
puede inducir tres distintos patrones de respuesta latido-latido (uniforme, alternante o
irregular) segun la amplitud de la Ic,, la frecuencia de Iycx espontaneas, y el contenido de
calcio del SR.

Observamos que una respuesta uniforme se asocia a una Ic, pequefia y a pocas
liberaciones espontaneas de calcio. En cambio, la aparicion de respuestas no-uniformes es
mas temprana y mas clara en cardiomiocitos con la Ic, grande y con mayor incidencia de
Incx €spontaneas o con mayor contenido de calcio del SR. Entre la poblacion de miocitos
con respuestas no-uniformes, los que presentan respuestas alternantes tienen la Ic, grande
y la frecuencia de Incx elevada, mientras que las que presentan respuestas irregulares
tienen mayor contenido de calcio del SR. Ademas la utilizacion de inhibidores selectivos de
la Ica Yy el RyR2 confirmaba estas observaciones, sugiriendo que la manipulacion
farmacologica de la liberacion de calcio del SR y/o la amplitud de la lc, podria ser una
estrategia terapéutica para estabilizar la respuesta latido-latido a frecuencias de

estimulacion elevadas. De acuerdo con ello, se ha demostrado que un tratamiento agudo
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con un antagonista de lc, suprime la induccion de las repolarizaciones alternantes
discordantes que preceden ala FA .

Otra novedad de esta tesis es la demostracién de la activacién de ondas de calcio en
miocitos con respuestas latido-latido irregulares que podrian formar la base celular para la
induccion de la actividad repetitiva, e incluso la re-entrada, que pueden llevar a la FA.

Asi, las ondas de calcio inducidas a altas frecuencias de estimulacion podrian actuar como
“puntos singulares” en el tejido auricular que temporalmente no son despolarizables por el
impulso normal, generando asi zonas de bloqueo local para la formacion de reentradas. Es
tentador especular acerca de la generacién de una re-entrada duradera dependiente de la
frecuencia de las ondas de calcio y de la densidad de miocitos que presentan patrones
irregulares con ondas de calcio. Ademas, la heterogeneidad en las respuestas observada
en la poblacién de miocitos estudiados podria ser, en si misma, un substrato para la
génesis de respuestas discordantes a frecuencias elevadas y de arritmias en el tejido
auricular humano, tal como se ha observado en un modelo animal de corazén perfundido
220.

En relacion con estos resultados, es importante recordar que los experimentos de esta tesis
se han realizado en miocitos auriculares humanos a temperatura ambiente. Asumiendo que
la Qo para procesos bioldgicos es ~ 2, eso significa que una frecuencia de estimulacion de
0.5 Hz a temperatura ambiente corresponderia a ~ 1.2 Hz (o 72 latidos/min) a 37°C. Asi, la
gran mayoria de los miocitos (96%, ver figura 18 en Resultados) tendrian una respuesta
latido-latido uniforme a 72 latidos/min, mientras las respuestas alternantes e irregulares
principalmente se observaron a frecuencias superiores a 1 Hz, lo cual corresponderia a
frecuencias superiores a 150 latidos/min a 37°C. En cambio, la frecuencia de latidos
fisioldgicamente relevante para miocitos de pacientes con FA seria superior a 240/min a
37°C lo cual corresponderia a una frecuencia de estimulacion de ~ 1.6 Hz a temperatura
ambiente. A esta frecuencia los miocitos auriculares humanos si presentan una gran
heterogeneidad en la respuesta latido-latido con predominancia de respuestas alternantes e
irregulares (ver figura 18 en Resultados) que podrian contribuir a la perpetuacion de la FA
por la induccion de la actividad repetitiva o por re-entrada.

Asi pues, la elevada incidencia de despolarizaciones espontaneas observada en células de
pacientes con FA 3, podria facilitar alteraciones en la respuesta latido-latido, un fenémeno
que precede y promueve la aparicién de FA 2% 2%° 267 pyesto que la activacion de los AR
promueve la estimulacién del RyR2 dependiente de AMPc "*8, estos receptores podrian ser
una diana terapéutica para la estabilizacion de la respuesta latido-latido inhibiendo la

activacion de los AxaR. Por ello, el tercer objetivo de esta tesis se basd en investigar el
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papel que juegan los receptores acoplados a proteinas G, y particularmente los A;aR, en la

regulacion de la respuesta latido-latido a frecuencias crecientes de estimulacion.

Papel de los AaR en laregulacion de la respuesta latido-latido

Siguiendo esta linea y basandonos en los resultados anteriores de esta tesis, mostramos
en el tercer sub-estudio que la naturaleza y el umbral de frecuencia para la induccion de
respuestas latido-latido alternantes e irregulares, estan relacionados con el grado de
estimulacién de la corriente de calcio tipo-L y de la tasa de liberaciones espontaneas de
calcio del SR mediada por la PKA. Asi, la estimulacion beta-adrenérgica con isoproterenol
incremento la amplitud de la Ic,, la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR
y las respuestas latido-latido no uniformes, y este efecto se revirtié con la exposicion de los
cardiomiocitos al inhibidor de la PKA, H-89. La estimulacion de los As;xR tuvo efectos
similares a la estimulacion beta-adrenérgica sobre las Iycx espontaneas y la respuesta
latido-latido, pero sin afectar a la Ic,, ni al contenido de calcio del SR.

En condiciones basales, es decir sin estimulacion alguna, la inhibicion de la PKA también
redujo fuertemente la incidencia de respuestas no-uniformes y elimind, casi por completo, la
liberacion espontanea de calcio. Esto ultimo concuerda con la capacidad de la inhibicion de
los AzaR de disminuir la frecuencia de liberaciones espontaneas de calcio en pacientes con
FA a los niveles observados en pacientes sin FA (ver figuras 26 y 30 en Resultados). De
acuerdo con ello, la inhibiciéon de la activacion de los A;aR favorecié una respuesta latido-
latido uniforme y este efecto era mayor en los cardiomiocitos de pacientes con FA.

En resumen, nuestros resultados muestran que una reduccién en las liberaciones
espontaneas de calcio del SR mediante la via del AMPc, es el camino para la estabilizacién

de la respuesta latido-latido a altas frecuencias de estimulacion.

Relevancia clinica de los tres trabajos realizados

El principal uso terapéutico de la adenosina es la estimulacion de los receptores A en el
tratamiento de la taquicardia supraventricular paroxistica *’’. Pero, puesto que el 50 % de
los farmacos que existen actualmente en el mercado tienen como diana terapéutica un
receptor de membrana acoplado a una proteina G, existe un interés creciente por la
modulacion de los receptores de adenosina como tratamiento para muchas y diversas
patologias.

En el sistema cardiovascular, el receptor A, esta implicado en el control del ritmo cardiaco.
Por este motivo la adenosina se usa como antiarritmica en taquicardias por reentrada que
implican al nodo AV %%, Los antagonistas de A; también pueden ayudar en el tratamiento

2

de la fibrilacién % y de la isquemia miocardica ?°. En el tejido auricular, la adenosina

activa, mediante el receptor A, una corriente de potasio tiempo-dependiente igual que la
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corriente de potasio estimulada por acetilcolina. La adenosina puede también tener efectos
cardiovasculares a través de los A;aR. Asi, se utiliza adenosina para identificar focos
ectopicos en pacientes con FA %2 y la administracion del agonista de estos receptores,
CGS21680, puede inducir taquicardia en fetos de cordero ?®°. También se ha mostrado que
la administracién de un antagonista, SCH58261, puede bloquear incrementos de ritmo
cardiacos y de presién sanguinea inducidos por un agonista del receptor %'. Ademas, la
activacion de los A,aR puede modular la funcién adrenérgica 187,

A pesar de que la terapia farmacolégica enfocada a los receptores de adenosina sea
complicada debido al hecho de que la distribucidn de estos receptores en el organismo es
muy amplia, la localizaciéon y caracteristicas especificas de los subtipos expresados en
cardiomiocitos, como por ejemplo la compartimentacion de la respuesta a la activacion de
los A2aR y su sobre-expresion en pacientes con FA, hace interesante la propuesta de
tratamientos para enfermedades cardiovasculares a partir de la modulacién de estos
receptores.

Teniendo en cuenta que la incidencia de liberaciones espontaneas de calcio del SR esta
incrementada en FA, que los A;aR modulan la incidencia de liberaciones espontaneas de
calcio del SR via PKA y que la expresion de estos receptores aumenta en la FA, el
planteamiento de los A,nR como diana farmacoldgica en la FA es una opciéon con base
fisiolégica. De hecho, los resultados de los tres estudios que conforman esta tesis confieren
una base razonable para el uso terapéutico de los antagonistas de los A,AR como método
de control de las liberaciones espontdneas de calcio del SR y de estabilizaciéon de la
respuesta latido-a-latido a ritmos auriculares elevados. Si bien los resultados de esta tesis
muestran que el control farmacoldgico tanto de la amplitud de la Ic, como de la liberacion
de calcio del SR serviria para estabiliza la respuesta latido-latido, la modulaciéon de las
liberaciones espontaneas de calcio del SR a través de los A;aR proporciona, gracias a la
compartimentacion de la respuesta de la activacion de estos receptores, un mecanismo de
actuaciéon que no afectaria de forma negativa a otros elementos de la homeostasis de la
dinamica del calcio intracelular. Asi, esta tesis propone los A;aR como nueva diana

terapéutica en arritmias cardiacas y especialmente en la FA.
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El elevado nivel de liberaciones espontaneas de calcio, observado en miocitos
auriculares de pacientes con FA, se asocia a un aumento de la expresion de los

receptores de adenosina A, en estos pacientes.

Esta observacion se explica por la activacion de un mayor nimero de receptores de
adenosina Aza por adenosina enddégena en miocitos de pacientes con FA, que
aumenta la fosforilacién del RyR2 estimulando la liberaciéon espontanea de calcio
del SR.

La inhibicion de los receptores de adenosina A,a reduce la liberacién espontanea de
calcio en miocitos de pacientes con FA a los niveles observados en miocitos de
pacientes sin esta arritmia, sin afectar a los canales de calcio ni al contenido de

calcio del SR.

El incremento de la frecuencia de estimulaciéon induce alternancia o irregularidades
en la liberacion latido-latido de calcio del SR, que a la vez produce alternancia o

irregularidades en la contraccién celular y en la corriente de calcio tipo-L.

Los miocitos auriculares humanos con mayor amplitud de la I, y con elevada
incidencia de liberaciones espontaneas de calcio son mas propensos a presentar
una respuesta alternante, mientras una Ic, pequefia y una liberacion espontanea de

calcio de baja incidencia favorecen una respuesta latido-latido uniforme.

La respuesta latido-latido se puede regular a través de una manipulacidon

farmacoldgica directa de los canales de calcio de tipo-L, de SERCA, y del RyR.

La induccién de respuestas latido-latido no-uniformes esta ligada a una estimulacion
basal de la liberacion de calcio del SR mediado por PKA, y la manipulacion
farmacoldgica de la activacion de receptores acoplados a proteinas Gs 0 a PKA,

regula la induccion de respuestas no-uniformes.

La disminucién de la liberacion espontanea de calcio y de las respuestas latido-
latido no-uniformes por antagonistas de los receptores de adenosina Ax en mioitos
de pacientes con FA, proporciona un base fisiopatolégica para ensayar el bloqueo
de los receptores de adenosina A;a como una nueva terapia para prevenir la

recurrencia de la fibrilacion auricular.
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