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Introduccion

El efecto inotrépico producido por la inhibicion de la bomba Na'/K'-ATPasa con digitalicos ha sido usado para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca por mas
de 200 anos. Sin embargo, la ventana terapeutica de estos farmacos se ve limitada por la potencial aparicion de arritmias. Recientemente demostramos que
estas arritmias estan mediadas por la fosforilacion del Receptor de Rianodina (RYR2), lo cual promueve la pérdida diastélica espontanea de Ca™ del reticulo
sarcoplasmatico (RS) hacia el citosol \”. La extrusion de estos iones Ca"™ ocurre a través del intercambiador Na‘’/Ca" y genera una corriente despolarizante capaz
de disparar un potencial de accion ectopico.

Teniendo en cuenta que el Carvedilol y sus analogos de similar estructura quimica pero sin su accion [3-bloqgueante, son capaces de prevenir las arritmias
inducidas por sobrecarga de Ca"™ del RS al reducir el tiempo de apertura del RYR2 | hipotetizamos que estos podrian prevenir las arritmias inducidas por
digitalicos.

Adicionalmente, los digitalicos aun en dosis subarritmogeénicas, promueven necrosis y apoptosis de los cardiomiocitos mediante un mecanismo que implica la
activacion de la quinasa dependiente de Ca™*/Calmodulina tipo Il ¥y que podria involucrar la apertura espontanea de los RYR2 como evento patogénico.

Por estas razones, nos proponemos evaluar el impacto que la estabilizacion farmacologica de los RyR2 tiene sobre: la propension arritmogénica de los
cardiomiocitos tratados con dosis toxicas de Ouabaina en forma aguda, y la viabilidad de cardiomiocitos cultivados en presencia de dosis subarritmogéenicas de
Ouabaina.

Materiales y métodos

Los experimentos fueron realizados en cardiomiocitos obtenidos de ratas wistar macho de 2-3 meses, mediante la digestion enzimatica del corazon. Para evaluar
el perfil contractil y el manejo de Ca™ intracelular, se los traté con Ouabaina 50 uM en forma aguda y se realizo:

-Registro de acortamiento mediante video-deteccion de bordes celulares.

-Estimacion del contenido de Ca™ dentro del RS, estudiando mediante microscopia de epifluorescencia la liberacion de Ca™ hacia el citosol en respuesta a la
aplicacion de un pulso de Cafeina en cardiomiocitos incubados con Fura-2.

-Mediante microscopia confocal se calculd la velocidad de las ondas de Ca** (Ca™ waves) en cardiomiocitos incubados con el indicador sensible a Ca™ Fluo-3.

Para estudiar el efecto de la ouabaina sobre apoptosis/necrosis: se cultivaron cardiomiocitos de rata durante 24 hrs, en presencia y ausencia de ouabaina2 uMy
se calculo el porcentaje de celulas viables por método morfometrico (celula viva: largo/ancho > 3/1).

El Carvedilol y su andlogo no f3-bloqueante previenen la descarga

Resultados

1. La exposicion aguda a concentraciones altas de Ouabaina promueve
la descarga arritmogénica de Ca™/contraccion espontdnea de los

2. El carvedilol resulta efectivo para reducir la descarga arritmogénica de

Ca” inducida por Ouabaina.
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0.5hz minutos y el panel B presenta la variacion porcentual en la amplitud de

contraccion celular (efecto inotropico) a los 15 minutos de tratamiento con
Ouabaina 50 yM. Los cardiomiocitos tratados con Carvedilol o Atenolol (1 yM en
ambos casos) fueron preincubados durante 30 minutos y mantenidos en
presencia de estas drogas durante el tratamiento con Ouabaina. Estos
resultados indican que el Carvedilol, no asi el Atenolol, logra prevenir el desarrollo
del perfil arritmogénico pero interfiere con el desarrollo del efecto inotropico
esperado.

4. E| efecto antiarritmico del VK-II-86 no se debe a una reduccion del
contenido de Ca™ del RS ni a una menor sensibilidad de los RYR2 al Ca™

Registros representativos de acortamiento celular muestran el efecto
iInotropico positivo desarrollado en cardiomiocitos de rata durante el
tratamiento con Ouabaina 50 yM, el cual se asocia con un incremento en €l
numero de contracciones espontaneas (CE), que son registradas al retirar el
marcapaseo eléctrico y reflejan la descarga espontanea de Ca ™ del RS hacia
el citosol.

3. El andlogo no B-bloqueante del Carvedilol (VK-II-86) es capaz de
prevenir la descarga arritmogénica de Ca™ inducida por Ouabaina sin
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Resultados promedio muestran que el tratamiento con VK-II-86 1 uM reduce
significativamente el numero de contracciones espontaneas en cardiomiocitos
aislados (A), sin afectar la magnitud del efecto inotropico positivo desarrollado
durante el tratamiento con Ouabaina 50 yM (B). (n=14 por grupo)

En “A” se presentan resultados promedio de la amplitud de la liberacion de Ca™
inducida mediante la aplicacion de pulsos de Cafeina 15 mM. Se observa que el
tratamiento con VK-11-86 no modificd el contenido de Ca™ dentro del RS en

5. La estabilizacidn de los RyR2 previene la muerte celular inducida por cardiomiocitos tratados con Ouabaina 50 yM durante 15 minutos. En "B” se

Ouabaina observan resultados promedio y registro representativo que muestran que el

tratamiento con VK-II-86 no modifico |la velocidad de propagacion de las ondas
de Ca alolargo de los cardiomiocitos.

Conclusiones

%0 Concluimos que el tratamiento combinado de Digitalicos con analogos del
g5 10 Carvedilol podria ampliar la ventana terapéeutica de los primeros, al reducir
= 60- el riesgo de arritmias mediante la estabilizacion de los RYR2 sin afectar su
5 50- efecto inotropico. Adicionalmente, nuestros resultados indican que la
§ 40 - estabilizacion de los RYR2 es capaz de prevenir la muerte celular
2 3- _ promovida por el tratamiento prolongado con dosis sub-arritmogénicas de
z 20 - Ouabaina.
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