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RESUMEN

La pirfenidona (PFD) es un farmaco que ejerce efectos benéficos en el corazén de animales con
enfermedad cardiaca. En consecuencia, actualmente se encuentran en marcha ensayos clinicos enfocados
a evaluar su uso en pacientes con afecciones cardiacas. Debido a su casi inexorable uso clinico, es

sorprendente que el preciso mecanismo de accidn subyacente sea altamente desconocido.

Hace algunos afios, nuestro laboratorio comenzd a investigar si PFD afecta la electrofisiologia de los
miocitos cardiacos. Por ejemplo, al acoplamiento excitacién-contraccién (AEC), el cual es un proceso
fundamental en estas células. Lo que ocurre, es que un potencial de accidn (PA) abre canales de Ca?*
dependientes de voltaje tipo L, provocando una entrada de Ca?* al citoplasma (Ic.). Subsecuentemente, la
Ica activa receptores de rianodina, lo que ocasiona una liberacién de Ca?* del reticulo sarcopldsmico (RS).
Los niveles de Ca?* citosdlico se elevan, activando la maquinaria contréctil y un acortamiento muscular. De
hecho, el aumento en los niveles de Ca?* citosdlico es transitorio debido a que la ATPasa de Ca?* del RS
(SERCA) reincorpora Ca?* a ese organelo. El intercambiador de Na*/Ca%* (NCX) también participa en dicha

remocidn de Ca?* citosdlico (hacia el medio extracelular), aunque en menor proporcion.

En cardiomiocitos, las isoformas endotelial y neuronal de la éxido nitrico sintasa (eNOS y nNQOS) son las
responsables de generar éxido nitrico (NO) NO. Este activa a la guanilato ciclasa (GC), la cual estimula la
sintesis de cGMP, modulandose la actividad de fosfodiesterasas e incrementandose la concentracidon de
cAMP. Al final de esta via de sefializacion se presenta una mayor actividad de PKA, la cual a su vez regula

proteinas que participan en el AEC.

En este trabajo se pretende determinar si PFD afecta al AEC y de ser asi, decidir si eso se debe a una
regulacién de los sistemas que controlan el Ca?* citosélico, asi como a una posible interferencia en la via
de sefializacion del NO y PKA. Con este fin, se desarrollaron experimentos de fijacién de voltaje,
microfluorometria, western blot y contractilidad. Nuestro modelo celular son cardiomiocitos de rata
adulta, cultivados 1-2 dias en ausencia (Control) y presencia de PFD.

De esta manera se logré demostrar que PFD regula no sélo a Cay1.2 (Ramos-Mondragén et al., 2012) sino
también al AEC y la liberacidn de calcio inducida por calcio (CICR). Adicionalmente, los datos indican que
PFD: mejora el nivel y cinética de contractilidad, atenua el estrés oxidativo, e inhibe la extrusién del Ca%*
citosélico a través del NCX y otros mecanismos secundarios. También se encontré que el nivel de expresion
del NCX no resulta afectado. De hecho, tampoco se modificé la cantidad de eNOS, mientras que la
correspondiente a nNOS mostrd un doble efecto, que consistid en incremento y disminucién, en miocitos
auriculares y ventriculares, respectivamente. Otro efecto interesante fue que, en miocitos auriculares, la

mayor cantidad de nNOS se acompafid de una mayor tasa de produccién de NO.

Estas acciones de PFD podrian ser un elemento clave para entender como es que PFD atenua las
alteraciones que se observan frecuentemente en modelos animales con afecciones cardiacas. Los
resultados y secciones esenciales de esta tesis fueron publicados previamente (Monsalvo-Villegas et al.,
2018).



ABSTRACT

Pirfenidone (PFD) is a drug that exerts beneficial effects on the heart of animals with heart disease. As a
result, clinical trials focused on evaluating its use in patients with cardiac conditions are currently
underway. Given its almost inexorable clinical use, it is surprising that the accurate mechanism of action

remains highly unknown.

During the past few years, our lab has been investigating whether PFD affects the electrophysiology of
cardiac myocytes. For example, the excitation-contraction (EC) coupling, which is a critical process in these
cells. What happens is that an action potential (PA) opens voltage-gated Ca?* channels (L-type), and thus
originates an influx of Ca?* to the cytoplasm (Ic.). Subsequently, the Ic, activates ryanodine receptors which
cause the release of Ca?* from the sarcoplasmic reticulum (RS). Then, the levels of cytosolic Ca®* rise,
activating the contractile machinery and muscle contraction. The increase in cytosolic Ca?* is transitory
because the RS Ca?* ATPase (SERCA) returns Ca®* into this organelle. The Na*/Ca?" exchanger (NCX) also
contributes albeit in smaller proportion and transporting Ca?* towards the extracellular medium.

In cardiomyocytes, the endothelial and neuronal isoforms of nitric oxide synthase (eNOS and nNQOS) are
responsible for generating nitric oxide (NO). This activates the guanylate cyclase (GC), which stimulates
the synthesis of cGMP and modulates phosphodiesterases activity. Subsequently, the concentration of
cAMP is increased, and the activity of PKA is stimulated (which, in turn, regulates proteins involved in EC

coupling).

This work aims to determine whether PFD affects EC coupling and, if so, to decide whether this effect is
due to a possible regulation of the systems that control the homeostasis of Ca%, as well as a possible
interference with the signaling pathway of NO and PKA. To this end, we performed experiments of voltage-
clamp, western blot, microfluorometry, and contractility. Our cell model were adult rat cardiomyocytes,

grown 1-2 days in the absence (Control) and presence of PFD.

Our data show that PFD regulates not only Cay1.2 (Ramos-Mondragén et al., 2012) but also the EC coupling
and Ca?*—induced Ca?* release (CICR). Additionally, it was found that PFD: improves the degree and kinetics
of contractility, attenuates oxidative stress, and inhibits the extrusion of cytosolic Ca?* that occurs via NCX
and other secondary mechanisms. The results also show that the expression level of the NCX was
unaltered. Likewise, the amount of eNOS remained unchanged, while that corresponding to nNOS showed
a double effect, consisting of increase and decrease, in auricular and ventricular myocytes, respectively.
Interestingly, in the former, the largest amount of nNOS occurred in parallel to a higher rate of NO

generation.

These PFD actions could be of paramount relevance to understanding how PFD attenuates the adverse
conseqguences in animal models with heart disease. The results and essential sections of this work were

previously published (Monsalvo-Villegas et al., 2018).
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INTRODUCCION

Anatomia cardiaca

Anatémicamente, el interior del corazén esta dividido por una pared muscular (septum), dando
origen a la seccidn izquierda y derecha, constituidas, en cada caso por una pequefia cdmara
superior denominada auricula, cuya principal funcidn es recolectar sangre, y otra camara mayor
llamada ventriculo, cuya funcidn principal es el bombeo de sangre (Fig. 1). Las cuatro camaras,
junto con un sistema valvular y células especializadas capaces de contraerse, llamadas
cardiomiocitos (también conocidas como miocitos cardiacos), le permiten al corazén ejercer sus
principales funciones: i) recibir la sangre desoxigenada del organismo y bombearla a los pulmones
(seccién derecha; Fig. 1, color azul); vy ii) recolectar la sangre oxigenada de los pulmones y

bombearla a todos los tejidos del cuerpo (seccién izquierda; Fig. 1, color morado) (Laizzo, 2010).

Aorta

Superior TV Atrium
vena cava s

Right Pulmonary
atrium L/—\j venous
Left
Pulmonary artery ventricle
Right Descending
Inferior vena cava  yentricle aorta

Figura 1. Flujo de sangre a través del corazon y pulmones. La sangre desoxigenada proveniente del
organismo llega a la auricula derecha, via la vena cava superior e inferior, posteriormente pasa al
ventriculo izquierdo para ser bombeada a los pulmones a través de la arteria pulmonar. Una vez re-
oxigenada, la sangre regresa al corazén por las venas pulmonares, llenando la auricula izquierda y
subsecuentemente pasa al ventriculo izquierdo, para ser bombeada a través de la aorta. Imagen tomada
de [Laizzo, 2010].

Cabe mencionar que la etapa en la que los miocitos se encuentran relajados se conoce como
diastole, mientras que su contraccién da origen a la etapa denominada como sistole. (Laizzo,

2010; Fearnley, Roderick and Bootman, 2011; NIH, 2015). Actualmente, se tiene un gran
4



conocimiento acerca de la secuencia de eventos a nivel molecular que generan la alternancia
entre sistole y diastole, siendo ampliamente aceptado que la transicion de didstole a sistole
requiere de un acoplamiento electromecanico (conocido como acoplamiento Excitacién-
Contraccidn; AEC), que resulta en la contraccion del corazén. Por lo que hoy en dia uno de los
grandes retos para la investigacion, es hallar farmacos que modulen la dindmica de dicho acople
con la finalidad de mejorar el funcionamiento cardiaco, el cual se ve alterado en multiples

patologias cardiacas.

A continuacién, se revisan brevemente algunos conceptos relacionados con las propiedades
morfoldgicas, mecanicas, eléctricas y fisiolégicas de los cardiomiocitos. Posteriormente se

expondran los antecedentes que motivaron el desarrollo de este trabajo.

Ultraestructura de los cardiomiocitos

Con base al patrén de difraccidn que se observa en el microscopio, los musculos se pueden dividir
en dos grandes grupos: musculo liso y estriado. A su vez, el musculo estriado se divide en
esquelético y cardiaco. En todos ellos, la unidad morfoldgica es una célula especializada llamada
“de trabajo” o “miocito”. Estas células tienen la capacidad de contraerse tras una despolarizacion
de su membrana plasmatica (potencial de accién, el cual se detallara mas adelante). Cabe
mencionar que, en caso del tejido cardiaco, a los miocitos también se les llama cardiomiocitos, y
también se conocen como auriculares o ventriculares, dependiendo de su ubicacidn. Asi, las fibras
del miocardio estdn constituidas por cardiomiocitos, quienes se mantienen unidos en sitios
especializados conocidos como discos intercalares, los cuales se ubican tanto en el extremo
longitudinal como de forma escalonada en los extremos transversales (Sjostrand, Andersson-
Cedergren and Dewey, 1958). Estas estructuras se clasifican en 3 tipos (Fig. 2): 1) fascia adherente
(unién adherente), donde se insertan las terminales de los filamentos de actina a la membrana
plasmatica, 2) maculae adherente (desmosoma) que proporcionan anclaje a los filamentos
intermedios y 3) uniones comunicantes (gap junctions) que a su vez participan en la comunicacion
eléctrica y permiten el paso de iones y moléculas pequenas entre cardiomiocitos; Ross and

Wojciech, 2008; Mezzano and Sheikh, 2012).
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Figura 2. Los discos intercalares actian como un sistema de union entre cardiomiocitos. Existen 3 tipos

de contacto membrana-membrana: 1) Fascia adherente (FA), 2) Desmosomas (D) y 3) uniones
comunicantes (N). Dichos contactos son importantes para coordinar las funciones entre cardiomiocitos. En
la micrografia se puede observar el patron estriado de los miofilamentos (MF), numerosas mitocondrias
(M) y grdnulos de glucdgeno (G), también se distingue el reticulo sarcopldsmico (SR) y tubulos T (T). Imagen
tomada de [Young, 2000].

Aunque el tamafio de los cardiomiocitos varia de acuerdo con la especie y la edad, sus
dimensiones generalmente oscilan entre 25 a 35 um de ancho, y 100 y 140 um de largo (Bers,
2001). Al igual que las demads células eucariotas, son células mononucleadas (aunque algunos
cardiomiocitos pueden ser binucleados), con aparato de Golgi, lisosomas, peroxisomas, y
abundantes mitocondrias que proveen las grandes cantidades de ATP requeridas para que se lleve
a cabo la contraccién. Sin embargo, también presentan las siguientes peculiaridades, especificas

de células contractiles y eléctricamente excitables.

La membrana plasmatica (mb) o sarcolema cuenta con un sistema de invaginaciones que se
adentran en la célula, a este sistema tubular se le denomina tubulos T (TT). La morfologia del
sarcolema difiere no solo a lo largo de la edad del organismo, sino que varia incluso entre miocitos

ventriculares y auriculares (Sedarat et al., 2000; Bootman et al., 2006)

En el caso del sarcolema ventricular, se observan TT que miden aproximadamente entre 100 - 300
nm. La funcién de estas estructuras es propagar el AEC de manera rdpida y homogénea en toda
la célula (Song et al., 2005). En la rata constituyen aproximadamente el 33-64 % del sarcolema
ventricular, ubicandose generalmente a una distancia menor de 0.5 um de las lineas Z (Page and

Surdyk-Droske, 1979; Soeller and Cannell, 1999).



En contraste, en miocitos auriculares los TT representan menos del 15% del sarcolema (Bossen,
et al., 1981), y actualmente se sabe que forman una red tubular tan bien organizada como la de
los ventriculos (Frisk et al., 2014) cuya orientacidn es principalmente longitudinal (a diferencia de
lo que sucede en miocitos ventriculares, cuya red es tanto longitudinal como transversal; Wagner

et al., 2014).

El reticulo sarcoplasmico (RS) es una red tubular completamente intracelular y altamente
organizada, cuya principal funcién es almacenar Ca?* y liberarlo al citoplasma en respuesta a
potenciales de accion. Dicho organelo se puede dividir conforme a sus propiedades morfoldgicas,
en corbular, cisterna terminal y tubular (Yamasaki et al., 1997). Adicionalmente, se puede
nombrar en base a su distribucién intracelular, en aquel que se yuxtapone con el sarcolemay en

RS libre (Fig. 3).

Cuando el RS y el sarcolema se yuxtaponen dan origen a regiones altamente especializadas
conocidas como “junctions”, en las cuales hay una distancia de tan solo 14 nm entre los canales
de calcio tipo L del sarcolema (Cav1.2) y los receptores de rianodina (RyR2) del RS (Forbes and
Sperelakis, 1982). Dicha cercania es esencial para que se lleve a cabo un proceso denominado
liberacion de calcio inducida por calcio (o CICR, por sus siglas en inglés). Basicamente, este
proceso consiste en que el calcio que entra por los canales L (Ical) activa una liberacién de Ca?* del

RS a través de los RyR2.

En funcién del nimero de integrantes que conforman las junctions, éstas pueden dividirse en
triadas o diadas: cuando sdélo existe una cisterna del RS acoplada a la periferia del sarcolema es
una diada, mientras que una triada se conforma por dos cisternas de RS que flanquean sendos

costados de un TT (Fig. 3).

Al igual que sucede con el sarcolema, el RS de los miocitos auriculares y ventriculares también
presenta ciertas peculiaridades morfoldgicas. Por ejemplo, en ventriculo se presentan una mayor
cantidad de triadas y diadas, mientras que en miocitos auriculares se presenta mas bien lo que
conocemos como tubulos Z, que son regiones del RS orientadas perpendicularmente a lo largo
del eje de la célula (Fig. 3; Yamasaki et al.,, 1997). Adicionalmente, los miocitos auriculares

presentan dos distribuciones de RyR2: un pequefio grupo que se localiza en la diada (junctional



RyR), y el resto se ubican en regiones alejadas de la periferia celular (conocido como non-
junctional RyR2; Fig. 3), especificamente en el RS corbular y RS localizado en las profundidades
del miocito (Fig. 3). Como resultado de dicha distribucién, en los miocitos auriculares la seiial de
Ca’* se inicia en la periferia celular y posteriormente (decenas de milisegundos después) se

extiende transversalmente (Franzini-Armstrong, Protasi and Tijskens, 2005).
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Corbul Cisternal i
v Diad “sr o T-Tubule Diad C'S;ERr"a' RyR Junctional

Sarcolemma

>T

Triad

Corbular

SR Non-Junctional SR
A-band l-band
Z-Iirlle — Key:
— 1 S —————— 1 — . .
E i ——— i E ? RyRs M Mitochondrion
E E e — i E e Thick filament (myosin)
— i ——— 1 —_—
[ — D L-type VOCCs Thin filament (actin)

Sarcomere
Figura 3. Diferencias estructurales entre miocitos ventriculares y auriculares. Los miocitos ventriculares
(A) presentan tubulos T mientras que los miocitos auriculares (B) poseen tubulos Z. En comparacion con los
miocitos auriculares, los ventriculares presentan un mayor numero de junctions (es decir; sitios donde se
yuxtaponen el sarcolema y el RS, también conocidas como diadas o triadas). Esquema tomado de [Bootman
etal., 2006].

En ambos casos (miocitos auriculares y ventriculares), un dafio en la integridad de su red tubular
se traduce en transitorios de Ca%* de menor amplitud y asincrénicos (Gémez et al., 1997; Louch
et al., 2004; Song et al., 2005, 2006; Nivala et al., 2015). Dicho dafio se llega a observar en diversas
cardiopatias, tales como: fibrilacién auricular (Lenaerts et al., 2009), insuficiencia cardiaca, y
miocardiopatia dilatada e isquémica (He et al., 2001; Lyon et al., 2009). Lo anterior se debe a que,
tras la pérdida del sistema tubular, el tamano del drea de yuxtaposicidén entre el sarcolema vy el

RS se ve dramaticamente reducido, promoviendo que los RyR2s se queden “huérfanos”; es decir,
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sin el debido control por parte de Ica.. Debido a lo anterior, durante el potencial de accidn dichos
receptores se abren de manera irregular (Song et al., 2006) afectandose la contractilidad cardiaca

(Gémez et al., 1997).

Ibrahim y colaboradores (2012) demostraron, en un modelo de infarto al miocardio, que la
pérdida de los TT puede restablecerse cuando se normaliza la carga mecanica en el corazén
(Ibrahim et al., 2012). De hecho, el mismo grupo de trabajo demostré que la estructura de los TT
depende, en gran medida, de la intensidad y duracién de la carga mecanica a la que es sometida
(Ibrahim et al., 2012), lo cual ayuda a entender por qué la red tubular se reestablece (en miocitos
ventriculares de un modelo de infarto al miocardio) tras un régimen de ejercicio, que dura 4

semanas (Kemi et al., 2011).

Farmacoldgicamente, también es posible restablecer las alteraciones en el acoplamiento EC que
provoca la pérdida de los TT. Por ejemplo usando un agonista B adrenérgico como el
isoproterenol, el cual revierte una reduccién y enlentecimiento de los transitorios de Ca?*,

provocados por la pérdida de los TT mediante un choque osmoético (Brette et al., 2004).

Los miofilamentos (maquinaria contractil) son un conjunto de proteinas altamente organizadas 'y
clasificadas para su estudio en filamentos delgados, gruesos y proteinas accesorias. Esta
magquinaria se encarga de transducir un cambio en la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca®*];)
en energia mecanica. Cabe resaltar que los miofilamentos son los componentes que mayor
volumen celular ocupan (del 40 al 50%; Page et al., 1971). De hecho, la orientacién espacial que
presentan los miofilamentos gruesos y delgados, al interior del cardiomiocito crea un patrén
repetitivo de bandas claras y oscuras observable a través de microscopia dptica (bandas |, A,Hy
lineas Zy M; Fig. 4). A la region delimitada por dos lineas Z se le conoce como la unidad funcional
contractil de los miocitos o sarcomero (Sommer and Waugh, 1976; Ross and Wojciech, 2008;

Silverthorn, 2009).

Los miofilamentos delgados estan formados por actina globular (actina G), |la cual se organiza en
forma de doble hélice, o actina filamentosa (actina F). Este polimero esta decorado por diversas
proteinas accesorias, dentro de las que destacan aquellas que actuan como reguladores durante

el proceso de contraccion: la tropomiosina (Tm) y el complejo de troponinas. La primera consiste



en una doble a-hélice con cargas negativas (principalmente), lo que le permite interactuar con los

surcos positivos de F-actina (cada 7 mondmeros de actina es posible encontrar a una Tm,

a—actinin

Zline fe———A Band —>|
anclada). De hecho, la Tm rodea y provee estabilidad a la F-actina (Von Der Ecken et al., 2015).

Figura 4. Organizacion del sarcémero. La imagen superior muestra una imagen del sarcémero tomada por
microscopia electrénica de una célula muscular cardiaca, los puntos son pequefios cumulos de glucégeno.
Tomada de (Fawcett and McNutt, 1969). Debajo se muestra un esquema del sarcémero. Las lineas Zy M
representan los limites laterales y el centro del sarcomero, respectivamente. La banda A es la region donde
se ubican los filamentos gruesos. Las bandas H e | son las zonas donde no se superponen los filamentos.

La tropomiosina, ademads, tiene unido un complejo de troponinas, que esta formado por las
siguientes subunidades: troponina C (cTnC, por su capacidad de unir Ca?*), troponina | (cTnl,
subunidad inhibidora) y troponina T (cTnT, es la que se une a la Tm). La F-actina no sélo funciona
de andamiaje para otras proteinas que regulan la activacién de los miofilamentos, sino también
contiene sitios de unidn para filamentos gruesos, que son indispensables para que se lleve a cabo

la contraccién (Oda et al., 2009).

La miosina 11 es la proteina motora del sarcomero y el principal componente de los filamentos
gruesos. Se distingue por contener una porcion larga cuya funcién es basicamente estructural y
un dominio globular que desarrolla la actividad motora (también llamado “cabeza”), gracias a que
tiene actividad ATPasa. Se estima que en el musculo cardiaco ~300 moléculas de miosina se
agrupan cola con cola para formar un filamento grueso. Cada molécula es un hexdmero, formado
por cuatro cadenas ligeras y dos pesadas, dando origen a una cola a-helicoidal de 150-160 nm
(considerada como el eje central de los filamentos gruesos). La cabeza forma parte de las cadenas

pesadas, se une a actina y convierte el ATP en energia mecdnica (Sweeney and Houdusse, 2010).
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La presencia de ciertas proteinas, consideradas como accesorias, logra mantener la yuxtaposiciéon
entre los filamentos gruesos y delgados, asi como una correcta alineacion de éstos. Dentro de las
principales se encuentran: titina, a-actinina y Cap-Z (Fig. 4). La titina es una proteina flexible que
funciona como resorte y regula la longitud y distensibilidad del sarcomero. Ademas, contiene
dominios homologos a la fibronectina-3 (Fn3) y dominios semejantes a la inmunoglobulina
(dominios Ig). Estas caracteristicas le permiten unirse a actina y miosina, lo que a su vez resulta
en el correcto alineamiento de los miofilamentos (Castro-ferreira et al., 2009). Por su parte, la a-
actinina y Cap-Z (Fig. 4) actian como anclas, que alinean a los filamentos delgados con la linea Z

(Garrido Pertierra et al., 2006; Silverthorn, 2009).

Mecanismo de activacion de la maquinaria contractil

Desde que los trabajos de Ebashi (1963) demostraron que una mezcla de troponina con
tropomiosina era la responsable de |a respuesta al Ca?* en la contractilidad del musculo estriado
(Ebashi, 1963), se han hecho grandes avances en la comprension de los cambios en las
interacciones proteicas originadas durante la activacién de los miofilamentos. De hecho, para los
afos 1990’s ya se tenia una idea bastante precisa (pero incompleta) de lo que ocurria durante la
contraccion muscular. Sin embargo, no fue hasta inicios del siglo XXI que los avances en la
cristalografia, rayos-X, criomicroscopia electrdnica, etc., ayudaron a caracterizar profundamente
los cambios en las interacciones del complejo actina-Tn-Tm y miosina que se llevan a cabo en la
contraccion. Sin embargo, para comprender de mejor manera lo que ocurre al activarse la

magquinaria contractil, se mencionardn algunas caracteristicas del estado relajado.

Durante la didstole, la [Ca®*]; es relativamente baja (~100 nM), por lo que el sitio de la cTnC que
une calcio se encuentra ocupado por magnesio. Adicionalmente, la porcién COOH-terminal de la
cTnl (region inhibitoria) se encuentra unida a actina. Como consecuencia, el complejo Tn-Tm esta
localizado en una regidn periférica de los filamentos de actina y eso impide que la cabeza de

miosina interaccione con actina (Fig. 5A; Potter and Gergely, 1974).

El ATP por su parte, se encuentra unido a la cabeza de miosina, la cual hidroliza al ATP; sin
embargo, la energia no se utiliza inmediatamente, ya que ni el ADP ni el P; es liberado (estado
conocido como “miosina activada”, o pre-powerstroke, (configuracién M-ADP-P;, Fig. 5B; Sweeney

and Houdusse, 2010).
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Figura 5. Ciclo de activacién y desactivacion de la maquinaria contrdctil. A) Cuando la [Ca**]; es baja
(didstole), cTnC se encuentra en su conformacion cerrada y cTnl unida a F-actina, impidiendo la formacion
de los puentes cruzados, B) Durante un aumento en la [Ca?'], el ion se une al sitio modulador de cTnC,
modificandose la estructura de éste y provocando una union de cTnl y cTnC. Esto, a su vez, desplaza el
complejo Tn-Tm al interior del “surco” de F-actina, permitiendo la union de miosina con actina
(actomiosina). Notese que la hidrdlisis de ATP provoca una modificacién espacial de la cabeza de miosina,
y que en ésta todavia se mantienen unidos los productos de la hidrdlisis (ADP y fosforo inorgdnico o P;). C)
El Pi se libera, fortaleciéndose los lazos del complejo actomiosina. Subsecuentemente se libera el ADP y la
cabeza de la miosina desplaza hacia el centro del sarcomero a los filamentos delgados (linea roja). D)
Cuando la [Ca?*]; regresa a valores diastdlicos, el ion se disocia de cTnC y la cTnl se une nuevamente a
actina. Adicionalmente una nueva molécula de ATP se une a la cabeza de miosina, disocidndose el complejo
actomiosina. Figura basada en las referencias sefialas en el texto.

Cuando la [Ca?*]i aumenta, este ion se une al sitio regulador Il de c¢TnC, provocando cambios
conformacionales que desestabilizan la interaccidon del complejo cTnl-actina. De esa manera se
favorece la unién de cTnl con el extremo COOH-terminal de c¢TnC (Fig. 5B; Takeda, 2005). Esta
union genera, a su vez, cambios estructurales que provocan un desplazamiento de la Tm hacia el

interior de actina-F. De esa manera se elimina un bloqueo estérico que basalmente ejerce el
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complejo Tn-Tm. Adicionalmente, se libera la regién de actina que pose los sitios de union a
miosina, permitiendo una unién entre miosina con actina (complejo denominado actomiosina,

Fig. 5B; Behrmann et al., 2012).

Una vez formado el complejo actomiosina, se libera el P; que hasta ese entonces se encontraba
unido a la miosina, provocando que la interaccion Actina-Miosina se fortalezca.
Subsecuentemente, se libera el ADP, y eso provoca una flexién de la cabeza de miosina (de ~45°),
desplazando a los filamentos delgados hacia el centro del sarcémero (movimiento conocido como

powerstroke, Fig. 5C).

Finalmente, se reincorpora ATP a la miosina y eso provoca que se disocie el complejo actomiosina
(Fig. 5D). El ciclo se repite ya sea hasta que la [Ca?*]; disminuya a niveles diastdlicos o bien hasta

agotarse el ATP (estado conocido como rigor mortis; Sweeney and Houdusse, 2010).

Electrofisiologia del corazon y canales iénicos

El corazén es una bomba ritmica electromecdnica, cuyo funcionamiento depende de la
generacioén y propagacién del potencial de accidn (PA), ya que éste es el evento inicial que genera
la contraccion y por ende la irrigacién sanguinea. El sistema de conduccion del PA, se detalla en

la Figura 6.

El PA de cardiomiocitos auriculares y ventriculares, parte de un potencial de reposo cercano a -
85 mV 6 -90 mV y se compone de cinco fases (Fig. 7). La fase 0 (o despolarizacion rapida), se
origina por una entrada de sodio a través de canales de Na* dependientes de voltaje (Nay1.5).
Posteriormente, los canales de Na* se inactivan, a la vez que se activan canales de K*. Se presenta
una corriente saliente transitoria de K* (lto) que lleva el potencial de membrana a un valor cercano

a+20 6 +10 mV (fase 1).

La fase 2 o de meseta, es el resultado de un balance entre corrientes repolarizantes de
rectificacién tardia de K* (ej. Ixs e Ixr) y una corriente despolarizante de Ca?* (IcaL), originada por la
apertura de los canales de Ca®* dependientes de voltaje (LTCC). Dicha entrada de Ca?* activa lo
gue conocemos como CICR y por ende, la contraccién. Los LTCCs se inactivan y eso permite que

predomine el efecto repolarizante de las corrientes de K* (fase 3 o de repolarizacion tardia).
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SA node

AV node

Figura 6. Sistema de conduccion del potencial de accion cardiaco. El PA se genera por las células
marcapasos del nodo seno-auricular (SA node) y se propaga rdpidamente (flechas amarillas) a través de
las auriculas derecha e izquierda (RA y LA, respectivamente) propiciando su contraccion.
Subsecuentemente, llega al nodo auriculoventricular (AV node), sufre un ligero retardo, y luego continua
su recorrido por el haz de His y las fibras de Purkinje. Finalmente, se dispersa a través de los ventriculos
derecho e izquierdo (RV y LV, respectivamente) provocando contraccion en estos tejidos y dando por
terminado el latido cardiaco. [Tomada de Munshi, 2012].

Finalmente, la fase 4 representa el potencial de reposo, dictado en gran medida por una alta
conductancia a K* (debida a canales de rectificacion entrante o Ix1; Nerbonne and Kass, 2005;

Amin, Tan and Wilde, 2010; Santana, Cheng and Lederer, 2010).

Cabe resaltar tres aspectos del PA cardiaco: i) su capacidad de propagarse a través de las uniones
comunicantes, lo que permite despolarizar a células adyacentes con sincronia, provocando que
el corazén funcione como un sincitio, tanto eléctrico como mecanico (De Bakker and Van Rijen,
2006); ii) su duracion de ~300 ms no sélo previene lo que se conoce como re-excitacion eléctrica,
sino que también da tiempo para que se lleve a cabo la contraccidn y relajacidn antes del siguiente
estimulo (Bers, 2001) y iii) debido a una expresion diferencial de subtipos de canales idnicos, su
forma varia con la edad, especie e incluso entre regiones del corazén (Huang et al., 2017). Lo
anterior puede apreciarse en la Fig. 7, donde se observa que en miocitos auriculares la fase 2, es

mas corta con respecto a la de los miocitos ventriculares (Nerbonne and Kass, 2005).
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Figura 7. Corrientes ionicas que subyacen el potencial de accion. Las figuras superiores esquematizan las
cinco fases del PA ventricular (I1zquierda) y auricular (Derecha). En la parte inferior se ilustran las corrientes
idnicas involucradas. Dichas corrientes pueden ser entrantes (provocando despolarizacion) o salientes
(provocando repolarizacion). Las corrientes de K* se pueden dividir en corrientes transitorias (lif € lio,s),
sostenidas (Ixs, Ik, € Ixur,) y de rectificacion entrante (Ix: e Ikate). Modificada de Nerbonne and Kass, 2005.

El PA depende en gran medida, de la actividad de canales idnicos dependientes de voltaje (CIDV).
Estos se agrupan en una superfamila, que a su vez se divide en familias de canales de Na*, Ca?*y

K* (Fig. 8).

Los CIDV son proteinas transmembranales formadoras de un poro, conocidas como subunidades
“a”. Las subunidades a de los canales de Na*y Ca?*, poseen cuatro dominios homélogos (D1-D4),
cada uno formado por 6 segmentos transmembranales (S1-56), siendo los segmentos S5 y S6 de
cada dominio, los responsables formadores del poro y la regién que une dichos segmentos forma

el filtro de selectividad del canal. La capacidad de responder a los cambios del En, es conferida por
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el segmento S4, el cual contiene amino acidos cargados positivamente, dando origen al sensor de

voltaje (Huang et al., 2017).

Voltage-gated Na* and Ca?* channels (Na, and Ca,)

Voltage-gated K* channel (K)

Out

LRI 99 b ghsalh

N C N C N C N C
Inwardly rectifying K* channel (K;,)

Figura 8. Esquema que ilustra propiedades estructurales bdsicas de los canales iénicos dependientes de
voltaje. Los canales de Na* y Ca?* se forman a partir de una subunidad principal o a, que consiste en cuatros
dominios repetidos homdlogos (DI-IV). Cada uno de ellos contiene, a su vez, seis segmentos
transmembranales (S1-S6). Por su parte, los canales de K* son tetrdmeros de subunidades a formadas por
ya sea seis o dos segmentos transmembranales. Los segmentos S4 funcionan como sensores de voltaje,
mientras que los segmentos S5-S6 forman el poro del canal y el loop transmembranal que los une (loop P)
confiere selectividad idnica. El filtro de selectividad a Na* estd formado bdsicamente por los aminodcidos
DEKA. Mientras que la selectividad a Ca** estd dada por la secuencia EEEE (canales de alto umbral o HVA),
o bien DDEE (de bajo umbral o LVA). En el caso de los canales K el filtro de selectividad esta dado por los
aminodcidos TVGYGD. Basada en Moczydlowski, 2017.
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Por otra parte, los canales K, estdn compuestos por cuatro subunidades a, que forman una
estructura homodloga a la de los Nay o Cay, ya que cada subunidad formadora del tetramero posee
seis segmentos transmembranales, siendo los segmentos S4 los responsables del sensor de

voltaje y los segmentos S5 y S6 tienen la misma funcion que la de los Nay o Ca,, (Fig. 8).

Existen canales de K* que si bien no son directamente dependientes del Em, tienen un papel
importante en el mantenimiento de la fase 4 del PA cardiaco. Estos canales se conocen como de
rectificacion entrante (Ki), cuya principal caracteristica es que permiten mas facilmente la
entrada de iones K* (con respecto a su salida), lo cual define su cardcter rectificador. Como los
otros canales de K*, Kir también es un tetrdmero, pero cada dominio posee solo dos segmentos
transmembranales (analogos a S5 y S6), los cuales estan unidos por un lazo extracelular que en
conjunto forman el poro vy el filtro de selectividad (Fig. 8). Durante una despolarizacién K- esta
bloqueado por Mg?* intracelular y poliaminas. Sin embargo, dicho bloqueo se elimina en la

hiperpolarizacion permitiendo el flujo de K* (Kuang, Purhonen and Hebert, 2015).

De los canales antes mencionados, el canal de Ca?* dependiente de voltaje (VDCC, por sus siglas
en inglés) cobra un interés muy particular en la fisiologia cardiaca, ya que permiten la entrada de
Ca?* al interior de la célula y éste actiia como mensajero quimico en diversas funciones celulares
como: modulacién de la excitabilidad de la membrana, transcripcién génica, regulaciéon
enzimatica, contraccion muscular, etc., se podria decir que los VDCC son los puentes que enlazan

las sefales eléctricas de la superficie con las respuestas bioquimicas intracelulares.

Actualmente, la forma mas empleada de nombrar a los canales es la sugerida por Ertel y
colaboradores, donde se emplea el simbolo quimico del ion que fluye principalmente (Ca),
seguido (en subindice) del principal regulador fisioldgico, ej. voltaje (v). Posteriormente, se coloca
el nimero correspondiente a la subfamilia, seguido del numero que indica el orden en que se
cloné el canal dentro de la subfamilia (Ertel et al., 2000). Por ejemplo, el Ca,1.2, es un canal de
Ca?* regulado por voltaje que pertenece a la subfamilia 1y fue el segundo en ser clonado dentro

de su subfamilia.

En mamiferos, se han detectado 10 isoformas de la subunidad principal de los canales de calcio

(al). Los genes respectivos se denominan CACNA1x (Fig. 9; Dolphin, 2016). Con base en el rango
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de voltaje en el que se activan, a estos canales se les denomina de alto y bajo umbral de activacion
(HVA y LVA, respectivamente por sus siglas en inglés). Las subfamilias Cay1 y Ca,2 son HVA y se
encuentran principalmente en musculo esquelético, liso y cardiaco, al igual que en neuronas. A
los canales Cay1 (Cay1.1-1.4) también se les llama de tipo L (LTCC, por sus siglas en inglés; Lacinova,
2005), debido a su alta conductancia unitaria de ~25 pS (Large) y su lenta cinética de decaimiento
(Long Lasting). También se les conoce como receptores de dihidropiridinas (DHPRs, por sus siglas

en inglés), pues son modulados por relativamente bajas concentraciones de estos farmacos (Hille,

1992).
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Figura 9. Homologia y clasificacion de las subunidades principales de los canales de calcio (a;). Los VDCCs
se dividen en LVA y HVA. También se les ha clasificado en tres subfamilias, las cuales comparten un 50% de
identidad entre ellas (Cay1l, Cav2 y Cayv3). Por su parte, el porcentaje de identidad, al interior de una
subfamilia, es cercana a un 80%. (Tomada de Dolphin, 2016).

La subunidad aip (Cay1.3) se ha detectado en los nodos sinusal, auriculoventricular y miocitos
auriculares, mientras que los ventriculos de adulto expresan exclusivamente a aic (Cavl.2;
Benitah, Alvarez and Gémez, 2010; Rios-Pérez et al., 2016). Aunque aic posee un peso de 250
KDa, en los western-blots se detecta una banda prominente de 190 kDa, que se atribuye a una

escision del extremo COOH-terminal (De Jongh et al., 1996).

Ademas de la subunidad principal, también existen subunidades accesorias que modulan las
propiedades biofisicas y del canal. Tal es el caso del dimero a;-6 (de 170 kDa) que se encuentra

unido por puentes disulfuro y es codificado por un mismo gene. Sus efectos consisten en
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incrementar la densidad de canales en la mb asi como la velocidad de inactivacion del canal
(Dolphin, 2018). B, por su parte (55 kDa), promueve el trafico del canal a la mb y lo previene la
degradacion proteosomal (Altier et al., 2011). La otra subunidad accesoria, y (33 kDa), se expresa
principalmente en musculo esquelético y aparentemente presenta cuatro pases

transmembranales (Wang et al., 2004).
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Figura 10. Regulacion de Ca,1.2 por PKA y agonistas betaadrenérgicos. (A) Se ilustra a aic unida con a-
8, asi como dos sitios a los cuales se une la subunidad 8 (marcas en azul cielo), uno de ellos en el loop que
une los dominios | 'y Il y otro en el carboxilo terminal proximal (CTP), el cual también posee el motivo
candnico de union a calmodulina, 1Q (color rosa). En los sitios verdes se unen proteinas que anclan a PKA
AKAPs (del inglés A-kinase anchor proteins), siendo el segmento conocido como zipper-like (LZ) del
carboxilo terminal distal (CTD) el tnico bien caracterizado hasta el momento. En naranja, se muestra el
sitio de union para la fosfatasa PP2A, encargada de revertir las fosforilaciones por PKA (se esquematizan
los residuos ST y S19%), Nétese que calpaina escinde en el residuo 1800, sin embargo, es posible hallar
unido el CTP al CTD debido a las interacciones electrostdticas de R%%° y R1%%7 con los aminodcidos D*1%3, E12%
y E#10 (B) La activacién de los receptores 8 adrenérgicos (8-AR) recluta a una via de sefializacién que
promueve el anclaje de PKA a AKAP15, promoviéndose una fosforilacion en el residuo S¥%, y
eventualmente, un cambio conformacional en que conlleva a un incremento en la actividad del canal
(mayor probabilidad de apertura y capacidad para abrirse a potenciales de membrana mds negativos).
Modificada de Hell, 2010.

La actividad de los LTCC también es modulada por otras proteinas, tales como calmodulina (CaM)
y una cinasa dependiente de adenosin monofostato ciclico (cAMP), o PKA. En cuanto a CaM, se
sabe que funciona como un sensor de Ca%*y se encuentra unida a la regién del COOH-terminal

proximal (CTP) de los canales de Ca?*, en un dominio conocido como IQ (Fig. 10A). Cuando el ion
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se une a la proteina, ésta sufre un cambio conformacional que se transmite al CTP, provocando
que se inactiven los canales LTCC (Peterson et al., 1999). A este fendmeno se le conoce como
inactivacion dependiente de Ca%*y también se presenta en canales de la subfamilia Ca,2 (Liang et

al., 2003).

Por otra parte, la fosforilacién de los canales por PKA resulta en una mayor actividad de los
mismos. En el caso particular de Cay1.2, la PKA fosforila los siguientes residuos: Sert’%, Thri704y
Ser928 (De Jongh et al., 1996; Fuller et al., 2010). Este tipo de modulacidn se recluta en respuesta
a una aplicacién de agonistas B adrenérgicos. Brevemente, lo que sucede es que una vez que un
agonista activa al receptor B-adrenérgico (B-AR), la subunidad a de la proteina G, se disocia del
dimero By, uniéndose a la enzima adenilato ciclasa (AC), lo que incrementa la produccion del
cAMP, el cual a su vez se une a PKA, permitiendo que sus dos subunidades cataliticas sean
liberadas, las cuales se unen a la proteina 15 de anclaje de la cinasa A (AKAP15, por sus siglas en
inglés) favoreciendo la fosforilacion del residuo Ser'’®, esto promueve la disociacion del efecto
autoinhibitorio del CTP y aumenta la probabilidad de apertura del canal (P,), provocando un

aumento en la lca. (Fig. 10B) (Fuller et al., 2010).

Acoplamiento excitacion-contraccion

En 1883 Ringer demostrd que el corazdn de rana sélo se contrae en presencia de Ca®* extracelular
(Ringer, 1883). Mucho tiempo después, se observé en fibras de musculo esquelético, que el Ca?*
que proviene del medio extracelular actiia como agonista para provocar liberacién de Ca?* del RS,
proceso actualmente llamado liberacion de Ca®* inducida por Ca%* o CICR por sus siglas en inglés
(Endo, Tanaka and Ogawa, 1970; Ford and Podolsky, 1970). Fabiato caracterizé este fendémeno

en cardiomiocitos y sus resultados estan resumidos en un articulo de revision (Fabiato, 1983).

La CICR se recluta rio abajo de un potencial de accidn, gracias a que éste provoca que se activen
los LTCCs, generandose una corriente de Ca?* tipo L (lca,, Fig. 8), que no logra activar a la
magquinaria contractil pero si a la liberacion de Ca?* del RS o CICR (Bers, 2002). Como
consecuencia, la [Ca%']i se incrementa al grado de disparar la activaciéon de la maquinaria

contractil. A este fendmeno se le llama acoplamiento excitacion contraccion (AEC; Fig 11).
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Figura 11. Esquema que representa al acoplamiento excitacién-contraccion (AEC) cardiaco. Las lineas
rojas ilustran la entrada de Ca?* a la célula, mientras que las azules representan la expulsién del Ca** del
citoplasma, lo que conlleva a la relajacion. [Tomada de Kobirumaki-Shimozawa et al. 2014]. El recuadro
inferior (inserto) ilustra el retardo que existe entre el potencial de accion (AP), el transitorio de calcio ([Ca];)
y el ciclo de contraccién y relajacién. [Tomada de Bers, 2002]. LTCC, Canal de Ca** tipo L; NCX,
intercambiador de Na'/Ca®*; NHE, intercambiador de sodio/hidrégeno; PMCA, ATPasa de Ca** de la
membrana plasmdtica; RS, Reticulo sarcopldsmico; RyR, receptor de rianodina. SERCA, ATPasa de Ca?* del
reticulo sarcoplasmico.

En este punto cabe resaltar algunos puntos del CICR: i) la unidad funcional del CICR, es conocida
como “Couplon” la cual esta formada por un cluster de RyRs que colocaliza con uno o varios LTCCs
(Stern, Pizarro and Rios, 1997; Franzini-Armstrong, Protasi and Ramesh, 1999) y la activacion de
cada RyR2 requiere de la unién de cuatro iones Ca®* (Zahradnikova et al., 1999). ii) la liberacién
de Ca?* producida por un couplon se considera como un evento cuantico del CICR, al cual también
se le conoce como chispa de calcio o spark. En ausencia de un potencial de accidn, la incidencia
de sparks es minima y aleatoria (o estocdstica; Cheng et al., 1993; Cannel et al.,, 1994). Sin
embargo, durante un potencial de accién la lca. activa de manera sincronizada a una gran cantidad
de sparks, y eso provoca un aumento global y uniforme en la [Ca?*]; (Cannell et al., 1995). iii) la

CICR involucra evidentemente una retroalimentacidn positiva, por lo que necesariamente existen
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mecanismos que acaban con su propagacion. Tal es el caso de un posible agotamiento de la
concentraciéon de Ca?* del RS ([Ca%*]grs) (aunque su contribucion es probablemente muy limitada,
ya que sélo se libera un 24-65% del Ca?* total; Shannon, Guo and Bers, 2003; Picht et al., 2011).
También se presenta un proceso conocido como inactivacién o adaptacion, en el que los RyRs
dejan de conducir calcio en respuesta tanto al vaciamiento del [Ca?*]rs como a niveles elevados

del calcio citosélico (Gyorke and Fill, 1993; Yasui et al., 1994; Zima et al., 2008, 2010).

Sistemas que remueven Ca?* del citoplasma

Como se puede observar en el inserto de la Fig. 11, el aumento en la [Ca®*]; es transitorio. Esto se
debe a que el mismo incremento en la [Ca?*]; activa a los sistemas que remueven Ca®* del
citoplasma, tales como: i) el uniportador de Ca?* mitocondrial (MCU, que introduce Ca?* al interior
de la mitocondria), ii) la ATPasa de Ca?* de la membrana plasmatica (PMCA) ambos son
considerados como sistemas lentos de remocién de Ca?*, iii) el intercambiador de Na*/ Ca®* (NCX),

y iv) la ATPasa de Ca?* del RS (SERCA; Fig. 11)
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Figura 12. Actividad de los sistemas que remueven calcio citosdlico, en funcién del tiempo. Se grafica el
flujo (extrusion) de calcio en funcion del tiempo, a partir del inicio de un transitorio de calcio. Las curvas
fueron estimadas a partir de experimentos realizados en miocitos ventriculares de rata (A) y conejo (B). SR,
recaptura de Ca?* al reticulo sarcopldsmico por la bomba SERCA; NCX, actividad del intercambiador
Na*/Ca*; Slow, sistemas lentos (PMCA y uniportador de Ca** mitocondrial). [Tomada de Bers, 2002].

En 1994, el grupo de Bers publicd una serie de experimentos, que llevaron a estimar el porcentaje
de participacidn de estos sistemas en la remocidn de calcio, durante un transitorio (Bassani et al.
1994). Para ello, se tomd en cuenta a los principales buffers de Ca?* enddégenos (como los

miofilamentos y CaM), y se logrd graficar la actividad de los transportadores en funcién del
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tiempo a partir de que da inicio el transitorio. Asi, sabemos que, miocitos ventriculares de rata
adulta, el porcentaje de contribucién de la bomba SERCA, el NCX y los sistemas lentos es de un
92%, 7% y 1%, respectivamente (Fig. 12A). Dichos porcentajes varian, dependiendo de la especie.
Por ejemplo, en mamiferos mas grandes como el conejo, los respectivos valores son de un 70%,

28% y 2% (Fig. 12B; Bassani and Bers, 1994; Bers, 2002).

Modulacion del AEC por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Las mitocondrias ocupan un 20-30% de volumen total de un cardiomiocito (Schaper, Meiser and
Stammler, 1985). Esa aportacion solo es superada por los miofilamentos, quienes ocupan un 40-
50% (Page, McCallister and Power, 1971). El ciclo incesante de contraccidn y relajacion cardiaco
representa una alta demanda energética, la cual es cubierta principalmente por la fosforilacion
oxidativa que se lleva a cabo en las mitocondrias. Bdsicamente, durante la fosforilacion oxidativa
suceden dos eventos relevantes. Se aprovecha la energia proveniente de la oxidacién de diversos
sustratos para la produccion de ATP y se reduce el oxigeno a moléculas de agua mediante
electrones (e) donados por nucleétidos de nicotinamida o flavina (ej. NADH y FADH,,
respectivamente; Nelson and Cox, 2008). Sin embargo, aproximadamente el 0.1% de los e
encargados de reducir el O; causa una reduccion parcial, generando el anién superdxido, el cual
es un radical libre con alta capacidad oxidante, que a su vez, puede originar otros oxidantes, como
el peréxido de hidrégeno (H20;) (Fig. 13; Murphy, 2009). En conjunto, esas moléculas son

conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés).

Los cardiomiocitos evitan el dafio celular causado por la alta reactividad de las ROS mediante
diversas proteinas antioxidantes, siendo las principales la superéxido dismutasa, la catalasa y la
glutation peroxidasa. Ademds, también emplean moléculas enddgenas como el glutatidn,
tocoferoles y acido ascérbico (Fig. 13; Zima and Blatter, 2006). De hecho, en condiciones
fisioldgicas existe un balance entre la produccién de ROS y la “defensa antioxidante” celular. Sin
embargo, diversas enfermedades cardiovasculares aumentan la tasa de produccidn de radicales
libres, generando una condicion llamada estrés oxidativo. Entre otros aspectos, dicha condicion
provoca una disminucién en la sintesis de ATP y dafio oxidativo en proteinas implicadas en el AEC.
Todo esto conlleva a una disfuncidn contractil, incremento en la [Ca®']i y arritmogénesis (Brown

and Griendling, 2015).
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Figura 13. Principales vias de sintesis de ROS y sistemas antioxidantes en cardiomiocitos. En la
mitocondria un pequefio porcentaje de los electrones provenientes de la fosforilacion oxidativa, reducen
parcialmente el O,, generando el radical superéxido (0,*). Este también es producido por la actividad de
las enzimas xantina oxidasa (X0) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidase). El
07 puede ser metabolizado rdpidamente a perdxido de hidrégeno (H,0,, mediante la enzima superdxido
dismutasa o SOD) y subsecuentemente a agua (H.O, por la enzima glutation peroxidasa o GPx).
Alternativamente, puede difundir hacia el citosol, donde diversas enzimas antioxidantes (esquematizadas
en color azul) lo transforman a radicales cuya toxicidad es menor (sefialados con color rojo). Los
peroxisomas dafiados liberan H,O, hacia el citosol, el cual es metabolizado por la reaccion Fenton,
generdndose hidroxilo u OH". Los cardiomiocitos también cuentan con diversas moléculas que funcionan
como defensa ante los radicales (color rosa). El recuadro muestra la sintesis del radical dxido nitrico (NO)
mediante la enzima oxido nitrico sintasa (NOS). EI NO reacciona con el Oy, formando otro radical libre
llamado peroxinitrito (ONOO’). Los radicales puede dar origen a una proteina con actividad anémala (color
morado), cuando interactuan directamente con los grupos tiol de ésta, formando puentes disulfuro. OH',
hidoxilo, RCOO:, peroxilo lipidico;, Cat, catalasa; GPrep, glutation reductasa; R-COOH, lipido de la
membrana; GSH/GSSG, Glutatidn reducido y su respectiva forma oxidada; a-toco y a-toco’, a-tocoferol y
su respectivo radical. Figura basada en (Aggarwal and Makielski, 2013).

Una de las principales maneras en que las ROS modifican la actividad de las proteinas es mediante
la oxidacién de grupos tioles, formando puentes de disulfuro entre residuos de cisteina (Fig. 13).
En el caso particular de las proteinas que participan en el AEC, la gran mayoria son susceptibles a
dichas modificaciones postraduccionales (Zima and Blatter, 2006). Por mencionar algunos
ejemplos, el RyR2 posee 356 residuos de cisteina, de los cuales 84 pueden sufrir una oxidacién
(Meissner, 2017). De hecho, el dafio oxidativo en RyR2 se traduce en una mayor P, de este canal,
lo que a su vez contribuye a que se presente dafio celular durante la insuficiencia cardiaca

(Terentyev et al., 2008).
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Adicionalmente, el estrés oxidativo provoca mayor actividad del NCX (Santacruz-Toloza et al.,
2000; Kuster et al., 2010), y eso explica porque ciertos agentes antioxidantes logran atenuar la
actividad exacerbada del NCX en modelos de hipoxia/reoxigenacién (Eigel, Gursahani and Hadley,
2004). En relacion a la bomba SERCA, se sabe que su oxidacidn en la cisteina 674 provoca una
disminucion de su actividad, y eso explica un enlentecimiento en la cinética de decaimiento del

transitorio de calcio en modelos de estrés oxidativo (Qin et al., 2013, 2014).

Existen otros radicales libres capaces de modular el AEC y que son denominados especies
reactivas de nitrégeno. Tal es el caso del éxido nitrico (NO), el cual es sintetizado por la éxido
nitrico sintasa (NOS) empleando a la L-arginina como sustrato (Fig. 13; Alderton, Cooper and

Knowles, 2001).

Actualmente, se han identificado tres isoformas de NOS, todas codificadas por genes distintos y
clasificadas de la siguiente manera: neuronal (nNOS, o NOS1), endotelial (eNOS, o NOS3) e
inducible (iNOS, o NOS2). Las NOS1 y NOS3 se expresan constitutivamente en cardiomiocitos y
son dependientes de Ca%* y CaM. La expresion de NOS2, por su parte, puede ser inducida por
ciertas citocinas y su actividad es independiente de Ca?* (debido a que posee una alta afinidad

intrinseca por CaM, incluso a bajas concentraciones de Ca%*; Moncada et al., 1997).

El NO es bien conocido por su accidn relajante del musculo liso (Furchgott and Zawadzki, 1980;
Palmer, Ferrige and Moncada, 1987). Adicionalmente, ejerce varios efectos, a nivel de
cardiomiocitos, los cuales dependen entre otros aspectos, de la isoforma de NOS implicada, la
distribucién subcelular de la misma (Barouch et al., 2002) y de los niveles de produccién del
radical libre (altos y bajos de NO inhiben y promueven la contraccién, respectivamente (Fig. 14A;

Kojda and Kottenberg, 1999).

Concretamente, altas concentraciones de NO (rango uM), logran que éste se una a la porcién
hemo de la guanilato ciclasa soluble (sGC, Ignarro et al., 1982), aumentando considerablemente
la produccién de guanosina monofosfato ciclico (cGMP), el cual es capaz de modular
indirectamente, tanto a la proteina cinasa dependiente de cGMP (PKG) como a PKA. En cuanto a
PKA, se sabe que disminuye su actividad debido a que el cGMP es un activador alostérico de la

capacidad hidrolizante de cAMP de la fosfodiesterasa 2 (PDE2). Por el contrario, PKG es activada
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por el cGMP, favoreciendo la fosforilacion e inhibicidn de los canales de Ca?* tipo L (Méry et al.,
1991). De hecho, la PKG también fosforila a la cTnl, provocando menor sensibilidad de la
maquinaria contractil a la activacién por Ca?* (Fig. 14A, rama izquierda) (Pfitzer, Riegg and

Hofmann, 1982).
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Figura 14. Efectos indirectos (A) y directos (B) del NO en las proteinas que participan en el AEC. (A) Tres
diferentes isoformas de la NOS, sintetizan el NO, el cual reqgula de manera dual a la contractilidad. Elevados
niveles de produccion de NO estimulan la produccion de cGMP via sGC. Subsecuentemente, los niveles
elevados de cGMP (lineas azules) se traducen en mayor actividad de PKG, la cual fosforila tanto a Ca,1.2
como a cTnl, provocando un efecto inotrdpico negativo. En paralelo, el cGMP puede activar a la PDE2, la
cual hidroliza al cAMP y por lo tanto disminuye la actividad de PKA. Por otra parte, una menor tasa de
sintesis de NO (lineas verdes) se traduce en una activacion de la AC y una inhibicion de la PDES3,
estimuldndose la sintesis de cAMP e inhibiéndose su degradacion. Como consecuencia de estos efectos, la
actividad de PKA se incrementa y se aumentan los niveles de fosforilacion (por PKA) de RyR y Cayv1.2. El
resultado es un efecto inotropico positivo [esquema adaptado de Rastaldo et al., 2007) (B) El NO también
regula directamente proteinas, provocdndoles S-nitrosilacion (letras naranjas). Este proceso involucra una
desnitrosilaciéon que es mediada por la S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR), la cual comienza con la
transnitrosilacion del glutation (GSH), generandose una proteina desnitrosilada (protein Cys-SH) y S-
nitrosoglutation (GSNO), el cual se reduce gracias a la GSNOR, formando de esa manera S-
hydroxisulfenamida (GSNHOH). Esta ultima reacciona con el GSH, generando glutation oxidado (GSSG).
Para finalizar el ciclo, el GSSG se reduce por la glutation reductasa (GR; Modificado de Lima et al. 2010).

Por otra parte, bajas concentraciones de NO (en el rango nM) se asocian con la estimulacion de

la adenilato ciclasa, mediante una via no dependiente de cGMP (Vila-Petroff et al., 1999), también
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se han relacionado con una inhibicién competitiva de la hidrdlisis del cAMP por parte de la PDE3
(Kojda and Kottenberg, 1999), lo que se traduce en una tendencia a que se eleven los niveles de
cAMP, que a su vez activan a la PKA y ésta fosforila a ciertas proteinas que estimulan la
contraccion (Fig. 14A, rama derecha), tales como Cay1.2 (Wang, Rechenmacher and Lipsius, 1998)

y RyR2 (Marx et al., 2000).

Al igual que sucede con las ROS, el NO también es capaz de modular directamente a ciertas
proteinas implicadas en el AEC, mediante su fusidon con residuos tiol de cisteinas. A esta
modificacion se le llama S-nitrosilacion (Fig. 14B; Hess et al., 2005). El proceso inverso (o
desnitrosilacion), se lleva a cabo como parte de un ciclo en el que el glutation se oxida (GSSG) y

reduce (GSH, Fig. 18B; Lima et al., 2010).

Se piensa que la S-nitrosilacién de proteinas del RS resulta en incrementos en la P, de los RyRs
(Xu et al., 1998; Wang et al., 2010) y la actividad de SERCA2 (Sun et al., 2007). La isoforma
neuronal de NOS (nNOS) esta estrechamente asociada a estas proteinas. Por ejemplo, colocaliza
tanto con SERCA2 como con PLB (Xu et al., 1999) y coinmunoprecipita con RyR2 (Barouch et al.,
2002).

Remodelacion cardiaca

Cuando al corazén se le da un estimulo nocivo de manera crdnica, se origina un proceso
denominado remodelacién cardiaca (RC), donde se generan cambios a nivel de: expresidon génica,
sintesis proteica, organizacidon del sarcémero, metabolismo energético, y homeostasis del Ca?*
intracelular. Lo cual conlleva a alteraciones funcionales y estructurales. Cabe mencionar que la
RC se presenta en la mayoria de las enfermedades cardiovasculares y afecta no solo a los
cardiomiocitos, sino también la vasculatura cardiaca, la actividad de los fibroblastos y el intersticio
(concretamente la matriz extracelular o ECM, por sus siglas en inglés). Ademas, su desarrollo

puede comenzar pocas horas después de un dafio inicial y mantenerse durante anos (Vu and

Kofidis, 2014).

Cuando el corazén se ve afectado por un dafio agudo que compromete la viabilidad de los
cardiomiocitos, se presenta una pérdida del tejido contractil, el cual es inicialmente

contrarrestado por un remodelado cardiaco conocido como hipertrofia compensada. Dicha
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hipertrofia incrementa el gasto cardiaco y remplaza el tejido dafiado, a través de un proceso de
cicatrizacidon altamente organizado. Esto permite que el corazén continde funcionando sin

consecuencias graves, pese al nuevo estado de estrés (Armoundas et al., 2001).

Sin embargo, la hipertrofia compensada llega a ser maligna cuando los dafios persisten y se
vuelven cronicos. En este nuevo estado se generan cambios patoldgicos estructurales vy
electrofisioldgicos. Los primeros provocan cambios en el tamaifo y forma del corazon,
normalmente hay ensanchamiento de las camaras ventriculares, acompafiado por un
adelgazamiento de la pared ventricular; asi como aparicidn de fibrosis (mediada por la activacion
de fibroblastos; Jiang, 2013). Por su parte, los cambios electrofisioldgicos conllevan a arritmias y
disfuncién contractil progresiva, principalmente por desajustes a nivel de los CIDV (Nattel et al.,
2007; Hegyi et al., 2018). En conjunto esos cambios dan origen a lo que conocemos como

hipertrofia descompensada, la cual eventualmente puede desembocar en insuficiencia cardiaca

(Fig. 15).
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Figura 15. Remodelacion cardiaca. La hipertrofia compensada se considerada un fendmeno adaptativo,
que surge como respuesta a un estrés externo que afecta la funcionalidad del corazén. Cuando el estrés se
vuelve crénico, se genera una retroalimentacion entre un aumento en el estrés oxidativo y la inflamacion
(flechas rojas), provocando una remodelacion estructural y eléctrica que deteriora atin mds al corazén. Lo
anterior da origen a la hipertrofia descompensada, que a su vez puede llevar, eventualmente, a
insuficiencia cardiaca. Esquema basado en Ramos-Mondragon et al., 2008.
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Varios estudios sugieren que un incremento en la produccion de ROS podria ser esencial para el
desarrollo de la hipertrofia descompensada. En consecuencia, se piensa que diversas patologias
cardiacas se podrian prevenir mediante una atenuacion de la sobreproduccién de ROS (Ye and
Song, 2008; Rababa’h et al., 2018). Sin embargo, la administracién de antioxidantes no siempre
conlleva un efecto terapéutico (Kris-Etherton et al., 2004) y eso tal vez se debe a que las ROS

provocan procesos inflamatorios que no logran ser revertidos por los antioxidantes.

La inflamacién forma parte de la hipertrofia compensada, por lo que se considera en un principio
parte del proceso adaptativo, sin embargo, cuando no se repara el tejido dafado, los leucocitos
liberados al torrente sanguineo, se instalan en el corazén atrofiado y liberan grandes cantidades
de ROS y diversas citocinas que terminan afectando a los cardiomiocitos sanos adyacentes a la

zona dafiada (Senoner and Dichtl, 2019).

Las citocinas son moléculas que regulan diversas funciones celulares. Para el caso concreto de la
inflamacién, las principales citocinas son las interleucinas (IL), el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a). Cabe mencionar que el TGF-
es considerado como la principal citocina fibrogénica, ya que sus niveles de expresidon se
relacionan positivamente con la aparicion de la fibrosis y el remodelado cardiaco (Ramos-

Mondragdn et al., 2008).

Con base en lo anterior, se puede entender que el progreso de las enfermedades cardiovasculares
es multifactorial, por lo que seria deseable que los farmacos candidatos a prevenir o revertir
padecimientos cardiacos no soélo actiuen en el remodelado estructural y eléctrico, sino que

también posean propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antifibroticas.

Aspectos generales de pirfenidona

La pirfenidona (PFD), es un compuesto sintético derivado de la 2-piridona (5-metil-1-fenil-2(1H)-
piridona, Fig. 16), el cual es capaz de atravesar la membrana plasmatica sin necesidad de un
receptor, ya que su naturaleza es altamente hidrofdbica y posee un peso molecular de tan sélo

185.22 g/mol (Macias-Barragan et al., 2010).
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Las propiedades terapéuticas de PFD se descubrieron inicialmente por Gadekar, quien tras
experimentar con multiples derivados de piridona, en 1976 patenté a AMR-69 (que después se
llamaria pirfenidona) por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y anti-inflamatorias (Gadekar,

1976).

A

CH

3
Figura 16. Estructura quimica de pirfenidona (PFD). La pirfenidona es un derivado de la 2-piridona, posee
un peso y formula molecular de 185.22 g/mol y CiH1iNO, respectivamente. Su nombre, segun
nomenclatura IUPAC, es 5-metil-1-fenil-2-(1H)-piridona. [Fig. tomada de Carter 2011].

Posteriormente, multiples farmacos antiinflamatorios fueron probados como agentes anti-
fibréticos, y en 1994 Margolin comenzd a patentar las acciones antifibréticas de PFD (Margolin,
1994, 2000). La justificacion de estas pruebas se basd en el conocimiento de que el estrés
oxidativo y la subsecuente inflamacidn conduce al desarrollo de fibrosis como mecanismo de

reparacion tisular (Nakazato et al., 2002).

Actualmente, el efecto antifibrotico de la PFD es por mucho el mas estudiado (con respecto a las
actividades previamente mencionadas), a tal grado que PFD es uno de los dos fdrmacos
aprobados a nivel mundial para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica (FPI; Kim and

Keating, 2015).

In vivo, PFD es metabolizada principalmente por el citocromo CYP1A2 (aunque también
participan, en menor medida: CYP2C9, 2C19, 2D6 y 2E1), siendo su principal metabolito, la 5-
carboxi-pirfenidona. Este se considera inactivo, puesto que no ejerce efectos bioldgicos aun a

concentraciones mayores que el farmaco (Carter, 2011).
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Actualmente se tienen muy bien caracterizadas las propiedades farmacocinéticas de PFD. En
contraste, se sabe poco acerca del mecanismo de accién asociado a sus efectos clasicos

(antifibréticos, anti-inflamatorios y antioxidantes).

ANTECEDENTES

PFD como antioxidante

Estudios pioneros, desarrollados in vitro (es decir, en sistemas no celulares), demostraron que
PFD tiene la capacidad de secuestrar ROS. Concretamente, el farmaco secuestra radicales
hidroxilo y superdxido (OH® y O;°, respectivamente; Giri et al., 1999). Posteriormente, estudios
realizados en microsomas de higado de oveja mostraron que PFD también es capaz de prevenir
la peroxidacidn lipidica, lo cual se atribuyd a la capacidad de secuestrar radicales OH® (Misra and
Rabideau, 2000). Adicionalmente, se ha reportado que un complejo de PFD y fierro
(estequiometria 3:1) también secuestra radicales 0,° (en leucocitos estimulados con éster de
forbol; Mitani et al., 2008). Cabe mencionar que PFD secuestra dichos radicales de manera

dependiente de la dosis y estos efectos se observan en cuestion de segundos a minutos.

Las propiedades antioxidantes de PFD no se limitan solo a secuestrar ROS. También se ha
observado en hepatocitos, donde bloquea un estimulo de la interleucina proinflamatoria IL-1pB, a
nivel de produccién de NO, activacidn del factor de transcripcidon NF-kf, y tasa de transcripcion
del gene que codifica para iNOS. Todo esto sucede en un rango de tiempo cercano a 2 h (Nakanishi

et al., 2004; Tsuchiya et al., 2004; Salazar-Montes et al., 2008).

Adicionalmente, un grupo de investigadores mexicanos ha logrado demostrar que el farmaco, en
células hepaticas aumenta (en un rango de 8 a 12 h) el nivel de expresion de mRNAs que codifican
para proteinas con actividad antioxidante (ej. la y-glutamil cisteina sintasa, que se correlaciona
con un incremento en los niveles de GSH). Este efecto del farmaco se atribuye a que provoca un
incremento en la importacion del factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) al ndcleo, con una latencia de
aproximadamente 30 min (Macias-Barragan et al., 2014), cabe mencionar que Nrf2 es
considerado como un factor transcripcional indispensable para mantener las defensas

antioxidantes antes un estrés oxidativo (Brown and Griendling, 2015).
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Accion antinflamatoria de PFD

Estudios llevados a cabo principalmente por el grupo de Hisashi Oku, tanto in vitro como in vivo,
han demostrado que PFD no solo aumenta el nivel de expresion de la IL-10, la cual tiene actividad
antinflamatoria, sino que también atenua niveles de expresion de las principales citocinas
proinflamatorias, tales como: TNF-a e IFN-y, asi como de las interleucinas (IL) IL-12, IL-18, IL-1b e

IL-6 (Nakazato et al., 2002; Oku et al., 2002, 2008).

En modelos de dafio pulmonar, se ha observado que PFD disminuye la expresion de interleucinas
qgue favorecen la aparicién de la fase aguda de la inflamacion, tales como: IL-4, IL-5 e IL-13. De
hecho, también reduce el grado de infiltracion de células que promueven inflamacién, tales como:
eosindfilos, linfocitos, neutréfilos y macrofagos (lyer, Hyde and Giri, 2000; Hirano et al., 2006).
Ademas, en un modelo de miocarditis, inducida con difteria, se observé que la administracién de
PFD atenua el grado de activacion de linfocitos B. Los cuales, estan involucrados en procesos

inflamatorios cardiacos que conllevan a la remodelacion (Adamo et al., 2018).

Un aspecto interesante, es que PFD también contribuye tolerar el trasplante de drganos (pulmén
y trdquea) en modelos animales. Esto se le ha atribuido a que provoca una disminucidn en el nivel
de expresidn de varias citocinas implicadas en el rechazo de érganos, como: IL-B1, IL-4, IL-5 e IL-
17, asi como a una inhibicién en la proliferacién de neutrdfilos, linfocitos CD4* y CD8* (Dosanjh et
al., 2002; Liu et al., 2005; Zhou et al., 2005; Visner et al., 2012). No obstante, se requiere mayor

investigacion antes de llevar esto a la practica en humanos.

Efectos antifibréticos de PFD

Actualmente, el efecto antifibrético de PFD es por mucho el mas estudiado (con respecto a los
dos previamente mencionados, antioxidante y antiinflamatorio). Por ejemplo, clinicamente, PFD
abate la fibrosis pulmonar y de hecho, actualmente este compuesto se comercializa casi a nivel
mundial, para tratar la FPI. Este padecimiento se caracteriza por un aumento en la producciéon de
diversas citocinas y factores de crecimiento, implicados en la activacién y proliferacion de
fibroblastos, lo que ocasiona un exceso de ECM, que eventualmente conduce a la destruccidn
progresiva del epitelio alveolar y posteriormente a la destruccién del tejido pulmonar (Schaefer
etal., 2011).
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El efecto antifibrotico de PFD también se ha investigado en una gran variedad de modelos, tanto
in vitro como in vivo. Basicamente, los resultados indican que el fadrmaco no sélo previene, sino
que también revierte la fibrosis, en al menos los siguientes tejidos: pulmdn (lyer, Gurujeyalakshmi
and Giri, 1999a, 1999b), higado (Di Sario et al.,, 2002, 2004), rifdn (Brook et al., 2005;
RamachandraRao et al., 2009) y corazén (Mirkovic et al., 2002; Van Erp, Irwin and Hoey, 2006;
Yamagami et al., 2015; Li et al., 2017). Estos efectos se atribuyen generalmente a la capacidad de
PFD de inhibir los niveles de expresion de TGF-B1 (a nivel transcripcional), la cual como ya se

menciond es la principal citocina profibrogénica.

Posible uso de PFD para tratar enfermedades virales

Las infecciones virales desencadenan reacciones que provocan estrés oxidativo, inflamacién y
fibrosis tisular (Bauer and De la Fuente, 2016). En consecuencia, PFD contrarresta varias de esas
alteraciones. Asi, resultados obtenidos en un ensayo clinico piloto indican que un tratamiento de
12 meses con PFD atenua varias alteraciones asociadas a cirrosis hepatica, en pacientes con

infeccidn crdénica del virus de la hepatitis C (Armenddriz-Borunda et al., 2006).

Adicionalmente, se ha documentado que el coronavirus SARS-CoV-2 provoca un dafio respiratorio
agudo similar al que se observa en pacientes con FPI. Por lo anterior, se piensa que PFD también
podria ayudar a combatir los sintomas y secuelas asociadas a COVID-19 (Ferrara et al., 2020).
Personas con enfermedad leve e incluso aquellas hospitalizadas que se encuentren estables,
podrian recibir el fdrmaco; sin embargo, dado que la administracidn de PFD es via oral, es casi
imposible de implementar en personas conectadas a respiradores artificiales; en consecuencia,
es necesario desarrollar una formulacién inhalada. Afortunadamente, dicha formulacién ya se
estd poniendo a prueba en pacientes con COVID-19, y es altamente probable que los resultados

sean alentadores (ClinicalTrials.gov, n.d.).

Papel de PFD en el tejido cardiaco.

En el 2006 el grupo de Jeffrey Olgin investigd si la PFD ejerce un posible efecto antiarritmico a
nivel auricular. Se trabajé en un modelo canino de fibrilacion auricular (FA), inducida por ablaciéon

del nodo sinoauricular y una subsecuente excitacion artificial ventricular de alta frecuencia (Lee
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et al., 2006). A nivel auricular, este modelo desarrolla un incremento en los niveles de expresiéon
de TGF-B1 (Fig. 17A), mayor indice de fibrosis (Fig. 17B) y un aumento en la vulnerabilidad a
desarrollar FA (Fig. 17; Lee et al., 2006).
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Figura 17. Efectos de pirfenidona en un modelo canino de fibrilacién auricular (FA). Los animales (perros
de raza mongrel, con peso de 25 a 32 Kg) se dividieron en tres grupos: control, fibrilacion auricular (FA) y
el grupo donde ademds de inducir la FA se administré pirfenidona (FA+PFD). La FA se indujo mediante
taquicardia ventricular (tres semanas), y la pirfenidona se administré de forma oral durante la induccion
de la FA (800 mg, tres veces al dia). A) muestra la estimacion de los niveles de TGF-81 que fueron obtenidos
a partir de inmunoblots como el que se muestra en la parte superior. B) Niveles de fibrosis que fueron
estimados digitalmente a partir de cortes histoldgicos de auricula izquierda que fueron tefidos con “rojo
de Sirius” (paneles superiores), obsérvese de color rojo los cumulos de coldgeno; (C) Duracion de los
episodios de fibrilacion auricular (AF) que se lograron inducir mediante rdfagas de sobreestimulacion
eléctrica auricular. [Datos tomados de Lee et al. 2006].

Subsecuentemente, se investigaron posibles efectos de PFD a nivel ventricular. Para ello, se
evalud la funcién y estructura ventricular, en un modelo animal de infarto al miocardio (Nguyen
et al., 2010). Los resultados indican que el grupo de animales que se traté con PFD presentd una
menor probabilidad de desarrollar taquicardia ventricular, menor tamafo del area de infarto y
menos grado de fibrosis (Fig. 18 A, B, y C respectivamente). Ademas, este grupo presentd una
mayor velocidad de conduccién eléctrica en el borde de las lesiones (Fig. 18D) y un mayor
porcentaje de sangre que expulsa el ventriculo izquierdo (Fig. 18E). Los efectos se atribuyeron a

la menor induccién de fibrosis tisular (Fig. 18C), que a su vez se podria explicar por una posible

disminucion en los niveles de expresién de TGF-B1 (Nguyen et al., 2010).

Los datos de las Figs. 17 y 18 sugieren que PFD ejerce efectos benéficos a nivel cardiaco, debido
(al menos) a que atenua tanto la sobreexpresion del TGF-B1, como sus respectivas vias de

sefializacion y por ende también previene las alteraciones estructurales asociadas a fibrosis.
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Figura 18. Pirfenidona previene el dafio ventricular asociado al infarto. En un modelo animal (ratas
Sprague-Dawley) se provocd infarto al miocardio, mediante una obstruccion de arterias coronarias (de 20
min). Una semana después, los animales se dividieron en dos grupos: aquellos que no recibieron un
tratamiento especial (Infarto, barras negras) y aquellos que recibieron un alimento suplementado con PFD
(Infarto + PFD, barras blancas). Después de cuatro semanas, se investigo: el porcentaje de animales que
presentd taquicardia ventricular (A), el tamaiio relativo de las dreas con infarto (B), niveles de fibrosis (C),
velocidad de conduccion eléctrica en el borde de las dreas de infarto (D), y porcentaje de sangre que expulsa
el ventriculo izquierdo (E). [Datos tomados de Nguyen et al., 2010]

Regulacion de canales ionicos por PFD

Los primeros experimentos donde se evalud si PFD modula las principales corrientes idnicas de
los cardiomiocitos (Ina, Ik € Ica), fueron llevados a cabo por Ramos-Mondragén y colaboradores en
cardiomiocitos de rata adulta, los cuales fueron sometidos a experimentos de fijacidon de voltaje.
Los resultados evidenciaron que un tratamiento crénico con PFD (1-2 dias) estimula
selectivamente a canales de calcio tipo L, tanto de miocitos auriculares (Fig. 19A) como

ventriculares (Fig. 19B) (Ramos-Mondragén et al., 2012).
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Figura 19. Pirfenidona regula canales de Ca?* tipo L en miocitos de rata adulta. (A) Trazos representativos
de corrientes de Ca?* tipo Ty tipo L (evocadas a -30 mV y +30 mV, respectivamente) que fueron registradas
en miocitos auriculares cultivados en ausencia (Control, izq.) o presencia de pirfenidona (Pirfenidone,
der.). Notese que pirfenidona solamente incrementa la corriente tipo L (i.e. a + 30 mV). (B) Curso temporal
del incremento en la densidad de corriente de Ca?" tipo L (lca) inducido por pirfenidona en miocitos
ventriculares. La lca. se estimd a +20 mV, partiendo de potencial de mantenimiento de -50 mV. Los miocitos
fueron cultivados en ausencia (circulos blancos) o presencia (circulos negros) de pirfenidona, durante los
periodos de tiempo indicados. Los registros se hicieron a temperatura ambiente, en presencia de una
solucidn salina libre de pirfenidona. [Datos tomados de Ramos-Mondragon et al., 2012].

Para tratar de decidir si el efecto en IcaL se debe a un posible incremento en la expresién de los
canales Cay1.2, se analizaron inmunoblots, por densitometria. Como resultado, se encontré que
PFD no modifica la abundancia relativa de Cav1.2, ni en miocitos auriculares ni ventriculares (Fig.
20). Gracias a esta informacién, asi como a otra serie de datos (mediciones de corrientes de

compuerta), se logré concluir que el aumento en Ica. Nno se debe a que exista un mayor niumero

de canales de calcio.
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Figura 20. Niveles proteicos de Cay1.2 en miocitos auriculares y ventriculares de rata adulta. Las muestras
de proteina provenientes de los miocitos (15 ug) fueron separadas por un gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), posteriormente se realizé un andlisis de densitometria y se promediaron
los resultados. A la izquierda de (A) y (B) se muestran fotografias de western-blots, donde se tifieron las
bandas correspondientes a Cavl.2, en miocitos control (CN) y tratados con pirfenidona (Pir), mientras que
a la derecha se grdfica un resumen de las mediciones obtenidas La intensidad de las bandas se normalizo
por el espectro de proteinas totales detectadas por azul de Coomassie. Finalmente, las unidades arbitrarias
obtenidas se normalizaron por la media calculada en células control. [Datos tomados de Ramos-
Mondragédn et al., 2012]

En seguida se investigo si el TGF-1 participa como intermediario, en la regulacién de lca. por PFD
y esto se hizo en miocitos auriculares. Sin embargo, el TGF-B1 no modificd ni los niveles basales
de Ica ni el aumento producido por pirfenidona (Fig. 21, izq.). En teoria, esa ausencia de efecto se
podria explicar planteando que los canales L ya se encuentran inhibidos por TGF-B1 enddgeno,
por lo que se empled un inhibidor del receptor de esa citocina (SB431542). Sin embargo, el
inhibidor no logré mimetizar el efecto de la PFD (Fig. 21, derecha). Por lo tanto, se puede concluir

gue pirfenidona estimula a los canales L por una via de sefializacién independiente del TGF-B1.

Por el contrario, Ramos-Mondragdn y sus colaboradores encontraron que el AMPc, PKA y una
sintasa de éxido nitrico (NOS) si participan como intermediarios. Por lo tanto, sugirieron que PFD
provoca una menor cantidad de NO, lo que podria estar provocando un aumento en los niveles

de fosforilacion de Cay1.2 por PKA.
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Figura 21. TGF-81 no participa en la regulacion de canales Cay1.2 por PFD. A la izquierda se muestran
curvas I-V de lc. obtenidas en miocitos auriculares de rata adulta mantenidos 1-2 dias en condiciones
control (circulos negros, n=18), o en presencia de ya sea TGF-81 (triangulos negros, n=24), PFD (circulos
blancos n=22) o PFD mds TGF-81 (tridngulos blancos, n=23). La grdfica de barras de la derecha, indica la
densidad de Ica; en miocitos auriculares que se mantuvieron 1-2 dias en condiciones control o presencia de
ya sea pirfenidona o un inhibidor del receptor de TGF-81 (SB431542). Datos tomados de Ramos-
Mondragdn et al., 2012.

La estructura y funcién del cardiomiocito varia en funcién de muchos factores tales como la
especie, edad y ubicacidén tisular (Tabla 1). Por ejemplo, en miocitos auriculares de rata neonata,
el TGF-B1 inhibe la expresion de Cavl.2, mientras que en los ventriculares no modifica dicha
expresion (Avila et al., 2007). Por lo anterior, a partir del 2012 nuestro laboratorio se enfoco a
estudiar posibles efectos de PFD en el AEC de miocitos auriculares y ventriculares de rata adulta
—por separado—. Asi, se llevaron a cabo dos tesis de maestria: Osornio-Garduio, 2013 y
Monsalvo-Villegas, 2015. En la primera se investigaron miocitos auriculares, mientras que la

segunda estuvo enfocada a ventriculares.
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Tabla 1. Algunas diferencias importantes entre miocitos ventriculares y auriculares de adulto.

VENTRICULO VS AURICULA | Referencia

% de sarcolema en tubos T 5 veces mayor

Total 2 veces menor
Reticulo (Bers, 2001)
sarcoplasmico | %0 Ubicadoenla |, mayor

diada

(Fearnley, Roderick and

% de RyR2 ubicado en la diada Mayor Bootman, 2011)

Abundancia de NCX 50 % mayor (Wang et al., 1996)

Cantidad de mitocondrias 2 veces mayor (Bers, 2001)

Proporcion

fosfolamban/sarcolipina Mayor )

(Walden, Dibb and
Actividad de SERCA Menor Trafford, 2009)
Carga de Ca%* en el RS 3 veces menor
Presencia de Ky1.5 (Tamargo et al., 2004)
Presencia de a26 - 3 (Best and Kamp, 2012)

Exclusivamente en

Presencia de Cay1.3 (Qu et al., 2005)

auriculas

(Mesirca, Torrente and

Presencia de Cay3.1y Cay3.2 Mangoni, 2015)

Se utilizaron dos enfoques experimentales: uno consistié en estudiar la dindmica del Ca?* libre
intracelular mediante experimentos de microfluorometria y fijacién de voltaje (mediante patch
clamp), y el otro en investigar la contractilidad y la homeostasis del calcio en células intactas (es

decir, no sujetas a patch clamp).

Los resultados indican que, en ambos casos (auricula y ventriculo), el tratamiento con PFD (1-2
dias) incrementa la amplitud de los transitorios de Ca®* (Fig. 22A), sin modificar la ganancia del

AEC (es decir, la amplitud del transitorio de Ca?* dividida por la magnitud de Ical; Fig. 22B).
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Figura 22. Pirfenidona incrementa los transitorios de Ca?* sin modificar la ganancia del AEC. En (A) se
muestra la amplitud de los transitorios de Ca** obtenidos en miocitos auriculares (izquierda) y ventriculares
(derecha), de manera simultdnea con mediciones de Ic.i, mediante experimentos de fijacion de voltaje. Ese
enfoque permite calcular la ganancia del AEC, tal como se ilustra en (B). Células control - tridngulos negros,
células tratadas con pirfenidona - tridngulos grises. El nimero de células registradas se muestra en B. *:
p<0.005, mediante un andlisis de varianza. [Datos de auriculas y ventriculos tomados de Osornio-Gardufio,
2013 y Monsalvo-Villegas 2015, respectivamente]

En miocitos auriculares, sujetos a patch clamp, también se analizé la velocidad de recaptura de
Ca?* al RS por la bomba SERCA, mediante el ajuste de una funcién exponencial simple, a la fase
de decaimiento de los transitorios de Ca?*. Los resultados indican que el farmaco no modifica la
constante de tiempo respectiva (Fig. 23A). Adicionalmente, mediante estimulos con cafeina,
tampoco se encontraron diferencias significativas en el nivel de Ca?* del RS disponible para ser
liberado, entre los miocitos control y tratados con el farmaco (Fig. 23B). En contraste, cuando se
analizaron los sistemas de remocion de Ca?*, sensibles e insensibles al Na* extracelular, se
encontré que pirfenidona si inhibe la remocién lenta o secundaria de Ca?*, atribuible tanto a un

componente sensible como a uno insensible al Na* extracelular (Fig. 23C).
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Figura 23. Actividad de los sistemas que remueven Ca** del citoplasma y niveles de Ca** del RS en miocitos
auriculares. En A, se estimé la velocidad de recaptura de Ca** por la bomba SERCA, mediante el cdlculo de
la constante de tiempo (t) de decaimiento del transitorio. Células control — tridngulos negros; células
tratadas con pirfenidona - trigngulos grises. En B se estimé el contenido de Ca®** del RS sensible a cafeina
(30 mM), mientras que en C se estimé la capacidad de los sistemas lentos de remocidn de Ca?* en ausencia
y presencia de Na* extracelular. Notese que el farmaco provoca una disminucion de la actividad de dichos
sistemas, ya que células tratadas los niveles de calcio permanecen elevados respecto al control. [Datos
tomados de Osornio-Gardufio, 2013)

Efectos de pirfenidona en las propiedades contractiles de cardiomiocitos ventriculares

En mi tesis de maestria (Monsalvo-Villegas, 2015,) también se investigo la posibilidad de que PFD
regule las propiedades contractiles y la homeostasis del Ca?*, en miocitos ventriculares intactos.
Los resultados indican que el farmaco efectivamente provoca un incremento tanto en los niveles

de Ca?* sistdlico (Figs. 24A y 24B), como en el tiempo al pico del transitorio (Figs. 24A y 24C).
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En contraste, no se observaron cambios en la constante de tiempo de decaimiento del transitorio
(Fig. 24D). El incremento en los niveles de Ca?* sistdlico esta de acuerdo con lo observado en
células sometidas a la técnica de patch clamp, donde se observa que el farmaco estimula la

liberacion de Ca?* del RS (Fig. 22A).
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Figura 24. Impacto del tratamiento crénico de pirfenidona en los transitorios de Ca** de miocitos
ventriculares de rata adulta. En (A) se muestra el comportamiento de la media de todos los registros
realizados en células control (CN, linea negra) y células incubadas con pirfenidona (PFD, linea gris). Las
grdficas de barras representan la media * ES del Ca* sistélico (B), el tiempo al que se alcanza dicho valor
de Ca?* (C) y la constante del tiempo de decaimiento del transitorio (D). Barras negras - células control
(n=82); barras grises - células tratadas con pirfenidona (n=68). [Tomada de Monsalvo-Villegas, 2015].

Una vez que obtuvimos los resultados mostrados en la Fig. 24, nos preguntamos si el incremento
en el Ca?* sistdlico se veria acompafiado con cambios a nivel de contractilidad. Cabe sefialar, que
las mediciones de la contractilidad, no solo se limitaron a registrar los cambios en la longitud
celular, sino que el equipo también nos permitié medir simultdneamente cambios en la longitud

del sarcomero (Fig. 25).

Los resultados respectivos indican que el tratamiento con PFD, provoca no sélo un incremento en

el porcentaje maximo de acortamiento (Fig. 25), tanto a nivel de sarcémero como a nivel celular
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(Fig. 25C y 25F, respectivamente), sino que ademas genera una mayor velocidad de contraccion

(Fig. 25D y 25@G) y de relajacion (Fig. 25E y 25H).
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Figura 25. Efectos de pirfenidona en las propiedades contrdctiles a nivel de sarcémero y celular. A, B)
Comportamiento de la media de registros obtenidos a partir de mediciones de la contraccion del sarcomero
(A) y celular (B). El resumen de las mediciones obtenidas a partir de dichos registros se muestra en las
grdficas de barras, tanto para el sarcomero (C - E) como a nivel celular (F - H). Células control - barras
negras (n=69); células tratadas con pirfenidona - barras grises (n=62). [Tomada de Monsalvo-Villegas,
2015].

Posteriormente, con la finalidad de conocer si el tratamiento crénico con el fairmaco modifica la
sensibilidad de la maquinaria contractil a la activacién por CaZ* construimos diagramas de fases
(graficas de [Ca?*]i vs porcentaje de acortamiento). La Fig. 26, muestra dichos diagramas de fases
normalizados, en los que se puede observar que PFD los desplaza hacia la derecha
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Figura 26. PFD modifica la sensibilidad de la maquinaria contrdctil a la activacién por Ca*. A, B)
Diagramas de fases que fueron construidos a partir de los valores de [Ca®*]; y contraccidn que se presentan
en las Figuras 24 y 25. C — D) Valores de [Ca*']; a los que se observa el 50% de contraccién (C) y relajacion
(D), ya sea del sarcomero (izquierda) o celular (derecha). [Tomada de Monsalvo-Villegas, 2015].

Para cuantificar dicho efecto, se estimd la [CaZ*]i requerida para alcanzar el 50% de la contraccién

y relajacién maxima. Los resultados indican que, tanto a nivel de sarcomero como de miocito, la

incubacién con PFD resulta en un aumento significativo en la [Ca%*]i necesaria para provocar un

50 % del efecto en la maquinaria contractil (Fig. 26C y 26D).

Tomados en conjunto, los resultados de la Fig 26 sugieren que PFD promueve una disminucién en

la sensibilidad de la maquinaria contractil a la activacién por Ca?*.
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JUSTIFICACION

En modelos animales de dafio al miocardio y fibrilacién auricular, la administracién de
PFD provoca un mejor desempefo cardiaco. Eso se debe al menos en parte a que el
farmaco disminuye los niveles de fibrosis. Es muy probable que dicho efecto morfoldgico
sea reforzado por cambios a nivel de remodelacion eléctrica. En ese sentido, datos de
nuestro laboratorio indican que PFD estimula la actividad de Cavl.2,
independientemente de la via de sefalizacién del TGF-B. El mencionado estimulo en
Cav1.2 se traduce en no sélo mayor liberacién de Ca?* del RS, sino también mayor
porcentaje de acortamiento. Ademas, dichos efectos se acompanan de una aceleraciéon
en la contracciéon y relajaciéon. Finalmente, se sabe que PFD regula a Cayl.2 a través de
una via de senalizacidn en la que participan la NOS y la PKA. En contraste, todavia no se
han identificado las bases moleculares que subyacen al resto de las acciones

electrofisiolégicas mencionadas.

HIPOTESIS

Pirfenidona modifica el acoplamiento excitacién-contraccién de cardiomiocitos, debido
a que altera la actividad o niveles de expresién de proteinas involucradas en el
funcionamiento de los sistemas que controlan la contractilidad y la homeostasis del

calcio libre intracelular.

OBJETIVO GENERAL

Investigar los mecanismos moleculares por los que PFD modifica el acoplamiento

excitacidn-contraccion de cardiomiocitos.



OBIJETIVOS PARTICULARES

1. En miocitos ventriculares de rata adulta, determinar si un tratamiento de 1 y 2 dias con

pirfenidona modifica:

a) El contenido de Ca?* disponible para ser liberado del reticulo sarcoplasmico.

b) La actividad de los sistemas lentos de remocién de Ca?* intracelular.

c) La contribucién del intercambiador sodio/calcio en la remocion de Ca?* intracelular.
d) Los niveles de expresién proteica del intercambiador sodio/calcio.

e) La actividad de la bomba SERCA.

2. Evaluar, en miocitos auriculares, si pirfenidona provoca cambios en la amplitud y cinética de:

a) Transitorios de Ca®*.
b) Contraccién del sarcomero.

c) Contraccioén celular.

3. Investigar si las vias de seializacion de ROS, NOS y PKA participan en los efectos de

pirfenidona; concretamente, identificando posibles cambios en:

a) La produccidon de ROS (basal y exacerbada mediante una exposicidon a acetaldehido o
perdxido de hidrégeno).

b) Los niveles de produccién de NO.

c) El nivel de expresidn proteica de eNOS y nNOS.

d) La contractilidad que se presenta en ausencia o presencia del inhibidor selectivo de PKA

(merK|14—22)-
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo primario de cardiomiocitos de rata Wistar adulta.

Los cardiomiocitos fueron obtenidos de rata Wistar macho adulto con una edad promedio de 10
a 11 semanas y con un peso de entre 220 y 250 g, siguiendo el procedimiento previamente

descrito por Ramos-Mondragén et al. (2012).

Basicamente, lo que se hizo fue anestesiar una rata, mediante una combinacién de clorhidrato de
Ketamina-Xilazina (100:10 mg/Kg rata, via intraperitoneal). Una vez anestesiado el animal, se
monitorearon sus reflejos mediante presiones en su cola y extremidades traseras realizadas con
unas pinzas atraumaticas, cuando el roedor perdié completamente los reflejos, el corazén se
retird rdpidamente de la caja tordcica y se colocé inmediatamente en una solucidn tipo Tyrode a
4 °C cuya composicion es (en mM): NaCl 130, KCI 5.4, MgCl, 0.5, HEPES 25, NaH;P04 0.3, glucosa
22, lactato 1.1, &cido pirudvico 3, pH = 7.4. Con la finalidad de eliminar el Ca?* extracelular, a dicha

solucidn se le adiciond 0.2 mM de EGTA (solucion T).

Una vez extirpado el corazdn, se le retiré el exceso de tejido conectivo y fue canulado y conectado
a través de la arteria aorta a un sistema de perfusién de Langendorff, el cual se calibrd para
perfundir soluciones de manera retrégrada a una temperatura de 37 °C. Primeramente se
perfundio con solucién Tyrode, durante ~5 minutos, lo que ademas de permitir la deplecion del
calcio extracelular también eliminé el exceso de sangre. Subsecuentemente, el corazén se
perfundié durante ~10 min con solucién Tyrode suplementada con colagenasa tipo I (1.5 mg/mL)

y proteasa XIV (48 pug/mL), con la finalidad de llevar a cabo la digestion enzimatica de la ECM.

Una vez que el corazon se tornd ligeramente palido y perdid su firmeza, se disecaron ya sea la
auricula derecha o ambos ventriculos. Para obtener la auricula derecha se hizo un corte por
debajo de las venas cavas y se trazd un eje imaginario que excluye al septum auricular (de esa
manera se excluyen a las células del nodo sinoauricular y de auricula izquierda; Lei et al., 2004).
Por otra parte, para obtener los ventriculos se realizé un corte justo por debajo del surco
coronario. Los tejidos obtenidos se maceraron suavemente con una pipeta siliconada de boca
ancha, permitiendo obtener células aisladas. Con la finalidad de reintroducir gradualmente el Ca?*
a las células y atenuar el dafio celular, las células se incubaron en tres diferentes soluciones
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Tyrode (20 min, 37°C, ¢/incubacidn) con concentraciones crecientes de Ca%* (83, 250 y 500 uM) y
suplementadas con las siguientes concentraciones de albimina de suero bovino (BSA): 17 mg/ml,

10 mg/ml, y 10 mg/ml, respectivamente.

Bajo condiciones de esterilidad, las células fueron sembradas sobre cajas Petri o bien sobre
cubreobjetos de vidrio previamente colocados dentro de cajas Petri. En ambos casos, las
superficies fueron pretratadas con laminina (SIGMA — L2020) durante 15 min. Posteriormente, las
células se incubaron (2 h a 37 °C, en presencia de una atmosfera saturada de humedad y con 5%
de CO;) en un “medio de incubacién” que consiste en: DMEM, 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina
y 100 ug/mL de estreptomicina. Subsecuentemente, el medio de incubacidn se sustituyd por un
“medio de cultivo” (similar al de incubacién excepto que el FBS fue previamente inactivado por
calor — 56°C, 30 minutos). Las células se dividieron en dos grupos, control y PFD y se mantuvieron
1-2 dias en la incubadora de CO;. La uUnica diferencia, entre ambos grupos, fue que al medio de
cultivo del grupo PFD se le afiadié 1 mM de pirfenidona (a partir de una soluciéon concentrada, en
DMSO). A esa concentracién el farmaco ejerce su mayor efecto en Cavl.2, y la posible
interferencia del vehiculo (DMSO) es nula estadisticamente hablando (Ramos-Mondragén et al.,

2012).

El medio de cultivo (control o suplementado con PFD) se elimind ~15 min antes de realizar las
mediciones, y se sustituyd por una solucién ya sea externa (véase Experimentos de fijacion de
voltaje y epifluorescencia) o Tyrode (suplementada con 2 mM de Ca%* y 10 mm de glucosa). La
idea de realizar este lavado, y ejecutar los experimentos en ausencia de PFD, es descartar posibles
efectos rdpidos y transitorios del fdrmaco (que se estarian revirtiendo en cuestién de minutos o
incluso segundos) y de esa manera podriamos enfocarnos al estudio de cambios persistentes.
Aqui es importante mencionar que el tiempo maximo de experimentacién, en cada cubreobjetos
con células, se limitd a ~60 min. En otras palabras, podemos afirmar que todos los experimentos
se realizaron dentro de los primeros 15-60 minutos, subsecuentes al lavado de medio de cultivo

(a temperatura ambiente, ~24 °C).
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Experimentos de fijacion de voltaje y epifluorescencia

Los transitorios de Ca®*y la actividad de los LTCC se investigaron simultdneamente, mediante un
enfoque experimental que permite monitorear la intensidad de fluorescencia de un fluoréforo
sensible a Ca?* (Fluo-4) y conjuntamente realizar experimentos de fijacion de voltaje, utilizando la

técnica de “patch-clamp” en su modalidad de célula completa.

Cabe mencionar que las mediciones sélo se llevaron a cabo en miocitos que presentaron las
siguientes caracteristicas morfolégicas: sin ampollas, con bordes y estrias bien definidas, y sin

contracciones espontaneas, Fig. 27A.

En la técnica de fijacién de voltaje, se pretende controlar al potencial de membrana (Vm) en
funcién del tiempo, mientras se registra la corriente iénica que fluye a través de la membrana (Im)
a un voltaje determinado. Esto se logra con un circuito de retroalimentacion que mide
constantemente Vm e inyecta corriente a la célula a través de un electrodo, manteniendo el
voltaje de membrana fijo, aplicando lo que se conoce como voltaje comando (V.), el cual es
proporcionado por un amplificador (Axopatch 200B) que se encuentra controlado por una
computadora. Una interface digital-analdgica (Digidata 1322) permite que exista comunicacion
entre el amplificador y la computadora, convirtiendo sefiales analdgicas a digitales y viceversa.
Dicha interfase también se utilizé para digitalizar la sefial de fluorescencia del Fluo-4. Ambos
pardmetros de interés (Im y fluorescencia) fueron observados tanto en un osciloscopio como en

el monitor de la computadora, y se almacenaron en un disco duro para su analisis posterior.

El material de los electrodos que utilizamos fue borosilicato (tubo capilar de KIMAX, 0.8-1.1x100
mm, catdlogo 34502) y la resistencia eléctrica que presentaron fue de 4-6 MQ. La composiciéon de

las soluciones de registro internas y externas se describe mas adelante (Soluciones de registro).

El dia del experimento, un cubreobjeto con células se transfirid, de la incubadora a una cdmara
de registro (C-Stim, Cell MicroControls), que contenia solucidn externa control. Los electrodos de
borosilicato fueron llenados con solucién interna (véase Soluciones de registro) y montados a un
electrodo de plata clorurado, conectado al amplificador y a un micromanipulador que nos
permitio acercar el electrodo lentamente a una célula aislada. Cuando el electrodo tocé la célula

se aplicé presidon negativa, a fin de formar un sello de alta resistencia eléctrica (giga sello; >1 GQ)

49



y alcanzar el estado conocido como cell-attached. Después el voltaje en la pipeta (o electrodo de
patch) se mantuvo a -80 mV y se aplicé un pulso a -90 mV, durante 30 ms, lo que nos permitio
estimar la corriente capacitiva del electrodo y otras corrientes capacitivas (parasitas).
Posteriormente se aplic6 nuevamente presién negativa hasta romper el parche de membrana
bajo el electrodo y acceder a la célula (estado whole-cell). En este punto se aplicé un pulso de
voltaje similar al de cell-attached (de -80 a -90 mV), que ahora nos da informacion sobre las
corrientes capacitivas totales, incluyendo la correspondiente al sarcolema. La diferencia de
corrientes capacitivas totales menos las de cell-attached se integrd y se dividid por el cambio de

voltaje (-10 mV). El valor resultante es la capacitancia membranal o C.

Una vez adquirida la configuracién de whole-cell, se aplicé un potencial de mantenimiento (o
holding potencial, HP) de -50 mV y que inactiva a los canales de Na*y de calcio tipo T (Bean and
Rios, 1989; Hirano, Fozzard and January, 1989). La resta de componentes lineales, en la sefial de
corriente, se llevé a cabo mediante un protocolo denominado p/N, incluido en el programa
Clampex 10.2 que a su vez forma parte de un paquete de software de Axon Instruments®. El
software, también incluye a Clampfit 10.2 el cual se utilizé para determinar el valor maximo de
IcaL (valor al pico) en cada célula. Posteriormente, el valor de Ica. se normalizé por su respectiva
Cm, , Obteniendo la densidad de corriente (expresada en pA/pF). La dependencia de voltaje de la
activacion se evalud ajustando curvas corriente-voltaje (curvas I-V) a la siguiente ecuacién de

Boltzmann:

Ica = Gmax (Vm-Vrev) / (1+exp[(Vm-V1/2)) /kel) (1)

donde Gmax es la conductancia maxima, Vm es el potencial de membrana, Viey representa el
potencial de inversion aparente de Ics, V12 €s el potencial de membrana necesario para activar al

50% de Gmax, Y k es un factor que refleja al grado de inclinacién de la curva.

De forma simultanea a la medicidn de Icai, se registré la intensidad de fluorescencia de la sal de
pentapotasio de Fluo-4 (Fluo-4 ks), la cual es un fluoréforo sensible a Ca?* e impermeable a la
membrana, por lo que se incorpord a la célula mediante la solucidn interna contenida en la
micropipeta de patch-clamp (50 uM). El fluordforo se excité usando una lampara de mercurio de
100 W, un filtro de excitacién de 470-490 nm, y un espejo dicroico centrado a 505 nm. La emisién

de fluorescencia (F) se registro utilizando un filtro de 515-550 nm, asi como un fotomultiplicador
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Hamamatsu (R1527P) conectado al convertidor analdgico-digital de la interfase.

La amplitud maxima del transitorio de Ca?* (durante el pulso de prueba) se calculd conforme a la

siguiente ecuacion:

AF/F = (F(max)-Fb) / Fo (2)

Donde Fmax) significa el nivel maximo de fluorescencia observado durante el pulso de voltaje, y Fp

su basal correspondiente registrada justo antes de la aplicacién de dicho pulso.

Recaptura de Ca?* intracelular por la bomba SERCA.

Para investigar la velocidad con que la bomba SERCA reintroduce Ca?* al RS, nos basamos en lo
reportado por Osornio-Gardufio, 2013. Bisicamente, se generaron transitorios de Ca* por medio
de la aplicacién de pulsos de voltaje, que fueron de -10 a +40 mV (con incrementos de 10 en 10
mV y duracion de 30 ms cada uno). Obteniendo de esa manera una familia de transitorios de Ca%*
por cada célula. Posteriormente, con la finalidad de obtener la constante de tiempo (1), se ajusté
una funcién exponencial a la fase de decaimiento de cada uno de los transitorios. Finalmente, se
promedid el valor de Ty se graficod en funcién de V. Los registros se llevaron a cabo en solucién

externa control (ver soluciones de registro).

Contenido de Ca?* del RS disponible para ser liberado, actividad del NCX y contribucion de
sistemas lentos a la remocion de Ca?*.

Una vez estimada la magnitud de los transitorios de Ca?* e lca. mediante pulsos de voltaje
despolarizante, se indujo el vaciamiento del calcio del RS, mediante una doble aplicacion de
cafeina (30 mM, durante 25 s, c/u). Primero se aplicé cafeina en una solucién libre de Na*, después
se realizd un lavado, y finalmente se aplicé nuevamente cafeina, pero en una solucién
suplementada con 140 mM de Na* (ver soluciones de registro). Las soluciones se aplicaron
localmente mediante un sistema de perfusion rédpida (VC-77SP) de Warner Instruments, el cual

posee un sistema de microvalvulas que fueron controladas digitalmente.

Lo anterior nos permitid cuantificar: i) la amplitud maxima de fluorescencia en respuesta a
cafeina, la cual es proporcional a la [Ca?*]rs disponible para ser liberada, y ii) la rapidez con que la

sefial de Ca®* regresa a su nivel basal, ya sea cuando el NCX se encuentra activo (140 mM de Na*)
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o no (0 mM de Na*). Esto ultimo, a su vez, nos permitio estimar la contribucion de los sistemas
lentos y del NCX a la remocién del Ca?* intracelular, mediante una determinacion del porcentaje

de sefial de fluorescencia que permanece al final de cada pulso de cafeina.

Soluciones de registro

Las mediciones simultdneas de transitorios de Ca?* e IcaL se llevaron a cabo en presencia de las
siguientes soluciones. Externa (en mM): Acido metasulfénico 125, TEA-OH 115, HEPES 10, CaCl2
10 MgS04 8, 4-aminopiridina 5, acido 9-antraceno carboxilico 1, 2- aminoetil difenilborinato 0.01,
Creatina 25, glucosa 10 y 2-3-butanodiona-monoxima 2. Interna (en mM): Cs-Asp 160, TEA-CI 25,
HEPES 10, CsCl 10, Cs-EGTA 6, CaCl; 1, ATP-Mg 5, MgCl, 0.5, GTP-tris 0.05, Fluo-4 Ks 0.05 y glucosa

10. El pH se llevd a 7.3, utilizando ya sea TEA-OH (externa) o CsOH (interna).

Para estimar la actividad de los sistemas de remocién de Ca?* se emplearon dos soluciones
similares a la externa previamente mencionada, excepto que se suplementaron con 0.5 mM de
EGTA y 30 mM de cafeina. Mds precisamente, para la actividad de los sistemas lentos o insensibles
a Na* extracelular se utilizé la misma solucidon externa (solucion Na* -), mientras que para la

actividad del NCX a dicha solucidn externa se le sustituyd el TEA por 140 mM de Na* (Sol. Na* +).

Contractilidad y transitorios de Ca?*

También se llevaron a cabo mediciones simultdneas de contractilidad y transitorios de Ca®*, en
células intactas (no sometidas a experimentos de patch-clamp). Para esto, se utilizé un sistema
gue registra contractilidad y fluorescencia, de la marca lonOptix (lonOptix Co., Milton, EUA). La
velocidad de muestreo fue de 250 Hz y 1 KHz, para la contractilidad y fluorescencia,

respectivamente.

El dia del experimento, las células se incubaron (15 min, a temperatura ambiente) con solucién
Tyrode suplementada con la forma pentaacetoximetil ester (AM) de Fura-2 (6 uM).
Subsecuentemente, con la finalidad de retirar el exceso del fluoréforo y permitir la
desesterificacidn, se realizd un lavado de 10 min, en la misma solucidn, pero carente de Fura-2
AM (en una serie experimental, este lavado se aproveché para aplicar 14-22PKlmyg; 5 uM). Una vez

finalizado el lavado, las células se transfirieron a una camara de registro (FHD, lonOptix) y se
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agregaron 600 plL de solucién Tyrode. La cdmara se montd en un microscopio invertido (Motic
AE31)y las células fueron transiluminadas con luz roja (para evitar la interferencia con la mediciéon

de epifluorescencia del Fura 2-AM) y visualizadas con un objetivo 40X/0.95.

La contractilidad se evalud con ayuda de un sistema de video (Myocam-S) y software (SoftEdge)
gue analiza el contraste de las imagenes y detecta dinamicamente la posicidén del borde celular

con ayuda también de un adaptador (CFA300).

También se estimd la longitud promedio de los sarcdmeros de la célula, utilizando un software
denominado SarcLen (lonoptix). El método consiste en promediar la periodicidad de las bandas A
e | del sarcdmero (determinadas por el cambio de contraste debido al patréon estriado de los
sarcomeros), dentro de un area definida por el usuario (ROI, por sus siglas en inglés), mediante

una transformada rapida de Fourier. El nivel de resolucién involucrado es de 10-20 nm.

El estimulo eléctrico consistié en periodos de 75 s en los que se aplicéd estimulacion eléctrica de
campo (pulsos de 20 V y 20 ms, aplicados a 0.2 Hz). Dichos estimulos eléctricos se aplicaron
mediante cables de platino ubicados en la cdmara de registro, los cuales se conectaron a un
estimulador (MyoPacer), estando el Ultimo conectado a una interfase (FSI700, lonOptix) que

sincronizé los estimulos eléctricos con la sefial digital visualizada en la computadora.

Para registrar transitorios de Ca%* se empled un sistema de epifluorescencia de doble excitacién
(uStep, lonOptix) acoplado al microscopio invertido ya mencionado. Dicho sistema excité al Fura-
2 con un haz de luz generado por una ldmpara de Xendn de 75 W, que pasé a través de filtros de
360 nm y 380 nm. La longitud de excitacién de 360 nm (punto isosbéstico de Fura-2) Unicamente
se utilizd por periodos breves de 500 ms, al inicio y al final del protocolo de estimulacién. Durante
el tiempo restante, el fluoréforo se excité a 380 nm ya que a esa longitud de onda la fluorescencia

de emision depende de la [Ca?*]..

La fluorescencia de emision (tanto de 360 nm como de 380 nm), se filtré a 510 + 20 nm, antes de
ser detectado por un tubo fotomultiplicador (PMT400) el cual era controlado por la interfase o

convertidor analdgico-digital (FSI700). Los niveles de [Ca?*]; los reportamos como el cociente de
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fluorescencia entre las longitudes de onda que se utilizaron para excitar al fluoréforo (Fsso/F3so).

En cada célula se analizé el promedio de ocho registros, con ayuda del programa lonWizard 6.4
(lonOptix). Los pardmetros obtenidos para la contraccidn celular y del sarcémero fueron: longitud
en diastole y sistole, maximo porcentaje de acortamiento (respecto a la longitud diastdlica),
tiempo al pico (tiempo en el que se alcanza el acortamiento maximo, respecto al inicio del
estimulo), velocidad maxima de contraccién y de relajacién, asi como el tiempo que pasa entre el

50% de la contraccion, y el 50% de la relajacién (Fig. 27A).

En el caso de los transitorios de Ca?*, se investigaron los siguientes parametros: niveles de Ca®*
diastdlico y sistdlico, amplitud del transitorio, tiempo al pico (tiempo al cual se alcanza el maximo
nivel de Ca?*), velocidad maxima de crecimiento y decrecimiento, y tiempo que pasa entre el 50%

de aumento y el 50% de disminucién (Fig. 27B).
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Figura 27. Morfologia representativa de miocitos analizados y ejemplos de los registros de contractilidad
y transitorios de Ca?*, con sus mediciones respectivas. A) Miocitos representativos que fueron registrados
tras mantenerse en uno o dos dias en medio de cultivo (izq. y der., respectivamente). La barra representa
30 um. B) Cinética del acortamiento y relajacidn celular. (C) Transitorio de Ca%". En ambos casos se ilustran
los parametros a comparar entre células control y tratadas con PFD. Los registros son de un miocito

ventricular control. [Imagen tomada de Monsalvo-Villegas, 2015]
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Produccidn intracelular de NO y ROS

La produccién de radicales libres, NO y ROS, se estimd a partir de la fluorescencia emitida por los
sensores DAF-FM DA (Invitrogen, Cat. D23844) o CM-H,DCF DA (Invitrogen, Cat. C6827), cuya
intensidad de fluorescencia aumenta de manera directamente proporcional con la concentracién

de NO y ROS (respectivamente).

Brevemente, los cardiomiocitos se incubaron 15 min en solucién Tyrode suplementada con el
sensor de interés mas Fura-2 AM (3 uM, c/u). Posteriormente se realizd un lavado de 10 min con
soluciéon Tyrode y las células se montaron en un microscopio invertido equipado con
epifluorescencia. Los fluoréforos de NO y ROS se excitaron a 480 nmy la emisidn de fluorescencia

se detectd a 530 nm.

El Fura-2, por su parte, se excitd en su punto isobéstico (360 nm); es decir, la longitud de onda a
la cual el fluordforo es insensible a la concentracion de Ca?*. En cada célula, la sefial fluorescente
asociada con NO o ROS se normalizd por su respectiva sefial de Fura-2 (para eliminar como

variables al volumen celular y diferentes capacidades de carga y desesterificacion de los sensores.

Ensayos de Western-blot.

Los niveles proteicos de NCX, eNOS y nNOS se investigaron mediante ensayos de Western-Blot.
Para ello, en cajas Petri de 35x10 mm pretratadas con laminina, se sembraron cardiomiocitos (con
una densidad celular de 150 - 300x103 cels/cm?) y se cultivaron durante dos dias en condiciones

control o en presencia de pirfenidona.

Subsecuentemente, las células se lavaron dos veces con buffer salino de fosfatos (PBS) frio (en
mM: NaCl 137; KCl 2.7; Na;HPO4 8; KH,PO4 1.5), e inmediatamente se incubaron durante 5 min
en buffer de lisis RIPA (en mM: Tris-HCl (pH 7.4) 20; NaCl 150; Na;EDTA 1; EGTA 1; Pirofosfato de
sodio 2.5; B-glicerolfosfato 1; ortovanadato de sodio 1; fluoruro de sodio 10, NP-40 1%,
desoxicolato de sodio 1% e inihibidor de proteasas (cOmplete 1X, cat. 11697498001). El lisado

celular se recolecté y se sonicé a 40 KHz durante 10-15 s (Sonics Vibra Cell, Ultrasonic Processor).

Posteriormente, para conocer la concentracion total de proteinas, se realizd una curva patrén de
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proteinas mediante el método de Bradford, para ello se empled la solucion de Coomassie
(Bradford) protein assay kit y como estandar proteico se usé la albumina de suero bovino, libre

de acidos grasos.

Después, se realizaron diluciones del lisado celular (1:100 y 1:50) y se obtuvo la concentracién
proteica del lisado celular mediante la interpolacion de la absorbancia de las diluciones
(multiplicada por su factor de dilucién), en la recta determinada por minimos cuadrados de la

curva patron.

Una vez conocida la concentracion proteica, se cargaron de 20 a 50 ug de proteina (dependiendo
de la proteina) en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) a una
concentracion de 10% de poliacrilamida para la proteina NCX, para las isoformas de NOS el gel de
poliacrilamida se hizo en gradiente de 10 a 5%. Las proteinas fueron separadas con un sistema de
BIO-RAD para electroforesis (Mini-PROTEAN, electrophoresis system) y con buffer de corrida (en
mM: Tris-base 25 (pH=8.3); Glicina 192 y SDS 0.1%) a 120 V durante 2.5 h.

Concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de Polivinilideno
difluoruro (PVDF) con poro de 0.2 um, mediante un sistema de transferencia hUmeda (Mini trans-
blot cell) en buffer de transferencia (en mM: Tris-base 25 (pH=8.3); Glicina 192; SDS 0.1%;
metanol 20%), a 310 mAmp durante 1.5-2 h. Posteriormente, la membrana de PVDF se bloqued
con BSA al 3% en PBS-Tween 0.05% (PBS-T), durante 2 h a temperatura ambiente;

subsecuentemente, las mbs se cortaron entre los marcadores de 75 KDa y 50 KDa.

La regidn que contenia las proteinas de mayor peso molecular se incubd durante toda la noche a
4 C (en agitacion constante), con el anticuerpo primario monoclonal correspondiente: anti-NCX
(R3F1, Swant, 1:1000), anti-eNOS (610296, BD Bioscience, 1:800), anti-nNOS (610308, BD
Bioscience, 1:800). Concluida la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 min c/u con PBS-T.
Después, la membrana se incubd con un anticuerpo secundario anti-ratéon conjugado con la

peroxidasa de rabano durante 1 h., seguido de otro ciclo de 3 lavados con PBS-T (10 min c/u).

Como control de carga se utilizé a la tubulina (anticuerpo primario monoclonal anti-B-tubulina;

1:4000, 322600—-Invitrogen).
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La deteccidn de proteina se realizé mediante un ensayo de deteccién de quimioluminiscencia.
Para ello se empled el Kit Amersham ECL prime Western blotting detection reagent (GE., cat. RPN
2232) y junto con el uso del anticuerpo secundario conjugado con HRP, se provocé una reaccion
enzimatica, que da como resultado final la emisién de luz. Dicha luz fue detectada en una pelicula

radiografica (Kodak film, cat. 604 0331).

Para obtener la cuantificacidon de la seial de las bandas, los autoradiogramas se colocaron en un
transiluminador (Vernier, White Light Transilluminator) y fueron fotografiados con una cdmara
digital (Canon, mod. PowerShot A720 IS). Las imagenes obtenidas, se analizaron con el programa

Imagel, disponible en www.nih.com.

Analisis estadistico

Los datos se muestran como la media * el error estandar (ES). Estos, se obtuvieron del nimero
de células sefialadas en las graficas correspondientes. En general se aplicaron pruebas de t de
Student, para muestras no pareadas. Sin embargo, cuando fue necesario realizar multiples
comparaciones, se utilizdé ANOVA. Un valor de p < 0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

Tal como se menciona en los antecedentes, la Maestra Osornio obtuvo informacién relacionada
con el tema de los efectos de PFD en miocitos auriculares (Osornio-Garduino, 2013).
Subsecuentemente retomé el tema, trabajando en miocitos ventriculares como parte de mis

estudios de maestria (Monsalvo-Villegas, 2015).

En el presente trabajo se hizo una caracterizacién mas extensa de las respectivas tesis de
maestria. En otras palabras, los tres trabajos estdn considerablemente relacionados y, en
consecuencia, en esta seccién me propuse integrar todos los datos. La ventaja de este enfoque
es que facilita la presentacién, y al mismo tiempo describe el estado actual del tema de

investigacion.

La informacién derivada de las tesis de maestria no necesariamente es idéntica a la reportada en
esta tesis. Eso se debe a que, para este trabajo, la informacion de otras tesis generalmente fue
complementada (aumentando el nimero de experimentos o “n”). Finalmente, es importante
aclarar que la descripcidn de los resultados, asi como de la seccién subsecuente (Discusién) es

una adaptacion del articulo que publicamos hace dos afios (Monsalvo-Villegas et al., 2018).

El primer aspecto que investigamos fue si, en miocitos ventriculares, la mayor densidad de Ica que
provoca PFD (Ramos-Mondragoén et al.,, 2012) se traduce en cambios en la magnitud de los
transitorios de calcio. En las figuras 28A y 28B se presentan ejemplos de los registros que se

lograron obtener para este objetivo, utilizando un pulso de voltaje a +10 mV.

Tal como se puede apreciar, PFD aumenta casi al doble la magnitud no sélo de Ics, sino también
de los transitorios de Ca?*. En resumen, las células control (n = 14) y tratadas con PFD (n = 16)
presentaron los siguientes valores de transitorios de Ca®* e lca: 0.5 + 0.15 AF/Fy 0.9 + 0.11 AF/F
(p<0.05),y-9.4 +1.2 pA/pF y-16.7 + 1.4 pA/pF (p < 0.003).

En experimentos subsecuentes investigamos la dependencia al voltaje de los transitorios de Ca%*
e lca (véanse los trazos representativos de la Fig. 28C). En ambos casos, la accidn estimuladora de

PFD se observé a distintos niveles de potencial de membrana (Figs. 28D y 28E).
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Figura 28. Experimentos simultdneos de patch clamp y microfluorometria revelan que PFD aumenta la
magnitud de los transitorios de Ca?* e Ic.. A-C) Registros representativos de I, y transitorios de Ca* que
fueron registrados simultdneamente, ya sea en miocitos ventriculares (A, B) o auriculares (C). En Ay B, los
registros obtenidos en miocitos control (CN) y tratados con pirfenidona (PFD) estdn superpuestos, y la
membrana se despolarizé brevemente (30 ms) a +10 mV. Por su parte, el panel C ilustra trazos como los
que se presentan en A y B, pero que fueron obtenidos a destinos niveles de potencial de membrana (Vy,),
en un miocito auricular control. La barra de calibracion vertical indica 100 pA y 1.0 AF/F). D, E) Resumen
de los valores de I, (i) y transitorios de Ca®* (ii) que fueron obtenidos “al pico” de los registros (véase C),
tanto en miocitos auriculares (D) como ventriculares (E). Los resultados son de un total de 28 miocitos
auriculares (11 CN, 17 PFD) y 32 ventriculares (17 CN, 15 PFD). F, G) Dependencia de voltaje de la ganancia
del AEC, estimada a partir de los datos que se muestran en D y E. Los simbolos cerrados y grises denotan
Control y PFD, respectivamente. *p < 0.05, ANOVA. [Basada en datos de Osornio-Gardufio, 2013 y

Monsalvo-Villegas, 2015]
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Después de ajustar las curvas |-V a una ecuacion tipo Boltzmann (ecuacién 1), se llegd a la
conclusion de que PFD provoca un aumento del 65 % en la conductancia maxima de Ca2* (Gmax, |0

cual es acorde a lo publicado inicialmente por Ramos-Mondragon y colaboradores, 2012).

Mds concretamente, los valores de Gmax que fueron estimados en células control y tratadas con
PFD fueron (en nS/pF): 62 + 8 y 105 + 10 (p<0.01, miocitos auriculares); y 184 + 24 y 297 + 25
(p<0.003, miocitos ventriculares). Por su parte, los parametros k y Vi, que describen la

dependencia al voltaje de la conductancia a calcio, no resultaron afectados por PFD.

También se investigd la ganancia del AEC; encontrandose idéntica, entre miocitos de control y
tratados con PFD (Figs. 1F y 1G). Este resultado sugiere que PFD induce una lca que no es
redundante para el AEC. En otras palabras, la fraccidn adicional de Ica que provoca el farmaco no
esta “de sobra”; por el contrario, tiene la misma capacidad de evocar CICR que la Ica de células

control.

A continuacién, se examind la actividad de SERCA, tal como se ilustra en la Fig. 29A. Mas
especificamente, la fase de decaimiento del transitorio de Ca?* se ajustd a una ecuacion
exponencial de primer orden. Los respectivos valores de T (constante de tiempo) se presentan en
las figuras 29B y 29C. Tal como se puede apreciar, PDF no altera este pardmetro, en una amplia
gama de potenciales de membrana. Esto significa que los efectos del fadrmaco no involucran

cambios en la actividad de SERCA.

Para evaluar el contenido de Ca?* del SR que se encuentra disponible para ser liberado (véanse
trazos representativos en las figuras 29D y 29E), se aplicd solucidén externa adicionada con cafeina
durante 25 s, a través un sistema de perfusion rapido (detalles en metodologia). Posteriormente,
se estimo el valor maximo de AF/F provocado por cafeina (Fpeak), y se observé que dicho valor no
varia significativamente entre células control y tratadas con PFD (independientemente de la
ausencia o presencia de Na* extracelular, Figs. 29F y 29H). Estos datos indican que la mayor
amplitud de los transitorios de Ca®* que provoca PFD (Fig. 28) no se debe a un posible aumento
en la carga de Ca?* del RS. En las Figs. 29D-29I se utilizaron dos concentraciones distintas de Na*

extracelular. Este enfoque nos permitié estudiar el funcionamiento de transportadores que

expulsan Ca%*, independientes y dependientes (NCX) de Na*.
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Figura 29. Pirfenidona atenua la tasa de expulsién de Ca?* a través del NCX, pero no la actividad de
SERCA. A) Transitorio de Ca?** que se registré tal como se describe en la figura 28. La linea descontinua
representa una funcion exponencial que describe la fase de decaimiento. También se indica la respectiva
constante de tiempo (7). B, C) Valores de tque fueron obtenidos como en A, en funcién de V. D, E) Trazos
representativos de transitorios de Ca?* que fueron inducidos por un doble pulso de cafeina (Caff),
inicialmente en ausencia (0 Na*) y luego en presencia de 140 mM extracelular de Na* (140 Na*). Los
registros se obtuvieron a partir de cuatro cardiomiocitos (dos auriculares — D y dos ventriculares — E). Fo y
Fna SON sinénimo de la sefial de Ca®* que permanece al final de las aplicaciones de cafeina, en ausencia y
presencia de sodio. Para enfatizar posibles cambios en la cinética, los registros se muestran normalizados
con respecto a su valor mdximo de respuesta a cafeina (Fpea). F, H) Valores absolutos de Fpeax (Caff
response) y numero de células investigadas. G, 1) En cada célula, Fo y Fna (ver D, E) se normalizaron con
respecto a Fo. Subsecuentemente, los valores obtenidos fueron agrupados y promediados. En todos los
paneles, los colores negro y gris denotan a la condicion control (CN) y células tratadas con PFD,
respectivamente. °p < 0.005, °p < 0.05; en comparacién con su respectiva condicién Fo/Fo. (prueba t de
Student, para datos pareados). [los datos de auricula se tomaron de Osornio-Gardufio, 2013]

Lo primero que se hizo fue examinar las sefales de AF/F que permanecen al final de una
exposicidén de 25 s a cafeina, en ausencia y presencia de 140 mM de Na* externo (denominadas
Fo y Fna, Véanse las figuras 29D y 29E). En ausencia de Na*, la tasa de decaimiento de la sefial de
Ca?* tiende a ser mas lenta en células tratadas con PFD (Figs. 29D y 29E, 0 Na*).
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Para cuantificar esta observacion, en cada célula se normalizé Fo por su respectiva respuesta
maxima a cafeina (Fpeak). LOS valores que obtuvimos fueron: 0.59 + 0.04 y 0.78 + 0.04 (p < 0.001),
para células control (n = 30) y células tratadas con PFD (n = 31). Este analisis sugiere que PFD

inhibe a una salida de Ca%* intracelular que es lenta e independiente de Na*.

Por su parte, la contribucidn del Na* a la disminucién de [Ca?*];, se infiri6 a partir del cociente
Fna/Fo (1.0 significa que no hay contribucidn). Los resultados indican que en células tratadas con
PFD la actividad del NCX es practicamente nula (Figs 29G y 29I, barras grises), mientras que en

miocitos control el intercambiador contribuye en un ~45 % (Figs. 29G y 29I, barras negras).

De hecho, la funcién del NCX también se compard de manera mas directa, entre células control y
tratadas (utilizando la relacidn Fna/Fo, de las figuras 29G y 291). Los valores que obtuvimos, para
célula control (n = 21) y tratadas con PFD (n = 29) fueron, respectivamente: 0.60 + 0.06 y 0.88 +
0.06 (p <0.012). Por lo tanto, se puede concluir que PFD inhibe significativamente la actividad del

NCX, en un ~30 %.
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Figura 30. La PFD mejora la contractilidad de los miocitos cardiacos. A, B) Contracciones evocadas
eléctricamente, en miocitos auriculares (A) y ventriculares (B), que fueron mantenidos en cultivo bajo
condiciones control (CN) o en presencia de pirfenidona (PFD). Se grafica la media estimada a partir de un
total de 56 miocitos auriculares (30 CN, 26 PFD) y 110 ventriculares (59 CN, 51 PFD). También se muestra
la media * el error estdndar de los valores mdximos de acortamiento (C, D) y velocidades de contraccion
(E, F) y relajacion (G, H). Los simbolos negros y grises representan, respectivamente, a células control y
tratadas con PFD. ° p <0.01, ® p <0.005, p <0.001. [Basada en datos de Osornio-Gardufio, 2013 y Monsalvo-
Villegas, 2015]
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Enseguida nos preguntamos si los efectos observados en el AEC (en condiciones no fisioldgicas;
es decir, en whole-cell patch-clamp, Fig. 28), tendrian consecuencias funcionales. Lo que hicimos

fue investigar la contractilidad tanto del sarcomero como de los cardiomiocitos.

Los datos obtenidos indican que PFD aumenta tanto en miocitos auriculares como ventriculares,
no sélo el porcentaje de contraccion celular y del sarcémero (en ~50 %, Figs. 30y 31) sino también
su respectiva cinética de contraccién y relajacién (en un 30-70 %; Figs. 30 y 31). Estas acciones de

PFD deberian traducirse en una mejora en el flujo de sangre del corazén.
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Figura 31. La PFD estimula las propiedades contrdctiles del sarcomero. Un total de 30 miocitos auriculares
(11 CN — simbolos negros; 19 PFD — simbolos grises) y 129 miocitos ventriculares (61 CN — simbolos
negros; 68 PFD — simbolos grises) fueron estimulados eléctricamente para evaluar la longitud del
sarcémero en funcion del tiempo (los paneles A y B muestran los valores promedio). Para cada célula,
también se estimaron los pardmetros de mdximo % de acortamiento (C, D) velocidad de contraccion (E, F)
y relajacién (G, H). Las barras ilustran los respectivos promedios y errores estdndar °p < 0.01, ® p <0.005, ¢
p <0.05. [Basada en datos de Monsalvo-Villegas, 2015]

Dicho efecto, por cierto, ya ha sido documentado en ventriculos. Mas concretamente, Nguyen y

colaboradores tras inducir un infarto en ratones, observaron que el ventriculo izquierdo de
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animales tratados con PFD expulsa mayor porcentaje de sangre con respecto a los animales que

no recibieron dicho tratamiento (véase la Fig.18E de Antecedentes; Nguyen et al., (2010).

En la figura 30, la contractilidad se registrd simultdneamente con transitorios Ca®*. Eso permitié
analizar la sefial de Ca?*, descubriéndose que, en miocitos auriculares, PFD promueve la presencia
de no sélo transitorios de Ca?* de mayor magnitud, sino también de niveles de Ca?* diastdlico mas

bajos (en comparacion con los controles; Fig. 32, auricula).
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Figura 32. La pirfenidona optimiza la liberacién de Ca** del RS en miocitos intactos (no sujetos a patch
clamp). A, B) Se grafica la media de transitorios Ca* que fueron obtenidos en células que fueron
estimuladas eléctricamente: A — miocitos auriculares (42 CN, 37 PFD), B — miocitos ventriculares (81 CN,
80 PFD). También se muestran valores (media + ES) del Ca?* diastdlico (C, D) y sistdlico (E, F), junto con la
amplitud mdxima del transitorio de Ca* (G, H). Los datos ilustrados en color negro y gris indican,
respectivamente, la condicién control y células tratadas con PFD. °p < 0.05, ® p <0.01. [Basada en datos de
Osornio-Gardufio, 2013 y Monsalvo-Villegas, 2015]

Con respecto a los miocitos ventriculares, la PFD no alterd la amplitud del transitorio de Ca?*, sin
embargo, aumenté el nivel del Ca?* sistdlico (Fig. 32, ventriculo). Ademds, PFD aumentd tanto la
velocidad méxima de salida de Ca?* (en auricula, 21.1 + 1.6 ARatio/s vs. 27.5 * 1.5 Aratio/s; p <
0.05) como el retardo entre la aplicacién del pulso eléctrico y el inicio de la fase de decaimiento

del transitorio de Ca®* (en ventriculo, 84 + 4 ms vs. 95 + 4 ms; p < 0.05).

64



Como consecuencia de estos cambios, PFD genera un aumento en la integral de la fase inicial del
transitorio de Ca?* (Fig. 33). Se puede concluir entonces que, en cardiomiocitos intactos, PFD
induce un estimulo en CICR y por lo tanto también mejora la contractilidad (Figs. 30 y 31).
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Figura 33. Integral de la fase inicial del transitorio de Ca*. La integral se estimé como el drea bajo la
curva, desde la aplicacion del estimulo hasta la amplitud mdxima del transitorio. Los datos fueron
obtenidos a partir del mismo grupo de células que en la figura 32. ° p < 0.05, en comparacion con su
respectivo control (barras negras).

También se construyeron diagramas de fase, para analizar la sensibilidad de los miofilamentos a
Ca?* (Fig 34). Los resultados correspondientes indican que, en miocitos ventriculares, PFD no sélo
aumenta el porcentaje de acortamiento (Figs. 30 y 31) sino que también desplaza los diagramas

hacia a la derecha; es decir, hacia concentraciones mayores de Ca?* (Figs. 34A y 34B).

En contraste, los miocitos auriculares no presentaron dicho desplazamiento, aunque si mostraron
un aumento en la velocidad de relajacién que se presenta al final del ciclo (Fig. 34C). Dicha
aceleracién, por cierto, también se presentd en miocitos ventriculares (Fig. 34C) y sugiere que
PFD promueve una desensibilizacién de los miofilamentos a Ca%* (Spurgeon et al., 1992), que

aparentemente es compensada por niveles mds elevados de [Ca%*]; y de esa manera predomina

el estimulo en la contraccion.
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Figura 34. Efectos en la sensibilidad de los miofilamentos a Ca**. A) Ejemplos de diagramas de fase de
longitud celular (eje vertical) versus relacion de fluorescencia de Fura-2 (eje horizontal) que se utilizaron
para analizar la sensibilidad de los miofilamentos a Ca?:. Los insertos ilustran regiones que se utilizaron
para estimar la pendiente de relajacion, y representan la zona que corresponde a un 90-95 % de relajacion.
B, C) Resumen de los valores estimados para el nivel de Ca** en el que se presenta un 50 % de la relajacion
(B) y las pendientes obtenidas tras ajustar el segmento final de relajacion a una linea recta (A, insertos). En
B, también se muestra el nimero total de células investigadas. ° p < 0.05, ® p < 0.005, °p < 0.001. [Basada
en experimentos de Osornio-Gardufio, 2013 y Monsalvo-Villegas, 2015]

Tal como se describidé en los antecedentes. la proteina cinasa dependiente de cAMP (PKA)
fosforila elementos clave del AEC. Por lo tanto, decidimos investigar si esta proteina pudiese estar
implicada en el estimulo de la contractilidad que provoca PFD. Con esa idea en mente, se
expusieron miocitos a un inhibidor de PKA (PKI, el cual permea a través de la membrana

plasmatica).

La exposicion fue de 30 min, justo antes de iniciar los registros, y se midieron tres parametros:
porcentaje maximo de acortamiento, y velocidades maximas de contraccién y relajacién. En las
figuras 35A y 35B se presentan trazos representativos, mientras que los valores de los pardmetros

se muestran en las figuras 35C-35H.
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Figura 35. PKA participa parcialmente en los efectos contrdctiles de PFD. A, B) Trazos representativos de
contractilidad que fueron obtenidos en miocitos que fueron cultivados 1-2 dias en condiciones control (CN)
o presencia de pirfenidona (PFD). Adicionalmente, algunos de ellos se incubaron en presencia de un
inhibidor de PKA (PKl), 30 minutos antes de obtener los registrar. C-H) Resumen de las mediciones
obtenidas a partir de trazos como los que se ilustran en A y B. También se muestra el numero total de
células investigadas (en Cy F). Barras blancas — CN, barras grises — PFD.
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En términos generales, se encontrd que el inhibidor de PKA atenua los efectos de PFD (llevando
el promedio de las mediciones a un nivel comparable a lo observado en células control, no

expuestas a PKI). Lo cual sugiere que PKA podria, efectivamente, actuar como intermediario.

Sin embargo, es importante mencionar que el nivel de atenuacién no fue suficiente como para
llevar los parametros a los niveles observados en la condicidon control mas PKI. En consecuencia,
la accion de PFD se puede dividir en dos partes: una dependiente y otra independiente de PKA.

Esta Gltima se observa claramente, al analizar, Unicamente, datos que involucran PKI (Fig. 35).

A continuacidn, se investigd la posibilidad de que PFD regule la generacidn de radicales libres. A
los 2 dias de cultivo, las células tratadas con PFD presentaron niveles mads bajos de fluorescencia

de un sensor de ROS, con respecto a las células control (CM-H.DCF DA, Figs. 36A y 36B).
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Figura 36. Curso temporal de los niveles de produccion de radicales libres. Los cardiomiocitos se cargaron
con una mezcla 1:1 de Fura-2 y un sensor de fluorescencia para ROS (A, B) o NO (C, D). En cada celda, la
sefial fluorescente del sensor se dividié por la de Fura-2 (la cual se usé como un control de carga). Se
muestran niveles de fluorescencia que representan la produccién de ROS (A, B) y NO (C, D) en funcién del
tiempo de cultivo, bajo condiciones control (simbolos negros) o en presencia de PFD (simbolos grises). Los
valores de “p” representan diferencias significativas entre control y PFD (ANOVA). Los datos se obtuvieron
de un minimo de ocho (D, 8 h; CN y PFD) y un mdximo de 55 (A, 24 h; PFD) cardiomiocitos.

Con relacién a la intensidad de fluorescencia de un sensor de NO (DAF-FM DA), descubrimos que
PFD provoca un aumento cercano al 30 % exclusivamente en miocitos auriculares (Figs. 36C y
36D). Estos cambios requieren un periodo minimo de incubacion de 8 h, para hacerse evidentes

y eso sugiere que probablemente dependen de cambios a nivel de sintesis proteica.
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En miocitos ventriculares también se estudid la generacién de ROS ante una exposicion aguda a

agentes oxidantes.

Mas concretamente, evaluamos la produccién de ROS en células que se expusieron brevemente
(30 min) a acetaldehido (ACA) o perdxido de hidrégeno (H202). Tal como era de esperarse (a partir
de los resultados mostrados en la figura 36), la produccién de ROS fue menor en células tratadas

con PFD, con respecto a células CN (Fig. 37, PFD vs. CN).

Asimismo, la ofensiva oxidante causé un aumento significativo en la produccién de ROS, tanto en
células CN (Fig. 37, barras blancas) como tratadas con PFD (Fig. 37, barras grises). No obstante, la
produccién de ROS fue idéntica, estadisticamente hablando, en las siguientes tres condiciones
experimentales: CN, PFD+ACA, y PDF+H,0, (Fig. 37). En consecuencia, se pude concluir que la
pirfenidona atenua el estrés oxidativo, no sélo en condiciones basales, sino también en presencia

de agentes prooxidantes (Figs. 36 y 37).
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Figura 37. Células tratadas con PFD presentan baja produccion de ROS ante una exposicion aguda a
agentes oxidantes. Niveles de produccion de ROS que fueron estimados tal como se muestra en la figura
36 (CN, PFD), excepto que algunas determinaciones se realizaron en presencia de acetaldehido (ACA) o
H,0; (200 mM, 30 min). Adicionalmente, y a diferencia de la figura 36, todas las mediciones fueron
normalizadas con respecto al promedio observado en células control (CN). Las barras blancas y grises
indican miocitos ventriculares control (CN) y tratados con PFD, respectivamente. °p < 0.005, en
comparacion con CN.
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Las acciones de PFD a nivel de la actividad del NCX (Fig. 29) y la generacién NO (Figs. 36C y 36D)
se podria explicar por un posible cambio en los niveles de expresion de proteinas involucradas,
ya sea en el transporte de sodio o la sintesis de NO. Para investigar dicha posibilidad, se llevd a
cabo un analisis de western-blot. Los resultados obtenidos indican que PFD no altera el nivel de
expresion del NCX (Fig. 38), lo cual sugiere que, en células tratadas con PFD, la incapacidad del
Na* para expulsar Ca®* (Fig. 29) se debe a una menor actividad de un nimero fijo de

intercambiadores.
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Figura 38. Doble regulacion de la expresion de nNOS por PFD. (A) Niveles normalizados de la
inmunoreactividad que se logro detectar en miocitos expuestos a anticuerpos primarios contra NCX, eNOS
y nNOS (como control de carga se usé 8-tubulina). Las barras representan el resumen de datos que fueron
obtenidos a partir de un total de tres a cuatro experimentos independientes. Barras negras — CN, barras
grises — PFD. “p < 0.05, en comparacioén con su respectivo control. (B) Ejemplos de western blots que se
analizaron para generar los datos que se muestran en (A).
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De hecho, PFD tampoco alteré la expresion de la isoforma endotelial de la éxido nitrico sintasa
(eNOS; p > 0.3, Fig. 38). En contraste, si logramos detectar una doble regulacién de la isoforma
neurona (NNOS). Concretamente, el nivel de expresidon de esta enzima se incrementé en un ~60

% en miocitos auriculares y disminuyd en un ~55 % en miocitos ventriculares (Fig. 38).

Estos datos sugieren que, en auricula, un mayor nivel de expresiéon de la nNOS (Fig. 38) es
suficiente para lograr incrementar la tasa de produccién de NO (Fig. 36D). Por el contrario, en
ventriculo, una menor expresion de la enzima (Fig. 38) es insuficiente para alterar la produccidn

de NO (Fig. 36C).

Se ha demostrado que, en estado estacionario, los movimientos de Ca%* estan equilibrados y, por
lo tanto, el cardiomiocito no presenta cambios netos en sus niveles de Ca®*. En parte, eso se debe
que el RS cuenta con mecanismos que se oponen a una posible sobrecarga o vaciamiento.
Adicionalmente, el Ca?* que entra al citosol puede ser tanto expulsado al medio extracelular como
regresado al RS (a través de NCX y SERCA respectivamente; como revisién, véase Eisner et al.,
2017). En este sentido, nuestros resultados sugieren que, en células tratadas con PFD, la mayor
entrada de Ca%* (a través de los canales L) también se acompafia de al menos dos de las siguientes

acciones compensatorias:
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Figura 39. PFD promueve un aceleramiento en la cinética de inactivacion de Ic.. Fraccion de I, que
permanece no inactivada después de 30 ms y 100 ms de despolarizacion. Los resultados se obtuvieron a
partir de las mismas células que se presentaron en las figuras 28D (auricula, a +10 mV) y 28E (ventriculo, a
+20 mV). a, b y c representan diferencias significativas (p<0.005, p<0.05 y p<0.001), en comparacion con
el control respectivo (barras negras).

71



1.- PFD acelera la inactivacion de Ca%* Cay1.2. Tal como como se puede observar en la figura 39,
las células tratadas con PFD presentan una lca que se inactiva con una cinética ~30 % mas rapida
que en células control. Por lo tanto, aun cuando la entrada de Ca®* a través de Cay1.2 es mayor
durante los primeros 10 ms, la subsecuente cinética de inactivacidon acelerada necesariamente
implica una dréstica reduccion del influjo de Ca%* (en al menos 30 a 100 ms subsecuentes a la

despolarizacion, Fig. 39).

2.- PFD aumenta los niveles de recaptura de Ca%* al RS, de manera proporcional a su efecto en la
magnitud del transitorio de Ca?*. A partir de los datos de mostrados en las figuras 28 y 29 se puede
concluir que los transitorios Ca?*, grandes y pequefios, retornan a niveles basales de Ca?* con una
cinética similar (misma constante de tiempo o t). Eso significa que PFD no modifica la actividad
de SERCA (Figs. 29A-29C). Sin embargo, ese hallazgo también implica que el nivel de recaptura de

Ca®* al RS es necesariamente mas alta en los transitorios de mayor amplitud.

En otras palabras, nuestra conclusion de que PFD no altera los valores de t (Figs. 29A-29C) no
significa que SERCA sea incapaz de detectar el aumento cercano al 100 % en la amplitud del
transitorio de Ca?*. Por el contrario, se puede demostrar que SERCA detecta este cambio y, en
consecuencia, también acelera la recaptura de Ca?* al RS. La demostracidn consiste en estimar el
decaimiento de los transitorios de Ca?* en valores absolutos de AF/F, durante un periodo fijo de
tiempo. Por ejemplo, a los 100 ms, el declive en AF/F (A100) es mayor en células tratadas con PFD
con respecto al control (Fig. 40A). En consecuencia, si se grafican los valores de Aigo en funcion
de la amplitud maxima del transitorio, queda claro que PFD aumenta la velocidad de recaptura

(como una consecuencia natural de haber optimizado la magnitud de los transitorios (Fig. 40B).

Figura 40. La cantidad de Ca** que regresa al RS es mayor en células tratadas con PFD, en comparacion
con los controles. A) La grdfica se construyd utilizando valores promedio de t(Figs. 29By 29C) y transitorios
de Ca* (figura 28), conforme a: A0 = A [1- (exp - (ti00/ 7)]; en donde, A es valor al pico del transitorio de
Ca?*, tioo representa 100 ms, y Aioo significa el declive estimado en A en 100 ms. B) Mismos datos que en A
(A100) pero presentados en funcién de la amplitud médxima del transitorio de Ca* (en vez de V). Una
ecuacion lineal se usé para ajustar datos de exclusivamente células control (simbolos negros).
Subsecuentemente, con los pardmetros obtenidos se proyectd una funcion tedrica (linea sdlida; el
coeficiente de correlacion, o r, fue igual a 0,999). Nétese que dicha proyeccion describe no sélo a los datos
de células control, sino también a aquellos obtenidos en células tratadas con PFD (simbolos grises),
indicando que PFD no modifica la actividad SERCA, sino que ésta se estd alimenta de una mayor cantidad
de sustrato (Ca*). [Basada en datos de Osornio-Gardufio, 2013 y Monsalvo-Villegas, 2015] =
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DISCUSION

Los miocitos cardiacos son de suma relevancia para el bombeo de sangre, y su funcion se ve
comprometida en una amplia gama de alteraciones cardiacas. Por otro lado, varios estudios han
demostrado que modelos animales de enfermedad cardiovascular desarrollan sintomas mas
leves si se tratan con PFD (Adamo et al., 2018; Lee et al., 2006; Li et al., 2017; Miric et al., 2001;
Mirkovic et al., 2002; Nguyen et al., 2010; Van Erp et al., 2006; Wang et al., 2013; Yamagami et
al., 2015; Yamazaki et al., 2012). Sin embargo, los efectos de PFD en la funcién del miocito todavia
no habian sido publicados, al inicio de esta tesis. De hecho, fue gracias a una combinacion de los
resultados de ésta y dos tesis anteriores (Osornio-Gardufio, 2013; Monsalvo-Villegas, 2015), que
finalmente se logré conformar un manuscrito (Monsalvo-Villegas, Osornio-Garduiio and Avila,
2018). Este se envid al Frontiers in Physiology, a finales del 2018. Concretamente, la fecha de
envio fue el 24 de septiembre y la aceptacidn ocurrié dos meses después (29 de noviembre). Los
objetivos de la tesis fueron redondear lo observado en las tesis de maestria ya mencionadas y
ahondar en el conocimiento de la influencia que PFD ejerce a nivel de: Ic,, transitorios de Ca?*,
ganancia del AEC, contenido de Ca?* del RS, contractilidad, ROS, NO y niveles de expresién de
algunas proteinas relacionadas (NCX, eNOS y nNOS). De esta manera se logré demostrar que PFD
regula no sélo a Cayvl.2 (Ramos-Mondragén et al., 2012) sino también al AEC y a la CICR.
Adicionalmente, se encontrd que PFD: mejora el nivel y cinética de contractilidad, atenla el estrés
oxidativo, y finalmente inhibe la expulsién del Ca?* citosdlico que ocurre a través del NCX y otros

mecanismos secundarios.

Mecanismos moleculares

La ventaja de estudiar al AEC en células “intactas” (i.e., cuya manipulacion consistié Unicamente
en cargarlas con Fura-2 AM) es que las observaciones respectivas podrian tener mayor relevancia
fisioldgica, en comparacidn con aquellas obtenidas en experimentos de whole-cell patch-clamp.
Sin embargo, esa ventaja ocurre a costa de una gran opacidad de los mecanismos subyacentes.
Este problema se origina en que las mediciones dependen de muchas variables y procesos, cuyas
magnitudes son desconocidas y ademas estan interrelacionadas. Tal es el caso del potencial de

membrana en reposo, la fraccion de canales inactivados, la afinidad de los miofilamentos por Ca?*
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y la composicion idnica del citosol (Bers, 2001). Por el contrario, interpretar los resultados de
whole-cell patch clamp es mas sencillo, porque se rompen varios circuitos de retroalimentaciony
ademas se miden muchas variables directamente o en su defecto permanecen constantes (por
ejemplo, Ica, Cm, Vm, niveles de Ca?* intracelular, soluciones de registro). Por lo anterior, en este
trabajo se optd por combinar ambos enfoques y se logré concluir que PFD optimiza la
contractilidad del sarcomero y por ende del cardiomiocito, mediante un incremento en la
magnitud de Ica que conlleva a un mayor nivel de liberacion de Ca%* del RS. Dada la relevancia

total de esta conclusidn, enseguida se exponen los posibles mecanismos subyacentes.

En una publicacion previa se demostré que PDF aumenta el numero de canales Cayl.2
funcionales, pero no el nivel de expresién de estos (Ramos-Mondragén et al., 2012). Estas
observaciones, combinadas con lo reportado en esta tesis, en el sentido de que la magnitud de
los transitorios de Ca%* también se incrementa, pero sin que se presenten cambios en el contenido
de Ca?* del RS (Figs. 28 y 29), sugieren que PFD logra que se reclute a un mayor nimero de
unidades de liberaciéon de Ca?*. Los miocitos auriculares y ventriculares presentan diferencias
importantes en cuanto a su estructura y funcionamiento (Bootman et al., 2011). Por lo tanto,
consideramos muy interesante investigar, en un futuro cercano, las bases moleculares y
ultraestructurales que podrian explicar el reclutamiento de tales unidades de liberacién de Ca?*.
Inicialmente, se podria proponer un modelo simplificado, en el que tales unidades si existen en
células control, pero se encuentran inaccesibles o "silenciosas". Una suposicidn inherente a dicho
modelo es que, en células control el Ca?* citosdlico no logra activar al 100 % las unidades de
liberacion de Ca?* (incluso a voltajes donde Ica alcanza su valor maximo) y PFD lleva este sistema

a un nivel mas cercano a la saturacion.

Existen pruebas a favor de que algo similar es posible, en miocitos auriculares de rata. Se sabe
asi, que los transitorios de Ca?* provocados directamente por Ica son incapaces de reclutar a RyRs
que se localizan en regiones centrales de la célula, debido a la baja existencia de tubulos T (TT).
Aparentemente, las mitocondrias actian como un buffer de Ca* y eso complica la libre difusion
del ion, obstruyendo asi la activacién de los RyRs de "reserva" (Mackenzie et al., 2004). Sin
embargo, dicha reserva si se logra reclutar en condiciones excepcionales, tales como durante la
estimulacion B-adrenérgica, y en teoria, también en respuesta a PFD. Esta interpretacion se basa

en las siguientes observaciones (i) PFD inhibe la recaptura de Ca?* por los sistemas lentos e
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independientes de Na*, que muy probablemente podrian incluir al transporte mitocondrial; y (ii)
la mayor densidad de Ica en células tratadas con PFD podria generar un pequefio aumento en la
[Ca?*]i de la periferia celular, y (iii) como consecuencia de lo anterior (un mayor gradiente quimico
combinado con menor cantidad de pozas, o buffers) el Ca?* periférico estaria logrado difundir a

porciones centrales de la célula.

En el caso del ventriculo, se puede proponer un modelo similar, aunque éste depende de una
situacidon mas fisiopatoldgica. En 1997, Goémez y sus colaboradores descubrieron que los miocitos
ventriculares con hipertrofia (derivados de ratas hipertensas) presentan un fendémeno al que se
le podria llamar “desacople EC”. Brevemente, dicho fendmeno consiste en que la Ica sélo logra
activar a una pequefia fraccién del transitorio de Ca?* que se obtiene normalmente, en miocitos
sin hipertrofia. Este defecto no se debe a que exista una disminucién en el contenido de Ca?* del
RS, sino que mas bien se adjudica a un posible cambio en la microarquitectura de la diada (Gémez
et al., 1997). En apoyo a esa interpretacion, se ha visto que, en corazones hipertrofiados, tanto el
sistema de TT como otras estructuras, se encuentran efectivamente alteradas (Page and
McCallister, 1973). Ademds, existen evidencias biofisicas de que, en los miocitos con hipertrofia,
el canal L se encuentra mds alejado de los RyRs. Mas concretamente, estas células presentan una
Ica que se caracteriza por una cinética de inactivacion muy lenta, sugiriendo que una sefial
retrograda que inactiva a los canales L estd debilitada. En otras palabras, Cay1.2 esta libre de
inactivacidon por Ca?*, porque la lca que transporta no logra activar, eficientemente, a los RyRs
(que en condiciones de hipertrofia se ubican en lugares mas alejados. Un aspecto interesante, es
gue esta alteracidn cinética, asi como el desacople EC se pueden revertir mediante una

estimulacion B-adrenérgica (Gomez et al., 1997).

En nuestros experimentos es probable que los miocitos ventriculares también hayan desarrollado
un cierto grado de desacople EC, pues se mantuvieron en cultivo durante 1 a 2 dias. En términos
generales, los miocitos ventriculares de rata mantienen sus propiedades estructurales intactas
por lo menos durante tres dias de cultivo. Sin embargo, existen pequefios cambios
ultraestructurales que se manifiestan a tiempos mas cortos. Tal es el caso de una internalizaron
de discos intercalados, que se presenta desde las primeras 24 h (Mitcheson, Hancox and Levi,
1998; Hammer et al., 2010). Pudiera ser entonces que exista un paralelismo entre el desacople

EC que desarrollan los miocitos con hipertrofia, junto con su susceptibilidad de restauracion por
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agentes B-adrenérgicos y los miocitos ventriculares en cultivo, cuyo AEC es optimizado por
pirfenidona. Otra evidencia indirecta a favor de tal semejanza es que en la condiciéon “PFD” el
aumento en la magnitud del transitorio de Ca%* se acompafia de una mayor velocidad de

inactivacion de Ica (Fig. 39), lo cual refleja una mejor interaccion funcional entre LTCC y los RyRs.

En un trabajo previo se especuld que la PFD podria disminuir la produccion de NO en
cardiomiocitos (Ramos-Mondragon et al., 2012), basandose al menos parcialmente en evidencia
obtenida en hepatocitos (Nakanishi et al., 2004; Tsuchiya et al., 2004). En esta tesis; sin embargo,
se demostré que, en miocitos ventriculares la PFD no altera la tasa de produccion de NO (a pesar
de que provoca una reduccién significativa en los niveles de expresion de nNOS). No sdlo eso,
también se demostré que en miocitos auriculares el compuesto aumenta la producciéon de NO (lo
cual probablemente se debe al aumento observado en la cantidad de nNOS). La sefalizacién NO
es tan relevante como compleja (como revisién, véase Simon et al., 2014). Esa complejidad se
origina, al menos parcialmente, en que nNOS y eNOS presentan diferencias importantes en
cuanto a distribucién subcelular. La primera tiene una distribucidon aledafia al RS y, en
consecuencia, se piensa que modula primordialmente a SERCA y al RyR. Por el contrario, se ha
planteado que la eNOS tiene capacidad para regular predominantemente a las proteinas que
controlan los flujos de Ca?* en el sarcolema, tales como al NCX, la Ca**—ATPasa de la membrana

plasmatica (PMCA), y al Cav1.2 (Jian et al., 2014).

Otro nivel de complejidad surge de la interaccion existente entre nNOS y ROS. Por ejemplo, en
miocitos auriculares, tanto la expresion nNOS como los niveles de NO estan inversamente
acoplados con cambios sostenidos en la tasa de produccién de ROS (p.eg., Figs. 36B y 36 D). Por
el contrario, se ha reportado que la actividad de la nNOS activa a su vez, a la via de sefializacién:

ROS—NADPH oxidase 2 (Nox2) (Girouard, H. et al., 2009).

Aunado a lo anterior, resulta que la sefalizacién rio abajo del NO se divide en al menos dos
grandes avenidas. Una de ellas consiste en provocar directamente modificaciones
postransduccionales conocidas como S-nitrosilacién, mientras que la otra se caracteriza por
inducir una modulacién de guanilato ciclasa o GC; que a su vez regula a las proteinas cinasa
dependientes de ¢cGMP y cAMP (PKG y PKA). En consecuencia, pensamos que un estudio

sistematico acerca de la doble regulacién de nNOS por PFD (Fig. 38) podria comenzar utilizando
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moduladores selectivos no sdlo para cada isoforma de NOS sino también para PKG y PKA. Ademas,
dicho estudio se deberia de complementar con mediciones no sélo de contractilidad, sino
también de niveles de produccién —global y local— de ROS, NO y Ca?*. Con respecto a PKA,
nuestros resultados preliminares sugieren que esta quinasa estd involucrada, al menos

parcialmente, en la regulacion positiva de la contractilidad (Fig. 35).

La participacion de PKA en los efectos de PFD se evidencid inicialmente a raiz de que un inhibidor
de PKA (PKI) y un activador de dicha cinasa (CAMP), presentes en la solucién interna de registro
bloquearon y mimetizaron, respectivamente, el efecto de PFD en la Ica, por lo que se dedujo que
probablemente PFD aumenta el nivel de fosforilacion de Cay1.2 por PKA (Ramos-Mondragon et
al., 2012). No obstante, al igual que con lo observado a nivel de la contractilidad, PKA sélo
contribuye a explicar parcialmente el efecto en Cay1.2. En teoria, PFD podria estar aumentando
la actividad de PKA mediante posibles cambios en la distribucidn de ciertas proteinas que anclan
a PKA (AKAPs, Fig. 10). Por ejemplo, PFD podria promover la asociacion de AKAP15 con el CTP de
Cav1.2, favoreciendo de esa manera la fosforilacion del residuo Ser'’® del canal (Fuller et al.,
2010), que se traduciria en un aumento en la P, y por ende, en Gmax. Sin embargo, todavia se

requiere mayor investigacion, para poder validar o desechar esta hipdtesis.

A nivel de miofilamentos, existen otras cinasas ademas de PKA, que los modulan, tal es el caso de
PKG, PKD y PKC (Layland, Solaro and Shah, 2005; Solaro, Henze and Kobayashi, 2013). Las dos
primeras fosforilan a cTnl y en consecuencia provocan una menor fuerza contractil, asi como
desaceleracién de la contraccion. Estos efectos las descartan como posibles intermediarios en las
acciones estimuladoras de la contractilidad por PFD. La PKC, por su parte, si ejerce efectos
potenciadores similares a los de la PKA, por lo que representa un fuerte candidato para explicar

el componente insensible a PKA (Fig. 35).

El disefio experimental de esta tesis implicd caracterizar cambios duraderos y persistentes en la
funcién del cardiomiocito, a diferencia de posibles acciones rapidas y facilmente reversibles. Fue
por ello que las células se expusieron a PFD durante un minimo de 4 h (a 37°C, en medio de
cultivo) y se realizaron experimentos de 15 a 50 minutos después de haber finalizado el
tratamiento; es decir, utilizando soluciones extracelulares carentes de PFD. Por lo tanto, se puede

decir que los cambios que estamos reportando persisten aun en ausencia de PFD. De hecho, a

78



nivel de produccién de radicales libres, los cambios significativos se observan hasta después de 8
h de tratamiento (Fig. 36). Por lo tanto, es muy probable que en nuestros experimentos PFD
inicialmente regule el nivel de expresidn de proteinas (por ejemplo, proteinas relacionadas con el
estrés oxidativo, por ejemplo, la nNOS), y esto, a su vez, conduzca a efectos en la tasa de

produccién de radicales libres y en la funcién celular.

No obstante, todavia no se ha establecido la secuencia precisa de eventos subsecuentes al inicio
de los tratamientos con PFD, y es probable que algunos de ellos estén acoplados. Por ejemplo, en
los miocitos auriculares, la inhibicion de la produccién de ROS (Fig. 36B) pudo ser responsable del
aumento en la expresiéon de nNOS (Fig. 38) y por ende también de los niveles mas altos de sintesis

de NO (Fig. 36D).

Los diferentes cursos temporales representan evidencia indirecta al respecto. Especificamente,
la produccidon de ROS comienza a regularse después de 8 h de tratamiento (Fig. 36B; auricula),
mientras que el estimulo en la generacion de NO requiere 24 h para hacerse evidente (Fig. 36D;
auricula). Este modelo esta de acuerdo con resultados de Kar y sus colaboradores, quienes
demostraron que una exposicion prolongada de miocitos auriculares (de la linea celular HL-1) a
H.0; provoca un nivel bajo de expresiéon de la nNOS (Kar, Kellogg and Roman, 2015). Pareciera
ser entonces que, en miocitos auriculares las ROS controlan a largo plazo, tanto la expresion de

nNOS como la sintesis del NO.

También se ha reportado que las ROS estimulan a la actividad del NCX (véase, por ejemplo,
Goldhaber, 1996; Santacruz-Toloza et al., 2000; Kuster et al., 2010). Se piensa que el estimulo se
debe a modificaciones redox del intercambiador, que probablemente interfieren con la
inactivacion dependiente de Na* (Santacruz—Toloza et al., 2000). Por lo tanto, es posible que en
nuestras condiciones control la actividad del NCX esté siendo sostenida, basalmente, por ROS. De
ser asi, PFD podria estar eliminando ese apuntalamiento, al disminuir la produccién de ROS y eso
explicaria la inhibicion del intercambiador. Por el contrario, en miocitos auriculares varios
antioxidantes clasicos —como DMSO, glutatiéon y N-acetilcisteina (NAC)— no reproducen el
efecto de PFD en Ic,, por lo que las ROS no parecen estar involucradas en la regulacion por PFD
de Cav1.2 (Ramos-Mondragén et al., 2012). Por lo tanto, es probable que PFD actue a través de

otros blancos moleculares ademas de ROS.
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Relevancia fisiopatoldgica

Al margen de los mecanismos moleculares precisos involucrados, es probable que los resultados
de esta tesis sean relevantes, fisiopatolégicamente hablando. /In vivo, la PFD disminuye la
susceptibilidad a desarrollar arritmias (AF y taquicardia ventricular), y se piensa que estos efectos
dependen de una inhibicién concomitante de fibrosis (Lee et al., 2006; Nguyen et al., 2010). Sin
embargo, es posible que los cambios que aqui se estan reportando, junto con los reportados por
Ramos-Mondragén et al., 2012 también contribuyan. Por ejemplo, la mayor actividad de Cay1.2
y el incremento en la duracién del PA, podria incrementar el periodo refractario lo cual disminuye
el riesgo de arritmias a través de prevenir lo que se conoce como electrical reentry (Ramos-
Mondragén et al., 2012; Avila et al., 2014). Ademas, la menor actividad del NCX podria estar
disminuyendo la probabilidad de posdespolarizaciones tardias (DADs por sus siglas en inglés), las

cuales provocan inestabilidad eléctrica y arritmia (Voigt et al., 2012).

La estimulacién de la CICR, el AEC y la contractilidad, por su parte, podrian ser de importancia
para explicar por qué la PFD mejora: i) la presién ventricular disminuida que se presenta en
ratones con distrofia muscular (mdx, Van Erp et al., 2006), y ii) la fraccion de expulsion ventricular

izquierda en ratas sometidas a un infarto al miocardio (Nguyen et al., 2010).

Finalmente, consideramos que la inhibicién de la produccién de ROS por PFD podria ser relevante
en términos mas generales. Es bien sabido que estos radicales libres estan involucrados en varias
afecciones cardiacas, incluyendo arritmias, infarto al miocardio, hipertrofia, cardiomiopatia
alcohdlica e insuficiencia cardiaca (como revisiones, véanse, Zhang et al., 2004; Korantzopoulos
et al., 2007; Kohler, Sag and Maier, 2014). Por lo tanto, es muy probable que el prevenir dafio

oxidante sea un paso fundamental en los efectos cardioprotectores de PFD.
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CONCLUSIONES

Los efectos de pirfenidona se pueden clasificar con base en el tipo celular, concretamente...

En ambos, cardiomiocitos auriculares y ventriculares:

1.

Aumenta la amplitud de la corriente y de los transitorios de Ca?*, sin modificar el

contenido de Ca?* del RS

Disminuye la remocién lenta de Ca?*, insensible a Na* extracelular

Inhibe la actividad del NCX sin modificar sus niveles de expresién

No modifica la actividad de la bomba SERCA ni la expresion proteica de eNOS

Disminuye el insulto oxidativo, tanto en condiciones basales como en presencia de

agentes oxidantes, resultando en menor estrés oxidativo.
Estimula a CICR y la contractilidad

Sus efectos dependen parcialmente de la actividad de PKA

En miocitos auriculares:

> Incrementa niveles tanto de nNOS como de NO

En miocitos ventriculares:

> Disminuye la expresion de nNOS sin que se modifiquen el nivel de NO
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PERSPECTIVAS

Algunas de las perspectivas del trabajo se han ido mencionado a lo largo de la discusidn. Aqui se
presentan de manera resumida.
1. Determinar en cardiomiocitos si un tratamiento de 1-2 dias con PFD modifica:

» La expresion de proteinas antioxidantes y pro-oxidantes

» En extractos nucleares, la presencia de factores transcripcionales implicados en la sintesis

de proteinas antioxidantes, tales como Nrf-2 y NF-kB

2. Investigar la participacion de PKG y PDEs en los efectos de PFD en el AEC, mediante:
» Mediciones de contractilidad

» Registros simultaneos de Ica y transitorios de Ca®*

3. Determinar si PFD provoca un cambio en la P, de los canales de Ca?* tipo L

4. Evaluar si PFD provoca cambios en el AEC en células de musculo esquelético, concretamente,
en:

> Miotubos de la linea celular C2C12

» Fibras musculares procedentes de animales modelo de distrofia muscular

5. Investigar si los siguientes compuestos sintéticos, similares a PFD, también modifican el AEC
y la generacion de radicales libres:

» Fluorofenidona (AKF-PD)

> Br-fluorofenidona

6. Evaluar una posible modulacién rapida en la produccién de ROS por los derivados de la

piridona mencionados.
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