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RESUMEN

Introduccidén: CD38 es una glicoproteina transmembrana de 300 aminodcidos y 45 kDa expresada

de forma ubicua en el organismo que cumple importantes funciones en el metabolismo del cofactor
NAD* y en la regulacion del movimiento del calcio celular. Uno de los productos enzimaticos de CD38
es el adenosin difosfato ribosa ciclico o ADP-ribosil ciclico (ADPRc), que actua como segundo
mensajero sensibilizando la liberacién de calcio inducida por calcio (CICR por su sigla en inglés). En las
Ultimas 3 décadas se han hecho esfuerzos en la investigacion del papel de esta enzima en el sistema
cardiovascular, sin embargo aun resta mucho por saber.

Antecedentes: Los primeros estudios sobre el papel de CD38/ADPRc a nivel miocardico mostraron

un efecto potenciador del transitorio del calcio por parte del ADPRc. Ademads se ha descrito un papel
arritmogénico utilizando distintas técnicas tanto en modelos reduccionistas como en organismos de
mamiferos in vivo. Entre ellos se encuentran modelos de ratones Knock Out para CD38 (CD38KO). La
enzima forma parte de la via de sefializacién adrenérgica a través de la produccién de ADPRc, y se la
ha vinculado también a procesos patoldgicos relacionados con hipertrofia ventricular e isquemia
miocardica. Por ejemplo, la inhibicién de la actividad de CD38 protegeria al corazén contra la injuria
por isquemia y reperfusion (I-R) in vivo e in vitro, disminuyendo el area de infarto. Nuestro grupo ha
estado estudiando el rol de CD38 en la actividad cardiaca. Hemos reportado alteraciones en el manejo
del Ca** en miocitos ventriculares aislados de ratones CD38KO, y, en ratones CD38KO in vivo, menor
frecuencia cardiaca (FC), marcada variabilidad de la FC, asi como menor incidencia de arritmias
ventriculares ante un estimulo suprafisioldgico de cafeina/adrenalina. No obstante, no se ha
investigado su papel en las arritmias por isquemia y reperfusion (I-R) teniendo en cuenta la conocida
sobrecarga celular de calcio en este contexto y sabiendo que es la principal causa de muerte subita en
la poblacion general. Tampoco sabemos cémo contribuye a la electrofisiologia miocardica en
condiciones fisioldgicas, especificamente a la morfologia del potencial de accién miocéardico (PA) o a
la morfologia del trazado electrocardiografico (ECG).

Objetivo: Analizar el papel de CD38 en la actividad eléctrica miocardica estudiando desde el PA
celular hasta el ECG de superficie y su posible impacto en arritmias ventriculares producidas por
isquemia y reperfusion.

Estrategia: Para el desarrollo de la tesis trabajé con modelos de ratones salvajes (wild type, WT) y
CD38KO tanto in vivo como in vitro. Estudié el corazon aislado y perfundido mediante el sistema
Langendorff realizando registro extracelular (EMG) e intracelular (potencial de accidn, PA). Realicé una
caracterizacion de la morfologia del PA midiendo la duracion al 30% (APDso) y al 90% (APDq) de la

repolarizacion. Comparé entre las cepas WT y CD38KO con y sin estimulo adrenérgico y en la cepa WT

10
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entre estado control y ante la inhibicién de CD38 con 78c, un farmaco inhibidor de la actividad
enzimatica de CD38. Para comparar el potencial arritmogénico de los corazones de ambas cepas a la
injuria provocada por I-R registré la actividad eléctrica espontdnea mediante EMG, en condiciones
basales, durante isquemia global y reperfusién. En el modelo in vivo analicé el ECG de ratones WT y
CD38KO anestesiados y comparé la actividad basal y la respuesta arritmica ante un modelo de infarto
de miocardio por sobrecarga adrenérgica con isoproterenol.

Resultados vy discusidn: Describi por primera vez la morfologia del PA en la cepa CD38KO y no

fue distinta a la de los ratones salvajes en condiciones basales. Esta falta de diferencias podria deberse
a compensaciones fisioldgicas que ocurren ante la carencia de la enzima como el aumento en la
expresion de la bomba SERCA2a. Por lo contrario, cuando someti el preparado a un desequilibrio
homeostatico estimulando con un agonista beta adrenérgico, la APDy, de los corazones CD38KO no
disminuyé como la de los WT. En concordancia, la inhibicién aguda de CD38 en el PA miocardico de
corazones WT perfundidos con 78c aumentd la APDy significativamente sin cambios en el APDs.
Cuando someti a los corazones CD38KO aislados a un medio arritmogénico con alto contenido de
calcio y bajo en potasio, la FC en estos no aumentd a diferencia de lo que ocurrié marcadamente en
los WT. La respuesta arritmica ante la isquemia global en el corazén aislado no fue menor en la cepa
CD38KO a diferencia de lo esperado, mostrando una incidencia de 57 % en los WT y 75 % en los
CD38KO (valor p =0.61). En el modelo in vivo describi por primera vez el trazado electrocardiografico
(DII) de animales carentes de CD38. No hubo diferencias en la FC, intervalo PR, intervalo QT, amplitud
de onda S, ni amplitud de onda T. Sin embargo la duracién del QRS fue menor, mientras que la
amplitud de la onda R fue mayor en los ratones CD38KO, probablemente secundario a una mayor
velocidad de conduccién. Estas diferencias se perdieron en la etapa aguda de la isquemia por
sobrecarga adrenérgica. En la cepa CD38KO como era esperado vi mayor proporcidon de pausas
sinusales, que se hicieron mas evidentes ante la injuria por isoproterenol, lo que podria estar
evidenciando una mayor refractariedad del CICR por disminucién del contenido de calcio reticular. No
se demostré la proteccion ante arritmias generadas por isquemia en la cepa CD38KO ya que el
incremento de la carga arritmica fue similar en ambas cepas. No hubo diferencias significativas en la
proporcién de ratones afectados ni en la suma total de extrasistoles ventriculares registradas pero la
mortalidad que generd la sobrecarga adrenérgica en el grupo WT fue de 1/3 mientras que la totalidad
de los ratones CD38KO sobrevivieron.

Conclusiones: En esta tesis presento una caracterizacion electrofisiolégica de CD38 desde el PA

en corazén entero hasta la manifestacion electrocardiografica de superficie, con una evaluacién
especial de su papel en arritmias por I-R y desarrollando técnicas innovadoras a nivel nacional. Las

principales conclusiones son:
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CD38 contribuye a la repolarizacién tardia disminuyendo el APDqo.

La ausencia de la enzima evita el aumento de la FC en un medio arritmogénico con sobrecarga de
Ca*.

CD38 contribuye con un enlentecimiento en la velocidad de conduccidén miocardica manifiesta en
un descenso de la duracién y aumento del voltaje del QRS en los corazones de ratones que no
expresan CD38La delecién de CD38 genera un aumento marcado de pausas sinusales ante la
isquemia.

No hay evidencia de una proteccion ante arritmias malignas por I-R in vitro mediante la delecion
de CD38.

No se vio una contribucion de CD38 a arritmias malignas por isquemia in vivo aunque la ausencia

de la enzima parece mejorar el perfil de supervivencia.

12
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MARCO TEORICO

Anatomia cardiaca y sistema de conduccién

El corazén es un érgano ubicado en la cavidad tordcica envuelto en su mayor parte por una serosa
denominada pericardio. En los mamiferos se pueden distinguir 4 cavidades (auriculas derecha e
izquierda y ventriculos derecho e izquierdo), conectadas en dos circuitos en paralelo; el pulmonary el
sistémico. Estructuralmente se distinguen 3 capas; el endocardio, el miocardio y el epicardio. El
miocardio, es la estructura que conlleva el trabajo mas importante del érgano. Estd compuesto
esencialmente por musculo cardiaco lo que permite la funcién de bomba. A su vez al miocardio se lo
puede dividir en dos tipos de acuerdo a sus propiedades fisioldgicas. El miocardio especifico,
encargado de la génesis de la actividad eléctrica marcapaso y de la conduccién y distribucién de los
impulsos eléctricos a altas velocidades, y el miocardio inespecifico o miocardio de trabajo cuya
propiedad fundamental es la contraccion o trabajo mecanico. Las células de ambos tipos de miocardio
estdn fuertemente acopladas de forma mecdnica, eléctrica y quimica mediante las uniones en
hendidura (o uniones GAP) formadas por conexinas (Cx), lo que le permite actuar como un sincitio
funcional.

La irrigacidn de todas las estructuras se logra a través de las arterias coronarias que se originan en los
senos de Valsalva de la raiz adrtica. Desde alli parten la arteria coronaria izquierda y la arteria
coronaria derecha que mediante sus ramificaciones se distribuyen a lo largo de todas las caras del
corazon. La sangre venosa coronaria drena finalmente en la auricula derecha a través del seno
coronario.

El miocardio especifico tiene como propiedad fundamental el automatismo, o capacidad de generar
potenciales de accién en ausencia de estimulos externos. Se lo puede dividir en 3 grandes estructuras:
el nodo sinusal (NS), el nodo auriculo-ventricular (NAV) y el sistema His-Purkinje.

El NS es una estructura compleja, descrita por primera vez en 1907 por Keith y Flack en pequefios
mamiferos, ubicada en el techo de la auricula derecha en su unién con la vena cava superior, y como
se verd mas adelante, es el encargado de la actividad marcapaso de todo el corazén. Esta estructura
estd compuesta por células marcapaso inmersas en una matriz fibrosa de tejido conectivo, capilares
sanguineos y terminaciones nerviosas. La conduccion intranodal es lenta debido al tipo de Cx que
presentan sus células, las que a la vez le da una tincién inmunohistoquimica particular®.

La inervacién autondmica del NS es la mds abundante del corazén y regula la frecuencia de descarga
a este nivel y por tanto la frecuencia cardiaca (FC). La divisién simpatica genera aumento del

cronotropismo actuando mediante la liberacién de noradrenalina (NA) mientras que la divisién

14
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parasimpatica genera disminucién del cronotropismo actuando mediante la liberacidn de acetilcolina
(ACh). Los mecanismos de accion involucrados en estos fendmenos se detallaran mas adelante.

El NS conecta con el miocardio auricular y el impulso eléctrico se desplaza hacia el NAV a alta velocidad
a través de los haces internodales. El NAV, ubicado en el septum basal de la auricula derecha, por
detras del anillo tricuspideo y delimitado por el tridngulo de Koch, presenta una zona compacta central
cuyas caracteristicas electrofisioldgicas son similares a las del NS. Es decir, como se describe mas
abajo, la capacidad de automatismo, una morfologia particular del potencial de accién (PA) de sus
células y la conduccién intranodal lenta. Esto genera un retraso en la conduccidn del impulso eléctrico
a los ventriculos, lo que permite una activacién y contraccion secuencial de las cdmaras auriculares y
ventriculares y asi un correcto llenado diastélico tardio ventricular.

El impulso eléctrico es finalmente transmitido a alta velocidad (aproximadamente 2 m/s) al resto del
miocardio ventricular a través del sistema His-Purkinje desde el subendocardio (la porcion mas interna
del espesor miocérdico) conectando con el miocardio de trabajo (figura 1). Vale destacar que el acople
eléctrico, quimico y mecanico entre los miocardiocitos por medio de las uniones GAP, formadas
mayormente por Cx43, establecen un sincitio funcional que permite, entre otras cosas, la activacion

sincrénica de ambos ventriculos™.

SA node, ~0.05 m/s
Cx30.2 = Cx45

Atria, ~0.5—-1 m/s
Cx40 = Cx43

AV node, ~0.05 m/s
Cx30.2 = Cx45 > Cx40

AV bundle, ~2 m/s
Cx40 > Cx45 > Cx30.2

Bundle branches, ~2 m/s
Cx40 > Cx45 > Cx30.2

Purkinje fibers, ~2 m/s
Cx40 = Cx43

Working myocytes, ~0.5 m/s
Cx43

Figura 1. Patrones de expresion de conexinas y velocidades de conduccion en las diferentes regiones del corazon.
A la izquierda, corazon de ratén con tincién del sistema de conduccion cardiaco. A la derecha, una representacion
del corazon humano mostrando los patrones de expresion de conexinas y velocidades de conduccion en las
diferentes regiones. Modificado de @
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Electrofisiologia de las células miocardicas

Dado que todo el miocardio especifico tiene la propiedad de automatismo, el impulso eléctrico puede
potencialmente originarse en cualquier sector del mismo y transmitirse al resto del tejido miocardico.
De esta manera, el grupo celular que presente mayor frecuencia de descarga sera el que comande
toda la actividad eléctrica. En condiciones normales la estructura que toma este papel es el NS,
encabezando un sistema jerarquico en el que la frecuencia de descarga disminuye conforme progresa
distalmente el sistema de conduccidn, por lo que las estructuras con menor frecuencia de descarga
espontdnea son las fibras de Purkinje.

La fisiologia celular en cada una de las estructuras no es exactamente la misma, al punto que cambia

la morfologia del PA en los distintos sectores del miocardio.

Corrientes ionicas de membrana

En la actividad eléctrica de todo tejido excitable subyace |la capacidad de generar corrientes idénicas y
capacitivas a través de la membrana celular. Las células miocdrdicas no escapan a este principio y
cuentan con una serie de proteinas transmembrana entre las que se encuentran canales idnicos y

proteinas transportadoras que conforman un complejo mecanismo para la formacion del PA.
o If

La corriente funny (If) adquiere su nombre por la particularidad o “rareza” de ser una corriente idnica
gue se activa ante la hiperpolarizacién celular. Es asi que la conductancia aumenta cuando el potencial
de membrana se negativiza a valores entre -50 y -65 mV. Se trata de una corriente entrante catidnica
no selectiva que involucra la movilizaciéon de Na* y K™ a través de los canales HCN. Inicialmente se
consideraba que el rol de If era de proteccién ante la bradicardia generada por hiperpolarizacion
extrema. Posteriormente el paradigma cambié y pasd a considerarse la “corriente marcapaso”
responsable totalmente del automatismo normal. Actualmente el paradigma vuelve a sus origenes y
se la considera una mas de las corrientes involucradas en el automatismo, sabiendo que su rol es tanto

mas importante cuanto mas bradicardicas estén las células nodales'?.
e INa

Se trata de una corriente que inicia el potencial de accion en miocardiocitos, nervios y otros tejidos
excitables. La velocidad de conduccién esta directamente relacionada con la densidad de los canales
correspondientes. Sin embargo, no esta presente en las células nodales (zona compacta del NS ni
NAV). En el resto del tejido cardiaco la corriente se establece a través de los canales Nav 1.5
constituyendo los canales idnicos de mayor densidad. La apertura dependiente de voltaje permite una
conductancia amplia pero de corta duracidn ya que presentan una rapida inactivacién dependiente

de voltaje (IDV)™.
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e ICaL

La corriente de calcio tipo L o “long lasting” (ICal) es una corriente presente de forma ubicua en todo
el miocardio. En las células marcapaso nodales, que no presentan INa, es responsable casi
enteramente de la fase 0 del PA. Su activacién es dependiente del potencial, con un umbral de -40 mV
y con una cinética de activacidn e inactivacién lenta (de ahi su nombre). En el tejido miocardico genera
una corriente entrante de Ca** a través de los canales CaV 1.2 (la mas abundante en el tejido
miocardico) y CaV 1.3 (limitada a las células del NS y NAV), también conocidos como canales de calcio
tipo L (CCL). Luego de la activacion, esta corriente sufre IDV afectada por fosforilacién de proteina
quinasa A (PKA, por ser dependiente de AMPc, es decir del monofosfato de adenosina ciclico) e
inactivacion dependiente de Ca** (IDC) via unidn del Ca** a la Calmodulina (CaM). La importancia de la
IDC radica en la proteccién que le confiere al miocito ante la sobrecarga de calcio, que puede provocar
arritmias gatilladas por posdespolarizaciones tempranas y tardias (EAD y DAD respectivamente, por
sus siglas en inglés). Cabe resaltar la importancia fisioldgica de los canales CaV 1.2 en base a la

observacion de que la delecién de esta proteina en ratones es letal en la vida embrionaria®®.
e ICaT

La corriente de calcio tipo T o “transient” presenta cinéticas de activacidn e inactivacién mas rapidas
o transitorias que la de tipo L, de ahi su nombre. Los canales principales responsables de esta corriente
en adultos son los CaV 3.1 y estos se encuentran mayoritariamente en el sistema de conduccién. La
activacién de esta corriente se da a potenciales relativamente hiperpolarizados (-70 mV) por lo que
contribuye en mayor medida a la despolarizacion diastdlica temprana. La magnitud de la corriente es
relativamente menor a la de ICal y no presenta IDC'Y.
o |IK (delayed rectifiers)

Existe una amplia variedad de corrientes de potasio, con una distribucién heterogénea de acuerdo al
sector de miocardio analizado. En general, las corrientes de K* son salientes, por lo que la apertura de
los canales involucrados tendera a la repolarizacién o hiperpolarizacién mientras que el cierre
generara despolarizacion.

Alas corrientes IK también se las denomina rectificadoras tardias y la activacién y apertura es gatillada
por voltaje. En el miocardio humano se encuentran 3 subtipos que son IKur (ultra rapid), IKr (rapid), e
IKs (slow) denominadas asi de acuerdo a la velocidad de activacién. La IKur se encuentra en mayor
medida en miocardiocitos auriculares lo que estd asociado a la relativa corta duracion del PA (APD,
por su sigla en inglés). Tanto IKr como IKs juegan un rol clave en las fases 2 y 3 del PA y la lenta
desactivaciéon mantiene elevada la conductancia al potasio en la fase 3 tardia y contribuye a la
refractariedad efectiva que minimiza los sustratos arritmogénicos como las posdespolarizaciones!

(véase mds abajo Mecanismo de las arritmias).

17



CD38: rol en la electrofisiologia cardiaca normal y en arritmias por isquemia y reperfusién

e |tO
Esta corriente de potasio también denominada transient outward (transitoria saliente) se trata de una
corriente de activacidn rapida dependiente de voltaje y contribuye ampliamente a la repolarizacién
temprana observada en la fase 1 del PA por lo que no esta involucrada en los potenciales de acciéon de
las células nodales. La estimulacion alfa adrenérgica causa reduccién de Ito por vias dependientes e
independientes de PKC (proteina quinasa C)™.
o IKir

Se trata de corrientes de K* denominadas inward rectifiers (rectificadoras hacia adentro a pesar que
las corrientes son de salida), de manera que la conductancia de los canales de K* involucrados aumenta
cuando la membrana se hiperpolariza pero disminuye cuando se despolariza. Este fendmeno evita la
pérdida excesiva de K* durante la fase de meseta del PA al tiempo que brinda estabilidad al potencial
de membrana en reposo. Existen asimismo 3 subtipos bien establecidos de estas corrientes; la clasica
(IK1), la activada por ACh (IKACh) y la sensible a ATP (IKATP).

IK1 mediada por los canales Kir2 es particularmente predominante en los miocardiocitos ventriculares
y las fibras de Purkinje, mientras que es escasa en las células del NS. El Ca** intracelular durante el PA
bloquea esta corriente. La corriente IKACh mediada por los canales Kir3 es activada por ACh y
adenosina que se unen a los receptores acoplados a proteina G colinérgicos muscarinicos (M2) y
purinérgicos (P1) respectivamente. Esto permite la apertura de los canales con la corriente saliente e
hiperpolarizacién consecuente de la membrana celular. Se encuentran expresados con gran densidad
en las células nodales. La IKATP es mediada por los canales Kir6. Son inhibidos por ATP intracelular por
unién directa. Por el contrario, en presencia de Mg* el ADP estimula la apertura, de manera que en
laisquemia contribuye al acortamiento del PA dada la relacion ATP/ADP. El mecanismo de rectificacion
hacia adentro es el mismo en todos los canales e implica la oclusién del poro por la movilizacion

dependiente de voltaje de cationes como el Mg** y poliaminas'®.
e INCX

Esta corriente es generada por el intercambiador Na*/Ca** (NCX) y es el principal mecanismo de
extrusion del calcio citoplasmatico al exterior celular. Se trata de una proteina transmembrana
dependiente de voltaje que intercambia Na* por Ca** y la direcciéon del mismo depende tanto del
potencial de membrana como de la concentracidn relativa de los iones dentro y fuera de la célula.
Dado que la relacién de intercambio es de 1 ion Ca*™ por cada 3 iones Na*, es evidentemente una
proteina electrogénica que genera una importante corriente de entrada cuando funciona en el modo
habitual. Como se vera mas adelante, tiene un papel fundamental en la interaccién entre los relojes

de membrana y de calcio en las células marcapasos'?.

e Bomba Na*/K*
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La bomba Na*/K*, presente de forma ubicua en el organismo, genera una corriente saliente al movilizar
hacia el interior celular 2 iones K* por cada 3 iones Na* hacia el exterior.

Es evidente el importante papel que juega en la homeostasis celular en las células excitables, ya que
permite el restablecimiento tanto del potencial de membrana en reposo como de la composicion

idnica en el compartimiento intra y extracelular en cada PA™.

Uniones GAP

La propagacion del PA a lo largo del miocardio de trabajo es posible tanto por la presencia de los
canales idnicos activados por voltaje como por la conexion celular mediante las uniones GAP, que son
vias de baja resistencia del sincitio funcional ademas de dar soporte estructural.

Las uniones GAP conforman canales en la membrana celular predominantemente en los discos
intercalares. Cada una estd constituida por dos hemicanales, uno en cada célula interconectada. Los
hemicanales (o conexones) a su vez estdn conformados por seis Cx. Cada unién GAP permite no solo
el pasaje de iones de una célula a otra, sino también de pequefios solutos como el AMPc por lo que
estdn involucradas tanto en la resistencia intercelular y la velocidad de conduccién del PA como en la
comunicacion metabdlica del sincitio.

El corazdn expresa diversos tipos de conexinas, la Cx43, Cx40, Cx45, Cx46 y Cx37. La distribucion de
las mismas no es uniforme en todo el miocardio. Por ejemplo, la Cx43 es la predominante a nivel
ventricular mientras que apenas se expresa en las células nodales. A nivel nodal predominan la Cx45
y en menor medida la Cx40 (figura 1).

No todos los canales estan simultdneamente activos y la conductancia a través de ellos puede cambiar
en distintas situaciones fisioldgicas lo que puede acelerar, enlentecer o incluso bloquear la
propagacion del PA. Es conocido que el pH celular y la [Ca**]i pueden afectar la conductancia a través
de las uniones GAP. El pH 4cido, que se ve por ejemplo en la isquemia, reduce la conductancia mientras
que la [Ca**]i elevada (500 nM- 1uM) reduce el nimero de Cx43 funcionantes. Esto ultimo no ocurre
con la Cx40. Ademas, la conductancia también estd influenciada por el voltaje transunional y por la

fosforilacién de las Cx.

Morfologia del PA

Como se ve en la figura 2 el potencial de accidn celular no es exactamente igual en todas las células
miocardicas y su heterogeneidad radica en la diversidad de corrientes idnicas y otras propiedades
electrofisioldgicas a lo largo de toda su estructura. Sin embargo, una caracteristica comun es su
representacién en 4 fases. Dado que la mayor divergencia electrofisioldgica se da entre las células

nodales y el resto de los miocitos, la descripcidn de tales potenciales se hara por separado.
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Miocardio de trabajo

La fase 4 del PA de miocardiocito inespecifico exhibe un potencial de membrana en reposo estable
(figura 3), y este es mds negativo (=-85 mV) que el potencial diastélico maximo (PDM) de las células
nodales. Esta diferencia se establece por la presencia de la corriente IKir, (especialmente IK1) y la
ausencia de If.

La fase 0, de ascenso rapido del potencial, estd dominada por INa, siendo una corriente entrante
masiva de mayor magnitud que ICal lo que le confiere la mayor velocidad de despolarizacién respecto
a las células nodales.

A la fase 0 le sigue la fase 1 que no estd presente en las células nodales. Es una fase de repolarizacion
rapida en la que existe una corriente saliente de K* (Ito) de breve duracion.

Al igual que la fase 2 de las células nodales, en las células ventriculares, la fase 2, llamada fase de
meseta, esta determinada por el balance entre corrientes entrantes a través de NCX y CCL y salientes
como son las corrientes IK. Sin embargo, la duracidon de esta fase es algo mayor en las células
ventriculares.

Finalmente, en la fase 3 se establece el predominio de la corriente saliente a través de los canales de
K* (IK, delayed rectifiers e IK1, inward rectifiers) facilitados por la disminucidén de Ca** citosdlico
recapturado hacia el reticulo sarcoplasmico (RS), disminucién de la INCX y desactivacién de ICaL. Todo

esto genera la repolarizacién a potenciales de membrana en reposo (figura 3).
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Figura 2. Actividad eléctrica en las distintas regiones del corazén. Se esquematiza un corazén humano con las
diferentes regiones y los potenciales de accion representativos de cada una de ellas. En el panel inferior se
esquematiza un registro de electrocardiograma de superficie con las ondas P, Q, R, Sy T indicadas en correlacion
temporal con los potenciales de accion. RV: ventriculo derecho (right ventricle), LV: ventriculo izquierdo (left
ventricle). Modificado de @
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Figura 3. Esquema de un potencial de accion con las corrientes ionicas subyacentes en un miocito ventricular
humano adulto. Modificado de ®

Células nodales.

La fase 4 del PA nodal (también llamado potencial marcapaso) presenta quizas la caracteristica mas
importante de estas células. Se trata de la ausencia de un potencial de membrana en reposo, sino que
por el contrario presentan un PDM (aproximadamente -60 mV) a partir del cual se instala una
despolarizacién espontdanea (figura 4). En esta fase radica la génesis de la actividad marcapaso que se

describe mas adelante.
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La fase 0 se inicia en el momento en que se abren los CCL (-40 mV), lo que determina una corriente
entrante masiva y como consecuencia una marcada y rapida elevacion del PA (figura 4). Como las
células nodales no cuentan con INa, la fase 0 es algo mas lenta en estas células.

La repolarizacion comienza en la fase 2 ya que las células nodales no presentan la fase 1 de
repolarizacion rapida. Esta fase es breve, y se caracteriza por el equilibrio entre corrientes entrantes
representadas por ICaL e INCX y corrientes salientes representadas por las corrientes de K
rectificadoras tardias.

A continuacion, la fase 3 evidencia una repolarizacién marcada producto del cese de las corrientes
entrantes dada la desactivaciéon de los CCL y la extrusién del Ca** hacia el exterior celular. Esto
establece una predominancia de las corrientes salientes de K* cuyos canales, de lenta desactivacién,

aun permanecen permeables.

POTENCIAL DE
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3
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Figura 4. Esquema de un potencial de accion con las corrientes i6nicas subyacentes en un miocito de nodo
sinoauricular de conejo. MDP: potencial diastélico maximo, DD, despolarizacion diastélica, LCR: liberacion local
de calcio. Modificado de (7®
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Diferencias entre el potencial de accién humano y murino

Si bien los fendmenos eléctricos y mecanicos son en gran medida similares en todos los mamiferos de
experimentacion, existen pequeiias diferencias entre el humano y el ratdon que merecen ser
destacadas (figura 5).

En primer lugar, debe mencionarse que la FC del raton es aproximadamente 10 veces superior a la del
ser humano. Es decir, la duracién del ciclo cardiaco es 10 veces mds corto en el ratén lo que afecta
directamente a cada uno de sus componentes. Asi, por ejemplo, en el PA murino, el tiempo que el
miocardiocito permanece despolarizado (entre el inicio de la fase 0 y el final de la fase 3) es de
aproximadamente unos 100-120 ms y en el ser humano es de aproximadamente unos 300-400 ms
dependiendo de la zona ventricular que se esté estudiando.

Por otro lado, la fase 1 es mucho mas pronunciada en el PA murino que en el del humano. Esto
determina que la fase 2 y 3 transcurran a potenciales menos despolarizados en el ratdn. La causa de
esto es una corriente IKur marcada en ratones mientras que estd ausente en miocardiocitos
ventriculares del humano. Ademas, la Ito también es mads grande en el ratdon. Por el contrario, IK1

contribuye menos a la repolarizacién en los murinos que en el humano®® (figura 5).
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Figura 5. Diferencias en la actividad eléctrica del coraz6n humano y murino. En todos los casos lo que se muestra
a la izquierda corresponde al ser humano y a la derecha, al raton. Arriba: Representacién esquematica del ECG
humano y murino. Medio: Potenciales de accidon esquematicos representativos del miocardio activado mas
tempranamente (linea continua) y mas tardiamente (linea punteada) en ambas especies. Abajo: Representacion
esquematica de las diferentes corrientes subyacentes al potencial de accién en humanos y ratones. Modificado
de @

El electrocardiograma (ECG)

La actividad eléctrica cardiaca es pasible de ser registrada de distintas formas. Por lo general se hace
mediante electrodos conectados a sistemas de amplificacidon, aunque también se puede realizar

mediante sistemas dpticos con colorantes sensibles a los cambios de voltaje. Dentro de los métodos
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mas habituales en la practica clinica se encuentran los registros endocavitarios con electrodos
monopolares o multipolares, registros con electrodos intraesofagicos y registros desde la superficie
corporal. Un ejemplo de este ultimo tipo es el electrocardiograma (ECG) que se define como un
registro organizado y sistematizado de la actividad eléctrica cardiaca mediante 12 derivaciones
colocadas en la superficie corporal. Al dia de hoy no existe herramienta paraclinica que sea tan usada
en la asistencia sanitaria intra y extrahospitalaria como el ECG, permitiendo el diagndstico y manejo
de una amplia variedad de enfermedades cardiacas y no cardiacas, asi como también otorgando un
aporte sustancial en el ambito de la investigacién tanto basica como clinica.

La historia del ECG se remonta a principios del siglo XX cuando Willem Einthoven desarrollé un sistema
de registro de actividad eléctrica desde la superficie corporal mediante derivaciones bipolares
conformadas por electrodos colocados en los miembros del paciente, aporte que le valié un Premio
Nobel. Esas 3 derivaciones conocidas como DI, DIl y DIll conforman un tridngulo equilatero conocido
como triangulo de Einthoven. Posteriormente se agregaron 3 derivaciones monopolares en el plano
frontal, conocidas como aVL, aVR y aVF y 6 derivaciones monopolares en el plano transversal (V1-V6)
qgue conformaron finalmente el ECG estandar de 12 derivaciones. De esta manera, usando al térax
como conductor volumétrico y a los miembros superiores e inferiores como conductores lineales, es

posible medir desde la superficie corporal la actividad eléctrica cardiaca en las 3 dimensiones.

Componentes de un trazado normal del ECG

El ciclo cardiaco (o ciclo de Lewis) comprende una serie de fendmenos eléctricos, mecanicos y
hemodindmicos necesarios para el correcto bombeo de sangre al sistema circulatorio. La actividad
eléctrica del corazén es parte de ello y tipicamente en el trazado electrocardiografico se describen una
serie de ondas y segmentos que van desde el origen del impulso eléctrico desde el NS hasta la
repolarizacion ventricular para finalizar el ciclo. Estos componentes estdn presentes tanto en el ser
humano como en la mayoria de los mamiferos de experimentacién cominmente usados en el
laboratorio. Cada uno de ellos se corresponde perfectamente con la actividad eléctrica en distintos
sectores y células del miocardio como se ve en la figura 2.

El primer componente del trazado es la onda P que representa la despolarizacidn auricular. Dado que
el origen de la despolarizacién normal es el NS, el vector promedio de la actividad eléctrica se dirige
desde arriba hacia abajo, desde atras hacia adelante y de derecha a izquierda. Por tanto, la primera
auricula en despolarizarse es la derecha, seguida por la auricula izquierda. Esto inscribe de forma
caracteristica una onda positiva y de bajo voltaje en las derivaciones DI, DIl y aVF, y negativa en aVR.
Incluyendo la onda P se encuentra el intervalo PR que representa el tiempo que transcurre entre el

inicio de la actividad eléctrica auricular y el inicio de la actividad eléctrica ventricular. Por tanto, este
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intervalo incluye el tiempo de despolarizacién auricular y el tiempo de retraso que existe entre la
actividad auricular y ventricular. Este tiempo es necesario en la mecanica del ciclo cardiaco ya que
garantiza el correcto llenado diastdlico final gracias a la contraccidn auricular. La mayor parte del
retraso se encuentra en el NAV, producto de la conduccidn lenta en ausencia de Cx43, aunque también
estd incluido el tiempo de conduccidn a través del sistema His-Purkinje. Debe notarse que en el
humano el intervalo PR ocupa una proporcion de tiempo del ciclo cardiaco menor que en el ratén.

El segmento PR termina cuando comienza el complejo QRS. Este complejo comprende un conjunto
de deflexiones positivas y negativas que representan los distintos vectores instantdneos de
despolarizacién ventricular que, como se ve en la figura 2, estan formados por la diferencia de voltaje
entre los distintos sectores de miocardio ventricular mientras transcurren la fase 0 y la fase 1 del PA.
Por convencién se denomina onda Q a la primera deflexiéon negativa, onda R a la primera deflexion
positiva y onda S a la segunda deflexién negativa. El complejo QRS es el que presenta las mayores
diferencias entre el humano y el ratdn. La particularidad mds notoria en el trazado murino es la
presencia de una onda J que sigue a la onda S (figura 5). Cuando comienza la onda J ya todo el
miocardio ventricular se ha despolarizado de modo que ésta forma parte de los vectores generados
por el proceso de repolarizacién.

El segmento ST procede luego del complejo QRS y representa un estado de equilibrio eléctrico donde
la mayor parte de la masa miocardica ventricular esta despolarizada en fase 2 o 3. Dado que casi no
existen diferencias de voltaje transmurales la representacién electrocardiografica es una linea
mayormente isoeléctrica a la misma altura que la linea de base. En los ratones no existe un segmento
ST isoeléctrico, sino que hay una transicion entre la onda J que forma parte de la repolarizacidn, y una
onda T negativa.

Finalmente, la onda T, una onda de baja frecuencia y amplitud, es un componente electrocardiografico
qgue representa los vectores transmurales de repolarizacién. Dado que la APD es mayor a nivel
endocardico que epicardico, existe un desfase en la repolarizacion celular entre estos sectores. Esto
provoca una corriente transmural por la diferencia de voltaje instantdneo antes que todo el miocardio
llegue a la fase 4. Como se ve en la figura 5, la onda T murina es de menor amplitud que la del humano
quizas como consecuencia de que gran parte de la repolarizacion (fase 1 del PA) ya esta representada

en la ondal y por tanto hay plateau menos despolarizado en estos.

El calcio en la fisiologia miocardica.

El calcio es un cation divalente que se encuentra de forma abundante y altamente regulado en el
organismo. En la mayoria de los tejidos la concentracidn citosodlica es baja y la mayor parte del ion se

encuentra guardado dentro del RS como se vera a continuacion. A nivel miocardico el calcio tiene una
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funcidn esencial en el proceso de contraccién y relajacién. Ademds, forma parte de las corrientes de
membrana que permiten su excitabilidad y contribuye en otros procesos fisiolégicos como la muerte

celular programada.

Reticulo sarcoplasmico

El RS es un organelo intracelular responsable del almacenamiento de la mayor parte del calcio celular.
Estructuralmente conforma una red que rodea a los miofilamentos y presenta una estrecha relacién
con la membrana plasmatica, especialmente en las cercanias de los tubulos T con los cuales forman
las denominadas diadas, que son importantes en la comunicacién sarcolema-RS. La principal funcién
es proveer de calcio idnico al citosol para la generacidn del PA y el acoplamiento éxito-contractil, asi
como resecuestrarlo para permitir la relajacidn. El contenido total de calcio en el RS es la suma de la
forma idénica ([Ca**]rs) mds una cantidad sustancialmente mayor unida a la calsecuestrina (CSQ), una

proteina que oficia de buffer dentro del organelo'?.

Receptor de Rianodina

El receptor de rianodina es un gran complejo tetramérico transmembrana de 2200 kDa ubicado en el
RS de una gran variedad de organismos y tipos celulares. En los mamiferos, el tipo 2 (RyR2) es el que
se encuentra en las células cardiacas y neuronas, mientras que el tipo 1 predomina en el musculo
esquelético. Funciona como canal idnico permitiendo la salida de Ca** del interior reticular en cada
ciclo cardiaco.

El calcio, luminal y citosdlico, es el principal regulador de la conductancia de los RyR2. En estado
estacionario (sin fluctuacion ciclica de la concentracién de Ca**) los RyR2 presentan una probabilidad
de apertura gaussiana en funcion de la concentracién de Ca** citosdlico ([Ca**];). Valores de [Ca**]; de
0.1 a 10 pM activan el canal aumentando la conductancia al ion, mientras que valores de [Ca*™]; entre
100 uM y 3 mM lo inactivan. Por su parte, la concentracion de Ca** luminal dentro del RS también
afecta la probabilidad de apertura del canal, incrementando cuando la [Ca**]rs se eleva en el rango de
micromolar a milimolar.

De tal manera, a medida que aumenta la [Ca**]rs una apertura breve permite el escape o leak de Ca**
hacia el citosol. Este fendmeno forma parte del llamado reloj de calcio de las células marcapaso y

contribuye en parte a la despolarizacién diastélica de la fase 4 (figura 4).

Liberacion de calcio inducida por calcio
La liberaciéon de calcio inducida por calcio (CICR por su sigla en inglés) es un mecanismo de
retroalimentacion positiva por el que el calcio citosdlico induce la liberacién de calcio reticular. Este

mecanismo permite la amplificacién de una pequefia sefal de calcio, logrando, si es lo suficientemente

28



CD38: rol en la electrofisiologia cardiaca normal y en arritmias por isquemia y reperfusién

grande, la regeneracién del fendmeno y la propagacién en toda la célula y a células adyacentes. Este
hecho fisiolégico cobra importancia si se tiene en cuenta la alta capacidad de amortiguacion de calcio
o “buffering” que presenta el citosol.

La principal fuente de calcio para la CICR es el Ca** extracelular que ingresa mediante la apertura de
los CCL. En este sentido, la despolarizacién de la membrana celular en cada ciclo permite el ingreso de
Ca** extracelular para activar la CICR y generar en conjunto el denominado transitorio de calcio,
necesario tanto para potenciar la despolarizacién celular (recuérdese el papel de la INCX dependiente
de Ca**) como para fortalecer el acoplamiento éxito-contractil.

Hasta la fecha se han descrito 3 moléculas que cumplen los criterios de segundos mensajeros capaces
de modular este fendmeno fisioldgico. El primero descrito fue el inositol trifosfato (IPs), y luego el ADP
ribosil ciclico (ADPRc) y dinucledtido de adenina y acido nicotinico fosfato (NAADP), este Ultimo
actuando a nivel de otros organelos como los endosomas®®®,

Por su parte, es ampliamente conocido que la cafeina actua sensibilizando el RyR2 al Ca**, por lo que

incluso valores basales de calcio pueden desencadenar la apertura masiva de RyR2.

Chispas y ondas de calcio

Ademas de los transitorios de calcio, existe una finita probabilidad de pequefias liberaciones de calcio
debido a la apertura de forma estocastica de los RyR2. Como se menciond, a estas liberaciones se las
denomina chispas de calcio o “leaks”. En condiciones de reposo normales la probabilidad de que el
RyR2 se abra de esta forma es de aproximadamente 10 lo que determina que en un momento dado
puedan existir una o dos chispas de Ca** por miocito®®. Sin embargo, esta probabilidad aumenta
cuando los RyR2 estan sensibilizados por distintos mecanismos como la fosforilacién y otros que se
veran a continuacién. Si la chispa de calcio es lo suficientemente grande, o existe acumulacién de
chispas en un sitio determinado, el Ca** citosdlico puede difundir hacia RyR2 vecinos
(aproximadamente a 1 - 2 uM de distancia) y estimular su apertura, lo que puede devenir en ondas de
calcio propagadas por gran parte del miocito. Este fendmeno tiene un gran potencial arritmogénico si
se tiene en cuenta la capacidad de activar el NCX capaz de despolarizar el potencial de membranay

generar posdespolarizaciones (véase mds abajo Mecanismo de las arritmias).

Proteinas reguladoras del RyR2

Conociendo la importancia del papel del Ca** en la fisiologia celular, no sorprende que exista una
compleja maquinaria capaz de regular con precisidn la liberacion del calcio a través de los RyR2. Existe
un conjunto de moléculas bien estudiadas que son capaces de unirse al RyR2 y modular su apertura 'y

cierre, tanto de una forma estacionaria como de forma dependiente del calcio y del tiempo.
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Entre ellas se destaca la CaM, que inhibe de forma ténica la apertura de los RyR2, pero su accién se
potencia de forma dependiente de la concentracidon de calcio cuando ésta aumenta en el lado
citosdlico (un efecto similar al que presenta sobre la ICal). Este mecanismo puede jugar un rol
importante en la terminacion de la sefial. Otra proteina inhibitoria largamente estudiada es FKBP12.6
gue juega su papel estabilizando el RyR2 en su estado cerrado.

Por otro lado, el RyR2 también es regulado por fosforilaciéon. Dos de las proteinas que se destacan en
este papel son la PKA y la Ca/CaM proteina-quinasa Il (CaMKIl) que aumentan la probabilidad de
apertura del canal fosforilando distintos sitios. Estas vias son dependientes de AMPc por lo que juegan

su papel con la activacién adrenérgica'®.

Bomba SERCA

Existe una familia de bombas de membrana transportadoras de calcio a partir de la hidrélisis de ATP
(ATPasas). A nivel del RS se encuentra la bomba de Ca** del reticulo sarco-endopldsmico (bomba SERCA
por su sigla eninglés) y es un eslabdn clave en la homeostasis del Ca** por el que presenta alta afinidad.
A nivel cardiaco se expresa en mayor medida la isoforma 2a aunque también se encuentran las
isoformas 2b y la 3. La SERCA2a es la proteina mds abundante en la membrana del RS. Transporta 2
iones Ca*" al lumen reticular por cada ATP hidrolizado. Se trata de la principal proteina involucrada en
la relajacion muscular recapturando el calcio liberado durante la sistole. En humanos contribuye en
un 70 % a la remocién de Ca** citosélico, quedando un 28 % en manos del NCX y un restante 2 % para
la Ca-ATPasa de la membrana plasmatica y la recaptacidon mitocondrial. En ratones en tanto, la bomba
SERCA2a tiene alin mas relevancia en la remocion del Ca** contribuyendo en un 92 %, mientras que el
NCX lo hace en un 7 %,

Nuevamente, dada la importancia de su rol en la homeostasis del calcio, no sorprende la presencia de
diferentes mecanismos regulatorios. El principal es el mediado por fosfolamban (PLB), una proteina
insertada en la membrana reticular que contiene sitios de fosforilacion hacia el citosol. PLB
desfosforilado inhibe SERCA2a y disminuye su afinidad por el Ca*, mientras que la fosforilacion por
PKA y posiblemente por CaMKIl libera la inhibicion y aumenta su afinidad, aumentando asi el
transporte de Ca**. Otra pequefia proteina transmembrana reguladora es sarcolipina (SLN) que inhibe
la actividad de SERCA, probablemente disminuyendo la afinidad por el Ca** como PLB.

A nivel experimental también existe una molécula capaz de inhibir de forma irreversible y con alta

selectividad a SERCA, la tapsigarguina.
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Regulacion por el sistema nervioso autbnomo

El gasto cardiaco debe adecuarse a las necesidades cambiantes de oxigeno y nutrientes en el
organismo. El sistema nervioso auténomo (SNA) es la principal via de comunicacién entre el sistema
nervioso y el corazén y es responsable en enorme medida de regular este cambio del gasto. Sus dos
divisiones principales, sistema nervioso simpatico (SNS) y sistema nervioso parasimpatico (SNP)
actuan de forma antagdnica no solo en el sistema cardiovascular, sino en la mayoria de los sistemas
del organismo. Ademads, a nivel cardiaco, existe una division intrinseca del SNA que constituye una
compleja trama ganglionar distribuida por distintas estructuras relevantes del corazén. Este sistema
intrinseco estd compuesto por neuronas aferentes, interneuronas y fibras eferentes tanto
adrenérgicas como colinérgicas que median reflejos locales y responden a influencias del sistema
nervioso central (SNC) y catecolaminas circulantes.

A nivel cardiovascular, el SNA es capaz de generar una serie de fendmenos que, mediante la
modificacion del inotropismo (fuerza de contraccién), lusitropismo (velocidad de relajacion),
cronotropismo (FC), precarga y poscarga, terminan regulando los dos componentes del gasto cardiaco;

la FCy el volumen sistdlico.

Sistema nervioso simpatico.

El SNS establece conexidn con el corazdn a través de la cadena ganglionar paravertebral. Desde esta
estacion de relevo, las fibras posganglionares forman los nervios cardiacos e ingresan por la base
cardiaca formando el plexo cardiaco. El neurotransmisor que media su actividad es la noradrenalina
(NA) que se une y activa a los receptores B-adrenérgicos del miocardio que estan acoplados a proteina
G. Ademas, esta accidn también es mediada por las catecolaminas circulantes como la adrenalina que
aumentan en situaciones de estrés para activar el denominado estado de “lucha o huida”.

El estimulo B-adrenérgico activa la proteina de unién a la GTP (Gs) que estimula a la adenilato ciclasa
para producir AMPc, que a su vez activa la PKA (figura 6). La PKA fosforila una variedad de proteinas
relacionadas con la excitaciéon y contraccién del miocardiocito. Algunos ejemplos son los CCL
produciendo un aumento de la ICalL, los RyR2 que se disocian de FKBP12.6 aumentando la probabilidad
de apertura, PLB liberando SERCA2a, y los canales HCN4 para aumentar If. Todas estas acciones
generan un aumento del transitorio de calcio y por tanto del inotropismo, asi como efectos
lusitrépicos y cronotrdpicos positivos. Estos efectos ademas son amplificados por CaMKII.

En condiciones patoldgicas con sobrecarga de calcio, por ejemplo en la falla cardiaca, la
hiperfosforilacion del RyR2 puede causar pérdidas diastdlicas de Ca** reticular que favorece la

arritmogénesis'?.
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El efecto del estimulo adrenérgico es altamente regulado por los niveles de fosfatasas (PPs) y
fosfodiesterasas (PDEs). Las primeras remueven el grupo fosfato de las proteinas fosforiladas mientras

que las segundas hidrolizan el AMPc.
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Figura 6. Vias de sefializacion de la estimulacién adrenérgica. Tomada de .

Sistema nervioso parasimpatico
Las neuronas preganglionares se originan en el area cardioinhibitoria bulbar y desde alli sus axones

emergen del SNC a través del nervio vago y hacen sinapsis con neuronas posganglionares ubicadas en
las paredes cardiacas. Las fibras posganglionares inervan en mayor densidad el NS, y en menor medida
lo hacen en el NAV. Ademds, también inervan el miocardio ventricular y el auricular. El
neurotransmisor que media los efectos parasimpaticos es la ACh y genera un efecto “en menos” sobre
las propiedades cardiacas.

La ACh se une al receptor colinérgico muscarinico M2. Sin embargo, en la hendidura sindptica también
es hidrolizada rapidamente por la acetilcolinesterasa (AChE) lo que explica el efecto fugaz de la
estimulacion vagal a nivel cardiaco. En este sentido se entiende la capacidad del SNP de generar
efectos instantdneos o “latido a latido” mientras que el SNS lo hace de una forma mds prolongada.

A nivel de membrana plasmatica el receptor M2 se acopla a la proteina Gi que inhibe la adenilato
ciclasa por lo que el efecto colinérgico sera el opuesto al adrenérgico, disminuyendo la produccién de
AMPc y fosforilacién por parte de la PKA de proteinas como los CCL, los HCN4, los RyR y PLB. Ademas,
en las células nodales activa la corriente KACh de forma directa (sin segundos mensajeros). Todo esto
determina una disminucién del cronotropismo mediante hiperpolarizacion celular y disminucion de la

pendiente de fase 4 en el NS y una disminucién del inotropismo y lusitropismo.
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Enfermedad Cardiovascular

Muerte Subita Cardiaca (MSC)

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) conforman la principal causa de morbi-mortalidad en el
mundo, e insumen a los sistemas de salud enormes costos. La muerte subita es una de las
manifestaciones de las ECV y muchas veces la primera, configurando un importante problema
sanitario. Se define como un fallecimiento inesperado de causa cardiaca manifestado por una abrupta
pérdida de conocimiento con menos de 1 hora de duracion del cambio del status cardiovascular. La
incidencia mundial es dificil de calcular pero se estima que representa el 10 — 20 % de los fallecimientos
en Europa y la mitad de todas las muertes cardiovasculares®.

Entre las causas de MSC se destaca ampliamente la cardiopatia isquémica llevandose el 80% de los
casos en paises occidentales. El resto se reparten en enfermedades congénitas o adquiridas que
causan miocardiopatias no isquémicas, canalopatias, etc.

Dado el alto impacto sanitario, la MSC y sus causas han sido fruto de investigacién en los ultimos afios,
tanto para elucidar los mecanismos biolégicos, como para fortalecer la prevencién y el tratamiento

farmacolégico y no farmacolégico.

Cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica es la primera causa de mortalidad a nivel mundial, sobre todo en poblaciones
adultas. Engloba un conjunto de entidades que tienen como desenlace comun el insuficiente aporte
sanguineo para satisfacer las necesidades metabdlicas (definido como isquemia) del miocardio o un
sector de éste, pudiendo ocasionar infarto de miocardio. Se puede manifestar de forma aguda
(sindrome coronario agudo) o crdnica (angina estable) y las consecuencias pueden ir desde pequefias
disfunciones subclinicas del sistema cardiovascular hasta la MSC.

Una de las manifestaciones mas importantes es el infarto agudo de miocardio (IAM) que se produce
como consecuencia de la obstruccién total y aguda de una arteria epicardica. Muchos de estos
pacientes mueren de forma subita en su domicilio sin llegar a la atencidén sanitaria producto de

arritmias ventriculares malignas, siendo los primeros 30 minutos los de mayor riesgo.

Isquemia aguda y arritmias

El comienzo de la isquemia aguda produce una disfuncién eléctrica, mecanica y bioquimica inmediata
en el miocardio. Ademas, el efecto de la reperfusidn, sea terapéutica o espontanea, también puede
causar arritmias y empeoramiento de la funcidn sistélica.

El miocito isquémico sufre una serie de procesos fisiopatoldgicos como consecuencia de la pérdida del

metabolismo aerdbico y disminucidn del ATP. Algunos de ellos son:
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- Salida de K* masiva a través de canales IKir y IKATP con la consiguiente acumulacién en el
espacio extracelular que contribuye a una disminucidn del potencial de membrana y a la
reduccion de la APD.

- Aumento de la actividad del intercambiador Na*/H* dado por la acidosis lo cual contribuye a
la acumulacién de Na* intracelular.

- Tanto la despolarizacidn de membrana con la activacion de ICaL como la actividad en la forma
inversa de NCX por el aumento de Na*, contribuyen a la entrada masiva de Ca*".

- A nivel intracelular existe una pérdida de calcio reticular liberado hacia el citosol que junto
con la entrada desde el medio extracelular determina una importante sobrecarga de calcio.

- Alteracién de la distribucién y funcionalidad de la Cx43 que genera un desacople eléctrico y
guimico entre los miocitos con la consecuente alteracion de la excitabilidad y conductibilidad.

- Generacion de radicales superdxido.

Todo esto, junto con la hiperestimulacidn adrenérgica, desencadena fendmenos arritmicos como
posdespolarizaciones y reentradas en sectores vulnerables del miocardio que se describirdn mas

adelante.

Mecanismo de las arritmias.

Existen 3 posibles mecanismos que subyacen el origen de distintas arritmias. Ellos son el automatismo
anormal, la actividad desencadenada y las reentradas. A veces actuan individualmente y otras veces
lo hacen de forma combinada.

El automatismo anormal es el inicio de un PA de forma prematura que surge de un miocardiocito con
un potencial de membrana reducido (menos negativo). La falla en alcanzar el potencial de membrana
en reposo puede estar en la disminucién de la conductancia de K* o una ganancia aumentada de las
corrientes entrantes. El automatismo anormal se ha descrito en las fibras de Purkinje o el tejido
miocardico isquémico.

La actividad desencadenada se puede dividir en las posdespolarizaciones tempranas y tardias (EADs
y DADs respectivamente). Las primeras ocurren cuando el miocardiocito falla en completar la
repolarizacion y la despolarizacidn prolongada puede estimular la reactivacion de corrientes entrantes
inactivas generando otro PA que se inicia habitualmente sobre la fase 2 del previo. Estos fendmenos
estdn muy asociados a ritmos lentos. Por su parte, las DADs se originan en la fase 3 del PA cuando el
potencial de membrana se encuentra ya casi completamente repolarizado o incluso en el potencial de
membrana en reposo normal. El mecanismo de las DADs puede ser variado pero en general involucra
el mal manejo del calcio. Tanto pérdidas de calcio reticular como alteraciones del NCX pueden estar

involucradas. Las catecolaminas y la [Ca**] celular aumentadas incrementan estos fenémenos.
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La reentrada implica que un impulso eléctrico circule por una via determinada y retorne por otra
(habitualmente de conduccién mas lenta) hacia el punto de origen, y vuelva a despolarizarlo para
generar un nuevo impulso y cerrar el circuito. Para ello es necesario que existan dos vias anatémica y
fisioldgicamente distintas con conexién proximal y distal. Caracteristicamente la refractariedad de una
de las vias es mayor por lo que el impulso circula inicialmente por la otra. La conduccidon de esta ultima
es lo suficientemente lenta para que el frente de onda pueda regresar por la primera via, ahora ya
fuera del periodo refractario. Este es el sustrato arritmico que se encuentra en mayor medida en los
infartos de miocardio dado que el tejido isquémico o el tejido cicatricial propicia estas alteraciones de

conduccién del impulso eléctrico.

Insuficiencia cardiaca y arritmias

Desde la perspectiva clinica la insuficiencia cardiaca es un sindrome complejo consecuencia de un
deterioro estructural y funcional del corazén. Representa un importante problema sanitario siendo
una de las mayores causas de ingreso hospitalario®. Se trata de un cuadro clinico precipitado por la
incapacidad de mantener el gasto cardiaco de acuerdo a las necesidades metabdlicas del organismo.
Como tal, es el desenlace comun de varias patologias cardiovasculares, entre ellas la cardiopatia
isquémica.

En la base de este fendmeno se encuentran una serie de remodelaciones estructurales y fisioldgicas
gue predisponen a arritmias cardiacas. Tal es asi, que muchas de las muertes en estos pacientes son
debidas a arritmias malignas, y el uso de cardiodesfibriladores implantables estd mundialmente
establecido en un grupo de ellos®.

Uno de los hechos mas importantes a nivel celular en la insuficiencia cardiaca es la desregulacion del
manejo del Ca**. Existe una sobrecarga de calcio citosélico al tiempo que los transitorios de calcio
disminuyen su amplitud (figura 7). La hiperactivacion adrenérgica mantenida es uno de los gatillos
principales para que esto ocurra. Por ello, el bloqueo de receptores adrenérgicos, ha sido uno de los
blancos terapéuticos que ha logrado bajar la mortalidad en estos pacientes. Algunas de las
alteraciones involucradas son las siguientes:

- La [Na*]i elevada lleva al NCX a actuar en modo inverso, es decir, extrayendo Na* e
incorporando Ca** durante la mayor parte del PA. Ademas, hay un aumento en la expresién
de esta proteina que potencia el fendmeno.

- Existe una regulacién a la baja de SERCA2A tanto en cantidad como en funcidn, lo que
disminuye la recaptacidn de Ca** reticular y aumenta su concentracion citosélica.

- Pérdidas diastdlicas de Ca*™ reticular a través del RyR2 en forma de chispas u ondas. Varios
fendmenos contribuyen a esto entre los que se encuentran la hiperfosforilacion de RyR2.

Recuérdese que la apertura de los RyR2 es un fendmeno estocastico y es influenciado tanto

35



CD38: rol en la electrofisiologia cardiaca normal y en arritmias por isquemia y reperfusién

por la [Ca**]rs como por la [Ca*™]; ademds de su modulacién por fosforilacion. También existe

una deplecion celular de FKBP12.6 dado por una hiperfosforilacién crénica mediada por PKA.

- La hiperactivaciéon de CaMKIl puede llevar a la activacién de los CCL y ademas contribuye a
incrementar la actividad del NCX llevando a un aumento mayor del [Ca**]..

Todo esto precipita la génesis de DADs que junto con un sustrato anatémico dado por un miocardio

fibrosado pueden generar arritmias malignas. De esto se desprende entonces la importancia del

manejo del calcio celular, incluso como objetivo terapéutico.
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Figura 7. Funcion de NCX y manejo del calcio en la insuficiencia cardiaca. Ctl: control, HF: insuficiencia cardiaca
(heart failure). Modificado de

CD38

CD38 (cluster of differentiation 38) es una glicoproteina transmembrana de 300 aminoacidos (AA) y
45 kDa originalmente descrita en el sistema inmune a principio de los afios 80 como un antigeno de
superficie linfocitario. En el comienzo se le adjudicaba un rol en la activacién, adhesién y migracién en
estas células. Sin embargo, con el paso de los afios se fue observando que su expresion y actividad no
se limitaba Unicamente al sistema inmune, sino que, por el contrario, CD38 se expresaba de forma
ubicua en todo el organismo y hoy se sabe que como consecuencia de su funcién enzimatica, participa
en un eslabdn clave de la fisiologia celular; la regulacidon del movimiento del calcio.

Los primeros hallazgos de esta novel funcién se remontan a principios de los afios 90 cuando H.C. Lee
trabajando en huevos de erizo de mar y huevos de Aplysia encontré una similitud de la secuencia
aminoacidica de CD38 con una enzima capaz de generar ADP ribosil ciclico (ADPRc) a partir del cofactor
NAD* (dinucledtido de nicotinamida-adenina). Esta capacidad enzimatica la denominaron como ADP

ribosil ciclasa e inmediatamente se evidencié que era también una propiedad de la CD38 del humano,
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como se describe mas abajo. Este hallazgo entonces muestra una conservacién filogenética de la

enzima de mas de 700 millones de afios, lo que marca su importancia funcional®.

Estructura de CD38

Como se menciond, CD38 es una glicoproteina transmembrana. Durante mucho tiempo se la
considerd una proteina transmembrana tipo Il lo que implica que su sitio catalitico carboxilo terminal
(C terminal) se encuentra orientado hacia el exterior celular. Especificamente en esta orientacion
presenta un gran dominio extracelular de 256 AA, un dominio transmembrana de 23 AA y una corta
cola citoplasmatica de 21 AA. Sin embargo, esta orientacién topoldgica no parecia explicar la
utilizacion de sustratos citosélicos como el NAD* para producir mensajeros que actian también de
forma intracelular. Este hecho ha configurado durante los Ultimos afios la denominada “paradoja de
la topografia”, que ha sido resuelta recientemente por los trabajos de Lee y Zhao!”. En este sentido,
describen también la expresion de CD38 con su sitio catalitico orientado hacia el lado citoplasmatico,
es decir, una configuracién tipo II®, Esta conformacidén se trata de la misma estructura con
orientacién opuesta y parece encontrarse en menores cantidades que la tipo Il. Ademas, se ha visto
gue también puede funcionar como transportador de modo que durante el proceso enzimatico es
capaz de tomar NAD"* del lado extracelular (o desde la luz vesicular) y liberar su producto catalitico
hacia el citosol”, aunque este transporte también se lo ha adjudicado a estructuras accesorias como
los hemicanales de Cx43®. Por su parte, como proteina transmembrana no solo esta presente en la
membrana celular, sino que también se encuentra activa en vesiculas de endocitosis asi como en la
membrana nuclear, la membrana mitocondrial, la membrana lisosomal, y trabajos recientes también
han confirmado su presencia en la membrana del RS de miocardiocitos o en sus proximidades, hecho
vinculado a su papel en la movilizacidn del calcio en estas células’?. Ademas, existe una pequefa

porcion soluble a nivel citoplasmatico (figura 8).
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Figura 8. Diferentes topologias de CD38 a nivel celular. CD38 tipo Il esta presente en la membrana plasmética y
del reticulo sarcoplasmatico (ER) con el sitio catalitico citosolico. CD38 tipo Il se expresa en la superficie celular y
puede ser internalizada por endocitosis a endolisosomas. Tomado de ).

Funcion de CD38

Como fue mencionado, en sus origenes se describido a CD38 como un marcador celular usado para
identificar linfocitos T. Sin embargo, hoy sabemos que se trata de una enzima multifuncional que juega
un rol esencial en multiples procesos fisioldgicos.

A pesar de que las descripciones originales fueron en el sistema inmune, el papel primordial en el resto
del organismo estd vinculado a su funcidn enzimatica. Se trata de la principal NADasa del organismo*?,
por su capacidad de degradar el cofactor NAD*, y la principal ADP ribosil ciclasa®® actuando en una
gran variedad de tejidos como el cerebro, higado, gldbulos rojos, retina, pancreas, rifiones, corazon,
entre otros, y tiene, por lo tanto, implicancias no sélo en la respuesta inmune sino también en otras
diversas funciones como se vera mas adelante.

CD38 no solo es capaz de generar ADPRc a partir de NAD* sino también de hidrolizar el ADPRc formado
para generar ADP ribosa (ADPR). Dado que la reaccién de hidrdlisis muestra una mayor afinidad por
el sustrato, el producto final mas abundante es el ADPR dejando una pequefia proporcién de este
como ADPRc.

Por otro lado, CD38 también cataliza una reaccién de intercambio de bases cuando se encuentran en
un medio acido, permitiendo la incorporacién de una molécula de acido nicotinico a NADP*

(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato), para la produccién de NAADP (acido nicotinico-adenina
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dinucledtido fosfato). Este producto es también una molécula que actia como mediador de la
movilizacién de calcio, al igual que el ADPRc; sin embargo, tanto las condiciones de pH como los

compartimientos sobre los que actta parecen ser diferentes®® (figura 9).
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Figura 9. Esquema de las diferentes actividades cataliticas de CD38. Tal como se representa con el espesor de
la flecha, CD38 es principalmente una enzima glicohidrolasa de NAD*. Tomado de 11,

A pesar de que la actividad ADP ribosil ciclasa en mamiferos es patrimonio mayoritariamente de CD38,
también ha sido descrita otra proteina que puede cumplir esta funcién, aunque en una proporcién
menor. Se trata de CD157. Tanto CD38 como CD157, son NADasas capaces no solo de sintetizar ADPRc

a partir de NAD", sino también de hidrolizarlo para generar ADPR.

ADP ribosil ciclico como producto de CD38

Adenosin difosfato ribosa ciclico o ADP-ribosil ciclico (ADPRc) es una molécula de 0.54 kDa, cuya
primera descripcidon se remonta a principios de los afios 90 gracias a los trabajos realizados por H.C.
Lee!® en huevos de erizos de mar y huevos de Aplysia. Se trata de una molécula estable formada por
el ciclado enzimatico del cofactor NAD* (figura 9). El ADPRc estd ampliamente distribuido en todos los
tejidos de mamiferos y su principal funcidén consiste en actuar como segundo mensajero en la

movilizacion de calcio reticular.
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La enzima encargada de su sintesis (ciclasa o NADasa) es también responsable de su degradacion a
ADPR, permitiendo un control estricto del contenido celular tanto de ADPRc como de NAD*. A pesar
de que ADPR y ADPRc son moléculas distintas, tienen carga y masa similares, presentando ADPRc una
molécula de agua menos que ADPR.

Como se menciond previamente, el ADPRc cumple las caracteristicas de segundo mensajero, actuando
en una via distinta al IPs en la liberacidn de calcio reticular mediante el RyR. Si bien existe controversia
en relacién a si el sitio de accion es el mismo RyR o si actla en alguna proteina accesoria, esta claro
que el efecto es activar la movilizacion de calcio sensibilizando el mecanismo de CICR*2(*3),

Por su parte, el NAADP, producto de la accion de CD38 en condiciones acidas, también cumple su
funcién en la movilizacion del calcio, pero esta parece ser independiente de los mecanismos activados
tanto por IP3 como por ADPRc asi como también de los RyR. Sin embargo, la via de accion del NAADP
permanece alin mas oscura.

Como ya se menciond, el citosol no es el Unico compartimiento en el que es relevante la cantidad de
calcio. La concentracion de calcio reticular también afecta la probabilidad de apertura de los RyR y por
tanto es un factor mas que importante en la CIRC, tanto por su efecto en la cinética de estos canales
como por el hecho de que con una mayor carga de calcio reticular, la liberacién en cada ciclo de
apertura serd mayor. Autores como Macgregor y Cui *4*> sugieren que el mecanismo principal por el
gue actua ADPRc es aumentando la carga reticular de Ca** por aumento de la recaptacion.

Como sugiere Lukyanenko*®), el efecto sostenido de ADPRc se puede ver una vez transcurrido cierto
tiempo necesario para la sobrecarga de calcio reticular y este efecto estd determinado por la
estimulacion de SERCA en presencia de ADPRc. En el mismo sentido, Park!*”’ demostré la importancia
de este metabolito en el mantenimiento de la cantidad del calcio reticular de células de musculo
esquelético mediante la via de SERCA, y que la concentracién necesaria de ADPRc para estimular
SERCA es mucho menor a la reportada para estimular la liberacidn del ion divalente mediante los RyRs.
Szentesi™® propuso una disminucién de la refractariedad de CICR mediada por el efecto de la
estimulacion adrenérgica sobre SERCA sugiriendo la importancia de la indemnidad del llenado

reticular sobre este sistema.

Antecedentes de CD38 y ADPRc

Si bien CD38 y su producto metabdlico ADPRc no son moléculas vitales en mamiferos, la modificaciéon
de las mismas tanto en mdas como en menos generan cambios sustanciales en la fisiologia del
organismo en condiciones basales y frente a alteraciones del medio. Su papel ha sido largamente
estudiado por diferentes grupos en los ultimos afios, siendo quizas los dos mas importantes el grupo

de H.C. Lee y el de E. Chini.
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Para el estudio de estas moléculas y la comprensidn de su implicancia fisioldgica en mamiferos se han
utilizado diferentes estrategias desde modelos in vivo hasta preparados de membrana celular. Entre
ellas encontramos por ejemplo el uso de ratones Knock Out (KO) para el gen de CD38, ratones
“catalytically inactive” (Cl) que expresan CD38 pero sin capacidad catalitica, anticuerpos monoclonales
gue neutralizan la actividad enzimatica de CD38, como Ab68, o el agregado de ADPRc exdgeno.
Ademas, también se han desarrollado una serie de farmacos que inhiben la actividad enzimatica de
CD38 que no solo permiten el estudio de esta enzima sino que también podrian tener un potencial
terapéutico. Entre ellos se encuentra 78c, una thiazoloquinazolinona que ha comenzado a utilizarse
recientemente como un potente inhibidor reversible de CD38. Se trata de un compuesto que es
permeable a la célula y posee excelentes propiedades farmacoldgicas que permiten su uso adn en
modelos in vivo elevando las concentraciones celulares de NAD*), También existen inhibidores de
otras familias como la luteolinidina, el 8-Br-ADPRc y el 8-amino-ADPR que se han usado previamente

en experimentos de investigacidn basica???y15),

Antecedentes sobre el papel de CD38/ADPRc fuera del sistema cardiovascular
Dado que no entra dentro de los objetivos de la tesis, a continuacion, se destacaran solo algunas de
las acciones mas estudiadas de CD38/ADPRc fuera de la fisiologia cardiaca.

A nivel del sistema inmunolégico CD38 actia como un antigeno, de manera que la unién con distintos
ligandos puede desencadenar una amplia variedad de respuestas desde la proliferacion celular hasta
la apoptosis™®. En los linfocitos Ty linfocitos B contribuye a la activaciéon y produccién de citoquinas,
fendmeno que es independiente de la actividad enzimatica. En la practica clinica ademas, se lo ha
usado como un marcador celular para clasificar neoplasias como el mieloma multiple o la leucemia
mieloide crénica. Por su parte, en el sistema inmune innato, CD38 es un factor importante en la
migracion de los neutréfilos en respuesta a las citoquinas inflamatorias (quimiotaxis). Este efecto si es
dependiente de la movilizacidn del calcio desde reservorios intracelulares gracias a la producciéon de
ADPRc?,

A nivel pancreatico CD38/ADPRc tiene un importante rol en la secrecion de insulina. Las células B de
los islotes de Langerhans responden al aumento de la concentracidn de glucosa con la secrecion de
insulina. El incremento de [Ca*']i es necesario en este proceso y la movilizacion desde depdsitos
endogenos es estimulada por ADPRc mas que por IPs. También en el pancreas se plantea un papel
similar en la secrecién exdcrina de las células acinares en respuesta a la colecistoquinina'®.

En el masculo liso, CD38/ADPRc estan implicados tanto en el tono muscular como en las contracciones
fasicas. Un ejemplo largamente estudiado es la participacién de esta via en la movilizacién del Ca** del
RS en el musculo liso vascular inducida por la accién la ACh sobre sus receptores muscarinicos”. Otro

ejemplo es el musculo liso de la via aérea, en el que ademds CD38 parece jugar un papel importante
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en patologia. En el asma, el TNFa induce la expresién de CD38 que por via del ADPRc contribuye a la
hiperreactividad bronquial®?.

Se ha vinculado a CD38 como un efector directo en el proceso de envejecimiento y disfuncién
mitocondrial desde su papel como principal enzima hidrolitica de NAD*. NAD* es un cofactor clave en
las reacciones de 6xido-reduccion y es usado por enzimas reparadoras del ADN. En este sentido,
también es sabido que los niveles de NAD* decrecen con el envejecimiento y este fendmeno se lo ha
vinculado, al menos en parte, al aumento de la expresién y actividad de CD38 a lo largo de la vida**4),
Mas recientemente se ha comenzado a investigar el papel de CD38 en la biologia tumoral y su rol en
nuevas estrategias terapéuticas. En este caso también depende de su papel como regulador de NAD*,
y por tanto de la actividad de enzimas desacetiladoras dependientes de NAD* como las sirtuinas (SIRT)
qgue inducen la activacién de cofactores antitumorales. En este sentido, la inhibicién de CD38 podria

aumentar la respuesta inmune de células T antitumorales)

Antecedentes del papel de CD38/ADPRc en el sistema cardiovascular

Desde las observaciones de Ringer en 1883 que el Ca*™ es un catién esencial en la fisiologia cardiaca,
el estudio de su regulacidén ha suscitado un particular interés, y CD38/ADPRc por su papel en la
fisiologia del Ca*™ no es ajeno a ello. A nivel cardiovascular el conocimiento del rol de estas moléculas
es todavia escaso, sin embargo, se destacan algunos antecedentes importantes.

La primera evidencia en miocardiocitos fue descrita por Rakovic en 1996, quien mostré los efectos
inhibitorios en el transitorio de calcio y el acoplamiento éxito-contractil de 8-amino-cADPR, un
antagonista competitivo de ADPRc, en células de cobayos®,

En 1999 Cui y Galione mostraron que el ADPRc en miocitos ventriculares de estos mamiferos
aumentaba la amplitud de los transitorios de calcio al tiempo que también aumentaba la frecuencia
de las chispas cuando era administrado de forma exdgena, con lo que comienza a postularse un
posible papel arritmogénico. El mecanismo planteado era una sensibilizacién de CIRC'*®, Ademas, ese
mismo afio, este grupo de investigadores demostré una supresion mediada por el antagonista
competitivo de ADPRc, 8-amino-cADPR, de las ondas de Ca*™ espontdneas bajo condiciones de
sobrecarga inducidas por isoproterenol?®. Por su parte, Higashida y col. muestran un aumento de la
actividad ADPRc de 1,7 veces mediante la estimulacidon con 1 uM de isoproterenol en preparados de
membrana de células ventriculares, evidenciando una via de sefializacién a través de los receptores B-
adrenérgicos®”.

De ahi en adelante, se publicaron una innumerable cantidad de trabajos cientificos de distintos grupos
acerca del efecto de ADPRc en el manejo del calcio reticular (se citardn sélo algunos de ellos). No existe
un completo acuerdo en relacidn a si se trata de un efecto directo sobre el RyR2 o indirecto a través

de moléculas reguladoras del mismo como FKBP12.6, calmodulina y CaMKII®®. Incluso se plantea que
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ADPRc puede actuar en una via independiente del RyR2, como por ejemplo, potenciando la
incorporacién de Ca** reticular a través de la bomba SERCA2a'*®. No obstante, todos confluyen en una
afirmacion en comin; el ADPRc potencia la liberacién del Ca™ reticular en los
miocardiocitos?8)(2912)(30)

Mas adelante, en el 2003, Jun Takahashi hizo interesantes contribuciones. Estudiando modelos
murinos KO para el gen CD38 (CD38KO) in vitro observé que el contenido de ADPRc en los
miocardiocitos de estos ratones era 85% menor que en el tejido de ratones Wild Type (WT)BY.
Ademas, evidencié un comportamiento diferente del transitorio de calcio de musculo papilar aislado
de ambos ratones y que éste era dependiente de la temperatura, hallazgo que ya habia hecho lino
previamente®. Por otra parte, mostré que la expresion de SERCA era mayor en los corazones aislados
de ratones CD38KO, y que la expresion de RyR2 también era mayor pero esto ocurria solo en las
hembras.

Chini demostrd el papel de CD38 en la regulacion del NAD* y la produccidon de ADPRc en distintos
tejidos, destacandola como la principal NADasa y la principal ADPRciclasa. Respecto al NAD*
detectaron niveles 10 a 20 veces mayores en ratones CD38KO en distintos tejidos incluido el corazén,
mientras que los niveles de ADPRc en el miocardio de estos ratones era indetectable®?.

Una mencién especial merece el vinculo de CD38 con el SNS. Como se dijo previamente, la adrenalina
y NA desencadenan una cascada de segundos mensajeros cuando se activa la adenilato ciclasa para
producir AMPc. Este se trata quizas del mecanismo de mayor jerarquia, pero sabemos que no es la
Unica molécula responsable de los cambios fisiolégicos generados por la estimulacién B-adrenérgica.
En este sentido, se ha descrito un aumento sostenido de la concentracién de ADPRc?”), permitiendo
de esta forma un incremento del transitorio de calcio, y por lo tanto del inotropismo, pero formando
a su vez, parte de procesos patoldgicos relacionados con arritmias e hipertrofia ventricular. Gul y col.
demostraron que el aumento sostenido (pero no el pico inicial) de [Ca**]i con la estimulacién B-
adrenérgica mediante isoproterenol en cardiomiocitos podia ser suprimido con un bloqueante
especifico de ADPRc, un efecto similar al producido por tapsigarguina, lo que en concordancia con lo
descrito por Park y cols. sugiere que el papel de esta via podria ser relevante en la recaptacion de Ca*™
reticular®®?)_ E| mismo patrén de la movilizacién del calcio lo evidenciaron en cardiomiocitos de
ratones CD38KO ante el estimulo B-adrenérgico?’). Ademads, también demostraron la induccién de la
actividad ADPR ciclasa con isoproterenol, cosa que no se logré en las células de CD38KO. Por otro lado,
en el plano de la patologia, los ratones CD38KO estaban protegidos de los efectos deletéreos tanto
estructurales (hipertrofia y fibrosis) como funcionales (fraccién de eyeccidn) que produce el aumento
sostenido de estimulacion B-adrenérgica como se ve en la insuficiencia cardiaca y la hipertensién

arterial. El mismo efecto en la produccién de ADPRc de forma sostenida y NAADP de forma transitoria
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fue visto por Lewis y por Lin Wee, con su correlacion en FC y la fuerza de contraccion en corazones
aislados®310/21),

Al tiempo comenzaron a publicarse estudios relacionados a los efectos de CD38 en procesos
patoldgicos como las arritmias cardiacas, la hipertrofia y la isquemia miocardica. En 2012 Kannt y col.
mostraron como la inhibicion de ADPRc previno despolarizaciones espontaneas inducidas por
sobrecarga de calcio in vitro, y un retardo en la generacion de fibrilaciéon ventricular mediada por

s34, Xie y col. evidenciaron un incremento de la concentracién de ADPRc

ouabaina in vivo en cobayo
en los miocardiocitos sometidos a isquemia y reperfusién, con el consecuente aumento de la
concentracién de calcio citosélico y dafio celular®. Lin Wee estudiando el efecto de la estimulacion
B-adrenérgica evidencié una proteccién ante la induccién de arritmias en los ratones CD38K0?. Xiao-
Hui Guan observé in vivo e in vitro que los ratones CD38KO estaban protegidos ante la hipertrofia
inducida por angiotensina 2 y para ello planted dos mecanismos; la disminucion del calcio citosdlico
que lleva a la regulacion a la baja de la via de Ca-NFAT vy la activacién de una via antihipertréfica
activada por la mayor actividad de la sirtuina 3 (SIRT3)®),

Trabajos recientes han demostrado que la deficiencia de la actividad de CD38 podria proteger al
corazon contra la injuria por isquemia y reperfusién in vivo e in vitro disminuyendo el area de infarto.
Tal es el caso del grupo de Boslett, que le adjudica a CD38 un papel crucial en la disminucién de la
sintesis de 6xido nitrico en situacién de isquemia-reperfusion en modelo tanto en ratas como en
ratones??¢?, Dado que la actividad enzimatica de CD38 aumenta en esta situacion, la deplecién de
NADPH, un cofactor para la Oxido Nitrico Sintasa epitelial (eNOS) determina una disminucién de éxido
nitrico en las células endoteliales de los vasos coronarios, y con ello, una peor perfusién miocardicay
mayor area de infarto. Ademas, estos autores, describen cémo la luteolidina, un inhibidor de CD38,
protege el miocardio en estas condiciones, y mejora la recuperacion de la contractilidad miocardica,
guedando por responder si se trata de un efecto directo sobre el flujo sanguineo o por menor area de
infarto?%®_ En la misma linea van los trabajos de Guan et al. que en modelos in vivo demostraron
una injuria por isquemia y reperfusion reducida en ratones CD38KO producto de la disminucién de la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO), al tiempo que disminuye la sobrecarga de Ca**
celular inducida por la hipoxia/reoxigenacion®®). La disminucién de las ERO seria producto de la
activacién de la via de la Sirtuina 1 (SIRT1), una proteina deacetiladora dependiente de NAD",
Nuestro equipo de trabajo ha estado estudiando el rol de CD38 desde hace varios afios y hemos
logrado resultados novedosos al respecto. En los trabajos publicados por Agorrody et al. por ejemplo,
se ha demostrado una menor FC en estado basal de los ratones CD38KO in vivo, hecho que no se vio
en el modelo in vitro y una marcada variabilidad de la FC respecto a los ratones WT, posiblemente por

la presencia de pausas sinusales“?“Y. De igual forma, la FC maxima alcanzada con la inyeccién de
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isoproterenol in vivo fue menor en los ratones con la deficiencia genética. Desde el punto de vista del
manejo del Ca** se comprobd que la frecuencia de las miniondas de Ca** eran menores en miocitos
ventriculares aislados de ratones CD38KO y que la velocidad de propagacién de las ondas de Ca™ era
mayor. Ademas, la carga de arritmias ventriculares in vivo cuando se lo sometia a un estimulo de

cafeina/adrenalina era también menor.

PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los esfuerzos realizados en los ultimos 30 afios han arrojado mucha informacién sobre la relevancia
fisioldgica de una enzima poco conocida y su actividad a nivel miocardico. Sin embargo, adn resta
mucho por investigar. A nivel fisioldgico, si bien se han estudiado las probables vias de sefalizacion
intracelular y su papel en la movilizacidn del Ca*™ y en diferentes corrientes de membrana, no se ha
descrito si CD38 tiene un rol en la morfologia del PA miocdrdico y en tal caso como esta modifica la
activacidn eléctrica global en todo el miocardio. A nivel fisiopatolégico se la ha vinculado en la
induccion de arritmias ventriculares en protocolos de estimulacién eléctrica o mediante el uso de
sustancias arritmogénicas pero no se han realizado estudios y por tanto no existe informacién
respecto a si CD38 estd vinculada a las arritmias ventriculares malignas en el contexto de isquemia y

reperfusidn, siendo esta la principal causa de muerte subita a nivel mundial.

En base a esto me propuse analizar el papel de CD38 en la actividad eléctrica miocardica estudiando
desde el PA celular hasta el ECG de superficie y su posible impacto en arritmias ventriculares
producidas por isquemia y reperfusion. Por lo tanto, este trabajo, ademas de desarrollar y poner a
punto una nueva técnica de experimentacidn a nivel nacional, como lo es el registro del potencial de
accion de corazones aislados de ratones, aporta informacién novedosa acerca de procesos fisioldgicos

y fisiopatoldgicos vinculados a un tema de impacto en la salud como es la cardiopatia isquémica y

muerte subita.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el papel de CD38 en la actividad eléctrica miocardica y su rol en la susceptibilidad arritmica.

Objetivos especificos

e 1. Determinar si CD38 contribuye a la morfologia del potencial de accién (PA) murino
registrando la actividad eléctrica a nivel celular de corazones aislados enteros:
- 1l.a. Comparar el PA de corazones aislados de ratones WT y CD38KO.
- 1.b. Comparar el efecto del estimulo adrenérgico en el PA de corazones aislados de
ratones WT y CD38KO.
- 1.c. Analizar el efecto de la inhibicién aguda de CD38 en el PA miocardico de ratones

WT en condiciones basales.

® 2. Evaluar el rol de CD38 en la frecuencia cardiaca y la susceptibilidad a arritmias por
isquemia y reperfusién in vitro:
- 2.a. Comparar la frecuencia cardiaca espontanea de corazones aislados de ratones
WTy CD38KO.
- 2.b. Comparar la respuesta de los corazones aislados de ambas cepas ante la injuria
provocada por isquemia global y reperfusién, con especial busqueda y comparacion

de arritmias malignas.

e 3. Evaluar la manifestacioén electrocardiografica de CD38 y su rol en modelos de arritmias por
isquemia in vivo.

- 3.a. Estudiar la actividad eléctrica cardiaca in vivo de ratones WT y CD38 KO
mediante ECG de superficie, analizando y comparando la FC y los distintos
componentes del trazado.

- 3.b. Comparar la respuesta arritmica ante un modelo de infarto por sobrecarga

adrenérgica in vivo mediante ECG de superficie de ratones WT y CD38KO.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron de acuerdo a los protocolos de experimentaciéon aprobados por la
Comisién de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica (n°

70153-001069-15, 70153-000388-17 y 70153-000673-18).

Modelo bioldgico.

Se utilizaron ratones adultos, machos de la cepa C57BL/6 salvajes (wild type, WT) y que no expresan
CD38 (CD38 knock out, CD38K0). Los ratones fueron criados en el bioterio del Instituto Pasteur
Montevideo (UATE) y trasladados al bioterio de Facultad de Medicina (URBE) donde permanecieron

alojados hasta el momento del experimento.

Registro de la actividad eléctrica cardiaca in vitro.

Eutanasia y diseccion

Quince minutos previos a la eutanasia se inyectaba heparina sddica subcutdnea en una concentracion
de 8000 Ul/kg (0.1 ml de una solucién de dilucién de 2500 Ul/ml) con el fin de evitar la formacion de
trombos durante el procedimiento. El método de eutanasia en todos los casos fue la dislocacion
cervical que provoca un paro cardiorrespiratorio inmediato. Seguidamente se procedia a fijar el animal
por sus cuatro miembros. Luego se comenzaba la diseccidn con una incision subxifoidea y dos grandes
incisiones en las lineas axilares anteriores en sentido caudo-craneal para retirar la cara precordial de
la parrilla costal y exponer el corazén y los vasos principales. Se tomaba el corazén desde la base con
una pinza y con extremo cuidado para no dafiarlo se cortaba la aorta y la arteria pulmonar
aproximadamente 1,5 mm por encima del origen visible. Finalmente se cortaban las venas cavas y se
colocaba el corazén en un recipiente con solucion Tyrode a 4°C durante 10 s previo a la canulacién de
la aorta. Una vez canulado, comenzaba la perfusién (por bomba peristaltica o por gravedad),
corroborando visualmente el cambio de color en los vasos coronarios que aseguraba el correcto
posicionamiento de la canula. Inmediatamente se procedia a fijarla atando un hilo alrededor de la

aorta canulada (véase “Técnica de Langendorff” a continuacion).

Tecnica de Langendorff
El sistema de perfusion retrégrada de Langendorff fue desarrollado a fines del siglo XIX por el fisidlogo
aleman Oskar Langendorff®?. Se trata de un método para mantener vivo un corazén de mamifero una

vez extraido del animal sacrificado. Esto se logra canulando y ligando la aorta a un sistema de perfusiéon
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(en nuestro caso, por ser corazon de ratdn, a través de una aguja calibre 18 G) mediante el cual se
perfunde de manera constante con una solucidn fisioldgica haciendo que ésta cierre la valvula adrtica
por diferencia de presion y circule en su totalidad a través del arbol coronario. Esto permite el aporte
constante de oxigeno y nutrientes a todo el tejido miocardico de forma similar a la que presenta
dentro del organismo. La solucidn utilizada para la perfusion basal fue Tyrode, cuya composicion es
(mmol/L): NaCl (140); KCI (5,4); MgCl; (1); CaCl; (2); NaH,PO4 (0,33); glucosa (10) y como buffer HEPES
(10).

La perfusidon puede hacerse por bombeo activo a través de una bomba peristaltica (método con flujo
controlado) o por gravedad (método con presidn controlada) colocando el recipiente con la solucién
a una cierta altura respecto al corazén en funcién a la presion hidrostatica requerida.

En la descripcion original el control de la temperatura se logra calentando la solucién de perfusidén en
bafio maria a 37°Cy colocando el corazén rodeado por un recipiente de vidrio templado. En nuestro
caso, se colocd el corazdn en un recipiente con una celda termoeléctrica (placa Peltier) en la base.
Una vez colocado el corazdn, el recipiente era llenado con solucidn fisioldgica que se calentaba a través
de la placa Peltier y por consiguiente también lo hacia el corazén. En la figura 10 se muestra uno de

los corazones durante la perfusion.

Figura 10. Fotografia de un corazon aislado de raton. 1. canula de perfusion, 2. arteria pulmonar, 3. aorta atada
con hilo a la canula, 4. auricula derecha, 5. auricula izquierda, 6. ventriculo derecho, 7. ventriculo izquierdo.
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El recipiente contaba con un sensor de temperatura que se conectaba a un termostato para mantener
la temperatura cercana a los 37°C durante todo el experimento. La temperatura fue registrada de
forma constante mediante un termémetro digital para corroborar que las oscilaciones se mantenian
dentro del rango establecido como aceptable para nuestro sistema (36.5°C - 37.5°C). En la figura 11

se puede ver un trazado del registro de temperatura.

Sistema de registro

Registro del electromiograma del corazén aislado

La actividad eléctrica cardiaca del corazdn aislado se evalud realizando electromiogramas bitdpicos en
corazones perfundidos con flujo controlado (3 ml/min). Para ello se confeccionaron dos electrodos de
plata de menos de 1 mm de didmetro. Uno de ellos se introducia dentro de la cavidad ventricular
izquierda mediante una incisidn en la auricula izquierda y el otro permanecia dentro del bafio que
contenia el corazén. Los electrodos soldados a un cable se conectaban a un amplificador FLAO1, el
amplificador a una tarjeta conversora analogo-digital (A/D) National Instrument USB-6008 y ésta a un
ordenador. El software utilizado para la adquisicion de los datos fue desarrollado en Dasylab. La
frecuencia de muestreo fue de 1 KHz. En ninguno de estos experimentos se utilizd estimulacidn
eléctrica, sino que se registrd la actividad espontdnea del corazén aislado.

Para disminuir el ruido por corriente alterna y radiofrecuencia se colocé un tercer electrodo dentro

del bafio conectado a tierra. En la figura 11 se puede ver un ejemplo del trazado del electromiograma.

Figura 11. Registro en simultaneo de temperatura (superior) y electromiograma intracavitario (inferior) de corazén
aislado de raton. Registro obtenido de un ratdon WT. A: electrograma auricular V: electrograma ventricular.
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Registro de potencial de accion en corazén entero.

Dispositivo experimental

Para el registro de potencial de accidn (PA) miocardico en corazon entero fue necesario desarrollar y
montar un nuevo setup en el laboratorio de Fisiologia Cardiovascular de la Facultad de Medicina,
UdelaR (figura 12). Para entrenarme tanto en la instalacién del dispositivo como en el uso de la técnica
y el andlisis de los datos, realicé una pasantia en el laboratorio del Dr. Escobar en la Universidad de
California (UC Merced). Los registros fueron hechos in vitro mediante el sistema de perfusién
Langendorff mencionado anteriormente. Sin embargo, se adoptd un sistema de soporte, registro y

estimulacién distinto con las mismas caracteristicas al usado en la pasantia.

Figura 12. Dispositivos para realizar los experimentos de corazén aislado. A: Setup usado para registro del
electromiograma. B: setup confeccionado para registro intracelular. C y D: Ampliacion de la camara donde se
coloca el corazén en A 'y B respectivamente.

Uno de los cambios necesarios fue el sistema de perfusion, pasando de ser perfusion por flujo
controlado a ser perfusidon por presidon controlada. Para ello en lugar de una bomba peristaltica se
utilizaron jeringas de 50 ml fijadas a una altura de aproximadamente 80 cm del corazén para permitir
el flujo por gravedad. Asi se ubicaron 5 de estas jeringas en paralelo para permitir la perfusion con
distintas soluciones en un mismo experimento. Las jeringas estaban conectadas mediante llaves de

triple via a tubuladuras por las cuales bajaba la solucion. Estas tubuladuras a su vez estaban
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conectadas a través de un "manifold” (colector de tubulos multiples) en su extremo distal a la aguja
con la que se canulaba la aorta. Previo a cada experimento se procedia a cebar con la solucion
correspondiente cada una de las tubuladuras de manera que se obtenia una perfusién inmediata cada
vez que se abria la llave de triple via requerida.

El registro se logré a través de microelectrodos de vidrio confeccionados en el laboratorio con un
estirador de micropipeta (modelo 753, Campden Instruments Limited,), configurado para lograr una
resistencia interna de 10-20 MQ a partir de tubos de vidrios de 70 mm de largo, 1 mm de didmetro
externo y 0.75 mm de didmetro interno (TW100F-3, World Precision Instruments). Los
microelectrodos eran llenados completamente con solucién KCl 3 M y conectados mediante un
“holder” o soporte a un amplificador de alta impedancia de entrada (Electro 705, World Precision
Instruments). Antes de comenzar con el experimento los microelectrodos eran testeados en el sistema
para corroborar la resistencia interna necesaria. El microelectrodo se sujetaba a un micromanipulador
adherido a la mesada de trabajo con el que se logran movimientos extremadamente finos en todas
las direcciones.

El amplificador se conectaba a una tarjeta conversora (A/D) disefiada y fabricada en conjunto con el
Dr. Ariel Escobar y posteriormente a un osciloscopio digital (SDS 1052DL+, Siglent,) en el que logramos
ver el PA de forma continua. Previo a cada introduccién del microelectrodo en la célula se calibraba el
osciloscopio para obtener una linea de base de valor cero. El osciloscopio finalmente se conectaba a
la computadora para la adquisiciéon de los registros. El software utilizado para la adquisicién fue
disefiado en una plataforma en base LabVIEW; National Instruments. Para el registro de PA se utilizd
una frecuencia de muestreo de 25 KHz y un filtro pasa bajo de acuerdo a la necesidad. La actividad
eléctrica era registrada durante los intervalos de interés de forma continua en ventanas consecutivas

de 1 segundo de duracién.

Sistema de estimulacién

La estimulacion eléctrica se logré mediante un estimulador (S44, Grass). Este era conectado mediante
dos electrodos de aguja confeccionados en el laboratorio con los que se pinchaba el vértice cardiaco
separados por 1 mm. Se aplicaron pulsos cuadrados no superiores a 10 V de amplitud y 2 ms de

duracién a frecuencias determinadas en cada maniobra.

Blebistatina

El registro celular del PA miocardico requiri6 el agregado de blebistatina en la perfusion. La
blebistatina es un farmaco que permite la disociacion electromecdnica de los miocardiocitos, lo que
facilita el registro eléctrico transmembrana a nivel celular dado que evita el movimiento del preparado

en cada latido permitiendo la fijacidn del electrodo a la célula. Especificamente, la blebistatina inhibe
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la miosina Il uniéndose al dominio motor estabilizandola en un estado desconectado de la actina y
evitando la generacién de fuerza motora.*?)

Una vez canulado el corazén, se comenzd la perfusién con Tyrode convencional y se inicid el
calentamiento mediante el Peltier hasta lograr una temperatura de 28°C, momento en el cual se
comenzé la perfusidn con blebistatina diluida en el Tyrode a una concentracién de 10 uM.

Una vez que se constataba visualmente la ausencia de actividad mecanica y se alcanzaba la
temperatura de 37°C, se procedia al registro del PA mediante el sistema de registro mencionado. Para
ello se aproximaba e introducia el microelectrodo a la cara anterior del ventriculo izquierdo (VI) con
el micromanipulador hasta que se lograba ver un descenso de la linea de base en el osciloscopio y
oscilaciones de potencial que representan los PA. Pequefios movimientos posteriores eran necesarios
para lograr una linea de base de - 90 a - 80 mV (potencial de membrana en reposo) que nos aseguraba
un adecuado posicionamiento intracelular del microelectrodo.

Para disminuir el ruido por frecuencia alterna y radiofrecuencia se confeccioné una jaula de Faraday
que se colocaba alrededor de la cdmara de bano y era conectada a tierra.

Antes de proceder a la estimulaciéon y marcapaseo se realizaron registros de potenciales de accién
espontaneos y se permitié un periodo de estabilizacién a 37° C. La adquisicién de datos se realizd en

ventanas de 1 segundo y durante 20 a 60 segundos seglin conveniencia en cada una de las maniobras.

Registro de la actividad eléctrica cardiaca in vivo.

El registro de la actividad eléctrica cardiaca in vivo se hizo mediante un registro bitopico simil
derivaciéon DIl del ECG de superficie. Asi, se puede realizar un analisis global de la funcidon eléctrica
cardiaca desde la superficie corporal, usando todo el cuerpo del animal como conductor eléctrico. Esta
forma de registro presenta algunas virtudes como permitir la evaluacion de la electrofisiologia
cardiaca en un contexto fisioldgico con la interaccion del corazdn con el resto del organismo, y la de
generar datos que pueden ser comparados con los obtenidos de forma habitual en la practica clinica.
Ademas, el hecho de que sea in vivo facilita el no tener que emular de forma artificial las caracteristicas

del medio interno mediante soluciones y estimulos externos.

Registro de ratones anestesiados.

Para la evaluacion de la actividad eléctrica cardiaca in vivo se procedid en primera instancia a realizar
un registro en ratones anestesiados. Esto permite la obtencion de datos de forma rapida y poco
invasiva, evitando la posible fuente de ruido de campo lejano producto del movimiento del animal. El
farmaco utilizado tanto para la induccién anestésica como para el mantenimiento, fue el isoflurano.

El registro eléctrico fue bitdpico, colocando un electrodo de aguja en el tejido subcutdneo a nivel de
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la axila derecha y otro a nivel de pliegue inguinal izquierdo para conformar una derivacién simil DII
electrocardiografica.

La induccidn anestésica se hizo colocando a los ratones dentro de una caja hermética adecuada a su
tamanio, la cual tenia una serie de conexiones por donde se suministraban gases de composicion
conocida al tiempo que permitia su evacuacion a un sistema de filtros. Una vez cerrada la caja
comenzaba la perfusién con un solucién gaseosa de 97 % O, y 3 % de isoflurano (Terrel® Laboratorio
Libra), con un flujo de 1 L/min, que se mantenia durante 3 minutos. Posteriormente, constatando que
el ratéon estaba completamente anestesiado se lo colocaba en decubito dorsal sobre una plancha de
plastico donde se realizaba el registro eléctrico, fijdndolo desde sus extremidades y colocando el
hocico dentro de una tabuladora adaptada a su tamafo por donde se continuaba suministrando el
anestésico de mantenimiento. En este caso el flujo para el mantenimiento anestésico es de 0.5 L/min
a una concentracion de 98 % de O, y 2 % de isoflurano, durante todo el registro. Inmediatamente se
procedia a la colocacién de los electrodos de aguja a nivel subcutdneo.

Los electrodos estaban conectados a un amplificador, tarjeta A/D y ordenador tal como fue descrito
para el electromiograma de corazén aislado y el registro se hizo de la misma forma.

Una vez finalizado el registro se cortaba el suministro de isoflurano y se colocaba el ratédn nuevamente
en su caja de transporte que se encontraba sobre un dispositivo de calentamiento externo mientras

se esperaba que el animal recuperara completamente la vigilia.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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SOBRE EL ROL DE CD38 EN EL POTENCIAL
DE ACCION
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Objetivos (a y b)
1 a. Comparar el PA de corazones enteros aislados de ratones WT y CD38KO.
1 b. Determinar el efecto del estimulo adrenérgico en la morfologia y duracién del PA en funciéon de

la presencia o ausencia de CD38 (WT vs CD38KO).

Hipotesis

CD38 es una enzima involucrada en el manejo de Ca** celular y como tal podria modificar las corrientes
idnicas celulares durante el ciclo cardiaco. En este sentido pensamos que su efecto en la recaptacion
de Ca** reticular contribuye a la reduccion de la APDgo. Sin embargo, como se ha descrito que existen
mecanismos compensadores en los ratones KO para CD38 que tienden a restaurar la homeostasis, no
esperamos encontrar diferencias significativas en la morfologia de los PA en condiciones basales. Por
el contrario, cuando se ejerce un estimulo adrenérgico como desequilibrio homeostatico, la respuesta
de ambos tipos celulares sera distinta. Nuestra hipodtesis plantea que los cambios esperados por la
estimulacién adrenérgica (como la disminucion de la APDgo) serdn mds pronunciados en el PA del

corazén WT que en los del corazén CD38KO.

Experimento

Registro del PA miocdrdico de VI en corazén aislado en condiciones basales y luego del estimulo
adrenérgico.

Animales:
Se usaron 5 ratones WT y 6 ratones CD38KO, todos machos de 1 afio de edad. Se tomd como criterio

de exclusién de los corazones un tiempo de isquemia previo a la canulacién mayor o igual a 5 minutos,
o descanulacion durante el experimento. Por este motivo, se excluyeron de los resultados finales 1
corazén WT y 1 corazén KO, quedando un N total de 4 WT y 5 KO.

Protocolo:
Se realizaron de a dos experimentos por dia; 1 WT y 1 KO. Lo animales eran transportados desde el

bioterio de la facultad minutos antes del experimento, manteniendo la temperatura ambiente en
24°C. La eutanasia, diseccién, canulacion y perfusion fueron realizadas como se describid
previamente. Luego de ver que la blebistatina ejerce su efecto y cesan las contracciones se procedié
a colocar los electrodos de estimulacidn en la punta del VI mientras se calentaba la solucién que bafia
el corazén. Una vez se alcanzaron los 37° C se introdujo el microelectrodo de vidrio hasta obtener
registro como fue descrito en la seccidon de Materiales y métodos. El sitio de registro fue el mismo

durante todo el experimento.
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Primero se registré la actividad eléctrica espontdnea. Dado que la APD depende en gran medida de la
FC, como se mostrard mas abajo, fue necesario “marcapasear” el corazén para homogeneizar esta
variable. La estimulacion eléctrica se realizd con pulsos cuadrados de voltaje de 2 ms de duracién y
una amplitud del doble del umbral de captura previamente determinado (mdxima amplitud 10 V).
Luego se realizaron las siguientes maniobras:
- Registro del PA en estado basal “marcapaseando” a una FC de 8 Hz. Se corrobora el 100% de
captura.
- Inicio de estimulacién con isoproterenol a una concentracién de 3 x 10”7 M. Registros sucesivos
durante 10 minutos manteniendo el marcapaseo a 8 Hz y corroborando el 100% de captura.
- Incrementos sucesivos de la frecuencia de estimulacién y registro a 9, 10, 12, 14, 16 y 18 Hz
durante 20 segundos a cada frecuencia.
El tiempo total de cada experimento no superd los 90 minutos. Luego de finalizar, los corazones eran

pesados y descartados.

Procesamiento de los datos

Una vez adquiridos los datos se procesaron en el programa Trace Watcher, escrito en LabVIEW.
Primero se seleccionan los registros de interés, luego se eliminan las ventanas con PA alterados por
movimiento del electrodo y se normalizan todos los PA para que el voltaje minimo y el maximo de
todos los potenciales correspondan a 0 y 1 respectivamente. Una vez logrado esto, se midié la APD al
30y 90 % de la repolarizacidon (APD3o y APDg), de cada uno de los PA dentro del registro seleccionado.
Por ultimo, se promediaban estos PA con lo que se eliminaba el ruido de la corriente alterna y de
radiofrecuencia.

El procesamiento estadistico de los valores fue hecho en Graph Pad Prism 6 y las graficas en Origin 8.
Para obtener las imagenes de los PA se promediaron los registros obtenidos durante 20 segundos
mientras que para cuantificar y comparar los PA se tomaron los valores de APD3, y APDg de los
primeros 20 PA de cada uno de los 4 corazones WT y 5 KO, como se ha hecho en otros trabajos
publicados con la misma técnica®#)4®) Esto se hizo tanto en estado basal como con el estimulo
adrenérgico.

Los test estadisticos utilizados fueron Test de T para la masa del corazén y el peso de los ratones, el
test no paramétrico de Mann-Whitney para la comparaciéon de la APDgg Y APD3o entre ambas cepasy
test de Wilcoxon pareado cuando se compararon estas variables antes y después del estimulo
adrenérgico. Se expresan los resultados en valores de media + DE para las variables relacionadas con

masa y valores de media * EE para las APD.
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Resultados y discusion

El peso promedio de los animales fue de 35.2 + 5.8 g para los ratones WT y de 33.0 £ 2.3 g para los KO
sin diferencia significativa entre ambos grupos. El peso promedio de los corazones aislados fue de 270
t 44 mg para los ratones WT y 260 = 23 mg para los KO, mientras que la relacion peso corazén/peso
corporal fue en promedio 7.7 + 1.4 mg/g para los WTy 7.9 £ 0.8 mg/g para los KO. Ninguna de estas
variables presentd diferencias significativas entre ambas cepas. Dos autores han expresado esta
relacién con valores un tanto menores, como Takahashi®Y con 4.24 mg/g para WT y 4.88 mg/g para
los KO y Lu Gan” con 4.44 y 4.56 para WT y KO respectivamente. Una posible explicacién para
relaciones mds altas en nuestro caso puede ser por tiempos de perfusion mas prolongados con mayor
edema tisular en nuestros experimentos. Por su parte, la edad de los animales usados por estos
autores era de 3 a 9 meses para uno y de 5 a 6 meses para el otro, a diferencia de los usados por
nosotros de 12 meses. Otro hecho a destacar al respecto es que los valores de relacién expresados
por Takahashi presentan diferencias estadisticamente significativas entre WT y KO pero no se discuten
posibles explicaciones de las mismas. Por el contrario, para Lu Gan no existe tal diferencia al igual que
en nuestros resultados.

En la figura 13 se puede ver un PA miocardico de VI de un ratdn WT (negro) superpuesto a uno de un
ratén CD38KO (rojo) del mismo sector de miocardio a una FC de 8 Hz. Se trata del primer registro de
PA miocardico de esta cepa murina. Otros autores que han trabajado con ratones CD38KO, han
estudiado tanto aspectos del metabolismo celular y el manejo del Ca**3?39(1% como las consecuencias
mecdnicas del infartol??G8G748) Sin embargo, no se encuentran datos publicados acerca de la
electrofisiologia celular en estos ratones. Ademas, nuestro registro de PA tiene la virtud de haberse
realizado en corazdn entero, sin las alteraciones de la arquitectura y fisiologia que provocan los
registros en células aisladas habituales para medir PA. Los datos obtenidos se muestran en la figura
14 y en la tabla 1. Se destaca que los valores se encuentran dentro del rango publicado por otros

autores que utilizaron la misma técnica en corazones aislados de ratones C57BI6.
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WT control 4/80 6.04 £0.12 75.77 £ 0.93
WT IS0 4/80 11.11£0.27 67.94+0.91
CD38KO control 5/100 5.13+0.20 75.64 + 0.95
CD38KO ISO 5/100 7.69+£0.36 73.76 £ 0.74

Tabla 1. Duracion del potencial de accion al 30% y 90% de la repolarizacion (APD3o y APDgo respectivamente) en
corazones aislados de ratones WT y CD38KO en condiciones control y durante la estimulacién adrenérgica con
isoproterenol (ISO). N: nimero de ratones por grupo, n: nimero de potenciales de accién considerados por grupo.
Las diferencias significativas se muestran en las figuras 14 y 16.

CD38KO

_ W/

Figura 13. Potencial de accion de corazon aislado. Se superponen 2 potenciales de accién normalizados (para
voltaje) representativos de los obtenidos en corazones aislados de ratones control (WT, negro) y modificados
genéticamente (CD38KO, rojo).
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Figura 14. Valores de duracion del potencial de accién. Se grafican las duraciones del potencial de accion al 30%
(APD30) y 90% (APDgo) de la repolarizacion (izquierda y derecha respectivamente). En cada gréfica, los puntos
muestran los valores absolutos control de 20 PA consecutivos en cada corazdn obtenidos en el grupo WT (negro)
y en el grupo CD38KO (rojo). La dispersion entre los puntos refleja la variacion entre los distintos corazones (ver
texto). Se muestra la media y el EE para cada nube de puntos (ver tabla 1 para mas datos).

A simple vista se aprecian diferencias morfoldgicas entre ambos potenciales con una APD3; menor
para los corazones CD38KO y una APDgy mayor. Sin embargo, cuando se toman en conjunto los datos
de todos los ratones, no es distinta estadisticamente la APDg, de los salvajes comparado con los que
no expresan CD38 (75.77 £ 0.93 ms vs 75.64 + 0.95 ms [valor p = 0.79]). En cuanto a la APD3o, resulta
menor para los ratones CD38KO que para los WT con una diferencia que, aunque es sutil, representa
significancia estadistica (6.04 + 0.12 ms para WT vs 5.13 + 0.20 ms para KO con un valor p = 0.0002).
No obstante, se nos plantea la interrogante sobre la significancia fisiolégica de estas diferencias en
base a dos hechos. Por un lado, la distribucion de la nube de puntos parece demasiado amplia, lo que
evidencia una amplia variabilidad dentro de cada grupo en especial para los ratones CD38KO como se
aprecia en la figura 14. Por otro, se han descrito diferencias marcadas entre la APD3o de miocardiocitos
subepicérdicos y subendocérdicos de un mismo corazdn“®“4  asi como entre distintas regiones del
subepicardio!*®?. Dado que por las caracteristicas de nuestra forma de registro no es posible saber
con exactitud si estamos registrando una célula subendocardica o una subepicardica podriamos estar
ante una fuente de error producida por esta variabilidad mas que un efecto mediado por CD38. Sin
embargo, también existe una amplia literatura (aunque en ningun caso para CD38K0O) en donde se
describen y comparan PA registrados tanto en preparados de corazén entero con la misma técnica
como de células aisladas, y que expresan sus resultados sin reparar en las posibles diferencias
regionales®V253),

Un hecho a tener en cuenta cuando se trabaja con cepas de ratones con delecién genética de una

proteina es la compensacion fisiolégica que puedan generar para contrarrestar su déficit. En el caso
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de la proteina CD38, se ha demostrado la mayor expresion de SERCA2a y la mayor relacidn
SERCA/PLBBY#?) hecho reproducido por nuestro grupo de trabajo y descrito también para corazones
de ratones que expresan CD38 sin actividad catalitica?. De esta manera, considero que el efecto final
es una compensacion ante la reduccién de la actividad de SERCA generada por la ausencia de ADPRc
en condiciones basales. Asilo demuestran Takahashi et al, trabajando in vitro con musculo papilar®?.
En referencia a los musculos aislados de ratones machos, estos autores muestran que a temperatura
fisiolégica no existe diferencia en la amplitud del transitorio de calcio ni de su constante de caida. Sin
embargo, a temperatura ambiente, donde ADPRc no acttia’?®, la compensacién mediante aumento en
la expresién de SERCA2a de los KO queda manifiesta en la mayor amplitud del transitorio del calcio y
mayor velocidad de declive respecto a los WT. Estos mismos cambios en el transitorio de calcio
pudimos reproducir en nuestro grupo de trabajo en células aisladast). De esta manera, una
explicacion plausible para la ausencia de diferencias en la APDgo entre ambas cepas es que como se
trabajé a temperatura fisioldgica, los mecanismos compensadores contrarrestan el efecto de la
disminucién de ADPRc en los corazones de ratones CD38KO.

Para continuar con la investigacidn del efecto de CD38 en la fisiologia celular miocardica, se sometid
el preparado a un desequilibrio homeostdtico mediado por un estimulo adrenérgico con
isoproterenol. Como fue descrito, de acuerdo a distintos autores, CD38/ADPRc forman parte de la via
de sefializacion adrenérgica generando una potenciacion de la CICRZV(710@7)33) En este caso, para
poder comparar el efecto del estimulo en ambas cepas, se normalizé el valor de las variables a medir
por las medias en la situacion control (perfusidon con solucién Tyrode) en cada corazén. Con ello se
evita la variabilidad entre los corazones producto del registro en distintos sectores del miocardio como
fue mencionado previamente.

Como se ve en la figura 15, el isoproterenol modifica la morfologia del PA mediante un aumento de
la APD3p y una disminucion de la APDg de forma independiente a los cambios de la FC (ver tabla 1y
figura 16). Este efecto ha sido reportado previamente en la literatura®’®¥y fue reproducido en este
caso en los roedores salvajes. Sin embargo, el comportamiento de los ratones CD38KO fue algo
distinto. Como se ve en la tabla 1 la APD3; en respuesta a isoproterenol aumenté para los corazones
aislados de ratones KO, pero lo hizo en menor medida que en los corazones de ratones WT. Para estos
ultimos, el aumento fue de un 86 % (comparado con un 54 % para los KO). En cuanto a la APDy, el
descenso para los WT fue de un 10 %, similar a lo expresado por otros autores“?>* mientras que para
los KO no hubo diferencias. Con estos resultados se rechaza la hipdtesis nula de que el efecto de la
estimulacién adrenérgica en el PA es igual en los corazones que expresan CD38 y en los que no. Como
era esperable de acuerdo a lo que se planted en la hipdtesis alternativa, el efecto de la estimulacion

adrenérgica fue menor en los corazones CD38KO.
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Figura 15. Cambios del potencial de accién ante el estimulo adrenérgico. Se muestran los potenciales de accion
representativos marcaperascon valores de amplitud normalizados en corazones el grupo WT (izquierda) y
CD38KO (derecha) en situacion control (trazado de color negro) y en respuesta a isoproterenol (trazado rojo).
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Figura 16. Duracion del potencial de accién en el grupo WT y CD38KO en situacion control y ante el estimulo
adrenérgico. Se grafica los valores normalizados de duracion del potencial de accion al 30% (APDazo) y 90%
(APDgo) de la repolarizacién (derecha e izquierda respectivamente) En cada gréfica, los puntos negros muestran
los valores obtenidos en la situacién control y los rojos ante el agregado de isoproterenol. Se muestra la media y
el EE para cada nube de puntos (ver tabla 1 para mas datos). ****: p<0.0001 para el test de Mann-Whitney
(comparacion entre grupos con isoproterenol) y para el test de Wilcoxon (dentro de cada grupo, control vs
isoproterenol). ISO = isoproterenol.

El aumento en el APDs, se ha atribuido al incremento en la corriente de ICalL generado por la
estimulacion adrenérgica que seglin trabajos recientes ya estd activa en la fase 1 del PA“®), Seglin estos
autores el enlentecimiento de la pendiente de descenso de la fase 1 generada por isoproterenol se
reduce en presencia de bloqueadores especificos de los CCL. Existe menos evidencia reportada en

cuanto al efecto del isoproterenol en la fase 2 y 3 del PA. Un mecanismo planteado por algunos
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autores®®* es el aumento de la corriente IKs lo que contribuye a un retorno al potencial de
membrana en reposo mas precoz que en condiciones basales. Por su parte, Aguilar-Sanchez et al.*¥,
plantean que la fase de meseta murina es dependiente de la corriente entrante de Na* a través del
NCX, por lo que a mayor [Ca**]i mayor serd la amplitud de la misma. Lo mismo afirman Marcela

) demostrando que es un fendmeno influenciado por la temperatura. Si bien es

Ferreiro y col.!
ampliamente conocido que la estimulacién adrenérgica aumenta la amplitud del transitorio de calcio
(lo que explica su efecto inotrépico positivo) también aumenta la actividad de SERCA2a, enzima que
compite por el calcio disponible con el NCX a nivel citosélico. Esta activacién de SERCA2a acelera la
constante de caida de calcio citosélico dado que es recapturado hacia el RS con mayor eficiencia®.
SERCA2a es potenciada por la presencia de ADPRc como lo describen Park!*”, Lukyananeko®® y
Takahashi®Y, y la concentracién de ADPRc aumenta con el estimulo adrenérgico, un fenémeno que
estd abolido en corazones CD38K0O®B32)2Y De este modo, la duracidn del transitorio de Ca** seria
mayor en los corazones KO producto de una menor actividad relativa de SERCA2a en presencia de
isoproterenol. Teniendo en cuenta estos fendmenos planteamos que la ausencia de la via CD38/ADPRc
no permite el aumento esperable de la tasa de recaptacién de Ca** reticular a través de SERCA bajo
un estado de estimulacidn adrenérgica lo que determina una mayor activacion de la corriente de Na*

entrante a través del NCX (figura 17). Este aumento de la corriente entrante contrarrestaria la

disminucion de la APDgo generado por IKs durante la estimulacién adrenérgica.
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Figura 17. Esquema que muestra una posible explicacion para la respuesta diferente al isoporoterenol de los
corazones aislados de ratones CD38KO. Creado en base a imagen tomada de ©.

Objetivos (c)
1.c. Analizar el efecto de la inhibicion aguda de CD38 en el PA miocardico de ratones WT en

condiciones basales.

Hipotesis

Como se ha reportado que el producto enzimdatico de CD38, ADPRc, aumenta la recaptacidon de calcio
a nivel reticular, la inhibicion aguda de esta proteina en ausencia de mecanismos compensadores
crénicos disminuira la tasa de recaptacion y determinara un alargamiento del PA en las fases 2 y 3.
Esto lo veremos como un aumento en la APDq, sin cambios en la APDs, en la que no estd involucrado

el manejo del Ca reticular.

Experimento

Registro del PA miocdrdico de VI en corazones enteros de ratones WT en estado basal y luego de 10
minutos de perfusién con 78c.

Animales:
Se usaron 5 ratones WT, todos machos de 3 meses de edad. Se tomaron los mismos criterios de
exclusién que en el experimento anterior quedando un N total de 3 corazones.
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Protocolo:
Se realizd 1 experimento por dia. La canulaciéon del corazén, la perfusion con blebistatina, el

calentamiento y la introduccion del electrodo fueron realizados tal como se describié en el
experimento anterior. El sitio de registro fue el mismo durante todo el experimento. La estimulacién
eléctrica se realizd con pulsos cuadrados de voltaje de 2 ms de duracién y una amplitud del doble del
umbral de captura previamente determinado (maxima amplitud 10 V). Luego se realizaron las
siguientes maniobras:

|ll

- Registro basal: el primer registro era el basal “marcapaseando” el corazén a 6 Hz. Se
corroboraba la captura del 100 % de los estimulos en cada experimento.

- Incrementos de FC o “steady state restitution”: se realizaron maniobras sucesivas con
frecuencias de estimulacién crecientes de 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 Hz, cada una de las
cuales se mantuvo durante 20 segundos. Este ciclo era repetido 2 veces para asegurar la
reproducibilidad de los resultados. Los resultados fueron tomados como control para la
comparacion luego de la inhibicién de CD38.

- Perfusidn con 78c: La perfusién con 78c se realizd a una concentracion de 15,5 uM diluido en
Tyrode durante 10 minutos mediante el sistema Langendorff sin “marcapasear” el corazon.
Transcurrido este tiempo se volvieron a realizar las maniobras descritas anteriormente

mientras se perfundia con 78c.

Una vez finalizadas las maniobras los corazones eran descartados.

Procesamiento de los datos

Una vez adquiridos los datos segun se describe en la seccién Materiales y métodos, se procesaron en
el programa Trace Watcher, escrito en LabVIEW. Para la cuantificacién de la APD3o y APDqgg Se siguieron
los mismos pasos que el experimento anterior. Esto se hizo tanto para los registros control como para
los registros con 78c. También se realizaron promedios de los PA adquiridos.

El procesamiento estadistico de los valores fue hecho en Graph Pad Prism 7 y las graficas en Origin 8.
Para obtener las imagenes de los PA se promediaron los registros obtenidos durante 20 segundos
mientras que para cuantificar y comparar los PA se tomaron los valores de APD3; y APDg de los
primeros 20 PA de cada uno de los corazones. El contraste de hipdtesis se hizo mediante el test no

paramétrico pareado de Wilcoxon. Los resultados se expresan en valores de media + EE.

Resultados y discusion

La primera maniobra realizada consistid en una curva de restitucidn eléctrica. Esto permite estudiar la

relacién de la morfologia del PA con el intervalo diastdlico, graficando la APD vs la duracién del ciclo.

67



CD38: rol en la electrofisiologia cardiaca normal y en arritmias por isquemia y reperfusién

En este caso se realizé una curva en estado estacionario o “steady state restitution curve” dado que
se estimulé de forma continua con trenes de frecuencia creciente, cada uno de 20 segundos de
duracion. Como se observa en la figura 18, se obtuvo el resultado esperado con un aumento de la
APD30 y disminucion de la APDgy conforme disminuye el intervalo diastdlico (aumento de FC) como ha
sido descrito en la literatura®®. A partir de los 14 Hz de frecuencia de estimulacién no se logré el 100
% de captura, por lo que el analisis se hizo hasta los 12 Hz.

La reproduccion de estos resultados que muestran un comportamiento de la electrofisiologia de
membrana igual a la descrita en modelos matematicos y empiricos, le otorgan validez tanto a la

técnica como al preparado utilizado.
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Figura 18. Cambios del potencial de accion dependientes de la frecuencia cardiaca. A la izquierda se muestran
los diferentes potenciales de accién normalizados de un corazéon aislado ante diferentes frecuencias de
estimulacion (negro, rojo, azul y verde para 6, 8, 10 y 12 Hz respectivamente). A la derecha se grafica la duracién
del potencial de accion al 30% (arriba) y 90% (abajo) de la repolarizacion en funcién de la frecuencia de
estimulacion para todos los corazones analizados.

En la figura 19 se puede ver la morfologia del PA promedio de un corazdn en situacién control (negro)
y luego de la perfusion con 78c (rojo) estimulado a 6 Hz. En ella se aprecia una modificaciéon del trazado
del PA con un aumento de la duracidon como consecuencia de la perfusidon con 78c. En este caso el
efecto observado es producto de la inhibicién aguda de la actividad enzimatica de CD38 y esta
maniobra presenta dos ventajas fundamentales. Una es que se puede observar el efecto inmediato

de la inhibicion de CD38 sin la superposiciéon de mecanismos compensadores que involucren la
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transcripcidn génica. La otra ventaja es que solo se ve afectada la actividad enzimatica, sin alterar su
concentracion, ni afectar otras posibles funciones en la homeostasis celular. Estamos mostrando por

primera vez el efecto de esta thiazoloquinazolinona sobre el PA miocardico.

78¢

/

‘) Control

20 ms

Figura 19. Modificacion del potencial de acciéon ante la inhibicion aguda de CD38. Se muestra el potencial de
accion normalizado de un corazén aislado de un ratén WT en condicion control (negro) y ante el agregado de 78c
(rojo).

Analizando todos los datos en su conjunto vemos que la inhibicidn de CD38 generd un aumento en la
APDg, pasando de un valor control de 81.1 + 0.7 ms a 88.2 + 0.5 ms (valor p < 0.0001). Si bien solo se
muestran los resultados con una frecuencia de estimulacidén de 6 Hz, el aumento de la APDy se vio de
forma sistematica en todas las frecuencias de marcapaseo. Si se toman las APDyy normalizadas por el
valor control, la inhibicién de CD38 generd un aumento del 11 % en esta variable (figura 20). Por su
parte, lo que se vio en la repolarizacién temprana fue algo distinto sin existir un cambio predecible
ante la inhibicién aguda de la ciclasa. En efecto, los valores de la APD3o control y bajo perfusién de 78c
fueron 5.0 £ 0.1 ms vs 5.1 + 0.1 ms respectivamente y no mostraron diferencia significativa (valor p =

0.51).
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Figura 20. Aumento de la duracion del potencial de accién por inhibicion aguda de CD38. El grafico superior
muestra los valores (normalizados) de duracién del potencial de accién al 90% de la repolarizacién (APD90) en
corazones aislados en situacion control (negro) y luego de la perfusion con 78c (rojo). Se muestra la media y el
EE para cada nube de puntos constituida por 20 PA de cada corazon. El gréfico inferior muestra el cambio de los
valores absolutos de APD90 promediados para cada uno de los 3 corazones WT utilizados en situacion control y
con 78c.

Los resultados obtenidos son entonces acordes a la hipdtesis de trabajo propuesta que plantea un
alargamiento del PA por retraso en la repolarizacidon tardia. Como se menciond previamente, el
mecanismo propuesto es una depleciéon en los niveles de ADPRc con una consecuente regulacién en
menos de la actividad de la bomba SERCA2a y mayor corriente entrante a través del NCX en las fases

2 y 3 del PA, por aumento en la disponibilidad de Ca** citosdlico. Ademas, la no modificacidn de la
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repolarizacion temprana sugiere que la ICaL (que contribuye a la fase 1) no estaria afectada y en
consecuencia no se alteraria la CICR por esta via®*®. El efecto demostrado de la inhibicién de CD38
junto con el papel de ADPRc en el manejo del calcio reticular (y la interrelacidén entre las corrientes de
membrana y del RS) apoyan la idea de que la deplecién de ADPRc es la principal responsable de los
cambios vistos en la electrofisiologia celular miocardica en nuestros experimentos.

No obstante, no se puede excluir la participacién de otros mecanismos involucrados en los cambios
del PA miocardicos. Por ejemplo, el sustrato de CD38, NAD*, se ha visto elevado en corazon, cerebro,
pulmones, rifiones, higado, testiculos, intestino, y bazo tanto en los roedores CD38KO como ante la
inhibicion aguda®®?. En este sentido, se ha descrito que un aumento en la relacién NAD*/NADH tiene
el potencial de incrementar la funcién de NCX y por tanto la corriente entrante en las fases 2 y 3 del
PA®?) Sin embargo, todavia es controvertida la evidencia que existe del papel de NAD* en la regulacidn
de la electrofisiologia celular y otros trabajos apuntan a que el efecto neto de este podria ser una
reduccién y no un aumento en la APD®®59  posiblemente mediante la supresion de la ICal y/o el
aumento de las corrientes de K salientes segun plantea ese grupo.

Considerando los resultados del experimento anterior en los que no se puede demostrar diferencia
del APDgo entre corazones WT y CD38KO, el comportamiento visto ante la inhibicion aguda de CD38
sugiere que los ratones que no expresan esta proteina desarrollan algun tipo de compensacién
fisiolégica. Por lo tanto, la alteracidn en el PA solo se hace evidente ante desequilibrios homeostaticos
como la estimulacidn adrenérgica o la inhibicién aguda de la ciclasa.

Hace falta mayor investigacion para demostrar el mecanismo que subyace a estos fenédmenos. Un
camino factible es el estudio de la dinamica de los transitorios de calcio y su vinculo directo con el PA.
Esta es una meta planteada por nuestro equipo de trabajo para lo que estamos montando un sistema
de registro dptico que permita medir el transitorio de calcio en simultaneo con el PA en corazén
entero. Se trata de una novel técnica denominada Pulsed local-field fluorescence microscopy

(PLFFM)® para la que me capacité en el laboratorio en la Universidad de California en Merced.
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SOBRE EL ROL DE CD38 EN LA FRECUENCIA
CARDIACA Y LA SUCEPTIBILIDAD A
ARRITMIAS POR ISQUEMIA Y REPERFUSION
IN VITRO.
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Objetivos
2.a. Comparar la FC espontanea de corazones aislados de ratones con y sin expresién de CD38.
2.b. Evaluar la respuesta de los corazones de ambas cepas a la injuria provocada por isquemia global

y reperfusién con especial busqueda y descripcion de arritmias malignas.

Hipotesis

De acuerdo a los antecedentes®”“9 no esperamos encontrar diferencias en la FC entre ambas cepas
cuando se estudian los corazones aislados en estado basal y sin la modulacién del SNA.

Durante la injuria isquémica existe un importante influjo de calcio al interior celular a través de los CCL
y el NCX que actua de forma inversa, asi como liberacidn masiva desde el RS por medio de los RyR.
Teniendo en cuenta el efecto planteado de CD38/ADPRc en la liberaciéon de Ca** (sea por menor
[Ca*™]rs y/0 por menor flujo a través de RyR), y el papel del NAD* en el estrés oxidativo, se plantea que
los corazones CD38KO estan protegidos al menos en parte contra la sobrecarga de calcio generada
por isquemia y reperfusion, con lo que esperamos encontrar una menor incidencia de arritmias en

este contexto.

Experimento 1

Registro de actividad eléctrica espontdnea, en condiciones basales y durante isquemia-reperfusion,
de corazones aislados mediante electrograma intracavitario.

Animales
Se utilizaron 7 ratones WT y 4 CD38KO adultos, todos ellos machos. Como criterio de exclusiéon se

considerd un tiempo desde la eutanasia hasta la perfusién mayor a 5 minutos. También se excluyeron
los corazones que presentaron dafos en la pared producto de la manipulacién del electrodo
intracavitario o la presencia de bloqueo auriculoventricular completo (BAVC) evidente que no
revirtiera durante la estabilizacién del preparado. Por tales motivos el analisis final se realizé sobre 4
corazones WT y 4 CD38KO, uno de 6 meses y tres de 1 afio de edad en cada grupo.

Protocolo
Los experimentos se realizaron de forma intercalada entre ratones WT y KO en dias sucesivos. Eran

transportados desde el bioterio de la Facultad de Medicina hasta el laboratorio y pesados previo a la
eutanasia. En todo momento permanecieron con alimentacion e hidratacién ad libitum, ciclo de luz
oscuridad 12/12 horas y temperatura ambiente controlada en 24°C. El proceso de eutanasia,
diseccién, canulacién, perfusion, control de temperatura, asi como la forma de registro fueron

descritos en la seccién de Materiales y Métodos.

73



CD38: rol en la electrofisiologia cardiaca normal y en arritmias por isquemia y reperfusién

Luego de iniciada la perfusidn y mientras se calentaba la solucién que bafiaba al érgano se procedio a
la colocacion del electrodo intracavitario manteniendo el otro inmerso en el bafio. Una vez logrado se
comenzé con el registro de la actividad eléctrica espontanea con el siguiente protocolo:

e 15 minutos de estabilizacion.

e 5 minutos de registro basal.

e 20 minutos de isquemia global

e 30 minutos de reperfusion.
La isquemia se efectud cortando el flujo de perfusiény controlando la temperatura mediante el Peltier
de manera que sea una isquemia normotérmica. Luego de finalizado el experimento los corazones

fueron pesados y descartados.

Procesamiento de los datos

Todos los registros fueron procesados y analizados en diferido. El programa utilizado para la
visualizacidn y procesamiento fue Spike 2. Los sectores de registro con ruido que impedia el correcto
andlisis no fueron tenidos en cuenta. La cuantificacion de la FC basal se hizo contando el nimero de
ciclos durante 1 minuto en el registro basal, corroborando previamente que no hubiera extrasistoles
u otras irregularidades. Ademads, se cuantificé durante 30 segundos inmediatamente antes y a los 30,
120y 300 segundos de iniciada la isquemia. La busqueda de arritmias se hizo de forma manual durante
todo el registro considerando la convencidon de Lambeth Il para la investigacion en modelos
experimentales de arritmias producidas por infarto, isquemia y reperfusion®?.

Tanto el analisis estadistico como la confeccidon de las gréficas se hicieron con el programa Graph Pad
Prism 6. Para comparar los valores tanto de masa como de FC se hizo un contraste de hipodtesis
mediante Test de T con un error alfa de 0.05. Los resultados se expresan en valores de media = DE

para las variables relacionadas con masa y valores de media + EE para la FC.

Resultados y discusién

Teniendo en cuenta los 4 ratones analizados en cada grupo, encontramos una diferencia
estadisticamente significativa en la masa corporal entre WT y CD38KO (40.4 + 6.9 gvs 29.6 + 1.3 g,
valor p = 0.02). Esta diferencia podria ser explicada, al menos en parte, por el mejor perfil metabdlico
y menor tendencia a desarrollar obesidad que presentan los ratones CD38KO de mayor edad(®?4, En
este aspecto, la gran dispersidn presente en el grupo de ratones WT se debe a que los de mayor edad
(1 afo) presentaron un promedio de 43.6 g, mientras que para el de menor edad (6 meses) el peso
fue de 30.7 g. Por su parte en el grupo KO tanto los ratones de 1 afio como los de 6 meses presentaron

un peso similar. Sin embargo, la masa de los corazones aislados no varié significativamente entre las
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cepas, siendo 206 + 9.6 mg y 187 + 6.3 mg para WT y CD38KO respectivamente, valor p = 0.15. La
relacion de masa del corazén/masa corporal tampoco fue diferente estadisticamente entre los grupos
WT y CD38KO aunque hubo una tendencia a una relacion mayor para los KO con valores 5.3 £ 1.2 mg/g
para la cepa WT y 6.3 + 0.9 mg/g para los CD38KO (valor p = 0.24). Esta diferencia fue descrita por
Takahashi et al.®¥).Quizés la limitante para no encontrar diferencia estadisticamente significativa en
nuestro caso se deba al pequefio tamafio muestral.

En la figura 11 se muestra el trazado de un sector del electromiograma en simultaneo con el registro
continuo de temperatura de uno de los corazones WT a modo de ejemplo.

El valor promedio de FC en estado basal fue sustancialmente menor a la FC que presentan los ratones
in vivo®Y, lo que es esperable debido a que en los ratones predomina el tono simpatico (a diferencia
de lo que ocurre en los seres humanos) y éste se pierde al aislarlo. Valores similares de FC en corazén
perfundido mediante sistema Langendorff fueron reportados por A. M Lewis®3.

La FC de los corazones aislados no fue significativamente diferente entre ambas cepas como se puede
ver en la tabla 2. Estos resultados sugieren que la delecién del gen CD38 no ejerce un efecto relevante
en la génesis del automatismo cardiaco per se, sino que pueden estar modificandolo a través de
mecanismos reguladores como el sistema nervioso simpatico. Como fue mencionado, se ha
demostrado por multiples autores que CD38/ADPRc esta involucrado en la via de sefializacién
adrenérgica?t1710/27)33),

En los primeros segundos luego del cese de perfusion se observa un aumento marcado de la FC, para
luego disminuir paulatinamente hasta llegar a la asistolia completa. Este patron tampoco fue distinto
entre las dos cepas como se aprecia en la figura 21. No encontramos otros trabajos publicados que
describan este comportamiento en registros de corazén entero. Sin embargo, una posible explicacién
es que responda a cambios del estiramiento del tejido miocardico como consecuencia del cese brusco
de la perfusion. En este aspecto Seyma y cols.®® en un reciente trabajo muestran que existe un
aumento transitorio de la frecuencia de disparo tanto en el estiramiento axial de los miocardiocitos
como en su liberacién. En nuestro caso el cese del flujo a través de la bomba peristdltica podria estar
generando secundariamente una disminucién de la precarga y por tanto un aumento transitorio de la
frecuencia de disparo del tejido marcapaso. Por otro lado, no podemos descartar que el aumento
transitorio de la FC responda a circunstancias experimentales como un cambio brusco de temperatura.
Debe tenerse en cuanta que, aunque la solucidn que bafa al corazén (y el propio tejido) se mantenia
controlada a 37°C, la solucién de perfusién ingresa a la arteria aorta probablemente esté algo mas fria
y se logre el equilibrio térmico en el propio tejido. Por lo tanto, es posible que en los primeros
segundos luego de interrumpir de forma brusca el flujo exista una elevacién transitoria de la

temperatura en el tejido cardiaco y consecuentemente una elevacion de la FC.
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Basal 178 £ 15 197 £+ 28
+ 30s isquemia 235+17 267 + 26 0.40
+ 120s isquemia 142 + 40 150 £33 0.83
+ 300s isquemia 64 +49 42 +13 0.66

Tabla 2. Cambio de la frecuencia cardiaca por isquemia en corazones aislados. La tabla muestra
valores promedio + EE para los 4 corazones de cada grupo (WT y CD38KO) en estado basal y a medida que
transcurrid el tiempo de isquemia (30, 120 y 300 s). La FC no se diferencié en ningdn caso entre los grupos.
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Figura 21. Cambio de la frecuencia cardiaca del corazon aislado por isquemia. Se muestra el valor promedio y el
EE de los 4 corazones aislados de ratones WT (negro) y CD38KO (rojo) en situacion basal (tiempo 0) y luego de
transcurridos 30, 120 y 300 segundos desde que se detuvo la perfusion (ver valores en tabla 2).

Lamentablemente, no logramos inducir taquiarritmias ventriculares con este protocolo de isquemia
global y reperfusidn en ninguno de los 8 corazones estudiados. Existen distintos aspectos relacionados

con el modelo utilizado que pueden explicar esto. Por un lado, la generacién de arritmias sostenidas
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necesita de una masa de miocardio critica para desarrollarse. Esta hipdtesis de la masa critica implica
que la susceptibilidad arritmica dependa directamente de la relacién entre la longitud de onda
(duracién) y el tamafio del tejido necesario para la acomodacién espacial de los rotores®®), Por lo
tanto, el corazén de mamiferos pequenos como el ratdn, presentaria menor susceptibilidad arritmica
e incluso se ha planteado que estos no son capaces de generar arritmias ventriculares sostenidas en
absoluto. Sin embargo, esta teoria ha sido desafiada por distintos trabajos donde se ha demostrado
FV en corazones tan pequefios como el corazén murino mediante protocolos especificos de

estimulacion(®®.

Ademas, parece existir cierta predisposicion genética al desarrollo de arritmias
ventriculares como fue estudiado por M. Jelinek®”). Estos autores demostraron que la cepa de ratones
mas propensos a generar arritmias ventriculares fue la Balb/c y esta fue la Unica en la que se logré
inducir FV mediante el protocolo de estimulacién adrenérgica. Mientras tanto, la cepa C57BL/6 que
es la usada por nosotros ocupd un lugar intermedio en cuanto a la arritmogénesis, logrando un 50%
en la induccién de TV, pero fracasando completamente en la induccién de FV mediante el protocolo
de estimulacion adrenérgica.

También, en otros trabajos publicados se ha visto una gran dificultad en la induccién de arritmias por
isquemia y reperfusidon en modelos murinos, especialmente en la induccién de FV(©®),

El interés en el estudio de las arritmias producidas por isquemia y reperfusién radica en el impacto de
la cardiopatia isquémica en la mortalidad a nivel mundial. Como fue mencionado, la mayor parte de
las muertes que se producen en la etapa aguda del infarto del miocardio se deben a taquicardia
ventricular polimdrfica (TVP) / fibrilacion ventricular (FV). Uno de los fendmenos subyacentes es la
sobrecarga de calcio citosdlico durante la isquemiay la reperfusién por mecanismos ya expuestos, que
genera eventos arritmicos a nivel celular como aumento de las chispas y ondas de calcio®. De tal
manera, resulta de sumo interés estudiar la via de CD38/ADPRc que estd involucrada en la
incorporacién y liberacién de calcio reticular bajo la hipdtesis de que en su ausencia la cantidad de
calcio celular (tanto a nivel reticular como citosoélico) sera menor y por ende también sera menor la
incidencia de arritmias malignas cuando se somete al corazén a la injuria provocada por isquemia y
reperfusidn. Se trata de un estudio que no se habia hecho previamente en corazones CD38KO.

Al respecto, el modelo experimental que mejor representa la fisiopatologia que ocurre en el IAM en
el humano es el de ligadura de la arteria descendente anterior (ADA)®. Sin embargo, este modelo ha
sido desarrollado fundamentalmente in vivo e implica una complejidad técnica que no nos fue posible
desarrollar de forma d6ptima en el corazén aislado, entre otras cosas porque el movimiento del
preparado por la ligadura y desligadura de una arteria coronaria, hacia imposible la interpretacion
electrocardiografica. En su lugar se optd por el modelo de isquemia global deteniendo el flujo de

perfusién y luego reinstalandolo para la reperfusion. La desventaja es que de esta forma no se puede
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generar el sustrato arritmico provocado por la interface eléctrica y quimica entre el miocardio
isquémico y el sano como se ve en el IAM. Ademas, la isquemia global también involucra al nodo
sinusal, lo que explica la caida de la FC. Esta depresidn de la actividad eléctrica puede contribuir a la
menor susceptibilidad a las arritmias malignas como lo han mostrado otros autores”.

Ademas, no debe despreciase que en el modelo in vitro se pierde la influencia del sistema nervioso
auténomo y de mediadores inflamatorios humorales que estdn presentes en el modelo in vivo y
contribuyen a la arritmogénesis. En los ratones, a diferencia del ser humano, la estimulacion
adrenérgica ténica por el sistema nervioso simpatico in vivo es predominante y tiene un gran potencial
arritmogénico.

Pensamos que por todos estos motivos no logramos generar arritmias malignas por isquemia-
reperfusion y por lo tanto cumplir con uno de los objetivos propuestos que era estudiar si los
corazones CD38KO estaban protegidos. Por lo tanto, debimos buscar nuevos protocolos para la

induccion arritmica.

Experimento 2

Registro de actividad eléctrica espontdnea mediante electrograma intracavitario de corazones
aislados durante la perfusion con Tyrode modificado, en condiciones basales, con estimulo
adrenérgico y durante isquemia-reperfusion. El Tyrode arritmogénico fue desarrollado y probado por
C. L. Stables y M. J. Curtis®® en busqueda de un modelo de FV en corazones aislados murinos
sometidos a isquemia y reperfusion.

Animales
Se utilizaron 9 ratones WT y 9 CD38 KO machos de entre 4 y 6 meses de edad. Los criterios de exclusién

del analisis final fueron un tiempo desde la eutanasia hasta la perfusién mayor a 5 minutos, dafo de
la pared ventricular durante la manipulacién del preparado y la presencia de BAVC que no revirtiera
durante la estabilizacién. Por este ultimo motivo se excluyd 1 corazéon WT, y el andlisis final fue hecho
sobre 8 WT y 9 CD38KO.

Solucion Tyrode modificada
La modificacion del Tyrode consistio en una disminucion de la [K*] de 5.4 a 3 mmol/Ly un aumento de

la [Ca**] de 2 a 2.4 mmol/L.

Protocolo
Una vez lograda la canulacién y perfusién con el Tyrode modificado se registré la actividad eléctrica

espontanea bajo el siguiente protocolo:
e 15 minutos de estabilizacion.
® 5 minutos de registro basal.

e Perfusidn con solucidn de isoproterenol 1 x 10> My registro durante 10 minutos.
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e 20 minutos de isquemia global.

e 20 minutos de reperfusién con Tyrode modificado + isoproterenol.

Procesamiento de los datos

Los datos se procesaron de igual forma que el experimento previo. También se analizaron las arritmias

I®1), Para la comparacién, las arritmias se clasificaron en tres

siguiendo la convencion de Lambeth |
categorias de severidad creciente; taquicardia ventricular monomarfica (TVM), taquicardia ventricular
polimérfica (TVP) y fibrilacién ventricular (FV). Para cada corazén se tuvo en cuenta la arritmia de
mayor severidad (FV > TVP > TVM) hallada, independientemente si en el mismo registro coexistia un
tramo de otra arritmia de menor severidad. Los test estadisticos utilizados también fueron test de T
para las variables continuas de distribucién normal y test exacto de Fisher para comparar la proporcion
de arritmias en cada cepa. Cuando se analizé el tiempo hasta la induccién de arritmias se uso el test

no paramétrico de Mann-Whitney. Los resultados se expresan en valores de media + DE para las

variables relacionadas con masa y valores de media + EE para FCy tiempo.

Resultados y discusion

El peso promedio de los ratones WT fue de 30.5+ 1.9 gy el de los CD38KO de 29.7 + 1.8 g, sin diferencia
significativa entre ellos (valor p = 0.45).

La FC con el Tyrode modificado fue mas elevada en ambas cepas en comparacién con el Tyrode
normal, aunque en los WT la respuesta al cambio fue mayor como se ve en la tabla 3 y figura 22. De
hecho, la FC basal de la cepa WT fue significativamente mayor (valor p < 0.0001) con la solucién
modificada que con la convencional, mientras que para la cepa KO no hubo significancia estadistica
(valor p = 0.23). Al respecto, la FC basal de los corazones WT en perfusién con bajo [K*] y alto [Ca**]
fue de 336 £ 13 cpm y la de los CD38KO 254 + 27 cpm. Esto evidencia una FC significativamente menor
de los corazones KO en estas condiciones comparado con los corazones WT (valor p = 0.02). En suma,
estos datos muestran que el efecto de la solucidn arritmogénica sobre la FC de los corazones que no
expresan CD38 es menor que sobre los corazones WT.

Por su parte, la estimulacion B adrenérgica produjo un aumento de la FC como era esperable, a valores

de 370 * 23 para los corazones WT y 358 + 35 para los KO (tabla 3).
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) FC (Ipm) FC (Ipm)
CONDICION N (WT/KO) Valor p
WT CD38KO
basal Tyrode N 4/4 178 £ 15 197 £ 28 0.57
basal Tyrode M 8/9 336+ 13 254 +27 0.02
Tyrode M + ISOP 8/9 37023 358 + 35 0.79

Tabla 3. Cambios de la frecuencia cardiaca de corazones aislados segun la solucién de perfusion y el agregado
de isoproterenol. Se muestran los valores promedio y el EE de los corazones aislados de ratones WT y CD38KO
(ver el nimero de corazones incluidos en cada caso). La FC basal se analiza con Tyrode normal (N) en unos
corazones y con Tyrode modificado (M) en otros. A los mismos corazones perfundidos con Tyrode M se los
perfunde con isoproterenol. La Unica diferencia estadisticamente significativa se encuentra en la FC con Tyrode

M.
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Figura 22. Cambio de la frecuencia cardiaca al modificar la composicién de la solucién de perfusion. Se muestra
el valor promedio de FC y el EE de los corazones aislados de ratones WT y CD38KO al perfundirlos con Tyrode
normal o con Tyrode modificado (MT, ver texto). Ver los valores en la tabla 3. El Tyrode modificado produjo
incremento estadisticamente significativo de la FC solo en el grupo WT. ****: p<0.0001 para el test de T-student.
*: p<0.05 para el test de T-student

La FC basal con el Tyrode modificado fue comparable a la obtenida por Stables y Curtis'®® . En base a
estos datos, pensamos que el aumento en la [Ca**] en el medio, ademds de ser arritmogénico, podria
estar acelerando el reloj de calcio en las células del NS por medio de las chispas de Ca**. Diversos

autores como MacGregor™, Cui®® y Lukyanenko® demuestran que el estimulo de ADPRc aumenta
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la frecuencia de chispas de Ca™. Como sabemos, la liberacién espontanea de Ca** en forma de chispas
es un componente clave en el reloj de calcio y la despolarizacidon espontanea de fase 4 del PA en las
células marcapaso (figura 4). En nuestro grupo de trabajo ya habiamos demostrado una menor
frecuencia tanto de chispas de Ca** como de ondas y miniondas en células CD38KO. Por lo tanto, la
ausencia de la via CD38/ADPRc redundaria en una menor frecuencia relativa de descarga del
marcapaso fisioldgico cuando se somete a un desequilibrio homeostatico como es el aumento de
[Ca*]. Ademas, tanto Rakovik?® como Kannt®®** también mostraron que la inhibiciéon de ADPRc
previene despolarizaciones espontaneas inducidas por sobrecarga de Ca*".

No podemos comparar la FC obtenida luego del estimulo adrenérgico con la de Stables y Curtis ya que
ellos usaron una combinaciéon de adrenalina y noradrenalina, mientras que nosotros usamos
isoproterenol. Sin embargo, podemos afirmar que el estimulo B adrenérgico hizo que la diferencia de
FC entre ambas cepas se acortara (tabla 3). Esto se explica porque la proporcién de cambio fue mayor
en los corazones KO aumentando en promedio un 41% vs el 10% para los WT, pero sin significancia
estadistica por la elevada dispersion de los resultados.

El protocolo completo de isquemia y reperfusion se realizé en 7 de los 8 corazones WT y 8 de los 9
CD38KO luego de 10 minutos de perfusidon con isoproterenol. Con este protocolo si se logré la
induccion de arritmias malignas. Como se ve en la figura 23 entre los 7 corazones WT, 2 presentaron
FV, 1 TVP y 1 TVM como arritmia de mayor severidad. Fueron 3 los corazones WT que no tuvieron
arritmias malignas. Entre los 8 CD38KO, la FV se vio en 2 corazones, 3 presentaron TVP como arritmia
de mayor severidad y 1 TVM, mientras que 2 de los 8 no presentaron ninguna arritmia maligna. En la

figura 24 se muestran a modo de ejemplo el inicio de evento de cada arritmia mencionada.

WT CD38KO

Sin arritmia
TVM

TVP

FV

B000

Total=7 Total=8

Figura 23. Proporcion de arritmias inducidas en corazones aislados de ratones WT y CD38KO. Se muestra la
proporcion de los distintos tipos de arritmias en el grupo WT (izquierda) y CD38KO (derecha). TVM: taquicardia
ventricular monomorfica, TVP: taquicardia ventricular polimérfica, FV: fibrilacién ventricular.
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1s

Figura 24. Registros electrogréficos representativos de las arritmias inducidas en corazones aislados de ratones.
Arriba FV, al medio TVP, abajo TVM.

En el andlisis global se obtuvo una induccién de arritmias en el 57 % de los WT y un 75 % de los CD38KO
sin diferencia significativa por test exacto de Fisher (valor p = 0.61), de manera que no logramos
rechazar la hipdtesis nula de igual incidencia de arritmias.

Para investigar la susceptibilidad arritmica con mayor profundidad se cuantificé el tiempo hasta que
aparecié el primer evento, pero éste tampoco fue diferente entre las dos cepas, aunque parecié ser
algo menor en CD38KO con un valor medio de 143 + 42 s para WT y 89 + 37 s para KO (valor p =0.25).
La virtud de este modelo es reproducir en mamiferos la causa mas frecuente de arritmias malignas y
muerte sUbita en humanos como es la cardiopatia isquémica, bajo el conocimiento de la sobrecarga
celular de Ca*™* mencionada en estas condiciones. Kannt et al.®* ya habia demostrado la induccién de
FV in vivo en cobayos mediante la infusion de ouabaina, un inhibidor de la Na*/K* ATPasa, que de
forma secundaria genera una sobrecarga de Ca*™ celular. En los animales pretratados con SAN4825,

un inhibidor de ADPRciclasa, el tiempo hasta el comienzo de la FV fue mayor. Respecto a la isquemia
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Valverde et al.”" mostraron por primera vez la dindmica de calcio entre el RS y el citosol celular en
corazones de ratones sometidos a isquemia global. La isquemia incrementd la [Ca™] citosdlico junto
con un decremento de la [Ca**]rs Yy una depresién de la cinética de movilizacién del Ca** reticular. La
reperfusidon generd una mayor liberacién de calcio reticular transitoria hacia el citosol previo a la
recaptacion del calcio perdido. También se ha visto que tanto el estimulo adrenérgico?V33)9 como
la isquemia®®) elevan la produccién de ADPRc por parte de CD38. En base a esto se podria suponer
gue un RS de células con menor contenido de calcio (por disminucién de la actividad ADPR ciclasa)
conduciria a menor sobrecarga del catidn en isquemia-reperfusion. Esto fue demostrado por X. Guan
et al.?% en células aisladas con expresién reducida de CD38 (CD38 Knockdown). Por lo tanto, las células
con menor [Ca*™] en términos relativos generarian menos eventos como chispas u ondas de calcio y
posdespolarizaciones de membrana que pueden iniciar arritmias en todo el miocardio. Como fue
mencionado, el agregado de ADPRc en miocitos aislados genera aumento de la cantidad de las chispas
de calcio y de la magnitud de los transitorios de calcio. Al principio estos efectos son independientes
de la carga reticular de calcio sugiriendo que el efecto es mediado por la liberacién de calcio
posiblemente a través de RyR. Sin embargo, a los 10 minutos existe un aumento de la carga reticular
de calcio sugiriendo que puede haber un efecto en el sistema de captacidn de calcio reticular*4®>,
Rakovik et al.?® describieron una menor incidencia de ondas de calcio (propuesto como sustrato
arritmogénico) en miocardiocitos tratados con un antagonista de ADPRc. Sin embargo, el estimulo
arritmico no fue la hipoxia, sino estimulacién adrenérgica y ouabaina. W Lin*? estudid las arritmias en
corazones aislados de ratones CD38KO y vio una menor incidencia respecto a los corazones WT; sin
embargo, no lo hizo en modelos de isquemia y reperfusién sino mediante protocolos de estimulacién
eléctrica especificos y bajo estimulacidon adrenérgica.

En base a nuestros resultados, a pesar de lograr un modelo de arritmia en corazén aislado entero, no
podemos afirmar que los corazones deficientes en CD38KO0 estén protegidos contra arritmias malignas
generadas por isquemia y reperfusidn per se. En otras palabras, no pudimos demostrar que los
fendmenos arritmicos mostrados por otros autores en modelos mds reduccionistas, se puedan
transpolar a la generacion de arritmias malignas por isquemia en el corazén entero de mamifero.
Una limitacién de nuestro trabajo es que no medimos la concentracién de ADPRc en nuestros
preparados. Sin embargo, contamos con evidencia aportada por distintos grupos de investigadores
gue muestran una marcada reduccién del contenido de ADPRc en corazones carentes de CD38. Son
ejemplos de ello el primer reporte hecho por H.C. Lee® que muestra una reduccién de ADPRc en todos
los tejidos estudiados incluido el corazén de los ratones transgénicos, el de Takahashi®®" que mostré
una reducciéon del 85 % del contenido de ADPRc en el miocardio de ratones CD38KO, el de Pinar

Aksoy®? que reporté niveles indetectables de ADPRc también en corazones CD38KO y el de W. Lin*®
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gue muestra la incapacidad en la producciéon del mensajero por las membranas de miocardiocitos
carentes de CD38.

Serd necesario plantear nuevos modelos en la busqueda de proteccidn arritmica en este escenario,
que pueden ir desde el estudio de sustratos arritmicos a nivel celular hasta la induccién de arritmias

en modelos in vivo.
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SOBRE LA MANIFESTACION
ELECTROCARDIOGRAFICA DE CD38 Y SU ROL

EN MODELOS DE ARRITMIAS POR ISQUEMIA
IN VIVO
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Objetivos
3.a Estudiar la actividad eléctrica cardiaca in vivo mediante ECG de superficie, analizando y
comparando los distintos componentes del trazado en ratones WT y CD38KO.

3.b. Comparar la respuesta arritmica ante un modelo de infarto por sobrecarga adrenérgica in vivo

mediante ECG de superficie de ratones WT y CD38KO.

Hipotesis

Como ya fue analizado por nuestro grupo de trabajo, esperamos encontrar una menor FC en el grupo
de ratones KO en estado basal. Sin embargo, en la misma linea que los resultados expuestos
previamente, esperamos que las mayores diferencias entre ambas cepas queden expuestas ante los
cambios homeostaticos. En este sentido este modelo de infarto inducido por sobrecarga adrenérgica
generara aumento de la FC, trastornos de la conduccién intraventricular, alargamiento del QTc, y
arritmias ventriculares como extrasistolia ventricular (EV), TV y FV. La tasa de arritmias ventriculares

sera menor en los ratones CD38KO.

Experimento

Registro de la actividad eléctrica cardiaca in vivo del ratén anestesiado (WT y CD38KO), en condiciones
basales y durante la estimulacién adrenérgica con isoproterenol a altas dosis como modelo alternativo
de infarto de miocardio!’?, comparando el trazado electrocardiografico y cuantificando las arritmias.
Animales
Se utilizaron 6 ratones WT y 6 CD38KO, machos de 3-4 meses de edad. Se planteé como criterio de
exclusidn para el analisis la presencia de ruido en el registro que impidiera la correcta interpretacién
del ventriculograma. No se descartd ningun registro por este motivo.
Protocolo
Los ratones eran transportados desde el bioterio de la Facultad de Medicina una hora antes del
experimento, separados en cajas individuales y manteniendo el agua y la alimentacion ad libitum y la
temperatura en 24°C. Previo a cada registro se procedia a la anestesia y colocacién de electrodos como
fue descrito en la seccion Materiales y métodos. Cada ratdn se estudid en 3 dias consecutivos como

se detalla a continuacién:

Dia1l
® Registro de la actividad eléctrica basal durante 5 minutos.
® Inyeccién de suero fisioldgico (SF), 5 ml/Kg intraperitoneal.

® Registro de la actividad eléctrica por 30 minutos adicionales.
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Dia 2

e Registro de la actividad eléctrica basal durante 5 minutos.

e Inyeccién de solucién de 4 mg/ml de Isoproterenol a una dosis de 20 mg/kg (5 ml/Kg)
intraperitoneal.

e Registro de la actividad eléctrica por 30 minutos adicionales

Dia3

Registro de la actividad eléctrica cardiaca durante 5 minutos.

La inyeccion de SF se realizd para tener un control en cada ratén e independizar el efecto del
isoproterenol del que pudiera existir por el estrés de la inyecciéon a pesar de que los animales
estuvieran anestesiados.

Cada dia se estudid en conjunto a 1 ratén WT y 1 CD38KO. Luego de finalizar los registros se constataba
la correcta recuperacién anestésica y se transportaban a un ambiente tranquilo donde permanecian
con alimentacién ad libitum, temperatura controlada y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 hasta los

nuevos procedimientos.

Procesamiento de los datos

Todos los registros fueron procesados y analizados en diferido. El programa utilizado para la
visualizacidn y procesamiento fue LabChart 7. Este programa permite la deteccidn y cuantificacion
automatica de los componentes del trazado electrocardiografico (P, QRS, onda T, asi como los
intervalos correspondientes) y permite promediar el trazado de una cantidad de latidos seleccionados
con lo que se logra reducir el efecto de las sefiales espurias (figura 25).

Se analizd tanto la FC como la amplitud y duracidn de los distintos componentes del trazado (intervalo
PR, complejo QRS, onda R, intervalo QTc). Para ello se seleccionaron 6 momentos distintos. A saber;
minuto O (inmediatamente previo a la inyeccidén de la solucion), minutos 1, 5, 15 y 30 luego de la
inyeccion de SF e isoproterenol respectivamente y nuevamente a las 24 horas de estas maniobras. La
FC se cuantificé durante 1 minuto en los tiempos seleccionados. Para el resto de las medidas se hizo
un promedio de 100 trazados consecutivos como se ve en la figura 25. En cada trazado promedio se
chequed manualmente el sitio del cursor para la deteccion automatica de los distintos componentes
y se corrigid si no era correcta. El criterio para medir el final del QRS fue la interseccion de la onda S

con la linea isoeléctrica previo al comienzo de la onda J como ha sido definido por otros autores'?. De
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igual manera la duracidn del intervalo QT fue medida hasta que la onda T negativa retorna a la linea
isoeléctrica®.

La cuantificaciéon de las arritmias se hizo de forma manual mirando todo el registro. Se buscé la
presencia de pausas definidas como un intervalo R-R mayor a 150% del intervalo R-R normal
precedente asi como la presencia de complejos ventriculares prematuros, TVM, TVP y FV de acuerdo
a lo establecido por la Convencién de Lambeth 119,

El procesamiento estadistico y la confeccion de gréficas se realizé en GraphPad Prism 6. Se usé un Test

de T con un error alfa de 0.05 para contraste de hipétesis de variables continuas. Los resultados se

expresan en valores de media * EE.

Joia

Figura 25. Registro electrocardiografico promedio de un ratén para ejemplificar el procedimiento para medir
duracion de ondas e intervalos. Los electrodos se colocaban de forma tal de obtener una derivacién similar a DII.

Resultados y discusién

El analisis final se hizo sobre 6 ratones WT y 6 CD38KO. La masa corporal no varié significativamente
entre ambos grupos. En la tabla 4 se resumen las principales caracteristicas electrocardiograficas
identificadas en ambas cepas en estado basal. Vemos que la morfologia del trazado
electrocardiografico es similar en ambas cepas, a excepcidn de la duracion del QRS y la amplitud de la

onda R.
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VARIABLE WT (N=6) CD38KO (N=6) Valor p
FC (cpm) 419 + 15 411 +15 ns
Intervalo PR (ms) 46,2+1,2 47,2+1,3 ns
Duracién QRS (ms) 10,6 £ 0,4 9,61+0,3 ns (0,086)
QTc (ms) 0,13 + 00,0034 0,12 + 0,0042 ns
Amplitud onda R (mV) 36,8+1,4 52,7+4,9 * 0,011
Amplitud onda S (mV) -0,21 £ 0,02 -0,27 £ 0,06 ns
Amplitud onda T (mV) -1,1+0,4 -0,8+0,3 ns

Tabla 4. Comparaciones de los valores obtenidos del electrocardiograma de ratones anestesiados. Se muestran
los promedios + EE para los 6 ratones incluidos en cada grupo, WT y CD38KO.

La FC no fue distinta entre ambas cepas, con un valor promedio control de 419 + 15 ms para los ratones
WT y 411 £ 15 ms para los KO. Este valor es algo menor a los reportados previamente por nuestro
grupo de trabajo!*" probablemente debido al efecto de la anestesia. En este sentido, se corrobora que
la FC disminuye conforme transcurre el tiempo de mantenimiento anestésico con isofluorano (figura
26) por lo que resulta dificil comparar estos valores con los de otros trabajos. Por ejemplo, Thai et
al.™® reporta valores sustancialmente menores de FC en animales anestesiados respecto a los
registros del animal consiente, aunque el anestésico usado no fue isoflurano sino pentobarbital. Aun
asi, a diferencia de nuestros resultados mantienen una diferencia de FC entre las cepas WT y CD38KO,
pero no describen si esa variable fue medida en un solo ciclo cardiaco, durante un minuto, o durante

mayores periodos de registro.
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Figura 26. Frecuencia cardiaca en funcién del tiempo en ratones anestesiados WT y CD38KO. Los graficos
muestran la frecuencia cardiaca promedio y el EE en el grupo de ratones WT (negro, N=6) y CD38KO (rojo, N=6).
Los ratones estan anestesiados con isoflurano mientras se registran. En el grafico superior se muestra la respuesta
a la inyeccion de suero fisioldgico (control) y en el inferior a isoproterenol. No hay diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (test de t no pareados con correccion para multiples comparaciones).

El patron de despolarizacién ventricular fue el que tuvo mayor diferencia entre los WT y CD38KO. La
duracidn de QRS representa el tiempo que tarda el frente de despolarizacidn en recorrer la totalidad
del miocardio ventricular, de modo que al finalizar la onda S todo el miocardio se encuentra

despolarizado. Aunque en estado basal no llego a la significacion estadistica, la tendencia de la
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duracion del QRS medido en milisegundos fue menor en los ratones CD38KO respecto a los WT, visto
consistentemente en todas las mediciones del registro control. Este fenédmeno solo puede explicarse
de dos maneras; que exista una menor masa de tejido a despolarizarse en los corazones CD38KO o
que estos presenten una mayor velocidad de conduccién del impulso eléctrico?. Respecto al primer
punto no tenemos evidencia con nuestros datos de que exista una diferencia entre ambas cepas.
Recuérdese que en los experimentos donde se pesd el corazdn, la diferencia no fue significativa. Por
el contrario, Takahashi et al. reporta mayor masa cardiaca en los ratones CD38KO®" lo que va en
contra de esta hipdtesis. Respecto al segundo punto podria existir una diferencia vinculada a la
proporcién de uniones GAP por Cx43 activas entre los miocitos. Este hecho es en parte producto de
un mecanismo de retroalimentacién negativo vinculado al transporte de NAD* a través de las uniones
GAP por Cx43. Bruzzone et al.’* describen que el sustrato de CD38 emerge a la luz vesicular a través
de estos hemicanales para ser utilzado por la CD38 ectdpica, y sus productos metabdlicos (tanto el
ADPRc como el ADPR) transportados nuevamente al citosol. El consecuente aumento del [Ca**]; por
parte del ADPRc resulta en un desacople entre las uniones GAP mediado por la fosforilacion de la Cx43
dependiente de PKA, lo que disminuye el transporte y comunicacion intercelular. Estos autores
también demostraron que las células carentes de CD38 tenian la misma cantidad de Cx43 pero en
menor proporcion fosforiladas. En suma, si tenemos presente que las Cx43 es la principal proteina de
acople intercelular del miocardio de trabajo, no sorprende que exista una mayor velocidad de
conduccién en ratones CD38KO producto de una menor fosforilacion de las mismas. Por su parte otros
autores han demostrado que el incremento de NAD* (como se ve en ratones CD38KO) contribuye al
aumento de la velocidad de conduccién del PA en preparados de corazén de rata® y de humano®?.

Por lo tanto, podria haber mas de una via involucrada en este hecho.
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Figura 27. Duracién del complejo QRS en funcién del tiempo en ratones anestesiados WT y CD38KO. Los gréficos
muestran la duracion del complejo QRS promedio y el EE en el grupo de ratones WT (negro, N=6) y CD38KO
(rojo, N=6). Los ratones estan anestesiados con isoflurano mientras se registran. En el grafico superior se muestra
la respuesta a la inyeccion de suero fisioldgico (control) y en el inferior a isoproterenol. * p<0.05 entre ambos
grupos (test de t no pareados con correccion para multiples comparaciones).

Otra evidencia que apoya la mayor velocidad de conduccion es el mayor voltaje de la onda R en
ausencia de diferencias de la onda S en la cepa CD38KO. Como fue descrito, la amplitud del QRS
(entendido como la sumatoria vectorial de cada uno de sus componentes) implica la sumatoria de
voltaje de todos los PA en fase 0 y 1 en un momento determinado. Por lo tanto, al existir mayor

velocidad de conduccidn existird mayor sumatoria de voltaje por unidad de tiempo y mayor amplitud
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en el complejo QRS como se vio de forma sistematica en los ratones CD38KO. Si bien la velocidad de
conduccién del tejido miocardico no fue medida de forma directa, estos hallazgos en conjunto
(duracién del QRS y amplitud de onda R) sugieren fuertemente que es mayor en la cepa CD38KO.

El modelo de infarto inducida por isoproterenol a altas dosis ha sido usado y validado como alternativa
del modelo de ligadura coronaria, por su mayor simplicidad, menor necesidad de maniobras invasivas
como toracotomia y ventilacién mecanica, y menor tasa de complicaciones’?. Entre los principales
mecanismos se describe la habilidad para generar radicales libres que devienen en estrés oxidativo y
dafio mitocondrial que sumado a la deficiencia de suplemento de O, generan injuria celular y muerte
tanto por apoptosis como por necrosis con posterior fibrosis’>.

En la figura 26 (grafico inferior) vemos cémo es el cambio de la FC a lo largo de los 30 minutos
posteriores a la inyeccidn de isoproterenol a altas dosis. Se produjo un aumento de la FC al minuto,
gue es rapidamente contrarrestada por el efecto cronotrépico negativo del isoflurano. En ambas cepas
el comportamiento fue similar.

En cuanto al intervalo PR también vemos un comportamiento similar en ambas cepas. Se evidencia un
aumento progresivo del intervalo como efecto de la anestesia, lo que junto con la disminucién de la
FC podria interpretarse como una respuesta simil vagal. Sin embargo, el isoproterenol no contrarresto
esta respuesta, sino que por el contrario la potencié. Hay que mencionar que ya a los 30 minutos de
la inyeccion del agente inotrdpico, la prolongacidn del intervalo PR fue tanta que se perdieron los
valores en varios ratones porque la onda P quedaba oculta detras del QRS previo.

El QT corregido para la FC (QTc) tampoco mostrd diferencias significativas entre ambas cepas en
estado basal. Con el agregado del agente adrenérgico se evidencid un marcado aumento en este
parametro que fue de igual magnitud en los ratones WT y CD38KO.

Las diferencias vistas en la duracién del QRS y la amplitud de la onda R se perdieron en la etapa aguda
de la sobrecarga adrenérgica por mayor aumento del QRS y mayor disminucion de la onda R en la cepa
CD38KO, retomando las diferencias a las 24 hs de la injuria (figura 27).

La respuesta arritmica se clasificé en 3 categorias: Pausas, latidos ventriculares (EV) prematuros
simples o arritmias ventriculares complejas que incluia duplas, tripletas o TV. Esperdbamos encontrar
una proteccidn en ratones CD38KO en funcién de una menor produccién de ERO, y mejor funcién de
NCX generada por la menor deplecién de NAD* 7 que junto con la ausencia de ADPRc generarian un
mejor perfil del manejo del Ca*™.

El hallazgo principal consistié en una marcada tendencia de la cepa CD38KO a presentar pausas que
fue mas evidente cuando se sometio el organismo a la sobrecarga adrenérgica. Como se ve en la figura
28, este efecto se vio tanto en la proporcidn de ratones afectados como en la cantidad de eventos por

raton.
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Figura 28. Incidencia de pausas sinusales en ratones WT y CD38KO. EI gréafico superior muestra la incidencia
(%) de pausas sinusales en los ratones anestesiados del grupo WT y CD38KO (N=6 en cada grupo) en situacion
control (inyeccion de suero fisioldgico, SF) y con sobrecarga beta-adrenérgica (inyeccion de isoproterenol). Los
gréficos inferiores muestran el nUmero de pausas en cada uno de los ratones de cada grupo en las dos situaciones
(suero fisioldgico e isoproterenol en el grafico de la izquierda y derecha respectivamente). Nétese que las escalas
de ambos gréficos inferiores son diferentes.

Este era un resultado esperado en base a los datos previos obtenidos por nuestro grupo de trabajo?).
Si bien en los registros que se lograba visualizar la onda P se pudo corroborar que las pausas eran
efectivamente pausas sinusales, no podemos adjudicarlo a todos los registros dado que en varios de
ellos no se lograba ver la onda P. En este escenario no podemos asegurar que se trate de una pausa
sinusal, un bloqueo sinoatrial o un bloqueo AV.

Hace falta mas investigacion a nivel molecular para explicar este fenédmeno, pero una hipdtesis

explicativa puede ser la afectacion en el sistema de recaptacién de Ca** que presenta la cepa KO. Como
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fue mencionado, el contenido de calcio reticular es un determinante muy importante para el reloj de
calcio y el automatismo. Una menor tasa de recaptacidon podria generar una deplecién de calcio
reticular y una incapacidad de recuperaciéon de la refractariedad del CICR™®. Esto afectaria
directamente la comunicacion entre el reloj de calcio y reloj de membrana para el siguiente ciclo con
una supresién transitoria en la generacién del PA en las células nodales. Szentesei y cols.*®)
demuestran que la recuperacion de la refractariedad del CICR depende de la tasa de recaptacion de
Ca** mediante la bomba SERCA y que el isoproterenol actla acelerando esta recuperacion mediante
el aumento de recaptacién de Ca** via estimulacion de SERCA. Por tanto, no sorprende que la
alteracion del automatismo se haga mas evidente cuando hay aumento en la liberaciéon del Ca**
reticular mediada por estimulacidon adrenérgica que no es acompanada por una correspondiente
potenciacion en la recaptacion de Ca™ en ratones carentes de CD38. Otro mecanismo que puede estar
contribuyendo a la presencia de pausas en los CD38KO, es la disminucién de la pendiente de
despolarizacion generada por el boosting de NAD* en células del NS que describe Pustovit y cols.®.
Sin embargo, este hecho no explica la diferencia vista bajo estimulacidn adrenérgica.

Por otro lado, no se logra demostrar de forma clara la protecciéon ante arritmias generadas por
sobrecarga adrenérgica en la cepa CD38KO. En la figura 29 se ve un marcado aumento de carga
extrasistodlica ante la inyeccidn de altas dosis de isoproterenol que fue similar en ambas cepas. No
hubo diferencias significativas ni en la proporcidon de ratones afectados ni en la suma total de EV
registradas durante los 30 minutos de registro. Hay que destacar que si bien la proporcién de ratones
que presentaron arritmias complejas ante la sobrecarga adrenérgica fueron 2/6 WTy 2/6 KO, solo en

1 WT se registré una TVP autolimitada.
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Figura 29. Incidencia de extrasistoles ventriculares en ratones WT y CD38KO. El grafico superior muestra la
incidencia (%) de extrasistoles ventriculares (EV) en los ratones anestesiados del grupo WT y CD38KO (N=6 en
cada grupo) en situacion control (inyeccién de suero fisiolégico, SF) y con sobrecarga beta-adrenérgica (inyeccion
de isoproterenol). Los gréficos inferiores muestran el nimero de EV en cada uno de los ratones de cada grupo en
las dos situaciones (suero fisioldgico e isoproterenol en el grafico de la izquierda y derecha respectivamente).
Notese que las escalas de estos dos graficos son diferentes.

Una explicacion del fracaso en la demostracion de diferencias puede ser el corto tiempo de registro
luego del estimulo adrenérgico. Quizas un registro telemétrico de eventos que incluya horas o dias de
grabacién (aun un modelo de isquemia crénica) pueda mostrar diferencias en el componente
arritmico.

Un dato que apoya esto es la diferencia en la mortalidad que generd la sobrecarga adrenérgica. Entre
los ratones WT la mortalidad fue de 33 %, mientras que ninguno fallecié en el grupo CD38KO (figura
30). En comparacidn, el trabajo de Filho y cols.? mostré una mortalidad del 25 % en ratas usando un
modelo de infarto por sobrecarga de isoproterenol. Dado que nuestros datos fueron obtenidos solo
de 5 ratones en cada grupo y el experimento no fue disefiado para valorar mortalidad no podemos

hacer inferencias sobre este hecho, pero es un dato a tener en cuenta para futuros experimentos.
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Figura 30. Mortalidad en ratones WT y CD38KO ante un estimulo adrenérgico suprafisioldgico. Se grafica el
namero de ratones que muere (negro) y sobrevive (blanco) en el grupo WT y CD38KO luego de la inyeccion de
una dosis suprafisioldgica de isoproterenol.

Tampoco se logro registrar el ritmo cardiaco de muerte por lo que no sabemos si esta diferencia en la
mortalidad se debid a taquiarritmias ventriculares, bradiarritmias, o como consecuencia de una falla

de bomba por el daifio miocardico generado por el estrés oxidativo.
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CONCLUSIONES

La presente tesis de maestria es producto del trabajo que llevé a cabo durante varios afios en el marco
de una linea de investigacién acerca de la proteina CD38. En ella se reldine y se discute un amplio cuerpo
de informacion publicada por distintos autores en todo el mundo desde su descubrimiento. Ademas,
se aportan nuevos conocimientos sobre la enzima, que ayudan a comprender su papel en la fisiologia
y fisiopatologia cardiovascular.

Durante el proceso he logrado desarrollar diferentes técnicas de experimentacion enmarcadas en el
método cientifico. Me enfrenté a innumerables inconvenientes inherentes a la investigacién en
ciencias bdsicas y aprendi a resolverlos. Ademas, logramos instalar y poner a punto una nueva técnica
de experimentacidn a nivel nacional, similar a las usadas en laboratorios de paises a la vanguardia en
investigacion basica. Esto permitid no solo obtener datos sumamente novedosos, sino que a futuro
brindara la posibilidad de desarrollar nuevos experimentos para responder otras interrogantes en
cuanto a la electrofisiologia celular.

En el trabajo se tratd de realizar un estudio integrado del papel de CD38 a nivel de la electrofisiologia
cardiaca abarcando desde la célula hasta el organismo entero. En base a los datos obtenidos se
desprenden las siguientes conclusiones:

® Se muestra por primera vez en la literatura cientifica la morfologia del PA de ratones CD38KO,
con el agregado de haberse registrado en corazdn entero, en un contexto mas fisiolégico que
los registros de célula aislada. Ademds, también se muestra el efecto del estimulo adrenérgico
sobre el PA de corazones aislados de ratones CD38KO.

® (D38 contribuye a una aceleracién de la repolarizacién tardia (disminucién de APDy), sin
efecto sobre la repolarizacién temprana (APDso). Esto es manifiesto tanto en estado basal
mediante la inhibicién aguda de la actividad enzimatica como situacion de estimulo
adrenérgico en modelos de delecidn genética.

e (D38 Yy su actividad enzimdtica no afecta la frecuencia cardiaca en el corazén aislado, pero su
delecion es capaz de evitar un aumento de la FC cuando el érgano se encuentra en un medio
arritmogénico con alto contenido de Ca*". Este efecto en la FC se pierde cuando se agrega a
un segundo estimulo arritmogénico dado por sobrecarga catecolaminérgica.

® No selogré demostrar una proteccion ante arritmias por isquemia global mediante la delecion
de CD38.

® Por primera vez se hace un analisis detallado de la contribucion de CD38 a los distintos

componentes del trazado electrocardiografico (PR, QRS, QTc) mediante la derivacion DII.
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e De los componentes mencionados se vio un aumento de la amplitud junto con una tendencia
a la disminucion del QRS ante la ausencia de CD38, posiblemente vinculado a un aumento en
la velocidad de conduccién.

e Cuando se somete el organismo a un modelo de infarto por sobrecarga adrenérgica, la
delecion de CD38 genera un aumento marcado de pausas. En ningun caso fue letal.

® No logramos demostrar una contribucién de CD38 a taquiarritmias malignas en un modelo de
infarto in vivo, aunque los ratones que no tienen la enzima parecen tener un mejor perfil de

supervivencia en este escenario.
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