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3. ABREVIATURAS

AMC Autofagia mediada por chaperonas

CE Compuesto E

DHPR Receptor de dihidropiridinas

DMEM Medio de cultivo modificado Eagle Dulbecco
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EROs Especies reactivas del oxigeno

GA Geldanamicina

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
HCI Acido clorhidrico

Hsc70 “Heat shock cognate 71 KDa”, chaperona
Hsp90 “Heat shock protein 90 KDa”, chaperona
HUVEC Células endoteliales de vena umbilical de humano
I/R Isquemia/reperfusion

lo lonomicina

KO “Knock-out”

LAMP-2A Proteina asociada a la membrana lisosomal tipo 2A
LE Leupeptina

M199 Medio 199

NAC N-acetilcisteina

NacCl Cloruro de sodio

PBS Amortiguador fosfato salino

PS1y?2 Presenilinaly 2

PVDF Polivinilideno de difluorido

RIP Protedlisis intramembrana regulada

RyR2 Receptor de Ryanodina tipo 2

SEM Error medio estandar



4. RESUMEN

Mecanismos de degradacion del receptor de ryanodina tipo 2:
Participacion de la autofagia mediada por chaperonas.

El receptor de ryanodina tipo 2 (RyR2) desempefia un papel crucial en el
corazén ya que permite la salida de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico
para activar la contraccion, por tanto la regulacién de sus niveles es vital para el
buen funcionamiento del cardiomiocito. EI RyR2 cardiaco se degrada en
patologias como la isquemia/reperfusion (I/R), por tanto el balance entre los
diferentes sistemas de degradacion de proteinas puede ser trascendental en su

homeostasis.

Para determinar si el lisosoma, a través de la autofagia mediada por
chaperonas (AMC) participa en la degradacion del RyR2 se utilizaron cultivos
primarios de cardiomiocitos de ratas estimuladas con geldanamicina (GA). Esta
droga es un clasico inductor de esta via degradativa.

En presencia de GA, el contenido del RyR2 disminuye 50% respecto al control.
La prevencién del aumento de especies reactivas del oxigeno (EROS)
generadas por GA evit6 la degradacion del RyR2. Sin embargo, esta inhibicion
de EROs no impidi6 la activacion de la AMC observados previamente en
presencia de GA. Por otra parte, la presencia de GA aumentd la aparicion de
fragmentos del RyR2 en el citosol, lo cual no se observo al inhibir la generacion
de EROs.

A diferencia de lo observado en el modelo de I/R, las calpainas no estarian
implicadas en la protedlisis del RyR2, dado que no se observé aumento en su
activacion en presencia de GA. Sin embargo, se determino la participacion de

las presenilinas en la protedlisis del RyR2 durante el estimulo con GA.



El conjunto de estos datos sugieren que el aumento de las EROs podrian
mediar la oxidacion de RyR2. Las presenilinas podrian estar implicadas en la
protedlisis intramembrana que permitiria la salida de los fragmentos de RyR2 al
citosol para su posterior degradacion a través de la autofagia mediada por
chaperonas.



5. SUMMARY

Degradative mechanisms of ryanodine receptor type 2:
role of chaperone-mediated autophagy.

Ryanodine receptor type 2 (RyR2) has a key role in the heart, releasing
calcium from the sarcoplasmic reticulum to activate myocardial contraction.
Therefore, RyR2 level and activity are required for the proper cardiomyocyte
function and an adequate balance between its synthesis and degradation is

important in calcium homeostasis.

Our aim was to determine the involvement of chaperone-mediated autophagy
(CMA) on RyR2 degradation. To test this, primary cultured cardiomyocytes were

exposed to geldanamycin (GA) to induce CMA.

Our results show that GA decreased in 50% RyR2 level as compared to control.
The antioxidant n-acetyl cisteine also prevented RyR2 degradation but no
increase in LAMP-2A levels were observed. ROS inhibition also induced a

decrease in cytosolic fragments of RyR2.

No increase in calpain activity was detected using a-spectrin as specific
substrate. However, the role of presenilin on RyR2 degradation was evidenced

using the specific inhibitor compound E.

Taken together, these data suggest that ROS increase could mediate RyR2
oxidation and presenilins could be implicated in RyR2 intramembrane
proteolysis which allowed the release of RyR2 fragments to the cytosol and to

induce its degradation through CMA.



6. INTRODUCCION

6.1 Generalidades

El corazdn es el érgano responsable de bombear la sangre hacia el resto
del cuerpo a través de contracciones y relajaciones repetidas (sistoles y
diastoles, respectivamente). Las células encargadas de generar dicho

movimiento son los cardiomiocitos.

Distintas proteinas estan implicadas en la contraccion del cardiomiocito, entre
ellas se encuentra el canal de calcio inserto en la membrana del reticulo
sarcoplasmatico denominado receptor de ryanodina tipo 2 (RyR2). Este
receptor es responsable de la salida del Ca*? desde el interior del reticulo hacia
el citoplasma, activado por una respuesta del tipo “liberacién de calcio inducida

por calcio” (1-2).

Variaciones en los niveles proteicos del RyR2 podrian afectan la homeostasis
del calcio y consecutivamente la correcta contraccion del cardiomiocito (3). Se
ha demostrado su vital importancia en el desarrollo embrionario del corazén (4),
por lo tanto la disminucion en su contenido observado en patologias como la
diabetes mellitus (5) y la I/R (6) en modelo animal, deben tener consecuencias
importantes alun no estudiadas en profundidad. Por lo tanto, es de vital

importancia conocer las vias a través de las cuales el RyR2 es degradado.

6.2 Receptor de ryanodinatipo 2 (RyR2)

Los receptores de ryanodina (RyRs) son tetrameros, donde cada

subunidad tiene una masa aproximada de 560 KDa. Se encuentran insertos en



la membrana del reticulo sarcoplasmatico (Fig. A) y son responsables de la
liberacién de calcio desde reservorios intracelulares durante la excitacion-

contraccion en los musculos esquelético y cardiaco (7).

En mamiferos se han descrito tres isoformas del RyR; siendo la isoforma 2
(RyR2) la que se expresa en el corazon (8). Aproximadamente el 90% de la
cadena polipeptidica del RyR2 forma un dominio citoplasmatico voluminoso. El
10% restante de la secuencia del RyR (regién C-terminal) constituye la regiéon

transmembrana y el poro del canal (7).

Durante algunas patologias cardiacas como la isquemia/reperfusion, esta
proteina es rapidamente degradada, lo que podria traer como consecuencia
una disfuncién cardiaca y un mayor grado de muerte de los cardiomiocitos

posterior a la isquemia/reperfusion (6).

Figura A. Estructura del RyR2 en la
membrana del reticulo sarcoplasmaético.
Se observa el gran dominio
citoplasmatico que conforma la

Membrana Reticulo e gty ctura de esta proteina.
Sarcoplasmaético

Citoplasma

6.3 Mecanismos de degradacion proteica

Todas las células, incluido los cardiomiocitos deben mantener un
equilibrio entre la sintesis y la degradacion de todos sus componentes

incluyendo proteinas y organelos. Al encontrarse sometidas constantemente a

14



diferentes tipos de estrés, los cuales pueden ocasionar dafio y mal plegamiento
de las proteinas, las células deben contar con un sistema de control de calidad.
Esta evaluacién se lleva a cabo por la accion coordinada de las chaperonas y

sistemas proteoliticos, para asi mantener la homeostasis celular.

Cuando se detectan conformaciones proteicas anormales o inestables, las
chaperonas son las encargadas de inducir un correcto plegamiento. Sin
embargo, si el proceso de reparacién no es efectivo, las proteinas aberrantes
deben ser eliminadas para evitar interacciones que lleven a la formacion de
complejos toxicos para la célula. La degradacion de estas proteinas o aquellas
que han cumplido su ciclo de vida se lleva a cabo a través de 2 vias: el
proteosoma y/o el lisosoma. En algunos casos se requiere ademas la accion de

las proteasas como parte de estos sistemas de degradacién (9-10).

En el caso de las proteinas del lumen de los organelos, como el lisosoma y las
mitocondrias la degradacion depende de la actividad de proteasas luminales.
En cambio las proteinas del reticulo endoplasmatico requieren una
retrotranslocacion hacia el citoplasma para su posterior degradacion a través de

la via proteosomal.

Existe gran debate respecto a los mecanismos por los que se degradan las
proteinas de membrana, como las presentes en el reticulo endoplasmatico.
Diferentes estudios indican que el proteosoma seria el principal protagonista en
la degradacion de estas proteinas (11-12). Sin embargo, otras investigaciones
han revelado que algunas proteasas son necesarias para la extraccion de estas
proteinas desde la membrana hacia el citoplasma, donde el proteosoma u otros
mecanismos como el lisosoma, podrian degradar los péptidos previamente

proteolizados (13). De acuerdo a estos antecedentes, el lisosoma podria



constituir una via degradativa alternativa para este tipo de proteinas. Sin
embargo, existen pocos estudios que hayan indagado tal posibilidad.

La degradacion de proteinas a través del lisosoma se denomina autofagia (14).
Este proceso participa en la degradacion de proteinas de vida media larga y
organelos, especialmente en condiciones patolégicas, mientras que la via
proteosomal se encarga principalmente de las proteina de vida media corta y

proteinas mal plegadas o agregadas (15).

Por otra parte, las proteasas desempefian un papel clave en la degradacion de
proteinas. En el caso de las proteinas de membrana del reticulo
endoplasmatico, varias de ellas requieren la accion previa de estas enzimas
antes de su degradacién proteosomal o lisosomal. Las calpainas y las caspasas
son proteasas que participan en la protedlisis de diversas proteinas (16-17).
Como se mencion6 anteriormente durante la isquemia/reperfusion cardiaca se
genera dafio y degradacion de diversas proteinas, entre las que se encuentra el
RyR2.

Nuestro laboratorio ha mostrado la degradacion del RyR2 en los cardiomiocitos
sometidos a I/R, ocurre a través de las calpainas y el proteosoma (6). Datos de
nuestro laboratorio indican ademas, que bajo otros estimulos, el lisosoma

podria ser la via implicada en la degradacion de esta proteina.

Por otra parte, existen otras proteasas que realizan cortes intramembrana,
llamadas Reguladoras de la Protedlisis Intramembrana (RIP) (18). Las RIP
estan formadas por cuatro familias de proteasas, cada una denotada por la
enzima que tipifica cada grupo: sitio-2 proteasa (S2P) metaloproteasas, y-
secretasa y aspartico proteasas, sefal péptido peptidasa (SPP) y las romboide

serina proteasas (19).



Las presenilinas (PS) son aspartico proteasas que forman parte del centro
catalitico del complejo y-secretasa (20). Se conocen dos isoformas PS1 y PS2,
éstas son proteinas integrales de membrana y en tejido cerebral se localizan
predominantemente en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi (21).
Las presenilinas se encuentran expresadas en humanos y ratas en diversos
tejidos, incluyendo el corazén (22). En la literatura se describe su participacion
en el acoplamiento de la excitacién-contraccion por su interaccion con el RyR2
en corazon (18). Se ha observado colocalizacidon de ambas proteinas (PS2 y
RyR2) en el reticulo sarcoplasmético durante la liberacion de calcio en
neuronas asi como la coinmunoprecipitacion de la porcion N-terminal y C-

terminal de PS2 y la porcidon N-terminal de PS2 con el RyR (23).

En resumen, se conoce que las presenilinas interactian y regulan la funcion del
RyR2. Sin embargo, se desconoce si su actividad proteasa podria estar

implicada en la degradacion de este canal de calcio.

6.4 Degradacion de proteinas cardiacas

Todos los sistemas de degradacion de proteinas mencionados
previamente; proteosoma y lisosoma ademas de distintas proteasas, estan

presentes en el tejido cardiaco (24-25)

Las calpainas y las caspasas son proteasas que participan en la protedlisis de
distintas proteinas. En la isquemia/reperfusion cardiaca se genera dafio y
degradacion de diversas proteinas, entre las que se cuenta al RyR2. En este

modelo, su degradacion esta mediada por calpainas y el sistema ubiquitina-



proteosoma (6). Esto podria alterar la sefalizacion de calcio en el corazén y
contribuye a los efectos adversos de la remodelacion producida por I/R (6).
6.5 Autofagia

La autofagia es una via catabdlica que sirve principalmente como un
proceso adaptativo y protector en diferentes tipos de enfermedades, incluyendo
las patologias cardiacas. Sin embargo, también puede contribuir a la muerte

celular cuando se produce una desmesurada activacion (26).

Se encuentran descritos tres tipos de autofagia; la macroautofagia, la
microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (AMC). Se define como
macroautofagia a la degradacion no selectiva de proteinas u organelos a través
de la formacién de novo de vacuolas de doble membrana o autofagosomas.
Durante el proceso, esta membrana se elonga envolviendo a las proteinas u
organelos que iran a degradacion para finalmente fusionarse con el lisosoma,

conformando el autofagolisosoma o autolisoma (15).

La microautofagia es constitutiva y se caracteriza porque el propio lisosoma

engloba tanto proteinas solubles como organelos completos (27-28)

La AMC es una autofagia inducible y selectiva por la cual proteinas
citoplasmaticas son degradadas en el lisosoma (29). Cuando esta via se activa,
las proteinas a ser degradadas, son reconocidas a través de una secuencia de
5 aminoacidos (KFERQ) (30), o una bioguimicamente relacionada, por las
chaperonas Hsc70 y las cochaperonas Hsp40. Estas chaperonas las marcan y
las conducen a los lisosomas para su posterior degradacion (31). El lisosoma
posee en su membrana el receptor lisosomal asociado a la membrana tipo 2A
(LAMP-2A), el cual reconoce las proteinas a ser degradadas y permite la
translocacion de las mismas al lumen de este organelo (32). El mecanismo por

el cual interaccionan las proteinas sustrato y el receptor lisosomal del AMC es



aun desconocido. Sin embargo, se encuentra descrito que el bloqueo de este
transportador por medio de anticuerpos internalizados por endocitosis resulta en
la inhibicion de la AMC (33).

La AMC puede presentar actividad basal en algunos tejidos, pero su maxima
activacion ocurre en respuesta a diferentes estresores como la privacion
prolongada de nutrientes (34), exposicion a compuestos téxicos (35) o estrés
oxidativo (36). Esta activacién es dependiente del tejido. En el ser humano se

activa preferencialmente la AMC en higado, rifién, bazo y corazén (26).

Un marcador de la activacion de esta via es el aumento en los niveles de Hsc70
y LAMP-2A y su colocalizacién. Por otra parte, la unién de los sustratos con el
receptor LAMP-2A es el paso limitante para la degradacion de proteinas a

través de esta via (37).



6.6 Geldanamicinay autofagia mediada por chaperonas

Se ha descrito la activacion experimental de la AMC del fibroblasto a
través un compuesto exdgeno denominado geldanamicina (GA) (38). Esta
benzoquinona ansamicina, es un antibiético que presenta actividad antitumoral
y es producido por las bacterias Streptomyces hygroscopicus variedad geldanus
(39).

Tanto la geldanamicina como sus derivados son utilizados como drogas
anticancerigenas debido a su accion inhibitoria sobre la actividad ATPasa de las
Hsp90 “chaperone heat shock protein”. La disminucion en la actividad o la
inactivacion de esta chaperona induce desplegamiento de las proteinas y
exposicion de residuos que actian como sefiales de degradacién reconocidas
por chaperonas implicadas en la AMC, la cual bajo estas condiciones es
activada (40).

Por otra parte, la GA posee en su estructura un grupo quinona (Fig. B) que
genera el radical anion superéxido (O;7). Parte de la citotoxicidad de estas
drogas del tipo ansamicina se atribuye a la generacion de dichos radicales
libres (41).

Hasta el momento se desconoce el mecanismo exacto a través del cual la

geldanamicina activa la AMC.

Figura B. Estructura de la geldanamicina.




6.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se considera un determinante clave en la

fisiopatologia de numerosas enfermedades, incluyendo las cardiovasculares.

Con respecto a la autofagia se ha observado que cuando se induce estrés
oxidativo existe la participacion de los lisosomas en la eliminacién de las
proteinas oxidadas y una de las vias activadas es la de la AMC. La activacion
de esta ultima por estrés oxidativo se logra a través de la regulacion de los
componentes especificos del complejo de translocacion lisosomal, chaperonas
y el receptor de la membrana lisosomal (36). Sin embargo, aun se desconoce Si
dicha activacion se debe a la regulacion directa de algiin componente clave de
esta via o debido al aumento de proteinas oxidadas que constituye un sustrato
para la AMC.

6.8 RyR2y autofagia mediada por chaperonas

Debido a la importancia que conlleva la regulacion de los niveles del
RyR2 para una apropiada funcién cardiaca, nuestro Laboratorio esté indagando
las vias que podrian mediar la degradacion de este canal de calcio. Conforme a
esto, nuestros datos muestran que cuando los cardiomiocitos presentan
aumentada la actividad de la AMC por estimulo con GA, en paralelo existe una
disminucion de los niveles del RyR2. También sugieren que el lisosoma, a
través de la autofagia mediada por chaperonas, seria la via implicada en la

disminucién de dichos niveles del RyR2.

Se ha descrito que la AMC interviene s6lo en la degradacion de proteinas

citoplasmaticas (29, 42). En esta tesis se ha planteado como objetivo estudiar



como una proteina de membrana como el RyR2 puede ser conducida por la via
de la AMC hasta el lisosoma para su posterior degradacion.

En la busqueda de nuevas vias involucradas en la degradaciéon de proteinas de
membrana, nuestro grupo de trabajo investigd sobre la participacién de la AMC
como via alternativa al proteosoma para el RyR2. Sin embargo, adn se
desconocen cuales son los mecanismos responsables y como esta proteina
integral de membrana es conducida hasta el lisosoma para la degradacion via
AMC.



7. HIPOTESIS

“La degradacion del receptor de ryanodina tipo 2 a través de la autofagia
mediada por chaperonas depende de la generacion de especies reactivas de
oxigeno, activacion de las calpainas y/o protedlisis intramembrana en el

cardiomiocito.”

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de las especies reactivas de oxigeno, calpainas y
protedlisis intramembrana en la degradacion del receptor de ryanodina tipo 2 a
través de la autofagia mediada por chaperonas en cultivos primarios de

cardiomiocitos de ratas.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar si la generacion de especies reactivas de oxigeno se relaciona con

la degradacion del RyR2 a través de la autofagia mediada por chaperonas.

e Investigar el papel de las calpainas en la degradacion del RyR2 a través de

la autofagia mediada por chaperonas.

e Determinar si la protedlisis intramembrana del reticulo sarcoplasmatico se
requiere para la degradacion del RyR2 a través de la autofagia mediada por

chaperonas.



10. MATERIALES Y METODOS
10.1 Cultivos primarios

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité de Uso y
Cuidado animal de la Universidad de Chile y conforme a la Guia de Uso y
Cuidado de animales de laboratorio publicado por los Institutos Nacionales de
Salud (NIH Publication N° 85-23, 1996).

Los cardiomiocitos se aislaron de corazones de ratas Sprague Dawley neonatas
de 1 a 3 dias, utilizando pancreatina (1,2 mg/mL) y colagenasa (0,2 mg/mL)
como enzimas de digestion (43). Las células obtenidas se preplaguearon para
separar los cardiomiocitos de los otros tipos celulares y se sembraron en placas
de 35 mm 6 100 mm (Falcon, BD Biosciences, Oxford, UK) precubiertas con
gelatina, conteniendo una cantidad de células determinadas, 1,0 u 8,0 x10°
células/placa, respectivamente. Las células se mantuvieron por 24 h previas al
experimento en medio de cultivo modificado Eagle Dulbecco y medio M199

(DMEM/M199; proporcion 4/1), que contienen suero fetal bovino al 10%.

Los cultivos primarios estaban conformados por un 95% de cardiomiocitos, lo
cual se evalué morfolégicamente o a través de un anticuerpo contra la cadena
pesada de la B-miosina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), descrito

anteriormente.(44)

Las células se mantuvieron en un incubador con una atmésfera de 95% O, y
5% CO..



La pancreatina, DMEM, M199, 123-dihidrorodamina, E64d, N-acetilcisteina,
ionomicina se obtuvieron de Sigma-Aldrich Corp St Louis, MO, USA.
Geldanamicina se adquirié de Enzo Life Science Inc. Farmingdale, NY, USA. La
leupeptina, pepstatina A metil ester y el compuesto E, se adquirieron en Merck
& Co. Whitehouse Station, NJ, USA. El kit de deteccion de proteinas
carboniladas, Oxyblot se adquiri6 de Millipore Corp., Bedford, MA, USA. La
colagenasa se adquirié de Invitrogen, Paisley, Scotland, y el suero fetal bovino

de Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel.


http://es.wikipedia.org/wiki/Nueva_Jersey

10.2 Extraccion de proteinas y analisis del Western blot

Posterior a los estimulos, las células se sembraron y se lavaron con PBS
frio para eliminar restos celulares. Los cardiomiocitos se cosecharon luego de la
adicion del amortiguador de lisis (en mM): Tris—HCI (75), NaCl (225), EDTA
(1,5), Nonidet P-40 (4,5%, wl/v), vanadato de sodio (5), fluoruro de sodio (40),
fosfato de sodio (10), y un conjunto de inhibidores de proteasas (Complete,
Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania); pH 7,4 final. El lisado se centrifug6 a
4 °C por 10 min a 10,000 x g, recuperandose el sobrenadante. Las proteinas se
separaron por SDS-PAGE en geles en gradiente 3,5-8% para RyR2 y
LAMP-2A, geles al 15% para a-espectrina. Luego de la electroforesis, las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Millipore Corp.,
Bedford, MA, USA).

Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-RyR2 (Affinity Bioreagents Inc.
Golden, CO, USA y Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA ),
anti-LAMP-2A (Zymed laboratorios, San Francisco, CA, USA), anti-B-actina
(Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA), anti-a-espectrina (Millipore Corp.,
Bedford, MA, USA), anti-DHPR (Receptor de Dihidropiridina, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA), anti-gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA). Luego de la
incubacion con el anticuerpo secundario respectivo, la reaccidon antigeno
anticuerpo se detectd por quimioluminiscencia (Amersham, Biosciences,
Uppsala, Suecia) y se cuantificO por analisis densitométrico con el programa
Quantity One (BioRad, Hercules, CA, USA). Los resultados se normalizaron

respecto a la cantidad de p-actina o a-espectrina total.



10.3 Fraccionamiento subcelular

Posterior a los estimulos, las células se lavaron con PBS 1x frio y se
cosecharon luego de la adicion de amortiguador de lisis MOPS-Sacarosa
(MOPS-Tris 20 mM, Sacarosa 0,3 M, pH 7,0) junto al inhibidor de proteasas
(Complete, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Las células se
homogeneizaron y sonicaron por 2 min. Posteriormente se realiz6 una
centrifugacion por 5 min a 2000 x g a 4 °C para eliminar las células no lisadas y
restos no solubles. ElI sobrenadante se centrifugd en una ultracentrifuga a
100.000 x g, por 1 h a 4 °C. El sobrenadante obtenido corresponde a la fraccién
citosdlica y la pella a la porcion enriquecida en membrana que se reconstituy6
con 100 ul de amortiguador MOPS-Sacarosa con inhibidores de proteasas.

Todas las muestras posteriormente fueron analizadas a través de Western blot.

10.4 Deteccién de proteinas carboniladas

Posterior a los estimulos, las células se lavaron con PBS 1x frio y se
cosecharon luego de la adicion de amortiguador de lisis (en mM): Tris—HCI (75),
NaCl (225), EDTA (1,5), Nonidet P-40 (4,5%, w/v), vanadato de sodio (5),
fluoruro de sodio (40), fosfato de sodio (10), y un conjunto de inhibidores de
proteasas (Complete, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania); pH 7,4 final. El
lisado se centrifugd a 4 °C por 10 min a 10,000 x g, recuperandose el
sobrenadante. Posteriormente se utilizd6 el kit de deteccion de proteinas
carboniladas, Oxyblot (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). Este kit permite el
reconocimiento inmunoldégico de los grupos carbonilo a través de la
derivatizacion de estos grupos a 2,4-dinitrofenilhidrazonas al reaccionar con
2,4-dinitrofenilhidrazina, procedimiento que se realiz0 anterior al Western blot

tradicional.



10.5 Otros procedimientos

Las especies reactivas de oxigeno, radicales hidroxilo o superoéxido, se
detectaron utilizando la sonda 123-dihidrorodamina (Sigma-Aldrich Corp. St
Louis, MO, USA). Esta sonda al oxidarse por las especies reactivas del oxigeno

es capaz de ser detectada a través de citometria de flujo.

La cuantificacion de proteinas se determiné a través del método Lowry descrito

previamente (45).

Las incubaciones con GA (2 uM) para la medicion de especies reactivas del
oxigeno se realizaron por 2 h. El resto de los experimentos se llevaron a cabo
por 6 h, los distintos inhibidores: N-acetilcisteina (NAC 3 mM), leupeptina (LE 10
uM), E64d (15 pM), pepstatina A metil ester (PME 28 uM), compuesto E (CE 10
nM) se incubaron por 30 min, anterior a la coincubacion con GA (2 uM). El
ion6foro ionomicina (0,5 y 1 pM) se incub6 por los ultimos 30 min de la
incubacion de 6 h con GA (2 uM).

10.6 Analisis estadistico

Los datos mostrados corresponden al promedio + S.E.M. de un
determinado numero de repeticiones independientes (n). Los datos se
analizaron por ANOVA de una via seguido por un test Tukey. Las diferencias se

consideran significativas cuando P<0,05.



11. RESULTADOS

Como se mencioné anteriormente, trabajos previos de nuestro
Laboratorio indican que GA activa la AMC en cultivos primarios de
cardiomiocitos de ratas, lo que provoca degradacion del RyR2 a través de esta

via.

11.1 Geldanamicinainduce la aparicion del RyR2 en la fraccion citosolica

Siendo la AMC una via de degradacién de proteinas solubles del
citoplasma, el primer paso para determinar el mecanismo por el cual una
proteina de membrana como el RyR2 puede ser degradado a través de esta via
es averiguar si esta proteina o fragmentos proteolizados de la misma pudieran
aparecer en el citoplasma luego del tratamiento con GA (2 uM) por 6 h. Para
ello se realiz6 centrifugacion diferencial de las muestras estimuladas con esta

droga.

En las muestras provenientes de una fraccion enriquecida en membranas se
observo la sefial del RyR2 en su tamafio correspondiente a 560 KDa, tanto en
los controles como los estimulados con GA. Los niveles del RyR2 en la fraccion
de membrana proveniente de muestras estimuladas con GA se presentan
disminuidos con respecto a la de los controles. Los resultados obtenidos desde
la fraccion citosolica indican la presencia del RyR2 y al parecer fragmentos
proteolizados del mismo, tanto en las muestras controles como en las muestras
estimuladas con GA. Sin embargo, las muestras estimuladas con GA presentan

un mayor nivel de dichos fragmentos (Figura 1).



Los resultados sugieren que GA podria aumentar la aparicion de la proteina
completa en citoplasma asi como sus fragmentos, encontrandose disponible
para ser degradado a través de la AMC. Esto se llevaria a cabo a través de un
posible aumento en la protedlisis del RyR2 a través de proteasas. Por lo tanto
los resultados de fraccionamiento celular mas que ser determinantes sugirieron

el camino a seguir.

Para determinar la pureza de las preparaciones se determind la presencia de la
enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) presente sélo en
citoplasma como marcador de la porcion citosolica y la presencia del receptor
de dihidropiridinas (DHPR) presente s6lo en membrana como marcador de la

fraccion de membranas (Fig. 1).
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Figura 1. Efecto de la geldanamicina en la protedlisis y localizacion del RyR2 en cardiomiocitos

Los cardiomiocitos estimulados con Geldanamicina (GA) presentan un aumento de posibles fragmentos
(«—) del RyR2 en la fraccién citosélica con respecto a los controles (C) visualizados a través de Western
blot. El receptor de dihidropiridinas (DHPR) y la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se
utilizaron como marcadores de pureza de la fraccién de membranas y citosdlica, respectivamente (n=3).
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11.2 Efectos de geldanamicina en la generacién de especies reactivas
del oxigeno

El estrés oxidativo produce dafio en la estructura de varias proteinas y, a
la vez, activa diversas vias de degradacion de proteinas tales como la AMC
(36). La GA contiene en su estructura una benzoquinona que puede generar
EROs, lo cual fue descrito en células epiteliales de vena de cordon umbilical
(HUVEC) (41). Para conocer si este efecto se observa en cardiomiocitos, los
cardiomiocitos se estimularon con GA (2 uM) y posteriormente se midieron los

niveles de EROs por citometria de flujo con la sonda 123-dihidrorodamina.

En primer lugar se realiz6 un estudio temporal de generacion de EROs por GA
(Figura 2A). Los resultados indican que a partir de las 2 h de incubacion con la
droga existe un aumento significativo de 1,93 £ 0,23 veces, en la produccién de

EROs respecto al control (p<0,05 vs control).

Para confirmar que la sefial obtenida por citometria correspondia a la presencia
de EROs, se utilizo el antioxidante NAC para inhibir su aumento. Se evaluaron
distintas concentraciones utilizadas en literatura (1, 3 y 5 mM), la adicion de
NAC se realiz6 30 min previos a la coincubacion con GA. La NAC en una
concentracion de 3 mM previno completamente la formacion de EROs
(Figura 2B) luego de 2 h de incubacién de las células con GA (2 uM). Esta

concentracion de NAC se utilizé para los experimentos posteriores.
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Figura 2. Efecto de la geldanamicina (GA) en la generacién de especies reactivas de oxigeno
(EROs) en los cardiomiocitos

(A) Generacion de EROs tras diferentes tiempos de incubacion de los cardiomiocitos con GA (n=4). Los
valores se expresan como promedio + SEM. *p<0,05 vs control (C)

(B) Inhibicién de la generacion de EROs por el antioxidante NAC 3 mM (n24). Los valores se expresan
como promedio = SEM. *p<0,001 vs control (- -); #p<0,001 vs GA

Los graficos de barras muestran los resultados de las mediciones obtenidas normalizados respecto al
control.
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11.3 Geldanamicina induce estrés oxidativo y dafio a proteinas en los
cardiomiocitos

Las EROs son normalmente generadas como resultado del metabolismo.
Sin embargo, cuando se produce estrés oxidativo es producto de un aumento
en la generacion o disminucién en su degradacién por los mecanismos de
defensa presentes en la célula. Los efectos de las EROs pueden ser deletéreos,
interrumpiendo el normal funcionamiento celular pudiendo llegar a la muerte
(46).

Para conocer si la generacion de EROs por GA podia relacionarse con un dafio
proteico directo e irreversible como la carbonilacion, se evaluaron los niveles de

proteinas totales carboniladas de las células estimuladas con GA.

El experimento se llevo a cabo luego de 6 h de incubacion con GA (2 uM), ya
que fue el tiempo en que se describié la activacion de la AMC por GA en
trabajos previos realizados en nuestro Laboratorio. Este tiempo se establecié

también para los experimentos posteriores.

Los resultados indican que las EROs generadas en los cardiomiocitos
estimulados previamente con GA produjeron un efecto directo sobre las
proteinas celulares, aumentando su carbonilacion. Este efecto se previno por la

coincubacién de la GA con NAC (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la geldanamicina (GA) en la determinacion de los niveles de proteinas

carboniladas en los cardiomiocitos

Western blot representativo del total de proteinas carboniladas en muestras controles, estimuladas con GA

y estimuladas con GA y NAC.
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11.4 ElI aumento de especies reactivas del oxigeno depende de
geldanamicina e induce la degradacion del RyR2 pero no activa la
autofagia mediada por chaperonas

Se habia observado previamente la degradacion RyR2 a través de la
AMC, por activacion de esta via con GA. Para conocer la participacion de las
EROs en este proceso se incubd por 6 h con GA (2 uM) en presencia o

ausencia del antioxidante NAC (3 mM).

Los resultados muestran que la degradacion del RyR2 observada en
cardiomiocitos estimulados con GA es totalmente prevenida si dicha incubacién
se realiza en presencia de NAC (Figura 4A). Este hallazgo indica que la
generacion de EROs se encuentra directamente involucrada en la degradacion
del RyR2 dependiente de la presencia de GA.

Como previamente se habia indicado, la presencia de EROs puede inducir la
AMC directamente por la modulaciéon de proteinas que actian en la via. Otra
alternativa es por aumento de la oxidacion y el dafio de las proteinas sustrato
para dicho sistema de degradacion (36).

Para clarificar si el aumento de las EROs induce directamente la AMC por la
regulacion de las proteinas que forman parte de esta via se estudiaron los
niveles de LAMP-2A. ElI LAMP-2A es el receptor lisosomal para las proteinas

sustratos de la AMC, y se utiliza como marcador de activacion de dicha via.

En los cardiomiocitos estimulados con GA se observé un aumento de los

niveles de LAMP-2A, una evidencia de la activaciéon de esta via. Por otra parte,



los niveles de LAMP-2A continlan aumentados en muestras provenientes de la

estimulacién con GA en presencia del antioxidante NAC (Figura 4B).

El conjunto de estos resultados sugieren que la participacion de las EROs en la
degradacion del RyR2 no se debe al aumento de la AMC directamente por
regular las proteinas componentes de la via. Los datos sugieren que su
participacion podria deberse a la oxidacién y dafio permanente de las proteinas

como el RyR2, generando los sustratos para la AMC.
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Figura 4. Efecto de la produccion de especies reactivas del oxigeno dependiente de la
geldanamicina (GA) en la activacién de la autofagia mediada por chaperonas

(A) En la parte superior se muestra un Western blot representativo de los niveles del RyR2 y de $-actina. El
grafico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en presencia de
geldanamicina (GA) y N-acetilcisteina (NAC), n=4. Los valores se expresan como promedio * SEM.
*p<0,0001 vs control (- -), #p<0,001 vs GA

(B) En la parte superior se encuentran los Western blot representativos de los niveles de LAMP-2A y
B-actina. El grafico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en
presencia de geldanamicina (GA) y N-acetilcisteina (NAC), n=5. Los valores se expresan como promedio +

SEM. *p<0,001 vs control (- -)
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11.5 Las calpainas no participan en la protedlisis del RyR2 inducida por

geldanamicina

El RyR2 es una proteina de membrana del reticulo sarcoplasmatico. Se
desconoce cual podria ser el mecanismo a través del cual esta proteina estaria
presente en el citoplasma para su degradacion a través de la AMC. Con este
propoésito se evaluo la participacion de calpainas en la protedlisis anterior a su

transporte hacia el lisosoma.

Existen antecedentes en la literatura que las calpainas son cisteina proteasas
responsables, en parte, de Ila degradacibn del RyR2 durante la
isquemia/reperfusion de los cardiomiocitos (6). En este trabajo se estudid si
estas proteasas son también capaces de proteolizar el RyR2 cuando la AMC se

encuentra activada.

Para inhibir la actividad de las calpainas se utilizaron dos inhibidores de las

cisteina proteasas; leupeptina (LE, 10 uM) y E64d (15 uM).

Los resultados indican que E64d impidi6 completamente la degradaciéon del
RyR2 inducida por GA. Sin embargo, LE sélo lo hizo parcialmente (Figura 5).

Debido a que estos inhibidores no son especificos para las calpainas, sino que
actuan ademas inhibiendo otras cisteina proteasas de la célula, incluyendo las
del lisosoma. De esta manera los resultados obtenidos podrian deberse a la
inhibicion de las proteasas lisosomales (47), y no debido a la accion de las
calpainas sobre el RyR2.



Para establecer una participacion individual de las calpainas en la protedlisis de
RyR2 promovida por la GA en los cardiomiocitos, se analizo la induccién de la
protedlisis de un sustrato especifico de las calpainas, la a-espectrina. Se ha
descrito que las calpainas realizan cortes en esta proteina y la cantidad de los

fragmentos de 150 y 145 KDa se relacionan con su activacion (48-49).

La activacion de las calpainas requiere un aumento de Ca?* citoplasmatico (50).
En base a este antecedente se utilizO como control positivo de la activacion de
estas proteasas ionomicina, un ionéforo que aumenta los niveles intracelulares
de Ca®". Se utilizaron dos concentraciones: 0,5y 1 pM (51) durante media hora

antes de finalizar la incubaciéon con GA.

Los resultados muestran que GA no aumentd la protedlisis de a-espectrina.
Estos resultados sugieren que la GA no activa las calpainas en los
cardiomiocitos con respecto al control. lonomicina (1 uM) produjo un aumento

significativo en la actividad de las calpainas con respecto al control (Figura 6).

El conjunto de estos resultados indican que GA, por si sola, no activa las
calpainas. Por otra parte, los resultados sugieren que el inhibidor E64d estaria
impidiendo la degradacion del RyR2 ya sea por su inhibicion sobre las
proteasas luminales del lisosoma o por su inhibicion sobre otras proteasas que

proteolizan al RyR2.
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Figura 5. Efecto de la inhibicién de la cisteina proteasas en la degradacién de RyR2

(A) En la parte superior se muestra el Western blot representativo de los niveles del RyR2 y B-actina. El
grafico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en presencia de
geldanamicina (GA) y Leupeptina (LE), (n=23). Los valores se expresan como promedio + SEM *p<0,001 vs

control (- -), #p<0,05 vs GA.
(B) En la parte superior se muestra el Western blot representativo de los niveles del RyR2 y B-actina. El

grafico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en presencia de
geldanamicina (GA) y E64d, (n=3). Los valores se expresan como promedio + SEM *p<0,05 vs control (- -),

#p<0,05 vs GA.
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Figura 6. Efecto de la geldanamicina (GA) en la protedlisis de a-espectrina.

En la parte superior se muestra el Western blot representativo de los niveles de a-espectrina proteolizada
y de a-espectrina total. El grafico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del
fragmento proteolizado de 145 KDa de a-espectrina en presencia de GA y de lonomicina (o), (n24). Los
valores se expresan como promedio + SEM *p<0,001 vs control (C).

41



11.6 Participacion de presenilinas en la protedlisis de RyR2 dependiente

de geldanamicina

Al descartar la participacion de cisteina proteasas en la protedlisis de
RyR2 previa a su degradacion por AMC se indago la participacion de aspartico

proteasas, presenilinas, las cuales realizan cortes intramembrana.

Para estudiar si esta proteasa se encuentra involucrada en la degradacion del
RyR2 durante la activacion de la AMC con GA se utilizaron 2 inhibidores; la
pepstatina A metil ester, derivado permeable a la membrana (28 uM) y el CE
(10 nM).

Los resultados sugieren que los cardiomiocitos estimulados con GA en
presencia de la pepstatina A metil ester, un inhibidor general de las aspartico

proteasas, se impide la degradacion del RyR2 (Figura 7A).

Debido a que esta proteasa también inhibe las aspartico proteasas del lisosoma
se utilizé a continuacién un inhibidor especifico de las presenilinas, el CE. Los
resultados muestran que la inhibicion de las presenilinas por el CE impide
totalmente la degradacion del RyR2 inducida por la GA (Figura 7B).

En conjunto estos resultados sugieren que el RyR2 se proteoliza por las
presenilinas en el reticulo sarcoplasmatico durante la activacion de la AMC en

los cardiomiocitos estimulados con GA.
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Figura 7. Participacion de presenilinas en la protedlisis de RyR2 dependiente de geldanamicina

(A) En la parte superior se muestra un Western blot representativo de los niveles del RyR2 y B-actina. El
gréfico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en presencia de
geldanamicina (GA) y pepstatina A metil ester (PME), (n=3). Los valores se expresan como la promedio +

SEM, *p<0,001 vs control (- -), #p<0,0001 vs GA.
(B) En la parte superior se muestra Western blot representativo de los niveles del RyR2 y B-actina. El

gréfico de barras representa la densitometria correspondiente a los niveles del RyR2 en presencia de
geldanamicina (GA) y compuesto E (CE), (n24). Los valores se expresan como la promedio + SEM

*p<0,05 vs control (- -), #p<0,001 vs GA.
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12. DISCUSION

El RyR2 es un canal de calcio inserto en la membrana del reticulo
sarcoplasmatico esencial para la contraccibn miocardica. Conocer los
mecanismos de degradacion de esta proteina, es fundamental para investigar
las posibles consecuencias de su falencia en distintas enfermedades cardiacas,
ademas de disefiar posibles tratamientos.

12.1 Presencia del RyR2 en el citoplasma durante la activacion de la

autofagia mediada por chaperonas por geldanamicina

Para que una proteina de membrana sea degradada a través de la AMC,
es decir reconocida y transportada por chaperonas hacia el lisosoma es
necesario que se encuentre disponible en el citoplasma. Los datos obtenidos en
esta tesis, a través del fraccionamiento subcelular, muestran que fragmentos
proteoliticos del RyR2 se encuentran presentes en la fraccion citosdlica, y que
los niveles de dichos fragmentos aumentan en presencia de GA. Este dato, en
conjunto con resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, donde se
demuestra la participacion del lisosoma y especificamente de la AMC en la
degradacion del RyR2 a través de inhibidores como NH4CI, cloroquina y RNA
interferente para LAMP-2A, muestran que esta via de degradacion de proteinas

es una via potencial de degradacion para el RyR2.

Futuros experimentos deberian estar dirigidos a la secuenciaciéon de los
fragmentos proteoliticos del RyR2 identificados por Western blot durante el
fraccionamiento subcelular para determinar los probables sitios de corte que
sufre dicha proteina. Por otra parte, es necesario estudiar si el aumento de

dichos fragmentos es revertido en presencia del inhibidor de las presenilinas,



CE, para corroborar los datos encontrados en esta tesis, que indican que las
presenilinas estan implicadas en la protedlisis del RyR2.

12.2 Participacion de las especies reactivas del oxigeno en la autofagia

mediada por chaperonas activada por geldanamicina

Se ha informado en otros modelos que GA aumenta los niveles EROs
(41). En este trabajo se mostr6 que esta droga en cardiomiocitos en cultivo
también aumenta las EROs, lo cual conduce a un aumento del estrés oxidativo

en las células y la consecuente oxidacion de las proteinas.

Se encuentra descrito que la oxidaciéon de las proteinas puede producir nuevos
sitios de reconocimiento para las Hsc70 o exponer los sitios presentes en la

secuencia de las proteinas sustratos para la AMC (52).

En nuestro Laboratorio se determind previamente que el RyR2 posee seis
secuencias de reconocimiento para las Hsc70, las cuales podrian ser expuestas
luego de la oxidacion de la proteina. Por lo tanto, el aumento de las EROs
durante la estimulacion de los cardiomiocitos con GA podria contribuir de esta

manera a la degradacion de RyR2 a través de la AMC.

Queda por dilucidar si las EROs oxidarian directamente al RyR2 y si esta
oxidacion seria reversible o irreversible. La oxidacion irreversible que da paso a
la formacién de grupos carbonilos en las proteinas, podria ser determinado a
través del mismo analisis utilizado en este trabajo para carbonilacion de
proteinas totales, considerando una inmunoprecipitacion previa del RyR2.
Ademas falta determinar si dicha oxidacion seria una sefal para su protedélisis y

degradacion a través de la AMC o para la exposicion de sus secuencias de



reconocimiento por las Hsc70. Otra posibilidad es que las EROs estarian
regulando a otras proteinas de la maquinaria degradativa distintas a LAMP-2A.

12.3 Participacion de proteasas en la degradacion del RyR2 a través de la

autofagia mediada por chaperonas activada por geldanamicina

A diferencia de lo observado previamente sobre la degradacién de RyR2
en un modelo de isquemia/reperfusion realizado en nuestro Laboratorio (6), las
calpainas no estarian implicadas en la protedlisis de RyR2. Este hallazgo se
puede deber a que en el modelo de isquemia/reperfusion existe un aumento de
calcio (53) que facilitaria su activacion. En cambio, no se han reportado

aumento en el calcio citoplasmatico inducido por GA.

En la bdsqueda para dilucidar el mecanismo a través del cual el RyR2 puede
ser direccionado hasta el lisosoma para su degradacién a través de la AMC, en
esta tesis se estudio a las presenilinas como probables proteasas implicadas en
dicho mecanismo. Las presenilinas han sido estudiadas méas profundamente por
su importancia en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, pero también se
ha estudiado su relacion con los RyRs. En neuronas, por ejemplo, se ha
descrito que la mutacion de presenilina 2 (PS2) interrumpe la normal
diferenciacion celular, ademas de aumentar la expresién del RyR lo que
provoca una mayor liberacién de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico (54).
En cardiomiocitos de raton se ha descrito la colocalizacion del RyR2 con PS2 y
la regulacién de la salida de calcio desde el reticulo a través del RyR2 por
presenilinas, ya que cardiomiocitos knock-out (KO) para PS2 presentan un

aumento de la liberacién de calcio desde el reticulo sarcoplasmatico (18).

Si bien existen datos en la literatura, como los expuestos anteriormente, que

muestran la regulacion del RyR2 por las presenilinas, no se ha demostrado a



cabalidad que tipo de regulacion es la ejercida. Asi, durante el estado basal las
presenilinas podrian estar modulando su apertura, favoreciendo el cierre del
canal, pero al sufrir esta proteina dafios por ejemplo del tipo oxidativo, podria
estar realizando cortes intramembrana que favorezcan su salida hacia el
citoplasma para el reconocimiento por chaperonas y transporte hacia el

lisosoma.

En este trabajo se revelo la participacién de las presenilinas en la degradacién
de RyR2 a través de la AMC. Sin embargo, no se logré medir su actividad, por
ejemplo a través de un sustrato especifico conocido, como es realizado en
modelos neuronales (55). Tampoco se ha determinado la sefial que estaria
conduciendo a la protedlisis. Ni se ha investigado si la participacion de las
presenilinas se asocia a su actividad dentro o fuera del complejo y-secretasa,
del cual forma parte, lo cual podria ser dilucidado a través de compuestos que
inhiban a otras proteinas claves del complejo, como nicastrina, sin afectar la

actividad de presenilinas.

12.4 Autofagia mediada por chaperonas, una via degradativa alternativa

para proteinas de membrana

Hasta el momento sélo un trabajo ha descrito la degradacion de una
proteina de membrana, el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)
a través de la AMC (56). Por lo cual, las publicaciones aun se refieren a esta via
como exclusiva para la degradacion de proteinas citoplasmaticas. El presente
trabajo muestra la degradacion de otra proteina de membrana, el RyR2, a
través de esta via. Por otra parte en el trabajo sobre la degradacion del EGFR
no se investigd el mecanismo a traveés del cual esta proteina podria ser
degradada a través de la AMC. Los autores utilizaron oxazolina, un analogo

sintético de apratoxina A, para impedir la interaccién especifica entre Hsp90 y



las proteinas sobre las cuales actla, induciendo la degradacion de las mismas
a través de la AMC (56). Por otra parte, en el mismo trabajo comparan los
resultados obtenidos con oxazolina y geldanamicina, encontrando resultados
positivos solo con el primer compuesto. La discrepancia en los resultados
podria explicarse a que en dicho trabajo sélo se utiliz6 la mitad de la
concentracion utilizada para geldanamicina en este trabajo, y utilizada también

por los autores que reportaron la activacion de la AMC por este compuesto (38).

12.5 Relacion entre la disminucion de los niveles del RyR2 y las
cardiomiopatias

Actualmente se conoce la importancia del RyR2 en el desarrollo
embrionario del corazén, se ha demostrado que la carencia del gen codificante
para esta proteina es letal (4). Sin embargo, no se ha indagado las
consecuencias que conlleva la disminucién de los niveles de RyR2 en modelos
in vivo, especificamente durante la activacion de la AMC a través de un
compuesto exdégeno como la GA, lo cual seria de gran relevancia si resultaran

deletéreas por dos razones:

La primera seria la potencial limitacién del uso de nuevos farmacos como
antineoplasicos, ya que si bien GA no se utiliza en clinica, si se encuentran en
estudio sus derivados. Un ejemplo es el compuesto 17-AAG el cual ha
demostrado gran efectividad en lineas celulares de cancer mamario (57), por lo
cual un potencial efecto cardiotoxico por la disminucién de los niveles del RyR2
a través de la activacion de la AMC, acotaria la utilizacion de estos nuevos
compuestos debido a los efectos adversos que podrian inducir. Estos efectos
adversos podrian explicarse en parte a través del mecanismo de degradaciéon

del RyR2 que esta tesis describe en los cardiomiocitos en cultivo.



La segunda razén seria considerar la activaciéon de la AMC como un nuevo
blanco farmacoldgico, ya que se conoce la importancia del RyR2 en el correcto
funcionamiento del corazén a través de la modulacion del calcio (58) y como la
desestabilizacion de la actividad de este canal se relaciona con diversas
patologias como las arritmias y la disfuncién contréctil. Por lo tanto, si existiera
relacion entre la disminucion de los niveles del RyR2 y el desarrollo de
patologias cardiacas la inhibicibn de la AMC podria constituir una buena

herramienta para evitar la aparicion de dichas patologias.

Hasta el momento no se han realizado investigaciones acerca de la activacion
de la AMC durante las patologias cardiacas, por tanto, futuros experimentos in
vivo podrian ir dirigidos a la busqueda de la inducciébn de esta via de

degradacion y su importancia en la aparicién del desarrollo de cardiomiopatias.
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Figura 8. Modelo

La geldanamicina (GA) induce la AMC y genera especies reactivas de oxigeno (EROSs), lo cual aumenta la
degradacion del RyR2 a través de un mecanismo desconocido, ésto es prevenido por el antioxidante
N-acetilcisteina (NAC). Las presenilinas (proteasas de corte intramembrana) estarian implicadas en la
protedlisis del RyR2 lo cual se evita a través de su inhibidor especifico el compuesto E (CE). Las
chaperonas que forman parte de la AMC (Hsc70) podrian entonces reconocer los fragmentos del RyR2 y
conducirlos hacia el lisosoma para su degradacion. Se desconoce el mecanismo o estimulo necesario para
la activacion de las presenilinas.
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13.

CONCLUSIONES

La degradacion del receptor de ryanodina tipo 2 a través de la autofagia
mediada por chaperonas depende de la generacion de especies reactivas

del oxigeno.

Las calpainas no estarian activadas en nuestro modelo celular y, por lo
tanto, no participarian en la protedlisis del receptor de ryanodina tipo 2
durante la activacion de la autofagia mediada por chaperonas con

geldanamicina.

Las presenilinas facilitarian la degradacién de receptor de ryanodina tipo 2 a

través de la autofagia mediada por chaperonas, procesandolo previamente.
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