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Cardiomiopatias quimicas:
Repercusion funcional de la cloroquina
en corazon aislado

Carlos Costa!, Hugo Torres!, Hector Hartmann', Javier Dutra!, y Gonzalo Ferreira'”

Resumen

La cloroquina, es un farmaco utilizado en tratamiento y profilaxis de enfermedades producidas por
plasmodios como malaria. También es usada en el tratamiento de algunas neoplasias, artritis reumatoide y
lupus eritematoso crénico. La intoxicacion por cloroquina puede resultar en cuadros clinicos de extrema
gravedad, pudiendo ocasionar la muerte de los pacientes. Entre los 6rganos de impacto de toxicidad de la
cloroquina se encuentra el corazon. Las caracteristicas fisiopatologicas de las fallas cardiacas que origina
la exposicion aguda a cloroquina estan pobremente caracterizadas.

Este trabajo estudia los efectos de exposicién aguda a cloroquina en corazoén, identificando algunas
funciones y moléculas afectadas en dicho 6rgano. Nuestros hallazgos indican que cloroquina produce
inotropismo negativo (dosis de efecto medio, IC50 ~ 5 uM), siendo totalmente reversible a bajas dosis.
Las cinéticas de promocion y de lavado del efecto, son sumamente rapidas (segundos). Cloroquina es
también cronotrdpica negativa y arritmogenética, con IC50 levemente mayor. Dosis superiores a 100 pM
eliminan contracciones con persistencia de actividad eléctrica. Canales de Ca?" tipo L se bloquean a partir
de estas concentraciones.

Los resultados sugieren que la exposicion extracelular aguda a cloroquina en el rango uM, en corazones
aislados, afectan la funcion cardiaca contractil y eléctrica, con diferente sensibilidad para ambas. El
bloqueo a canales de Ca®" tipo L, sugiere que éstos pueden estar involucrados en el desacople excito-
contractil que produce la droga, mediante inhibicion de la liberacion de Ca?* inducida por Ca*", pudiendo
relacionarse con su capacidad de producir cardiomiopatias quimicas.

Palabras Claves: Cloroquina, antimaldricos, corazén aislado, cardiomiopatias quimicas, canales de
Ca* tipo L, calcio intracelular cardiaco.

Title: Chemical cardiomyopathies: Functional consequences of the application of chloroquine to guinea-
pig isolated hearts.

Abstract

Chloroquine, is a drug used in the treatment and prophylaxis of plasmodium related diseases, such as
malaria. It is also used in the treatment of rheumatoid arthritis, chronic lupus erythematosus or neoplasms.
It has a toxic collateral effect and deaths have been reported in patients who have used it. One of the targets
of CQ toxicity is the heart. The pathophysiological features of heart failure caused by acute exposure to
chloroquine are poorly characterized.

This paper characterizes the effects of acute exposure to chloroquine at the cardiac level, trying to
understand how this drug may impair heart function. Our findings indicate that cholorquine has a negative
inotropic effect (mean effect dose, IC50 ~ 5 uM), being reversible at low concentrations. The kinetics
of promotion and wash-out are extremely fast (seconds). Chloroquine has also an arrhythmogenic and a
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negative chronotropic effect, with a slightly higher IC50. Doses exceeding 100 uM, almost fully impair
contractile activity, though electrical activity can still be observed. These doses also block L-type Ca?*
currents, partially explaining the negative inotropic effect of the drug inhibiting calcium induced calcium

release.

The results indicate that acute exposure to chloroquine in the uM range, impair heart function at the
contractile and electrical levels, with a different sensitivity for both, suggesting multiple mechanisms
of action of this drug, presumably related to its ability to cause chemical cardiomyopathy, from among

which, L-type Ca*" channels might be implicated.

Key words: Chloroquine, antimalarial drug; isolated heart; chemical cardiomyopathies, L-type Ca**

channels, intracellular Ca** cardiomyocytes.

Introduccion

La cloroquina (CQ), es un farmaco utilizado en el
tratamiento y profilaxis de la enfermedad conocida
como malaria, aunque es utilizada ocasionalmente
en el tratamiento de la artritis reumatoide y el
lupus eritematoso crénico, ambas enfermedades
autoinmunes [2]. Es un farmaco del grupo de las
4-aminoquinolonas que posee accion sobre la
mayor parte de los plasmodios. Es un fadrmaco
que comprende varios anillos aroméaticos unidos
a una cadena de hidrocarburos, siendo permeable
a las membranas. Esta caracteristica hace que
pueda interactuar con proteinas de la membrana
plasmatica (canales, transportadores, receptores),
asi como también proteinas intracelulares. La
estructura de la CQ se muestra en la figura 1.

Esta droga actia principalmente sobre los
plasmodios que ocasionan malaria, localizados
en los eritrocitos. La CQ se acumula en vacuolas
digestivas de los eritrocitos, elevando su pH, lo que
afecta la supervivencia del plasmodio. Aun no esta
del todo claro como es que el farmaco destruye a los
plasmodios, pero existen hipdtesis acerca de que lo
hacen mediante la inhibicioén de la degradacion de
la hemoglobina [3-5].

La forma en que se administra el farmaco es como
fostato de CQ. Esta droga, cuando es administrada
por via oral, alcanza su mayor concentracion
plasmatica luego de 1 a 2 horas, con un porcentaje
de unién a proteinas plasmaticas de un 50-65%.
Tiene una vida media inicial de una semana para
tratamientos agudos (menor a 4 semanas), de 17
dias después de 4 semanas de tratamiento y de
meses a medida que la terapéutica se prolonga. Su
distribucion se da en todos los tejidos y 6rganos. El
70% del farmaco puede ser excretado como CQ sin
alterar [3-5].

CHj (CHS

= < 2HPO4

-

Cl N

Figura 1. Estructura quimica de la cloroquina. La CQ
es derivada de las aminoquinolonas, quienes a su vez
derivan de las quinolinas y anilinas colorantes. Dada su
estructura de anillos ardmaticos, son farmacos liposo-
lubles capaces de permear las membranas celulares. Su
solubilidad en medios acuosos depende de las caracte-
risticas quimicas de compuestos asociados y tempera-
tura de las soluciones.

La CQ es un farmaco de alta toxicidad. Se han
registrado muertes en pacientes que la utilizan
como antimaldrico, pero también en pacientes
tratados por artritis reumatoide y lupus [6].
Una intoxicacion aguda o cronica agudizada,
puede resultar de extrema gravedad con fallo
multiorganico con necesidad de internar al paciente
en Centro de Cuidado Intensivo. La falla cardiaca
que origina la CQ es detectada recién en estadios
tardios, pudiendo asemejarse a la enfermedad de
Fabry [7].

El miocardio presenta dos variedades celulares
conocidas como miocardio especifico (de con-
duccion) e inespecifico (contractil). El primero es
responsable directo de la actividad ritmica que lo
caracteriza en condiciones normales. Su alteracion
deriva en arritmias y en su mayoria resultan de la
afectacion de los canales idnicos responsables de
la génesis de la actividad eléctrica. Estos canales,
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presentes en la membrana de los cardiomiocitos
son selectivos para distintos tipos de iones.
Asimismo un ion dado puede tener varios tipos
diferentes de canales, tal es el caso de los canales
de Ca* tipo L y T. Estas corrientes i6nicas no solo
permiten la contracciéon ordenada de los miocitos
sino que ademas intervienen en la despolarizacion
espontanea que caracteriza la actividad de
marcapaso eléctrico. La afectacion del miocardio
contractil origina fallas en la contractilidad cardiaca
(inotropismo).

Distintas  investigaciones sugieren que el
alargamiento del potencial de accion que se
encuentra en numerosas cardiomiopatias quimicas,
es debido a alteraciones de canales i6nicos presentes
en cardiomiocitos.

Este trabajo tiene como objetivo caracterizar
los efectos de la exposicion aguda a CQ a nivel
cardiaco, procurando comprender las funciones y
moléculas de impacto afectadas en dicho érgano.
Nuestros hallazgos indican que la CQ tiene un
marcado efecto inotrdpico negativo con un IC 50
de 4 a 5 uM, siendo este efecto reversible en su casi
totalidad. Tanto la cinética de promocién, como el
lavado del efecto son sumamente répidas, estando
limitada mayoritariamente por la perfusion. La
actividad eléctrica se modifica en concordancia
con la respuesta contractil, aunque no disminuye
ni desaparece. La CQ también tiene efecto
cronotropico negativo y efecto arritmogénico,
aunque con un IC50 mayor. Dosis superiores a
100 pM originan ausencia de contraccién con
actividad eléctrica. Los resultados sugieren que la
exposicion extracelular aguda a CQ en el rango uM,
en corazones aislados, afectan la funcion cardiaca
contractil y eléctrica, con diferente sensibilidad
para ambas, sugiriendo multiples mecanismos
de accion de esta droga que se relacionan con su
capacidad de producir cardiomiopatias quimicas.

Normas éticas

El protocolo de experimentacion fue aprobado
por la Comisién de Etica en el Uso de Animales
(CEUA), (Exp. N° 071140-001464-12). Para el
sacrificio de los animales se siguieron normas
establecidas por CHEA (Comision Honoraria
de Experimentacion Animal), para el manejo de
animales de experimentacion.
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Materiales y métodos

1. Soluciones empleadas en aislamiento
cardiaco y cardiomiocitos

1.a - Tyrode.

La composicion de la solucion Tyrode 1.8 mM
Ca**extracelular (“Tyr 1.8 Ca®"), usada en los
experimentos de corazon aislado o en el inicio de
aislamiento de células se indica en la tabla 1.

En dicha tabla se indica también la composicion
de las soluciones de Tyrode sin Ca*" extracelular
(“Tyr 0 Ca**”) y Tyrode 0.2 mM Ca*" extracelular,
(“Tyr 0.2 Ca*”) empleadas en el aislamiento de
células. Para la digestion enzimatica del corazon
se utilizaron Colagenasa (tipo Ia) y Proteasas (tipo
XIVy XXIV) (Sigma C-9891, P5147 y P-8038), de
acuerdo a Ferreira, 1992 [1].

Solucién | NaCl | KCI | MgCl, | HEPES | NaH,PO,
“Tyr 1.8,
060.2 135 5.4 1 10 0.33
Ca?"

Tabla 1. Composicion de Soluciones Tyrode (en mM).
1.8, 0 y 0.2 se refieren a las concentraciones de CaCl,
extracelular agregado a cada una de dichas soluciones
en mM. A todas las soluciones se le agregd Glucosa 10
mM, ajustandose el pH a 7.4 y la Osmolaridad a 310
mOsm.

1.b - Cloroquina

La Cloroquina (N4-(7-Cloro-4-quinolinil)-N1,
sal  difosfato, 4-pentanodiamina-dimetil-N1),
CH,CN,_H.SO,, peso molecular de 515.86 g/
mol, fue adquirida de Sigma Aldrich (codigo
C6628) como sal de difosfato de cloroquina,
(s6lido, > 98%). Inicialmente se prepard un stock
de CQ 250 mM, diluyendo 1.9 grs de CQ en 15 ml
de H,0.

2. Preparacion de Langendorff

Los procedimientos descritos se realizaron en
cobayos de aproximadamente 300 g de peso, los
cuales fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Se evitd anestesiar el animal para impedir una
depresion cardiorrespiratoria artificial por estos
procedimientos. A los animales sacrificados de
acuerdo alas normas éticas descritas anteriormente y
aceptadas por CHEAanivelnacional einternacional,
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se les extrajo rdpidamente el corazon, colocandose
el mismo en un dispositivo de Langendorft,
luego de identificada la aorta. La preparacion
de Langendorff es una técnica experimental de
corazon aislado con retroperfusion por las arterias
coronarias. Durante todo el procedimiento el
corazon se mantuvo en condiciones fisiologicas a
37 °C, con burbujeo constante de O, a una presion
constante entre 50-100 kPa. La solucion empleada
para la perfusion cardiaca fue “Tyr 1.8 Ca*” (ver
tabla 1), en condiciones standard (pH aprox 7.4,
Osmolaridad 310 mOsm). La presion de perfusion
de dicha solucién se controld por la altura de los
reservorios de soluciones, siendo esta presion
de aproximadamente 50 a 80 mmHg. Al corazon
aislado se le hizo una pequefia incision en la pared
del ventriculo izquierdo para acceder a los musculos

Figura 2. Esquema del dispositivo experimental. Se muestra un corazén
aislado, mantenido por retroperfusion coronaria segiin el método de Langen-
dorff y los dispositivos de registro asociados. Los electrodos de registro de
sefiales eléctricas se colocan sobre el miisculo papilar, a través de una peque-
fla incisidn que no compromete las coronarias (linea punteada). Las sefiales
eléctricas superficiales que se pueden registrar con los electrodos, pueden ser
registros bifasicos o monofasicos de acuerdo a ubicacion y disposicion de
electrodos. Bifasicos, en caso de tener ambos electrodos sensibles a la dife-
rencia de potencial o monofésicos al colocar un electrodo en apex o extre-
mo dafiado o depolarizado de musculo papilar. La tension se registra por un
transductor de tension unido por un soporte de sujecion a la base del musculo
papilar, introduciéndose el mismo por la incisidon mencionada antes. Para la
direccionalidad de los cambios, se utiliza una polea de rozamiento interno
despreciable. Ambas sefiales son amplificadas y posteriormente digitalizadas

para su procesamiento por computadora (PC).
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papilares. Dicha incision no dafia coronarias o
sus ramas, implantando ademds por la misma,
electrodos de Ag”’Ag" clorurada (Ag"/AgCl) a nivel
del musculo papilar para poder registrar potenciales
eléctricos monofasicos. Simultdneamente se coloco
un dispositivo de sujecion en la base del musculo
papilar, conectado a un transduccion de tension
permitiendo el registro simultdneo de tension y
respuesta eléctrica cardiaca (ver figura 2).

3. Métodos de registro

Para el registro de tension, el dispositivo rigido
implantado en la base del musculo papilar se
conectd mediante un hilo inextensible, tirante,
con un transductor de tension/presion (Grass FT-
03). Esta sefial se amplifico (x100) y filtr6 (1-10
Khz), mediante un amplificador (Itel 601), para ser
adquirida mediante un conversor
analogico digital de 16 bits
(MiniDigi-1 A, Axon Instruments)
controlada por software de ad-
quisicion Axoscope 9.2 (Axon
Instruments).

Para los registros eléctricos,
simultdneos al registro de ten-
sion, se colocaron sobre la sup-
erficie del corazén (o dentro de
cavidad para permitir acceso al
musculo papilar), electrodos no
polarizables de Ag'/AgCl. La
tierra de estos electrodos se coloco
proxima al 4pex cardiaco. Estas
senales se amplificaron (x100)
y filtraron (1-10 Khz), mediante
un amplificador (Itel 601), siendo
adquirida posteriormente via otro
canal de la tarjeta conversora
Mini-Digi 1A, segun se ha descrito
anteriormente para la tension. Los
registros de potencial de accion
se adquirieron en configuracion
bifasica (con ambos electrodos
activos, figura 2); o monofasicos
(con un electrodo activo, figura 8§,
control). En este ultimo caso se
siguieron las clasicas y conocidas
descripciones experimentales que
datan de 1880 a 1935, en donde
hay un electrodo activo, fijandose
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el otro en una zona dafiada en regiones de pro-
pagacion cilindrica paralela como ser el musculo
papilar [8,9]. Interesantemente, recientemente se
ha asistido a una revaloracion de estos métodos
clasicos de obtencion de informacion de actividad
eléctrica cardiaca [10,11].

4. Procedimiento experimental

4.a - Corazon aislado.

Previo alacolocacion del corazon en el dispositivo
Langendorft, se cebaron las tubuladuras y se midio
el flujo (aprox 12 ml/min). Posteriormente, se fijo
el corazon a la cénula y se le perfundi6. Luego de
estabilizada la actividad eléctrica y mecanica del
mismo, monitoreada segin los dispositivos ya
descritos, se suspendio el flujo de Tyrode hacia el
corazén y mediante llave de paso, ubicada en las
tubuladuras, se habilito el pasaje de 50 ml de Tyrode
con CQ agregada a distintas concentraciones de
acuerdo con el experimento realizado. Seregistraron
los cambios en la actividad cardiaca y luego de
vaciado el reservorio de la droga, se procedid al
lavado del corazon. Durante estas intervenciones,
se evaluo el tiempo y la calidad de recuperacion de
la actividad eléctrico-mecénica. El procedimiento
descrito se realiz6 para dosis sucesivas y crecientes
de CQ hasta dosis que exhibieron saturacion de los
efectos mecanicos y eléctricos para la CQ.

4.b - Aislamiento de células

El aislamiento de miocitos de corazon de
cobayo, se realizo siguiendo la técnica de digestion
enzimatica de corazon de Mitrad y Morad con
algunas modificaciones, desarrolladas y descritas
en Ferreira, 1992 [1,12].

Repasamos brevemente lo ya descrito en estos
trabajos, que se trata de métodos bastante usados y
estandares en eletrofisiologia cardiaca. Inicialmente
se procedio al aislamiento y perfusion del corazon
en “Tyr 1.8 Ca®", hasta la estabilizacion de las
condiciones de registro. Luego se procedio a la
perfusion con “Tyr 0 Ca*” hasta la detencion
de las contracciones cardiacas. Seguidamente,
se procedio a aplicar las enzimas (Colagenasa y
Proteasas), para su digestion, hasta que el corazon
adquiri6 una consistencia menor que la observada
en condiciones basales. Luego de ser empleadas las
enzimas, se eliminaron las mismas, perfundiendo
el corazon con “Tyr 0.2 Ca*™”. Una vez lavadas las
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enzimas, se cortd el corazon digerido en trozos y
se dispersaron los miocitos en la solucion “Tyr 0.2
Ca’” mediante agitacion mecanica. Finalmente
esta suspension de células se filtr6 a través de un
filtro de 200 micras para limpiar el preparado de
restos sin digerir.

Los miocitos aislados se colocaron en una
camara experimental que contenia “Tyr 1,8 Ca**”,
montada en un microscopio invertido. Luego de
15 a 20 minutos en dicha solucion, se determind
el rendimiento de la aislacion de acuerdo al
porcentaje de células morfologicamente aceptables
(células alargadas con estriaciones regulares bien
marcadas) en dos a tres campos.

5. *Patch Clamp’ en miocitos aislados

Los cardiomiocitos aislados se sometieron a la
técnica del parche (en inglés “patch clamp’), en
configuracion de célula entera (en inglés “whole
cell), de acuerdo a lo descrito por Hammill et
al. [13] y descrito en detalle en el libro de Bert
Sakmann y Erwin Neher [14]. La resistencia de
las pipetas de Patch, medidas entre la solucion
intracelular y extracelular de registro, indicadas en
la tabla 2, oscilo entre 1 a 3 mOhm. Las pipetas se
estiraron con estiradores de pipeta convencionales
(Sutter y Narishige), puliéndose las mismas en
microforja construida en nuestro laboratorio.
La constante de tiempo con compensacion de
resistencia, teniendo en cuenta la capacitancia
y resistencia serie, fue de alrededor de 0.8 ms.
Estos registros se amplificaron con headstages
de 500 mOhm unidos a un amplificador de patch
(AM Systems2400). Los registros analdgicos se

Solucién | CsCl, | ATPMg | HEPES | EGTA | MgCl,
Intra-
celular 140 5 10 10 2
(pipeta)

Tabla 2. Composicion de Soluciones Patch (en mM)

digitalizaron con una tarjeta conversora Digidata
1322A (Molecular Devices-Axon Instruments),
unida en configuraciéon SCSI a una computadora
en ambiente Windows. La adquisicion se realizd
mediante pClamp 9 (Molecular Devices-Axon
Instruments). Los pulsos se aplicaron también
mediante dicho programa en configuracion digital-
analogica A-Out convencional.
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La solucion exracelular fue “Tyr 1.8 Ca**” descrita
en la Tabla 1, con el agregado de Glucosa 10 mM y
Ca?". Para anular el componente de Na*, se aplico
un prepulso de 50 ms a -40 mV. La corriente de
Ca*" se obtuvo como es de costumbre, tomando
controles de acuerdo a P/4 desde un potencial de
mantenimiento de -100 mV.

6. Analisis de los datos y estadistica

El analisis de datos se realizd mediante el uso
de rutinas Clampfit (Molecular Devices-Axon
Instruments) y Sigmaplot 11 (SYSTAT Software).
Los resultados correspondientes a varios datos de
un mismo tipo de experimento se muestran como
media+/-s.e.m(siendo s.e.mel desvio estandar de la
media). Para el andlisis de las curvas dosis-respuesta
de efecto inotropico cardiaco ante exposiciones
crecientes de CQ, se le ajust6 una ecuacion de Hill:
f = min + (max - min)/(1+10"(logEC50-x), escrita
en formato semilog en ambiente de programacion
Sigmaplot.

La medicion de velocidades de contraccion y
relajacion (dT/dt), se realizd por programacion
de software que permite obtener estos valores
mediante calculo de la derivada primera a partir
de los registros T = f{(t), aplicando el algoritmo de
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calculo f'(x) = lim h->0 [f(x+h)-f(x)]/h. La Fuerza
por area normalizada o Tension (T), se midio en
gramos fuerza (gf). Para expresarlo en el dominio de
las frecuencias, se dividio por la maxima variacion
de Tension. También se computaron los tiempos
medios de activacion y relajacion de la contraccion
(tiempo medio de amplitud pico de relajacion a
contraccion o viceversa).

Resultados

1. La Cloroquina produce efectos
inotrépicos negativos sobre el corazén

Los registros de tensidon, muestran que ante
dosis con concentraciones crecientes de CQ, se
ve disminuida la amplitud de las contracciones
cardiacas. En la figura 3, se muestran los registros
de tension realizados en corazén aislado ante
concentraciones crecientes de CQ extracelular.
Ante la aplicacién de CQ con una concentracion
5 uM, la fuerza de contracciéon se ve disminuida
en un 50% aproximadamente con respecto a la
situacion control, segiin se observa en la figura
3. Por lo tanto con estos resultados podemos
observar que la CQ ejerce efectos que alteran la
funcion cardiaca contractil, a concentraciones
en el rango pM. Asi, cambios de concentracion

Figura 3. Las concen-
traciones crecientes de
cloroquina disminuyen la
amplitud de los registros
de tension.

En la figura se observan
tramos de un mismo
registro de tensiéon de un
corazbn aislado sometido a
dosis crecientes de CQ.

Se observa un marcado
efecto inotrépico nega-
tivo ademdas de un efecto
cronotrépico negativo mas
sutil.

Lavados realizados entre
las aplicaciones de las
distintas dosis muestran
la reversibilidad total del
efecto.
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en el orden micromolar pueden generar fuertes
efectos inotropicos negativos. La comparacion
entre control y CQ 20 puM, enlentece también los
tiempos medios de contraccion y relajacion, de 6 y
7 +/- 1 ms respectivamente a 10 y 11 +/- 1 ms en
CQ. La derivada primera no normalizada (dT/dt),
cambia de 300 +/- 10 gf/s a 50 +/- 5 gf/s con CQ,
tanto para contracciéon como para relajacion. En el
dominio de frecuencias (dT/(dt. Tmax)), se observé
que los picos de derivada primera normalizados
a la variacion méxima de tension, disminuyen
de 12 +/- 1 Hz a 8§ +/- 1 Hz en ambos procesos
contractiles. Los cambios en la relajacion fueron
aproximadamente 20% maés pronunciados que los
de la contraccion.

Una vez que determinamos el efecto inotrdpico
negativo de la CQ, obtuvimos la curva dosis-
respuesta para este efecto. A los puntos promedio
se le ajustd una ecuacion de Hill segin se indica
en la figura 4 (n=5). La figura 4 muestra la curva
dosis respuesta promedio, en la cual se grafican los
registros de tension promedio obtenidos para cada
una de las concentraciones crecientes de CQ. Al
observar esta curva dosis respuesta, es muy claro
el efecto inotropico negativo en relacion con el
aumento de concentracion de CQ. La linea solida
representa la curva de mejor ajuste de una ecuacion
de Hill, f=min + (max - min)/(1+10 (logEC50-x)).
Los parametros obtenidos fueron n proximo a -1, e
IC50 de alrededor de 5 uM.

Los valores anteriores implican los valores

Cloroquina 400uM

Articulo original

Figura 4. Curva Dosis-Respuesta del efecto inotropico
negativo de CQ extracelular. En el grafico estan
representados los datos promedios de tension en funcién
de dosis de CQ en formato semilog. La ecuacién de Hill
de mejor ajuste (linea llena) se superpone a los valores
promedio. Los pardmetros obtenidos mediante el ajuste
fueron n proximo a -1 e IC50 de alrededor 5 pM.

obtenidos en estado estacionario (ante tiempos
de exposicion a distintas concentraciones de
CQ extracelular de decenas de minutos). En la
figura 5, se puede observar la cinética de accion de la
aplicacion y lavado de 400 uM de CQ extracelular.
Las contracciones cardiacas se observan con un
muy bajo grado de resolucion temporal (como
espigas). Se observa que el efecto inotropico
negativo aparece inmediatamente al aplicarle
al corazon la dosis mencionada. Esto implica un
mecanismo de accidon inmediato de la CQ, estando

Lavado

Figura 5. La cinética de promocion del efecto inotropico negativo de la cloroquina se establece rapidamente en
comparacion con su cinética de lavado. En la figura se observa un registro de tension con escala temporal de muy baja
resolucion. En el registro se encuentran sefialados los puntos de aplicacion de 400 pM de CQ y del lavado de la misma.
Se observa claramente que la velocidad de accion del farmaco es casi instantdnea mientras que la recuperacion de la
amplitud de la contraccion se da mas lentamente, demorando hasta 10 minutos.
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limitada la cinética de accidén Unicamente por la
perfusion. En contraste, la recuperacion es mads
lenta tomando aproximadamente 10 minutos.
Ello sugiere la existencia de efectos debidos a
acumulaciones intracelulares de CQ, las que son
dificiles de eliminar por lavado.

2. La Cloroquina tiene efecto
cronotrdpico negativo sobre el corazén

Ademas de la disminucién de la tension generada
por las contracciones cardiacas (efecto inotropico
negativo), se observa en los registros de la
figura 3, se muestra que la frecuencia con la cual
se producen las contracciones cardiacas también
disminuye. Este efecto cronotropico negativo
es mayor cuanto mds alta es la concentracion de
CQ aplicada en el corazéon. Ante una dosis de
CQ, con concentracion 20 uM, las contracciones
cardiacas se ven disminuidas a 12 en 5 segundos
aproximadamente, en comparacion con el control
que presenta 18 contracciones espontianeas en 5
segundos aproximadamente (ver figura 3).

Una curva dosis respuesta del efecto de
CQ extracelular sobre la frecuencia cardiaca

250
200
150

100

h
—

=}

Frecuencia Cardiaca (latidos/min)

0.01 0.1 1 10 100
[Cleraquina] (uM)

Figura 6. Curva Dosis-Respuesta del efecto
cronotropico negativo de la CQ extracelular. En
el grafico estan representados los promedios de
frecuencias para distintas dosis de CQ (n=5). La linea

llena representa la ecuacion de Hill [f=min+(max-

min)/(1+10 (logEC50-x))] de mejor ajuste en formato
semilog. Los parametros obtenidos para la ecuacion de
Hill fueron n=-0.66 y un IC 50 de alrededor 13 uM.
Los valores obtenidos son similares y ligeramente
superiores a aquellos relacionados con su efecto
inotropico negativo.
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(cronotropismo), se muestra en la figura 6 (n=5). Es
muy claro el efecto cronotrépico negativo de CQ,
aumen-tando con concentraciones crecientes de
dicho farmaco. La linea sélida representa el mejor
ajuste de una ecuacion de Hill alos valores promedio
de frecuencia cardiaca que se obtuvieron para las
distintas concentraciones de CQ. Los parametros
de la linea de mejor ajuste fueron los siguientes:
n aprox -0.66 e IC50 aprox 13 uM. Dichos valores
son similares, aunque levemente superiores, a los
que se obtuvieron al caracterizar el efecto de CQ
extracelular sobre la contractilidad (secciéon 4.1).
Esto sugiere que los efectos en generacion de
impulsos eléctricos son menos afectados por CQ,
que los efectos en contractilidad cardiaca.

3. La cloroquina es arritmogénica

El efecto arritmogénico de CQ se muestra en la
figura 7. Dicha figura representa una curva dosis
respuesta de arritmias medidas como numero de
extrasistoles por minuto (contracciones fuera de
tiempoy amplitud respecto al ritmo de contracciones
regulares), en funcion de diferentes concentraciones
de CQ (n = 4). Esta medida es habitual como una
aproximacion inicial al estudio de arritmias,
usandose frecuentemente en companias de seguros
por la prognosis asociada [15]. Mayores dosis de
CQ incrementan la ocurrencia de las contracciones

Figura 7. Cloroquina aumenta la ocurrencia de
extrasistoles en funciéon de la dosis. El grafico de la
figura muestra el promedio de extrasistoles observadas
en funcion de la dosis de CQ (n=4). La ecuacion de Hill
de mejor ajuste al promedio de los datos (linea llena)
presenta un n aproximado de 0,89 y un IC 50 cercano
a20 uM.
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Cloroquina 100uM

Figura 8. La cloroquina extracelular a dosis mayores a 100 uM (dosis elevadas), produce desacople electro-mecanico.
La parte superior de los registros mostrados en la figura corresponde a la actividad mecanica, las contracciones se registran
hacia abajo. En los registros inferiores se observa el electrograma de superficie en configuracion de potencial de accion
monofasico compuesto, estando los registros eléctricos invertidos por la disposicon de los electrodos de registro. La figura
muestra datos directos de adquisicion, tal cual ocurriria mediante un osciloscopio, a efectos de ser lo mas fieles posibles
respecto a lo obtenido. En situacion de control, las despolarizaciones presentan una frecuencia de 144 lat/min y son
seguidas por contracciones de aproximadamente 80 gf (gramo fuerza). En presencia de 100 uM de CQ, la amplitud de las
contracciones disminuye casi hasta desaparecer y la frecuencia desciende a alrededor de 100 latidos/min. Desaparece la
fase de despolarizacion rapida del potencial de accion compuesto, prolongandose a su vez el mismo.

desfasadas en el tiempo, con amplitud variable por
minuto (o sea extrasistoles por minuto), resultando
en el grafico promedio mostrado en la figura 7. En
dicha grafica, la linea llena representa una ecuacion
de Hill de mejor ajuste con n de aproximadamente
0,89 e IC 50 de aproximadamente 20 pM.

4. La cloroquina provoca
desacoplamiento eletro-mecanico

Enlafigura 8 se muestran registros simultaneos de
tension y de potenciales monofésicos; medidos en
una situacion control (izquierda) y ante exposicion
a CQ 100 uM (derecha). Como se aprecia en el
registro de tension que corresponde al control,
apreciamos una contraccion con una amplitud
que equivale aproximadamente a 80 gf (arriba/iz-
quierda) acompanada de una respuesta eléctrica
de potencial de accidbn monofasico compuesto
(abajo/izquierda-invertido). La frecuencia de las
contracciones varian aproximadamente entre 140
y 155 latidos/min, siendo levemente inferior a
la frecuencia cardiaca in vivo del animal. Con la
exposicion a CQ se advierte que la amplitud de la
respuesta contractil se reduce significativamente
o anula (ver arriba/derecha en figura 8). Los

experimentos efectuados también sugieren que la
CQ a las concentraciones mencionadas, aumenta la
tension basal. La respuesta eléctrica de potencial
de accion monofasico se mantiene a una frecuencia
de aproximadamente 100 latidos/minuto (ver
abajo/derecha en figura 8). Comparando ambos
potenciales de accidbn compuestos monofésicos
se observa que en presencia de CQ, aparte de
disminuir la frecuencia cardiaca disminuye la fase
de despolarizacion rapida. La fase de repolarizacion
del mismo en CQ, es también mas prolongada que
en situacion control. Se altera también el estado
estacionario de la meseta del potencial de accion
cardiaco, correspondiendo al estado estacionario
entre canales de Ca’?* L y canales de K*.

Estos resultados se interpretan como desacople
excito-contractil por CQ que puede ocurrir a
multiples niveles (Canales de Ca?* tipo L, RyR 2,
SERCA e interacciones actina-miosina), aparte de
problemas de la conduccion que pueden deberse a
bloqueo de canales de Na*, seglin se observa en la
fase 0 y o/a bloqueo de canales de K*, segin se
observa en la prolongacion de la meseta a expensas
de una repolarizacion mas prolongada.
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5. La cloroquina disminuye las corrientes
de Ca en células aisladas

Dado que en los resultados hemos descripto
antes en 3 y 4, es posible observar alteraciones
de la capacidad contractil del corazon, asi como
de la meseta del potencial de accion monofasico,
decidimos explorar si la CQ es capaz de afectar
las corrientes de Ca?* L en cardiomiocitos aisla-
dos. Se usaron las soluciones de la tabla 2, con
la técnica de patch clamp en configuracion de
célula entera, aplicando los protocolos de registro
de ICa, descritos en material y métodos. Los
resultados de dichos experimentos se observan
en la figura 9 para una dosis de CQ extracelular
de aproximadamente 100 uM. El trazo negro fino
representa la situacion control, en tanto el grueso
representa la corriente de Ca*" ante exposicion
a CQ 100 uM. El trazo rojo representa el trazo
expuesto a CQ escalado/normalizado, respecto al
pico control para comparar los cursos temporales
de las corrientes control y bloqueada por CQ 100
uM. De acuerdo con nuestra hipdtesis de trabajo la
CQ a esta concentracion disminuye la corriente de

Figura 9. La cloroquina extracelular bloquea las
corrientes por el canal de Ca** tipo L en cardiomiocitos
aislados de corazén ventricular de cobayo.

Las corrientes de Calcio se registran entre -40 mV y
+20 mV, luego de prepulsos de 50 ms de duracion a -40
mV con el objetivo de eliminar las corrientes de Na+.
Los trazos finos negros corresponden a la situacion
control, en tanto el trazo negro lleno corresponde a la
corriente de Calcio obtenida en presencia de CQ 100
pUM. Para saber si el farmaco altera las caracteristicas
generales de gating del canal el trazo bloqueado
se escaldo y superpuso a la situacion control (trazo
escalado en rojo). Se muestra un registro tipico de n=4
experimentos.
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Calcio L (ICaL), lo cual explicaria parcialmente el
efecto inotrdpico negativo observado por CQ. Al
disminuir ICa, disminuye la capacidad de liberacion
de Ca* por receptores de ryanodina (RyR 2), hecho
que estamos estudiando actualmente.

Es interesante notar que la CQ no altera la
cinética de la corriente de Ca** mediante el blo-
queo de dichos canales, segin se observa en el
trazo rojo escalado. Esto sugiere que disminuye
la disponibilidad de dichos canales a la apertura,
sin interferir drasticamente en los mecanismos de
modulacién bésica de gating (“compuerta”) de los
mismos.

Discusion

La CQ es un farmaco liposoluble que pertenece al
grupo de las aminoquinolinas (quininas) [2]. La CQ
y sus derivados, en virtud de su alta permeabilidad
a la membrana plasmatica y su posterior acu-
mulacidon en vacuolas y lisosomas, son usados
en el tratamiento de la malaria, enfermedades
autoinmunes, habiéndose empleado también
experimentalmente como antineoplasico y en el
tratamiento del SIDA [2]. Como antimalarico, ha
experimentado en los ultimos afios la descripcion
de casos de Plasmodium falciparum resistentes a
dicho farmaco. Esta resistencia en algunos casos es
bloqueada por la droga bloqueante de canales de
Ca?" verapamil, aunque parece estar relacionada
a tipo de cepa de Plasmodium en estudio [16,
17]. En los ultimos afos se han disefiado algunos
farmacos derivados para evitar este problema.
Algunos derivados de la CQ se han disefiado con
este fin, aunque el problema de toxicidad es aun
un problema a resolver para la CQ y todos sus
derivados [18,19].

Al ser la CQ altamente permeable a membranas
lipidicas, es capaz de distribuirse en varios
organelos y en el nucleo celular originando
cambios a varios niveles (DNA, RNA, RedOx,
acidificacion, impacto directo en moléculas de
membrana) [20,21]. En virtud de esta acumulacion
no especifica en organelos intracelulares, provoca
la liberacion de especies reactivas, algunas como
grupos Hemo en globulos rojos con lisis celular y
muerte de los plasmodios infectantes. Sin embargo
este efecto no se circunscribe a los globulos rojos
afectando virtualmente con distinta sensibilidad
todas las células del organismo. Por ello, la CQ tiene
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efectos toxicos en variadas células del organismo,
que deben controlarse y monitorearse cuando se
administra la droga, siendo las complicaciones
mas frecuentes en la vision y audicion, asi como
cardiomiopatias en corazon [22-25].

El propdsito de este trabajo fue caracterizar
funcionalmente las alteraciones que se producen a
nivel de la funcion cardiaca, ante exposicion aguda a
la droga, caracterizando asi parte de los mecanismos
funcionales por los que se llega a la cardiomiopatia
quimica por CQ en sus estadios finales en los que
habitualmente consulta el paciente.

1. Efecto de la cloroquina

en la contractilidad cardiaca

Nuestro trabajo muestra claramente que la
exposicion aguda a CQ en el orden pM provoca
un efecto dramatico en el inotropismo cardiaco,
con IC50 de aproximadamente 5 pM y n de
aproximadamente -1, indicando el caracter negativo
de impacto del farmaco sobre esta propiedad
cardiaca. Este valor es ligeramente inferior al
reportado por Tona et al. [26]. En nuestro caso los
reportes obtenidos fueron con Cavia porcelus. Si
bien también se trabajo con Rattus porvegicus,
a efectos de lograr estudios comparativos entre
especies, dichos resultados no se reportan en
este trabajo. Los resultados obtenidos con Rattus
norvegicus fueron cualitativamente idénticos a
los obtenidos con cobayo aunque las dosis de
ajuste dosis-respuesta arrojaron IC50 levemente
inferiores. Las curvas dosis-respuesta obtenidas por
Tona et al. [26], muestran descensos de tension al
aplicarse CQ en concentraciones de 10 a 100 uM.
Estos efectos al igual que en nuestro trabajo fueron
reversibles luego del correcto lavado, sobre todo
a bajas concentraciones. Las leves discrepancias
observadas atn con la misma especie animal
(Cavia porcelus), es probable que se deban a las
condiciones de realizaciéon experimentales a flujo
mas lento que en nuestros experimentos (de 15 a
5 ml/min) y posiblemente por la distinta pureza
del farmaco empleado por estos investigadores
y nuestro laboratorio (Sigma c6628 99.5% puro
en nuestro caso). Finalmente en el caso de Tona
et al., las auriculas fueron removidas sin tener
en cuenta el latido sinusal. Esto no se hizo asi
en nuestros experimentos, que intentan simular
lo mas adecuadamente posible las condiciones
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de corazon aislado completo. Finalmente, los
trabajos mencionados de Tona et al, también
fueron realizados con otras concentraciones de
Ca’" extracelular que influyen sobre el efecto
inotropico negativo observado con CQ. A mayores
concentraciones extracelulares de Ca?’, menos
impacto de la CQ en el inotropismo negativo.

En nuestro trabajo, utilizamos concentraciones
menores para evaluar el efecto inotropico negativo
de la CQ sobre el corazén aislado de cobayo,
observandose descensos de tension con dosis
de 1 uM, menores a las reportadas por Tona
et al. En dicho trabajo, solamente se reportaron
los promedios de ino y cronotropismo negativo,
sin un analisis detallado de los registros obtenidos
como intentamos realizar en este reporte. Por lo
tanto el efecto cardiotoxico de la CQ en nuestro
caso, aparecid con pequefias concentraciones del
farmaco, dado el menor Ca2+ extracelular puede
causar que pequefios cambios de las dosis utilizadas
generen cambios de la contraccion cardiaca con
efecto inotropico negativo negativo.

Como conclusion de estos hallazgos, es
interesante tener en cuenta que ambos trabajos
coinciden en lo sustancial respecto al efecto agudo
de la CQ extracelular, o sea el ino y cronotropismo
negativo. Como hemos mencionado previamente,
en Tona et al., solo se muestran las graficas de
curvas obtenidas y no se analizan mecanismos
posibles. En este trabajo agregamos los registros
obtenidos ante la exposicion de CQ en el rango
micromolar. Si bien la CQ afecta algo la fase de
contraccion inicial, afecta mas ain la relajacion,
prolongando los estados contractiles de baja
amplitud. Esto se observa en los reportes de tiempo
medio de activacion y relajacion de la contraccion,
asi como por analisis de la derivada primera dT/dt
efectuados durante la contraccion y su relajacion o
el andlisis relativo de frecuencias de contraccion/
relajacion, cuando se normaliza la derivada primera
en relacion a la maxima variacion de tension.

Una explicacion de estos efectos podria deberse
a interferencia parcial con la liberacion de Ca** del
Reticulo Sarcoplasmatico (RS), por efecto directo
de la CQ (en canales de Ca* L o en receptores
de Ryanodina, RyR 2) o indirecto (en relacion
a su modulacion citoplasmatica o intracelular).
Finalmente, los efectos observados en el
enlentecimiento de la relajacion, podrian deberse a
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una interferencia de la CQ con la recaptacion de Ca*
intracelular por la bomba de Ca** del RS (SERCA)
o por interferencia de la CQ con actina-miosina
o su regulacion por Ca*'. Futuros experimentos
realizados por nuestro grupo intentaran explicar en
qué porcentaje puede intervenir cada uno de estos
procesos hipotéticos.

Al igual que en Tona et al, en el presente
reporte la CQ mostrd tener una rapida cinética de
promocion, al igual que de su lavado. Los tiempos
usados para asegurar un estado estacionario fueron
significativamente mayores dado que el flujo de
perfusion fue también significativamente menor.
El lavado de CQ se observa a dosis relativamente
menores, inferiores a decenas de uM, donde se
observa una reversibilidad casi total de sus efectos.
Sin embargo, es presumible que este lavado sea
incompleto a dosis mayores, cercanas a cientos de
puM, dado que la reversion de los efectos de la CQ
no es total en estos casos.

El hecho del reporte de Tona et al., acerca de que
el inotropismo negativo es fuertemente alterado
por modificaciones de las concentraciones de
Ca*" extracelular, sugiere que una participacion
importante de la liberacion de Ca®* del RS via
canales de Ca’" tipo L, como un mecanismo por
el cual la CQ interfiere tan rapidamente con una
disminucién del inotropismo cardiaco.

2. Efecto de la cloroquina en la conduccién
y ritmo cardiacos

El efecto cronotropico negativo de la CQ
observado en nuestro trabajo es similar en IC50 y n
del mejor ajuste de ecuacion de Hill, a los obtenidos
para inotropismo. Los valores observados fueron
13 uM y n =-0.66.

Tona et al. [26], no observaron en detalle el efecto
de la CQ extracelular en el cronotropismo sinusal
cardiaco en corazdn entero aunque si en tiras aisladas
de musculo auricular. Sus datos son consistentes
con los nuestros, reportando un cronotropismo
negativo promedio para dosis entre 10 a 100 pM,
al igual que en nuestro caso. Tampoco muestran los
registros mecanicos ni eléctricos logrados.

El efecto cronotropico negativo observado puede
deberse no solo a efectos a nivel del nodo sinusal
sino que a disturbios en la conduccion eléctrica
cardiaca, que también han sido reportados en
presencia de CQ [27].
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Estas alteraciones en la conduccidon cardiaca
pueden explicar la aparicion mayor de trastornos
de pérdida del ritmo cardiaco regular, segin
reportamos en nuestro trabajo (ver figura 7).

Un reporte reciente en corazones de conejo
aislados o en animales anestesiados, es consistente
con lo reportado en nuestro trabajo al respecto,
indicando que la CQ tiene actividad proarritmica
[28]. El mecanismo descrito en este reporte se
debe a un incremento de la aparicion de torsade
de points (TdP) en tanto alargan el intervalo
QT (prolongacion de la meseta consistente con
afectacion del equilibrio entre corrientes salientes
por canales de K* y entrantes por canales de
Ca?" L) [28]. El incremento en TdP también puede
observarse ante un incremento de las extrasistoles
ventriculares por minuto, como reportamos en
nuestro trabajo, aunque las dosis usadas fueron
superiores a las nuestras (aproximadamente 300
uM CQ). Asi entonces, de acuerdo a este reporte,
la CQ es capaz de producir sindrome adquirido de
QT largo y aparicion de TdP de manera consistente
con nuestros hallazgos.

3. Efecto de la cloroquina en acopla-
miento excitacidn-contraccidon y corrientes
de Calcio L

Nuestros resultados muestran claramente que
ante exposicion a 100 uM de CQ, la capacidad
contractil cardiaca es eliminada virtualmente,
en tanto continlian registrdndose potenciales de
accion monofasicos de caracteristicas diferentes a
la situacion control. Se observa un enlentecimiento
de la fase 0, alteraciones de la meseta en fase 2
y enlentecimiento de la repolarizacion en fase 3.
Estos fendmenos podrian explicarse por multiples
puntos de impacto en diferentes canales de
iones de cardiomiocitos como ser canal de Na*
durante la fase 0, asi como canales de K' en la
repolarizacién y meseta y canales de Ca2* tipo L en
la meseta de menor amplitud (ver figura §). Estas
observaciones producidas en los potenciales de
accion monofasicos, sumados a otros experimentos
de nuestro grupo, nos permiten especular que la
CQ es capaz de bloquear con distinta sensibilidad
a canales de Na* y K*, involucrados en las distintas
fases del potencial de accion cardiaco, alteradas
por CQ. Estos resultados concuerdan con algunos
reportes que existen en la literatura sobre otras
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especies (gato) [29]. Las dosis exploradas en estos
reportes estuvieron en el rango de 10 uM.

Asi entonces, en nuestro trabajo mostramos que
la CQ tiene multiples puntos de impacto en su
toxicidad aguda, aunque unsitio central paraexplicar
el inotropismo negativo lo constituyen los canales
de Ca*" de tipo L. La corriente de Ca®" de tipo L, a
través de dichos canales, es el nexo primario en el
acoplamiento excito-contractil cardiaco. El ingreso
de iones Ca?" a través de canales tipo L estimula la
liberacion de Ca** intracelular, repone los depdsitos
de Ca*' intracelular y participa en la activacion de
las proteinas contréctiles. Esto explica al menos
parcialmente, porque la CQ produce importantes
efectos sobre el inotropismo cardiaco y enlentece
la contraccion cardiaca.

Es sumamente interesante que las caracteristicas
de gating de los canales remanentes se parecen a
la de los canales no bloqueados, sugiriendo quizas
una sensibilidad diferencial al farmaco para dichos
canales lo cual podria estar ligado a distintas
proteinas o sistemas regulatorios que modulan la
funcion de la diversidad de los canales de Ca’*" L
cardiacos.

Conclusiones

Los hallazgos mas relevantes de esta investigacion
tienen que ver con la caracterizacion de dano
molecular de una droga mundialmente usada para
tratamiento de malaria, enfermedades autoinmunes
y el tratamiento de algunas neoplasias, como ser la
CQ y derivados.

/- La exposicion aguda a CQ en concentraciones
del orden pM es cardiotdxica. Esto es algo a tener
en cuenta en el ajuste de las dosis preventivas y/o
terapéuticas de este farmaco.

/i- Los niveles de manifestacion de esta toxicidad
en la funcion cardiaca se observan en diversos
niveles con distinta sensibilidad en sus curvas
dosis-respuesta aunque son bastante similares en
lineas generales. Los trastornos del inotropismo
cardiaco son los primeros en aparecer y lo mas
sensibles a esta droga. Le siguen en sensibilidad el
cronotropismo negativo y aparicion de arritmias.

/ii- La cinética de comienzo de accion de la droga
(ONSET) es significativamente mas acelerada
que su lavado (OFFSET). Este hallazgo sugiere
alta permeabilidad de entrada de la droga a un
compartimento de captura o almacenamiento con
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dificil lavado de la misma probablemente por
recaptacion con afinidad/modificaciones mas
dificiles de revertir (;entrada a compartimentos
intracelulares?).

/v- Dosis altas de CQ superiores a 100
pM inhiben casi completamente la actividad
contractil, modificando pero no eliminando la
actividad eléctrica. Estos hallazgos sugieren que
la CQ provoca desacoplamiento excito-contractil
en musculo cardiaco, siendo este uno de los
mecanismos centrales de accion de la misma
(impactos canal Ca L, Ryr 2, interaccién acto-
miosina).

V-Laaccionde CQ 100 uM sobre las corrientes de
Ca*" L, sugiere que al menos parte de la explicacion
de la conclusion anterior se debe a bloqueo de
dichos canales con disrupcion de la liberacion de
Ca?* del RS por los canales RyR 2. La cinética
similar sugiere que no interactuia dramaticamente
con mecanismos de gating o que es capaz de
interactuar con una poblacién con determinantes
moleculares o de modulacién de canales de Ca*",
especialmente sensible a la CQ. La afectacion de
la relajacion, sugiere que se alteran mecanismos de
recaptacion de Ca®", presumiblemente SERCA.
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