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Introduccién

Sepsis es una respuesta inflamatoria sistémica asociada a una infeccion severa que cursa con la pérdida
de cardiomiocitos por apoptosis, lo cual contribuye a lafalla cardiaca.

Previamente demostramos que la proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina tipo Il (CaMKII)
promueve disfuncién contractil al fosforilar el receptor de rianodina (RyR2) en el sitio Ser2814 dependiente
de CaMKIl induciendo un aumento en su probabilidad de apertura y como consecuencia la pérdida de Ca*
por el reticulo sarcoplasmatico (RS).

Las alteraciones en la regulacion de Ca* por el RS juegan un rol importante en la apoptosis. Sin embargo,
los mecanismos subcelulares que median la apoptosis en sepsis todavia no estan completamente
dilucidados.

Objetivos
Examinaremos si la apoptosis asociada con sepsis es mediada por alteraciones en la funcién del RyR2
dependientes de CaMKII.

Materiales y métodos
Se utilizd un modelo experimental de sepsis denominada CASP (peritonitis provocada por colocacién de
una canula en el colon ascendente) y su control Sham. Se usaron ratones silvestres (WT) y mutantes
S2814A que tienen el sitio de fosforilacion CaMKIIl-dependiente mutado a alanina y por lo tanto no
fosforilable. Los experimentos fueron llevados a cabo en cardiomiocitos aislados, corazén entero y
mitocondrias aisladas.

Resultados

Observamos que los corazones de ratones CASP WT tienen aumentada significativamente la activacion de
CaMKIlly en cardiomiocitos aislados de estos ratones observamos un aumento significativo en la liberaciéon
espontanea de Ca” por el RS medida por microscopia confocal. Por otro lado, evaluamos el grado de
despolarizacion de la membrana interna mitocondrial ya que, la despolarizacién de esta membrana puede
ser inducida por una serie de factores, incluyendo la sobrecarga de Ca” y observamos que el potencial de
membrana mitocondrial (Awm) de las mitocondrias aisladas de corazones de ratones CASP WT fue
significativamente menor que los ratones Sham WT. También observamos en corazones de ratones CASP
WT un aumento significativo en la relacién de las proteinas pro y anti-apoptéticas Bax/Bcl2 y la liberacion de
citocromo C, indicativos de apoptosis por via mitocondrial.

Para examinar si la fosforilacién del RyR2 por CaMKII media la apoptosis asociada con sepsis, evaluamos
apoptosis en corazones de ratones mutantes S2814A CASP y Sham. Observamos que los corazones de
ratones S2814A CASP no tenian aumentados los indices apoptéticos con respecto a los Sham.
Finalmente, para confirmar si los RyR2 estan involucrados en la apoptosis examinamos si la reduccion en
la probabilidad de apertura del RyR2 previene la apoptosis inducida por sepsis. Para estabilizar a los RyR2
utilizamos Dantrolene, un compuesto conocido por disminuir la probabilidad de apertura del RyR2. El
tratamiento con Dantrolene en ratones CASP WT previno la apoptosis. Estos resultados indican que los
RyR2, posiblemente a través del aumento en la pérdida de Ca*" del RS y la consecuente sobrecarga de Ca*
mitocondrial, estarian funcionalmente implicados en la apoptosis inducida por sepsis.

Conclusiones

Concluimos que la fosforilacion del RyR2 por CaMKII resulta en una pérdida de Ca** del RS provocando la
sobrecarga de Ca”* mitocondrial gatillando asi la cascada apoptética en sepsis. Especulamos que los
estabilizadores del RyR2 podrian resultar en una potencial herramienta terapéutica para reducir la
disfuncién contractil y la apoptosis asociada con sepsis.



