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Introduccion

La estimulacion beta-adrenérgica es un modulador importantisimo de la contractilidad
cardiaca. Clasicamente los efectos de la estimulacion del receptor betal, se atribuyen al
aumento del AMPc, que se produce cuando el agonista se une al receptor y activa a la AC a
través de la proteina Gs. Inicialmente los efectos del AMPc se atribuyeron a la activacion de
la PKA, pero recientemente se conoce que el AMPc puede activar directamente a las
proteinas Epac (proteinas que intercambian nucleotidos de guanina en las proteinas Rap 1y
2). En el corazon, el rol de Epac es poco conocido y todavia existen muchos interrogantes
respecto a su funcion. Se ha visto que la estimulacion de Epac por el analogo del AMPc
especifico 8-(4-clorofenilo)-2°-O-metiladenosina-3"-5"-monofosfato ciclico (8-CPT) genera
hipertrofia en miocitos neonatales de rata. Y que la expresion de la proteina aumenta en
varios modelos de hipertrofia en animales e incluso en humanos. La estimulacion de Epac ha
mostrado diferentes efectos en la regulacion del Ca?* intracelular en miocitos aislados,
provocando tanto un aumento como una disminucion del transitorio de Ca?* (CaT).

Objetivos
Estudiar los efectos del activador de Epac, 8-CPT, en miocitos aislados de rata a distintas
concentraciones de Ca®" extracelular ([Ca®],) y los mecanismos moleculares involucrados.

Materiales y Métodos

Utilizamos miocitos aislados de rata cargados con el indicador fluorescente Fura-2-AM para
medir acortamiento y CaT y miocitos cargados con Fluo-4-AM para medir liberacion
espontanea de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico (RS) a través de los receptores de rianodina
(RyR2). En miocitos sin agregado de indicador medimos las fosforilacion de proteinas
involucradas en el manejo de Ca®".

Resultados

A 0,5 mM [Ca*],, el agregado de 10 uM 8-CPT aumentd el transitorio Ca?* (CaT) y el
acortamiento y disminuyo los ti del CaT y del acortamiento significativamente, sin modificar
el Ca* diastdlico y la longitud basal. A 1 mM [Ca®'], 8-CPT no afecté la contractilidad ni el
CaT pero aumenté el Ca?* diastélico (de 1,195+0,012 a 1,261+0,024, n=8-12, p<0,05), efecto
que se asocié con un aumento de la frecuencia de liberaciones espontaneas de Ca®* del RS
(de 3,979+0,629 a 6,911+0,928, n=9). 8-CPT aumentd la fosforilacion de la quinasa
dependiente de Ca*" y calmodulina (CaMKII) (171,60+25.23% del control, n=5) y de los sitios
de la CaMKIIl en el RyR2 (Ser2815) (123,70+4,21% del control, n=7) y en el regulador de la
captacion de Ca?* por RS, fosfolamban (PLN) (Thr17) (145,05+13,88% del control, n=6).

Conclusiones

Los resultados sugieren que los efectos de la activacion de Epac, dependen del aporte del
Ca** ala célula y del balance entre la retoma vy liberacién de Ca** por el RS. El aumento del
Ca?* diastdlico y la ausencia de efecto inotrépico positivo a 1mM Ca?* indicarian un
predominio de la pérdida de Ca®" desde el RS. La via de sefalizacion de Epac involucra la
activacion de la CaMKIl y sus sustratos. La fosforilacion del RyR2, que lleva a la pérdida de
Ca®* por el RS, podria ser responsable de los efectos de la estimulacion de Epac a Ca?*
TmM.



