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Resum

La insuficiéncia cardiaca (IC) cronica representa una de les principals causes de morbiditat i
mortalitat mundial. Els canvis estructurals i funcionals que caracteritzen el remodelat cardiac
que es produeix en resposta a qualsevol estimul patologic cronic s’associen causalment amb el
desenvolupament de la IC. Malauradament, tot i el gran impacte social i econdomic que té
aquesta malaltia, els actuals tractaments de la IC tenen una eficacia insuficient, fet que fa
necessari trobar noves dianes i estrategies que limitin la progressié del remodelat ventricular i
aparicié de IC.

Les calpaines, proteases dependents de calci (Ca**), es sobreactiven durant la isquémia-
reperfusié cardiaca, i contribueixen a la mort dels cardiomiocits associada a la reperfusié del
miocardi i per tant a la mida de I'infart. Estudis previs amb animals transgénics proposen que
les calpaines també podrien estar involucrades en el remodelat postinfart i la seva progressié a
IC. De la mateixa manera, dades recents suggereixen que I’activitat de les calpaines es troba
augmentada en cardiomiopaties no isquemiques. Tot i les evidencies existents, un nombre
molt limitat d’estudis pre-clinics ha examinat els efectes de la inhibicid farmacologica de les
calpaines en el remodelat ventricular degut principalment a la manca d’inhibidors apropiats.

L'objectiu principal d’aquesta tesi ha estat caracteritzar la contribucié de les calpaines als
processos de remodelat cardiac tant d’origen isqueémic com no isquémic, definir els
mecanismes responsables i avaluar I'eficacia de la inhibicié farmacologica de les calpaines com
a nou tractament contra el remodelat ventricular i IC fent servir dues noves molécules, SNJ-
1945 i NPO-2270.

La primera part de la tesi avalua els efectes de la inhibicié farmacologica de les calpaines,
portada a terme amb I'administracié aguda i cronica per via oral dels dos inhibidors, sobre el
remodelat postinfart desenvolupat en un model d’oclusié transitoria de |'artéria descendent
anterior. Un primer estudi en rates mascle Sprague-Dawley ha testat el SNJ-1945, un inhibidor
amb millores farmacodinamiques respecte a inhibidors classics cedit pels laboratoris Senju
Pharmaceutical, i un segon estudi dut a terme en ratolins C57BL/6 ha analitzat el nou inhibidor
NPO-2270, cedit per Landsteiner Genmed, que presenta una potencia i selectivitat superiors a
les del SNJ-1945.

Els resultats obtinguts demostren que el remodelat postinfart correlaciona amb un increment
en I'expressid i activitat tant de la calpaina 1 com de la calpaina 2 i una disminucié dels nivells
del seu inhibidor endogen, la calpastatina. L’administracié aguda i cronica de SNJ-1945 va
atenuar I'activacié de les calpaines, va reduir I'expansié de la cicatriu i la dilatacid i disfuncié
ventricular. El tractament agut va reduir la mida de I'infart i la resposta inflamatoria associada.
El tractament cronic pero no I'agut va atenuar la hipertrofia dels cardiomiocits i la infiltracié de
col-lagen en el miocardi no infartat als 21 dies de reperfusid. Aquests resultats van
correlacionar-se amb una reduccié de la degradacié del substrat de les calpaines IkB i una
menor activacié de NF-kB. A més, la inhibicié de la calpaina en fibroblasts en cultiu va
disminuir la seva diferenciacié a miofibroblasts induida per TGF-B, suggerint accions de les
calpaines en diferents tipus cel-lulars. Per la seva banda, I'administracié cronica oral de NPO-
2270 també va reduir I'expansié de la cicatriu i la dilatacié i disfuncié ventricular causada per
un episodi d’isquémia transitoria en ratoli a una dosi efectiva inferior a la del SNJ-1945.
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La segona part de la tesi estudia la contribucid de les calpaines al remodelat induit per estimuls
cronics no isquemics, fent servir dos models que reprodueixen I’estimulacié neurohumoral que
s’observa en pacients amb IC com sén I'estimulacié adrenérgica (administracié cronica
d’isoproterenol) i I'estimulacid del sistema renina-angiotensina (administracié cronica
d’angiotensina Il), aixi com un model de sobrecarrega de pressid per constriccid aortica
transversal (TAC) en ratolins.

L’estrés cardiac induit amb isoproterenol va augmentar I'expressié i activitat de les calpaines 1
i 2, i aquest increment va associar-se amb hipertrofia ventricular i fibrosi intersticial. La
coadministracié cronica i per via oral de SNJ-1945 en el model d’isoproterenol o de NPO-2270
en els models d’angiotensina Il i TAC va atenuar el desenvolupament de remodelat ventricular
gue caracteritza aquests models.

Estudis recents indiquen que la sobreexpressié en el miocardi de la isoforma 2 de la cinasa de
receptors associats a proteines G (GRK2) promou hipertrofia. Els resultats obtinguts fent servir
ratolins amb delecié genica de GRK2 demostren que la contribucié de les calpaines a la
hipertrofia induida per isoproterenol esta associada a un increment dels nivells de GRK2.
Aquesta regulacid de GRK2 depenent de I'activacid de les calpaines és conseqiiéncia d’un
increment en la seva estabilitat per degradacié de la seva ubiquitina ligasa MDM2, i de
I'increment en la seva expressid degut a la degradacié de IkB i activacié de NF-kB.

En conclusio, els resultats presentats en aquesta tesi demostren que la sobreexpressio i
sobreactivacié de les calpaines en el miocardi és una resposta comuna a diferents estimuls
patologics cronics, i té un efecte causal en la resposta hipertrofica i fibrotica que caracteritza el
remodelat ventricular. Es proposa que l'activacié depenent de calpaina del factor nuclear
NF-kB jugaria un paper clau tant en el remodelat postinfart com el produit per estimulacid
neurohumoral. A més, es demostra que la hipertrofia induida per isoproterenol és
conseqliencia d’un increment en els nivells de GRK2 per mecanismes dependents de les
calpaines.

Els resultats obtinguts demostren que la inhibicié farmacologica de les calpaines de forma
cronica per via oral és possible i que aquesta inhibicid atenua el procés de remodelat. Es
proposen dos nous inhibidors com a candidats per avaluar la inhibicié de les calpaines com a
nova estratégia terapeutica en la prevencié del remodelat ventricular i la IC causats per
diferents cardiomiopaties.
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Summary

Heart failure (HF) is a chronic heart disease and represents one of the main causes of
morbidity and mortality worldwide. The structural and functional changes that characterize
cardiac remodelling that occurs in response to any chronic pathological stimulus are causally
associated with the development of HF. Despite the huge social and economic impact of HF,
the current pharmacological treatments have limited efficacy and reveal an urgent need for
novel targets and strategies aimed to prevent the progression of ventricular remodelling and
the onset of HF.

Calpains, a family of Ca**-dependent cystein proteases, are overactivated during myocardial
ischemia-reperfusion and contribute to cardiomyocyte death associated with myocardial
reperfusion and hence, to infarct size. Previous studies in transgenic mice models suggest that
calpains could be involved in post-infarction remodelling and its progression to HF. Recent
studies also suggest that calpain activity is increased in non-ischemic cardiomyopathies.
However, despite the existing evidence, only few pre-clinical studies have explored the effects
of calpain inhibition in the ventricular remodelling mainly due to the lack of appropriate
inhibitors.

The main objective of the present thesis has been to characterize the calpain contribution to
cardiac remodelling of both ischemic and non-ischemic origin, define the mechanisms involved
and to evaluate the efficacy of calpain pharmacological inhibition by using two new molecules,
SNJ-1945 and NPO-2270 as a new treatment against ventricular remodelling and HF.

The first part of this thesis analyses the effect of acute and chronic calpain pharmacological
inhibition carried out with oral administration of these two inhibitors against ventricular post-
infarction remodelling in a model of anterior descending artery transient occlusion. A first
study using male Sprague-Dawley rats tested SNJ-1945 (Senju Pharmaceutical Laboratories), an
inhibitor with pharmacodynamics improvements in relation to classical inhibitors. A second
study using C57BL/6 mice tested the new inhibitor NPO-2270, provided by Landsteiner
Genmed, which has higher potency and selectivity than SNJ-1945.

The results show that post-infarct remodelling correlates with an increase in the protein
expression and activity of both calpain 1 and calpain 2, and a decrease in the levels of the
calpain endogenous inhibitor calpastatin. Acute and chronic administration of SNJ-1945
attenuated calpain activation, reduced scar expansion and ventricular dysfunction and dilation.
Acute treatment reduced infarct size and associated inflammation measured after 3 days of
reperfusion. Chronic but not acute treatment attenuated cardiomyocyte hypertrophy and
collagen infiltration in the non-infarcted myocardium at 21 days of reperfusion. These results
correlated with a reduction in the calpain substrate IkB degradation and a lower NF-kB
activation. Moreover, calpain inhibition in cultured fibroblasts reduced TGF-B induced
fibroblasts activation, suggesting calpain-dependent actions in different cellular types. On the
other hand, chronic and oral administration of NPO-2270 reproduced the effects of SNJ-1945
on scar expansion and ventricular dilation and dysfunction caused by transient ischemia at a
lower concentrations compared to SNJ-1945.
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The second part of this thesis studies the calpain contribution to myocardial remodelling
induced by chronic non-ischemic stimuli, using two models that reproduce the neurohumoral
stimulation observed in patients with HF such as adrenergic stimulation (chronic isoproterenol
administration) and stimulation of the renin-angiotensin system (chronic angiotensin Il
administration), as well as a model of pressure overload inducted by transverse aortic
constriction (TAC).

Isoproterenol-induced cardiac stress produced an increased expression and activity of calpain
1 and calpain 2, and this increase was associated with ventricular hypertrophy and interstitial
fibrosis. Chronic oral coadministration of SNJ-1945 in isoproterenol model or NPO-2270 in
angiotensin Il and TAC model attenuated the ventricular remodelling that characterizes these
experimental models.

Recent studies have shown that myocardial overexpression of G-protein-coupled receptor
kinase 2 (GRK2) promote hypertrophy. Results obtained using mice with genetic
downregulation of GRK2 expression prove that calpain contribution to isoproterenol induced
hypertrophy is associated with an increased GRK2 levels. Calpain-dependent GRK2 regulation
is consequence of increased stability through the proteolysis of its ubiquitin ligase MDM2 and
enhanced expression through IkB degradation and subsequent NF-kB activation

In conclusion, the results presented in this thesis demonstrate that myocardial overexpression
and overactivation of calpains is a common response to different chronic pathological stimuli,
and has a causal role in the hypertrophic and fibrotic response that characterizes ventricular
remodelling. It is proposed that the calpain depedent-activation of the nuclear factor NF-«kB
plays a key role in both post-infarction remodelling and remodelling produced by
neurohumoral stimulation. Moreover, it's proved that isoproterenol induced hypertrophy
results from increased GRK2 levels through calpain-dependent mechanisms.

The results obtained show that oral and chronic pharmacological inhibition of calpains is
feasible and that that inhibition attenuates the remodelling process. Two new inhibitors are
proposed as candidates to evaluate calpain inhibition as a new therapeutical strategy for the
prevention of ventricular remodelling and heart failure in patients with different
cardiomyopathies.
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1.1) REMODELAT VENTRICULAR ADVERS | INSUFICIENCIA CARDIACA. IMPORTANCIA DEL
PROBLEMA

La insuficiencia cardiaca (IC) és una malaltia cardiovascular cronica amb una alta prevalenca,
mortalitat i taxa d’hospitalitzacié® que es caracteritza pel desequilibri entre la capacitat del cor
per bombejar sang i les necessitats de I'organisme. Les guies de la Societat Espafnola de
Cardiologia defineixen la IC com “un sindrome clinic caracteritzat per simptomes tipics (com
dispnea, inflamacid de turmells i fatiga), que pot anar acompanyada de signes (com pressid
venosa jugular elevada, crepitants pulmonars i edema periféric) causats per una anomalia
cardiaca estructural o funcional que produeixen una reduccié del cabal cardiac o una elevacié
de les pressions intracardiaques en repos o en estrés”’.

La prevalenca de la IC augmenta progressivament amb |'edat i no difereix entre sexes, sent del
1,3% entre els 45 i 54 anys, del 5,5% entre els 55 i els 64, del 8% entre els 65 i els 75 i del 16,1%
entre els majors de 75 anys>. La prevalenca absoluta de la IC a la poblacié es troba en augment
continuat degut a I'’efecte combinat de I'increment en |’expectativa de vida dels pacients amb
malalties cardiovasculars com a conseqiéncia de les millores en el seu tractament,
I’envelliment de la poblacid general i els canvis epidemiologics. A més de tenir una alta
prevalenca, la IC té un pronostic desfavorable amb una mortalitat que, malgrat tots els
avangos en el maneig de la malaltia, continua creixent (un increment del 12% en els ultims 5
anys), i en els pacients hospitalitzats es situa per sobre del 15% durant el primer any, arribant
al 50% als 5 anys®. La IC provoca entre el 3 i el 5% del total d’ingressos hospitalaris, sent la
primera causa d’hospitalitzacié en majors de 65 anys, i origina elevats costos economics (2%
de la despesa sanitaria nacional)™®.

La IC invariablement va precedida de remodelat ventricular advers, que es caracteritza per
I'alteracioé en I'estructura i funcié cardiaca que resulta de la resposta del miocardi a un estimul
patologic cronic’. Des d’una perspectiva histologica, el remodelat cardiac comporta la
hipertrofia dels cardiomiocits, una resposta inflamatoria amb activacié de miofibroblasts i
fibrosi intersticial. Aquest canvis van associats a una alteracio en |'expressid génica, la sintesi i
degradacié de proteines i el metabolisme cardiac. Amb I’evolucié de I'estres cronic, es
produeix dilatacié ventricular, disminucié de la funcié cardiaca i progressié cap a la IC. El
remodelat ventricular i la IC representen un problema conjunt amb un tractament dificil i la
seva incidencia no fa més que augmentar. Tot i que els tractaments farmacologics actuals han
demostrat millorar la funcidé cardiaca i prolongar I'esperanca de vida, la taxa de mortalitat
segueix sent elevada i revela una necessitat urgent de noves dianes i estrategies terapéutiques
gue estiguin dirigides a modular i tractar el remodelat advers.

Si bé qualsevol alteracié en I'estructura i funcié del miocardi es defineix com una resposta de
remodelat, existeix un remodelat fisiologic caracteritzat per la hipertrofia miocardiaca que es
produeix com a compensacié a I'increment de la despesa cardiaca durant I'exercici o I'embaras
i esta associada amb una funcié cardiaca normal o incrementada®. Aquesta hipertrofia
generada és reversible, sense |'expressio de cap marcador d’hipertrofia patologica, no causa
fibrosi intersticial i no progressa cap a la IC.
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El remodelat advers o patologic, per la seva banda, és un fenomen inicialment compensatori
gue es produeix per reduir I'estres en les parets del ventricle i preservar |la despesa cardiaca,
perd acaba per generar una série d’alteracions maladaptatives i progressa a IC’.

Aquest remodelat patologic es troba associat a una gran varietat de situacions cliniques (Figura
1). Segons el tipus d’estrés, el fenotip durant les fases inicials del remodelat ventricular pot ser
diferent. En malalties amb sobrecarrega de pressié com I’estenosi aortica o la hipertensié
sistémica, el cor desenvolupa una hipertrofia concentrica, on els cardiomiocits incrementen
més el gruix que la llargada’®. En canvi, en malalties amb sobrecarrega de volum com I'infart
de miocardi o la cardiomiopatia dilatada, el cor desenvolupa una hipertrofia excéntrica, on els
cardiomiocits incrementen més la longitud™™.

Tant l'infart agut de miocardi (IAM) com la hipertensié artérial son les patologies subjacents
més freqlients de remodelat ventricular associat a IC als paisos desenvolupats. S’estima que el
36% dels pacients que sobreviuen a un IAM desenvoluparan IC durant els segiients 5 anys'’.
D’altra banda, tot i que el risc de desenvolupar IC lligada a la hipertensié és menor que
I’associat amb el IM, la hipertensid és la condicidé patologica causant de IC més comuna en la
poblacid, degut a que té una prevalenca major a la del IAM. S’ha estimat que els pacients
hipertensius tenen entre 2 i 3 vegades més risc de desenvolupar IC en comparacié amb
individus normotensius™. Es interessant remarcar que no es coneix exactament quin és el
factor que indueix el pas de remodelat considerat inicialment compensatori a patologic i es
continua debatent si aquest pas ve determinat per la naturalesa de |’estrés o la seva cronicitat.

La present tesi s’ha centrat en el remodelat patologic tant de causa isquemica, utilitzant un
model d’infart de miocardi i reperfusid, com d’origen no isquemic, utilitzant un model de
sobrecarrega de pressio per constriccié de I'aorta i dos models d’estrés cronic neurohumoral,
un d’estimulacid adrenergica i un altre d’estimulacié del sistema renina-angiotensina-
aldosterona.

Cor adult normal

Ventricle esquerre

Ventricle dret

Cardiomiocit

— Sarcomer
=

Increment despesa cardiaca Sobrecarrega de pressié Sobrecarrega de volum
(exercici o embaras) (estenosi adrtica o hipertensid) (infart de miocardi o

Funci6 cardiaca normal o Hipertrofia concéntrica cardiomiopatia dilatada)
incrementada Hipertrofia excéntrica

Insuficiéncia cardiaca

Figura 1. Representacié esquematica dels diferents tipus de remodelat cardiac. Figura modificada de )
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1.1.1) Remodelat ventricular advers d’origen isquémic

Com s’ha comentat abans, patir un IAM representa el factor de risc més elevat de
desenvolupar remodelat ventricular i IC”>. En pacients amb IAM, s’activa una resposta
inflamatoria aguda que inicia una série de processos que donen lloc a la substitucié del teixit
necrotic per teixit cicatricial, causant la perdua de teixit contractil i provocant canvis
estructurals i funcionals a la resta del miocardi no infartat que finalment acaben desembocant
en IC postinfart. Aixi, diferents estudis han demostrat que el principal determinant de la
severitat del remodelat ventricular advers postinfart és la quantitat de cardiomiocits que
moren com a conseqiéncia del 1AM, és a dir, I'extensié de I'infart®®, i per tant cal primer
entendre la fisiopatologia d’aquest.

1.1.1.1) Infart agut de miocardi i dany per reperfusio

Dins de les malalties cardiovasculars, la cardiopatia isquemica és la primera causa de
morbiditat i mortalitat al mén'’. El substrat etiopatogénic més comu de la cardiopatia
isquemica és I'aterosclerosis coronaria. L'obstruccié de les artéries coronaries epicardiques
com a conseqliencia d’un trombe causat pel trencament d’una placa d’ateroma ddna lloc a
I'lAM, la forma més aguda de la cardiopatia isquemica. El pronostic dels pacients que ingressen
a I’hospital amb IAM ve determinat principalment per la quantitat de cardiomiocits que moren
durant I'episodi isquémic.

L'extensio de I'area de l'infart (és a dir, de la mort dels cardiomiocits) esta determinada per
I’area de teixit distal al trombe causant de I'oclusié (area en risc), per la velocitat de progressio
del dany isquéemic (depenent de la preséncia de circulacié col-lateral i de la temperatura) i de la
duracié de I'episodi isquémic*®°. El tractament més efectiu per limitar la grandaria de I'infart
és la rapida reinstauracié del flux coronari o reperfusié aplicant angioplastia primaria o

trombolitics** 3

. Aquesta reperfusié, pero, ha de ser durant les primeres hores, ja que la
guantitat de miocardi salvat disminueix drasticament amb la duracié de I'episodi isquemic. La
finestra durant la qual la reperfusié salva miocardi en pacients amb IAM és fins a les 3 hores
d’isquemia en absencia de flux residual. Tot i aix0, s’ha suggerit que la reperfusio fins les 12
hores d’isquémia tindria un efecte beneficids sobre la cicatritzacid, limitant la seva expansio i,
per tant, el remodelat advers secundari***>.

A més de la necrosi produida durant I'episodi isquemic, quan la reperfusio es realitza en un
interval de temps en el que permet salvar miocardi isquémic, es produeix una mort addicional
de cardiomiocits que han sobreviscut a la isquemia prévia i és causada per mecanismes
activats exclusivament per la reperfusid. Aquest fenomen que redueix I'eficacia dels
tractaments de reperfusié i que s’ha estimat que pot representar el 50% del Al*, es coneix
com a dany letal per reperfusié, i per definicié es pot prevenir mitjangant intervencions
aplicades en el moment de la restauracié del flux®’ (Figura 2). El dany per reperfusié es
caracteritza per presentar un patrd histologic caracteristic conegut com necrosi en bandes de
contraccid, causat per un escurcament exagerat i irreversible dels cardiomiocits, amb una
desorganitzacié completa de la seva estructura sarcomeérica. Aquest fenomen d’escurgament
és conegut com hipercontractura, i té lloc durant els primers minuts de la reperfusié®.
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= Sense reperfusio

= Amb reperfusio:
Dany per Trombolitics, AP
reperfusiod

= Amb Reperfusio:

Trombolitics, AP
+

Mort cel-lular

Cardioproteccid

Intervencid

Temps

Figura 2. |l-lustracid del concepte de dany per reperfusio. La duracié de I'episodi isquémic augmenta la mort cel-lular
de forma proporcional. La reinstauracié del flux coronari limita aquest procés i a la vegada produeix un dany

addicional durant els primers minuts de reperfusié. Aquest dany es pot prevenir aplicant tractaments

cardioprotectors en el moment de restaurar el flux. AP: angioplastia primaria. Figura modificada de s

1.1.1.2) Mecanismes cel-lulars i moleculars del dany per reperfusio

Durant la isquémia, els cardiomiocits aturen la fosforilacid oxidativa i activen la glicolisi
anaerobica per tal d’intentar suplir el deficit energétic. Com a conseqiiencia d’aquest
metabolisme anaerobic es produeix una acumulacié d’acid lactic que, juntament amb
I"acumulacié de CO, a I'espai extracel-lular, condueix a una rapida caiguda del pH intracel-lular.
En el seu intent de corregir I'acidosi, I'intercanviador Na*/H" i cotransportador Na’/HCO;
introdueixen ions sodi a la cél-lula, que s’acumula al citosol degut a que la bomba Na'/K*
ATPasa es troba inhibida. La pérdua del gradient transarcolemal de Na® fa que el transportador
Na*/Ca®, gue en condicions normals actua regulant els nivells citosolics de ca*, passi a
funcionar preferentment en sentit revers, introduint ions Ca® gue no poden ser captats pel
reticle sarcoplasmic degut a la deplecié d’ATP, i que acaben provocant un augment de la
concentracid citosolica de Ca** *°.

En el moment de la reperfusio es reactiva la fosforilacié oxidativa mitocondrial. El potencial de
membrana cel-lular també es recupera i, com a conseqiiencia de la normalitzacié del pH
intracel-lular, durant els primers minuts la cél-lula segueix introduint Ca’* a través de
I'intercanviador Na‘/Ca®*, incrementant encara més el Ca®* citosolic. Aquesta entrada de Ca**
continua fins que la reactivacié de la Na*/K* ATPasa normalitza el gradient transarcolemmal de
Na’. La disponibilitat d’ATP permet també I’activacié de la ATPasa del reticle sarcoplasmatic
(SERCA) afavorint la captacié de Ca®* pel reticle. Aquest perd, degut a I’excés de Ca®* citosolic
es satura rapidament, fent que els canals de rianodina (RyR) s’obrin, i el Ca®* s’alliberi de nou al
citosol. Aquesta cadena d’esdeveniments es repeteix de forma ciclica, i déna lloc a oscil-lacions
de Ca’* citosolic. Com els canals de rianodina estan connectats fisicament a les mitocondries, el
Ca”* ¢’allibera en microdominis des d’on entren a la mitocondria a través de I'unitransportador
mitocondrial de Ca**, afavorint I'increment del Ca®>* mitocondrial.
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Les oscil-lacions de Ca®* porten a una activacid contractil excessiva i irreversible dels
cardiomiocits definida com hipercontractura, que pot causar la ruptura del sarcolema i la mort
cel-lular®’. Les oscil-lacions de Ca** també porten a oscil-lacions del potencial de membrana
que poden donar lloc a arritmies ventriculars®’. Finalment, 'increment del Ca®* mitocondrial
també pot provocar I'obertura del porus de transicido mitocondrial (mPTP). El mPTP és un canal
d’alta permeabilitat, que connecta la matriu mitocondrial amb I'espai intermembrana®>. Quan
s’obre, dissipa el potencial de membrana mitocondrial, atura la sintesi de ATP, causa edema,
ruptura mitocondrial i la sortida de molecules al citosol com el Ca?*, afavorint la formacié de
més oscil-lacions de Ca”" i hipercontractura. Ambdds processos tenen consequiéncies letals per
la cél-lula, encara que s’ha suggerit que la hipercontractura és més rellevant en isquémies de
curta durada, i el mPTP és el mecanisme principal en la mort de cardiomiocits durant la
reperfusié d’isquémies llargues®.

A més, 'acumulacié d’ions H" i Ca®*, juntament amb la pérdua del potencial de membrana
mitocondrial porta a la formacié d’especies reactives d’oxigen (ROS), que causen dany a I’ADN,
proteines i lipids, i activen vies de resposta a estrés. Les ROS, a més, afavoreixen directament
I"apertura del mPTP*, oxiden la cinasa dependent de Ca” i la calmodulina®, i dissocia la
sintasa d’oxid nitric (eNOS) de la tetrahidrobiopterina, produint anié superoxid (O,) i
disminuint la disponibilitat d’oxid nitric i la via cardioprotectora que inicia®’.

1.1.1.3) Remodelat ventricular postinfart

La severitat del remodelat ventricular que deriva d’un infart depéen fonamentalment de la
grandaria de I'area de l'infart i de la seva localitzacié al ventricle. Els infarts més grans causen
una depressié funcional major i un risc de remodelat advers més elevat®, aixi com els infarts
anteriors derivats de |'oclusié de I'artéria descendent anterior (LAD) comporten una disfuncié i
pitjor pronostic que altres infarts de la mateixa grandaria produits en altres zones del
miocardi’’.

El remodelat de la zona isquémica es pot dividir en diferents fases (Figura 3B). En aquesta zona
el primer que esdevé és una fase inflamatoria que es caracteritza per la senyalitzacié de

Ill

“patrons moleculars associats al perill” (DAMP) alliberats per cél-lules mortes que activen el
sistema immune innat i desencadenen una resposta inflamatoria amb la infiltracié de leucocits
gue participen en I’eliminacié dels cardiomiocits necrotics. Els miocits necrotics a més també
secreten i activen metaloproteinases de la matriu (MMPs) que degraden cél-lules i material de
la matriu ajudant als macrofags en la reabsorcié de la matriu extracel-lular®’. A continuacid, la
inflamacié es reprimeix activament i déna lloc a una fase reparativa o fibrotica que dura d’una
a varies setmanes i en la qual es produeix un increment en el nimero de fibroblasts i la seva
diferenciacié en miofibroblasts activats. Els miofibroblasts generen proteines de la matriu
extracel-lular (principalment col-lagen | i Ill) necessaries per la formacié de la cicatriu. En
aquesta fase final, que dura varies setmanes en animals petits fins a mesos en humans, gran
part dels fibroblast i els neovasos desapareixeran, i la cicatriu de col-lagen madurara
incrementat els enllacos entre les fibres de col-lagen®.
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| Remodelat ventricular post-infart zona isquémica
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Figura 3. Remodelat cardiac de la zona isquémica després d’un infart de miocardi. A) Canvis en la composicid
cel-lular i geometria cardiaca del teixit infartat. Les imatges mostren seccions transversals del ventricle de cors de
ratolins als 3 i 28 dies postinfart tenyits amb picrosirius red o marcats per inmunohistoquimica contra CD68
(macrofags/monocits). B) Esquema temporal de les 3 fases de reparacié cardiaca.

La formacié de la cicatriu madura és un punt critic per tal de limitar I'expansié de l'infart. El
concepte d’expansié de l'infart fa referencia a I'aprimament en la direccié radial i dilatacid en
la direccié tangencial de la paret ventricular corresponent a la zona infartada que es produeix
durant els primers dies o setmanes postinfart’> (Figura 3a). Aquesta expansié és un estimul
determinant per la resta de mecanismes de remodelat ventricular i s’ha vist que la seva
incidéncia és molt més elevada en infarts transmurals (infarts on la necrosi abasta la totalitat
del gruix del muscul cardiac)®. El grau d’expansid de I'infart esta directament associat amb una
progressid més agressiva cap a la IC i una major mortalitat.

La sobrecarrega de volum associada a I'expansid de l'infart es tradueix en un augment en
I’estrés de la paret ventricular i en la demanda de consum d’oxigen a les regions remotes de
I'infart. Com a conseqliéncia, I'increment de la carrega de treball provoca una resposta
hipertrofica excéntrica, amb un allargament dels cardiomiocits, que dependra principalment
de I'expansié de I'infart™. Aquest estrés mecanic també déna lloc a alteracions neurohumorals
locals que afavoreixen I'activacié de les MMP, que degraden part de la matriu extracel-lular, la
deposicidé de col-lagen i altres proteines de la matriu per part dels fibroblasts. Els mecanismes
exactes i la regulacié d’aquesta fibrosi reactiva a la regié remota de I'infart perd encara no es
coneixen®. L'estrés oxidatiu i nitrosatiu a més, també porten a la reexpressié de gens fetals* a
través de I’activacio de factors de transcripcié com el factor potenciador de miocits 2 (MEF-2) i
GATA4, que indueixen I'expressié de gens implicats en la resposta hipertrofica. Finalment, el
miocardi remot també s’ha associat amb I’activacid de vies pro-inflamatories i la infiltracié de
leucocits.
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1.1.2) Remodelat ventricular advers d’origen no isquéemic

El remodelat ventricular d’origen no isquémic té com a causa subjacent tots aquells estimuls
cronics patologics que no involucren un esdeveniment isquémic i causen estres cardiac, tals
com la hipertensio, I'estenosi o I'activacié neurohumoral. La hipertrofia patologica s’indueix
inicialment com una resposta compensatoria que normalitza transitoriament I'estres
biomecanic i optimitza la funcié del miocardi. Es caracteritza pel creixement concéntric del
ventricle i per I'addicié de sarcomers en paral-lel i el creixement del gruix dels cardiomiocits.
Quan la hipertrofia progressa, es produeix la dilatacié del ventricle amb un aprimament de la
paret a través de |'estirament dels cardiomiocits.

Aquesta hipertrofia esdevé maladaptativa quan a més del creixement cel-lular i I'increment de
la sintesi proteica, es produeixen el seglients processos comuns amb el remodelat isquéemic:
fibrosi, desregulacié de les proteines implicades en la regulacié del Ca**, disfuncié
mitocondrial, reprogramacié metabolica, reactivacio de I'expressi6 de gens fetals,
deteriorament dels controls de qualitat de proteines i mitocondries, alteracié de I'estructura
del sarcomer i angiogenesi insuficient.

A més de la carrega mecanica, els cardiomiocits responen a una gran varietat de senyals de
creixement, com citocines, factors de creixement, catecolamines, péptids vasoactius i
hormones. Es per aixd que molts dels canvis i vies de senyalitzacié implicats en el remodelat
ventricular estan relacionats d’alguna manera amb la hipertrofia dels cardiomiocits.

1.2) CANVIS | VIES DE SENYALITZACIO ASSOCIATS AL REMODELAT CARDIAC

Durant el procés de remodelat, els cardiomiocits reben i integren senyals de la matriu
extracel-lular, la membrana cel-lular, els canals ionics associats a la membrana, el citoesquelet,
el sarcomer, la mitocondria i el reticle endoplasmatic. En resposta a aquestes senyals es
reactiva I'expressid de gens del programa fetal, que porta a l'alteracié de la sintesi de
proteines i, en ultima instancia, a I'alteracio de la forma i I'estructura dels cardiomiocits (Figura
4). De la mateixa manera, els cardiomiocits estan en contacte amb les cél-lules endotelials,
fibroblasts i cel-lules inflamatories, que també pateixen alteracions.

Els canvis i vies implicats descrits a continuacié s’expliquen de forma separada per raons
expositives, perdo cal destacar que aquesta separacid6 no es produeix en la situacid
patofisiologica real, on tots aquests elements es troben interconnectats. Aixo complica el seu
estudi, i provoca que en alguns canvis com l'alteracié del metabolisme no hi hagi consens
sobre si s6n la causa de la progressid de la hipertrofia o si tenen lloc com a resultat

d’aquesta®”*®,

1.2.1) Canvis moleculars

Dues de les senyals més importants que desencadenen el procés de remodelat cardiac sén
'estrés oxidatiu i la desregulacié de ’homeostasi de Ca®* intracel-lular.
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Sota condicions fisiologiques, les especies reactives d’oxigen (ROS) tenen un paper com a
missatgers secundaris, induint vies de senyalitzacié essencials per la funcid cardiaca. Quan hi
ha un desequilibri entre la produccié de ROS i la capacitat detoxificativa dels sistemes
antioxidants pero, té lloc I'estres oxidatiu. Al cor, les tres fonts cel-lulars principals de ROS sén
els cardiomiocits, les cel-lules endotelials i els neutrofils®. En el cas dels cardiomidcits, els ROS
provenen principalment de tres llocs: el complex enzimatic de membrana NADPH oxidasa, la
cadena respiratoria mitocondrial i la sintasa d’oxid nitric endotelial (eNOs)°.

L’estres oxidatiu s’ha trobat elevat en la hipertensid, el remodelat patoldgic amb o sense IC i

152 Els ROS contribueixen de diverses maneres al remodelat

altres malalties cardiovasculars
cardiacia I'lC. L’estres oxidatiu provoca dany en proteines, lipids i mtDNA, i la seva acumulacid
oxidada pot portar a la mort cel-lular. A més, els ROS activen diverses cinases i factors de
transcripcio hipertrofics com, la proteina cinasa C, ERK1/2 o el factor NF-kB>>. Per altra banda,
també provoquen I'activacié de les MMPs i incrementen la produccié i deposicié de col-lagen
per part dels fibroblast™, i influeixen directament en la funcié contractil modificant proteines

implicades en I'acoblament excitacié-contraccio™.

Malgrat que diferents estudis experimentals demostren que |’Us d’antioxidants atenua el

56,57

remodelat ventricular en diversos models animals™”’, la seva efectivitat encara no s’ha

demostrat en pacients amb IC*®.

D’altre banda, I’homeostasi dels nivells de Ca®" intracel-lulars i els nivells de Ca** del reticle
endoplasmatic és basica per la correcta contraccio dels sarcomers. En el remodelat advers i IC,
la regulacié del Ca** es troba alterada i contribueix a una disfuncié contractil dels

cardiomiocits>*®°

. Aquesta alteracié és deguda tant al mal funcionament dels receptors de
rianodina tipus Il (RyR2), els quals regulen la sortida de Ca®" al citosol, com de la ATPasa de Ca**
del reticle sarcoplasmic (SERCA2a), que permet la recaptacié i reentrada dels ions de Ca®* cap

al reticle.

S’ha descrit que tant I'expressié de SERCA2a com la fosforilacié de fosfolamban (PLN) es
troben reduides en models experimentals d’IC® aixi com en mostres de miocardi de pacients
amb 1C%%, contribuint a la inhibicié de SERCA. Aquestes alteracions provoquen I'acumulacié
de Ca** al citosol, prevenint la relaxacié dels cardiomiocits i reduint la reserva de Ca®*
disponible al reticle sarcoplasmatic per la seva alliberacié durant la sistole.

La perdua de Ca** del reticle que es dona en la IC també s’ha associat a la disfuncié de RyR2.
Un augment de la fosforilacid o de I'oxidacié de RyR2 desestabilitza I’estat tancat del canal,
provocant una fuita de Ca”* al citosol que contribueix a la disfuncié contractil i incrementa la
incidencia d’arritmies®.

La produccié de ROS i I'increment en la concentracié de Ca** poden provocar que s’acumulin
proteines amb errors de plegament o sense plegar en el lumen del RE, procés que rep el nom
d’estrés del RE®™. En condicions fisiologiques, s’activa la resposta a proteines sense plegar
(UPR), pero s’ha trobat que aquesta és ineficient en diferents patologies, entre les que s’inclou
I'hipertrofia cardiaca, la isquémia-reperfusié o la insuficiéncia cardiaca®®.
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Figura 4. Representacid esquematica de les diferents alteracions que tenen lloc durant el remodelat cardiac, les
quals, eventualment, acaben esdevenint en IC.

1.2.2) Canvis cel-lulars

El desenvolupament d’hipertrofia que acompanya al remodelat ventricular esta associat amb
la reinduccié de I'expressié de gens fetals que normalment no s’expressen en el cor adult®’.
Aquesta reexpressié de gens fetals és caracteristica del remodelat patologic, i no té lloc en els
processos de remodelat fisiologics com el produit per I'exercici®®. Entre els gens fetals que
mostren un increment en |'expressid hi ha el peptid natriuretic auricular (ANP), el péptid
natriuretic tipus B (BNP), la a-actina 1 o la isoforma B de la cadena pesada de la miosina (B-
MHC, la isoforma contractil lenta). En canvi, altres gens d’expressid majoritaria en I'adult
pateixen una disminucié de |'expressio, com la isoforma a de la cadena pesada de la miosina
(a-MHC, la isoforma contractil rapida) o SERCA2a.

L'impacte de I'expressié de gens fetals sobre el creixement i funcié dels cardiomiocits o la
fibrosi no esta clara, i s’ha suggerit que és una resposta compensatoria cardioprotectora. La
senyalitzacié de ANP i BNP té efectes antihipertrofics®®, mentre que la forma B-MHC té una
activitat ATPasa menor, i per tant, genera una funcid contractil de forma més lenta i
energéticament més econdomica’’.

Una caracteristica del remodelat cardiac que és independent de I'estimul causant és
I'increment en la sintesi de proteines. La sintesi de proteines en el cor adult és baixa, reflectint
la baixa tassa de recanvi cel-lular que té el cor. En el remodelat s’activen la biogenesi de
ribosomes i la maquinaria de transcripcid, incrementant la sintesi i estabilitat de proteines i
provocant el creixement cel-lular que caracteritza la hipertrofia dels cardiomiocits.

La principal via de senyalitzacié que regula la sintesi proteica és la de la diana de la rapamicina
en mamifers (mTOR), una serina/treonina cinasa que forma part dels complexes mTORC1 i
MTORC2. L’activitat de mTORC1 es troba incrementada tant en el desenvolupament
d’hipertrofia fisiologica com patologica i promou la produccié de proteina en els ribosomes.

71
I

L'activacié de mTOR és inicialment un mecanisme adaptatiu essencial’", pero la seva activacio
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cronica acaba resultant perjudicial, en part per la supressié de 'autofagia i el conseqiient
deteriorament dels mecanismes de control de qualitat de les proteines’. La seva inhibicié
farmacologica s’ha vist que redueix la hipertrofia patologica i la IC induida per angiotensina Il i
sobrecarrega de pressié en models animals’”*.

La disposicié de les proteines sintetitzades té un rol important en el creixement dels
cardiomiocits, especialment el procés de formacié del complex de proteines que conforma el
sarcomer. L'addicié linear de sarcomers porta al creixement longitudinal (hipertrofia
excentrica) mentre que I'addicié en paral-lel incrementa el diametre transversal (hipertrofia
concentrica).

La progressid del remodelat cardiac també comporta canvis en el metabolisme energeétic. La
font principal de generacié de ATP, que sota condicions fisiologiques sén els acids grassos,
passa a ser la glucosa’. Sota condicions patologiques la carrega de treball augmenta, i el canvi
de substrat permet al cor produir més ATP per molecula d’oxigen consumida. De nou, aquesta
situacié és semblant a la que té lloc durant el desenvolupament cardiac fetal, on el
subministrament d’oxigen és limitat i el transport i metabolisme dels acids grassos no és
possible.

En associacié amb aquest canvi de substrat, es produeixen canvis en I'expressié i activitat
d’enzims metabolics. A mesura que s’avanga cap a la IC, es produeix una supressio dels
components de la fosforilacié oxidativa mitocondrial, una menor biogenesi mitocondrial i una
disminucié dels enzims involucrats en el metabolisme oxidatiu’®. Com a resultat, el cor
incrementa la glicolisi i suprimeix I’oxidacié de glucosa i acids grassos. L'augment de la glicolisi,
pero, també comporta augment de la despesa d’ATP per restablir el balang ionic, disminuint
I’eficiencia cardiaca. Eventualment, la demanda energetica incrementada acaba portant a la
depleci6 de les reserves energetiques, observable per la disminucié de la ratio
fosfocreatina/ATP, la disminucid de la creatina cinasa i un increment en el ADP”’.

1.2.3) Alteracions estructurals

Amb la cronicitat de I'estrées, els canvis moleculars i cel-lulars acaben provocant alteracions en
I’estructura del miocardi. La hipertrofia dels cardiomiocits incrementa el gruix de les parets,
reduint I'estrés de les parets del ventricle i la demanda d’oxigen. Amb el pas del temps el cor
progressa cap a una descompensacio, on les parets del cor disminueixen de gruix i es produeix
una dilatacié del ventricle’®. Els mecanismes responsables d’aquesta descompensacié estan en
debat, pero inclouen la reduccié de la densitat vascular (que provoca hipoxia), la mort de
cardiomiocits per necrosi, canvis en la matriu extracel-lular o l'alteracié de proteines
contractils”.

Aquests canvis morfologics van acompanyats, a més, de fibrosi intersticial®®. La fibrosi és
I’acumulacié de proteines de la matriu extracel-lular (col-lagen, fibronectina, MMPs i inhibidors
de MMPs (TIMPs)). Els fibroblasts cardiacs sén el tipus cel-lular més abundant al cor, i
representen entre el 60-70% de totes les cel-lules. En condicions no patologiques, es troben
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entre la matriu al voltant dels cardiomiocits, produint components de la matriu. Aquest procés
és constant, havent un equilibri entre la sintesi i la degradacié de col-lagen.

En resposta a diferents tipus d’estrés els fibroblasts s’activen i evolucionen a miofibroblasts,
cél-lules amb un fenotip migratori i contractil que expressen marcadors caracteristics de les
cél-lules musculars llises (proteines contractils com I'alfa actina de muscul llis (a-SMA)). Els
miofibroblasts produeixen proteines de la matriu, especialment col-lagen 1 i lll, aixi com factors
de creixement, citocines i proteases®’. Tenen una capacitat de proliferacié augmentada, i
degut a que la regeneracié del cor és practicament nul-la, migren a les zones que han patit
dany tissular, on la seva funcié en els processos de reparacid és basica i permet la preservacid
de la integritat estructural i funcional®. L’activacié de forma persistent dels miofibroblast pero,
porta a una deposicié i acumulacié aberrant de col-lagen al cor, causant un augment de la
rigidesa ventricular, que porta a una disfuncié contractil aixi com a un augment d’arritmies®.

L'activacio de les vies pro-fibrotiques activen també altres tipus cel-lulars (macrofags, limfocits,
cardiomiocits, cel-lules vasculars, etc.) que contribueixen de forma indirecta a la fibrosi,
secretant mediadors fibrogeénics (factor a de necrosi tumoral (TNF-a), factors de creixement
tals com el factor de creixement de fibroblasts (FGF) o el factor de creixement transformant B1
(TGF-B1), o factors com I’angiotensina Il o I'endotelina-1) que activen els fibroblasts®.

La sobreexpressio de TGF-B1 en resposta a un estimul patologic resulta en un augment de la
hipertrofia i fibrosi cardiaca. L’activacié de la via canonica de TGF-B1-Smad2/3 en resposta a la
sobrecarrega de pressio contribueix a la fibrosi cardiaca sense induir hipertrofia®. En canvi, la
via no-canonica Smad-TAK1 (cinasa activada per TGF-B1) indueix hipertrofia patologica i
fibrosi®*.

Finalment, la resposta inflamatoria també juga un paper important en els canvis estructurals.
La infiltracié de cél-lules inflamatories de forma cronica és perjudicial, danya el teixit i
incrementa la fibrosi reactiva®. Els nivells de citocines pro-inflamatories com TNF-a o de les
interleucines (IL) IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 0 IL-18 s’han trobat elevats en pacients amb 1C¥*%

1.2.4) Mecanismes implicats en el remodelat advers

Les patologies com la hipertensié o l'infart de miocardi promouen el remodelat patologic
principalment a través d’hormones neuroendocrines (com I'angiotensina Il, I'endotelina o les
catecolamines) i forces mecaniques, i activen vies de senyalitzacié diferents de les involucrades
en el remodelat fisiologic (Figura 5).

1.2.4.1) Angiotensina Il i endotelina 1

El sistema renina-angiotensina (RAS) és un dels principals sistemes implicats en el remodelat
ventricular i per aixd constitueix una de les dianes més efectives en el seu tractament
farmacologic, ja sigui amb I'Gs d’inhibidors de I’enzima convertidora de I'angiotensina (IECA) o
bé amb bloquejadors del receptor de I'angiotensina. El sistema endotelina també es troba
implicat en el remodelat ventricular, pero a diferéncia del sistema RAS, I'Us d’inhibidors de
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I’enzima convertidora de I’'endotelina o d’antagonistes del receptor de I’endotelina en assajos
clinics no ha reportat efectes positius®®.

Tant el sistema RAS com el de I'endotelina s’han trobat elevats en models animals d’1C%* aixi

9293 ’increment dels nivells d’endotelina 1 i angiotensina Il provoca

com en pacients amb IC
I'activacié dels seus receptors GPCRs (ETAR i AT;R respectivament), causant I'activacié de
proteines G tals com G,q. La senyalitzacié per G, activa a la fosfolipasa C (PLC), que catalitza la
sintesi d’inositol trifosfat (IP3). El IP; promou I'alliberament de Ca** del reticle sarcoplasmatic a
través dels receptors IP3, i aquesta alliberacié provoca I'activacié de proteines dependents de

Ca* com sén la calmodulina (CaM) i la calcineurina.

La calmodulina actua com a receptor de Ca’" gracies als 4 llocs d’unié reversible que presenta i
regula la senyalitzacié intracel-lular lligada a canvis en la concentracié de Ca*. La calmodulina
activa a la seva vegada dos dianes: la proteina cinasa Ca (PKCa) i la proteina cinasa dependent
de calci/calmodulina tipus Il (CaMKIl). Entre altres efectes, la cascada d’activacio lligada a PKCa
provoca la defosforilacié de PLN i desregula la contractilitat cardiaca®. La seva funcié s’ha
estudiat en animals transgénics, on s’ha vist que els ratolins PKCa KO presenten
hipercontractilitat mentre que els ratolins amb una sobreexpressié de PKCa presenten
disfuncié contractil®®. Per la seva banda, I'activacié cronica de la CaMKII§, la isoforma
predominant al cor, s’ha demostrat que promou hipertrofia patologica i la transicié a IC per un
mecanisme lligat a la fuga de Ca** del reticle sarcoplasmic a través del receptor de rianodina®.
A més, la CaMKII provoca la fosforilacid i translocacié fora del nucli de la histona deacetilasa 4

(HDAC4), perdent la seva funcié fisiologica com a repressor de la hipertrofia cardiaca®’.

L'activaciéd de la calcineurina provoca la defosforilacié del factor nuclear de cél-lules T
activades (NFAT) i la seva translocacié al nucli. Un cop al nucli, interactua amb cofactors
transcripcionals com GATA3 o MEF2A, i estimula I'expressié de gens hipertrofics®®. Aquesta via
és una de les vies millors caracteritzada en la hipertrofia patologica, i no intervé en la
hipertrofia fisiologica produida per I'exercici o durant 'embaras™.

1.2.4.2) Catecolamines

Juntament amb el sistema RAS, el sistema nervids simpatic o adrenergic és un dels principals
sistemes involucrats en el remodelat ventricular. La seva activacié incrementa els nivells de
catacolamines en sang, fet que correlaciona inversament amb la supervivencia en pacients
amb 1C* Es per aixd que també sén una de les dianes classiques en el tractament del
remodelat, principalment a través de I’Us de B-bloquejants.

Les catecolamines sdn hormones neuropeptidiques que activen I’adenilil ciclasa i incrementen
els nivells de AMPc a través dels receptors adrenérgics, una subclasse de GPCRs. Els receptors
adrenergics es divideixen en tres subfamilies, a;-AR, a,-AR i B-AR, sent la forma f; la
predominant al cor. En els receptors a la senyalitzacio és a través de la proteina G, mentre
que en els B és a través de G/Gys.

L'increment dels nivells de AMPc activa la proteina cinasa A (PKA), i aquesta augmenta els
nivells de Ca”* citosolics a través de la fosforilacié de proteines involucrades en la regulacié del
Ca®* i proteines contractils. L’activacié dels receptors és inicialment adaptativa, ja que
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102

incrementa la contractilitat™°, pero I'activacié cronica sostinguda provoca hipertrofia i IC,

103

associada amb una dessensibilitzacid i regulacié negativa dels receptors B-AR°. Aquesta

dessensibilitzacio és modulada per una GPCR cinasa (GRK), sent les formes GRK2 i GRK5 les que

s’expressen de forma predominant al cor i que es troben sobreexpressades en la 1C*%.

GRK2 és un regulador de la senyalitzacié per GPCRs, i es troba elevat en pacients amb IC aixi

105,106

com en models d’animals sotmesos a estrés cronic . L'ablacié génica de GRK2 esta

associada amb una reduccié de la disfuncié ventricular i remodelat postinfartlm, i els nivells
baixos de GRK2 correlacionen amb una millora de la funcié cardiaca en pacients amb I1C*%,

En condicions fisiologiques, GRK2 ajuda a la finalitzacio de la senyalitzacié B-AR, fosforilant el
receptor i dessensibilitzant-lo, reduint aixi el risc d’arritmies’®. Amb I'activacié adrenérgica
cronica, I'expressid i activitat de GRK2 es troben augmentades, conduint a la dessensibilitzacié
dels receptors B-AR amb efectes negatius associats com la resisténcia a I'insulina o la disfuncio

110,111

mitocondrial, que contribueixen a la progressié de la IC . S’ha descrit a més que GRK2

participa en la induccié del remodelat patologic a través de I’activacié de NFAT'®.

1.2.4.3) Mecanosensors

Els receptors de potencial transitori canonics (TRPC) sén canals no selectius de cations que
s’expressen al cor, i que diferents estudis han relacionat amb la hipertrofia patologica a través

112

de la via de calcineurina-NFAT . De les 7 isoformes, el TRPC3 i el TRPC6 sén importants en el

desenvolupament de hipertrofia patologica, i la seva delecié s’ha vist que redueix aquesta

6. El mateix efecte s’observa

hipertrofia maladaptativa en models de sobrecarrega de pressi
en un model de TAC amb animals que expressen una variant genética negativa de TRPCs™**. Els
animals KO per TRPC4 també han mostrat una menor hipertrofia patologica i disfuncié

115

contractil en resposta a un infart de miocardi". En contraposicié amb els models de

remodelat en animals, en mostres de miocardi de pacients amb IC s’ha detectat un increment

significatiu en els nivells d’expressié de TRPC1 i TRPC5™*.

1.2.4.4) Via de senyalitzacié NF-kB

Les proteines factor nuclear-kB (NF-kB) son una familia de factors de transcripcié que es
troben relacionats amb diversos processos, entre els quals es troba la regulacid de la resposta
immunologica, la regulacié de gens de citocines proinflamatories, el dany per isquemia-
reperfusid, la hipertrofia o la proliferacié cel-lular'®’.

El NF-kB s’activa en resposta a una amplia gamma d’estimuls externs que inclouen citocines
inflamatories, substancies derivades de patogens o diferents tipus d’estrés'*®. La via d’activacié
canonica de NF-kB és a través de la fosforilacio (catalitzada per les cinases dels inhibidors—«B
(IKK)) i degradacié mediada pel proteosoma de I'inhibidor-kB (IkB)**, i la subsequient entrada
al nucli i unié al DNA de les subunitats transcripcionals. Amb la pérdua de l'inhibidor, queda
desemmascarada una seqliencia de localitzacié nuclear en el dimer NF-kB (habitualment
p65/p50), que promou la seva translocacié al nucli, on s’uneix a seqiiéncies especifiques de
resposta a NF-kB. La unié a les regions kB regula I'expressié de gens involucrats en processos

d’adhesid i migracié de cél-lules inflamatories, hipertrofia i fibrosi*®.
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S’ha descrit que I'activitat NF-kB es troba augmentada en el miocardi de pacients amb IC

avancada®!. D’altra banda, estudis en models animals amb deplecié de NF-kB cardioespecifica
demostren que I'activacié de NF-kB és suficient per induir remodelat ventricular i 1C****%,
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Figura 5. Representacié esquematica de les diferents vies de senyalitzacid que participen en el remodelat
ventricular patologic.

1.3) ESTRATEGIES | TERAPIES FARMACOLOGIQUES CONTRA EL REMODELAT PATOLOGIC
CARDIAC I INSUFICIENCIA CARDIACA

Les estratégies pel tractament del remodelat advers i IC tenen per objectiu prevenir la
progressié del remodelat ventricular i retardar I'aparicié dels simptomes de la IC, o un cop la IC
es troba establerta, alentir la seva evolucid i millorar els seus simptomes. Aquestes estrategies
inclouen des de modificacions en I’estil de vida que redueixin I'exposicié a factors de risc, I'Us
de dispositius implantables o cirurgia, fins a la terapia farmacologica.

En pacients amb IAM, la grandaria de l'infart és el principal determinant de la severitat del
remodelat ventricular advers. Per tant, el primer objectiu per reduir el risc de desenvolupar
remodelat ventricular en aquest tipus de pacients és limitar la mida de l'infart aplicant
estrategies de reperfusid el més aviat possible. A més, degut a que el dany per reperfusio
redueix I'eficacia de la reperfusié coronaria, sén molts els esforcos que s’estan fent per trobar
estrategies cardioprotectores que, aplicades de manera coadjuvant a les tecniques de
reperfusié ateniiin la mida de linfart. Les estratégies basades en |'aplicacié de cicles
intermitents d’isquemia just abans o durant els primers minuts de la reperfusié aplicats en el
propi miocardi (postcondicionament isquémic) o a distancia (condicionament isquémic remot)

han provat la seva eficacia en diferents estudis clinics*****

. Per una altra banda, les estratégies
farmacologiques orientades a disminuir el dany per reperfusié que han demostrat la seva

efectivitat a nivell experimental sén molt variades. Les principals s’han centrat en la
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preservacié de la via de senyalitzacié lligades a la proteina cinasa G (PKG), ja sigui estimulant
'activitat de la guanilat ciclasa™® o bé per I'estimulacié de la produccié d’oxid nitric. Una altra
estratégia molt estudiada és la inhibicié de I'obertura del mPTP actuant sobre la ciclofilina D**’.
No obstant, tot i els resultats positius obtinguts en estudis preclinics i en diferents estudis
clinics realitzats com a prova de concepte, cap estrategia cardioprotectora s’ha pogut

traslladar fins ara a la practica clinica.

Un cop diagnosticada la IC, conseqliencia de la progressié de remodelat ventricular ja sigui
causat per un estimul d’origen isquémic com no isquémic, les estrategies terapeutiques
habituals es basen principalment en I'ds de diliretics per alleujar la simptomatologia i en la
modulacié de la resposta neurohormonal lligada al sistema RAS i catecolamines.

Emmarcat dins del primer grup, molt recentment s’ha aprovat I'Us d’inhibidors del
cotransportador de sodi-glucosa de tipus 2 (iSGLT2), que han mostrat beneficis significatius
renals i cardiovasculars en pacients diabétics, incloent I'hospitalitzacié per IC. Aquests
beneficis, pero, també s’han observat en pacients no diabétics amb IC amb fraccié d’ejeccié
preservada’®.

Dins del segon grup, I'Gs d’inhibidors de IECAs o antagonistes dels receptors d’angiotensina Il
(ARAIl) i betabloquejants com a primera linia de tractament, seguits d’antagonistes del
receptor de mineralocorticoides (MRA), ha demostrat que millora la funcid cardiaca, redueix
les admissions als hospitals i allarga la vida dels pacients, independentment del grau de

1297131 Més recentment, Entresto,

severitat de la IC i de Iexisténcia de malaltia coronaria o no
un compost que combina els efectes d’un inhibidor de neprilisina (Sacubitril) i un ARAII
(Valsartan), ha resultat ser superior a I'administracié d’IECAs en reduir el risc de mort i
hospitalitzacié per 1C*2.

Tot i aixi, les terapies farmacologiques actuals només aconsegueixen disminuir la progressié
del remodelat ventricular. La mortalitat i la morbiditat associada a la IC continuen sent
elevades i la seva carrega socioeconomica continua augmentant. Per tant, cal identificar noves
dianes que permetin desenvolupar millors opcions farmacologiques per tractar el remodelat

miocardiac i evitar la seva progressié a IC.

1.4) CALPAINES

La patofisiologia del remodelat ventricular és complexa, afecta als diferents tipus cel-lulars del
miocardi, i inclou I'accié de diferents proteines i vies de senyalitzacié. Tal com s’ha explicat,
una de les conseqléncies lligades als estimuls patologics cronics causants del remodelat
cardiac és I'alteracié de I’'homeostasi del Ca®*. Aquests canvis que comporten I'augment de la
concentracié de Ca* intracel-lular modulen de forma directa I'activitat de les calpaines, una

familia de cisteina proteases no lisosomals activades per Ca** ***.

Les calpaines sén essencials en processos fisiologics regulats per Ca®* (proliferacié, migracié

cel-lular, cicle cellular, apoptosi, remodelat del citoesquelet o transduccié de senyals™****)

’

perd les condicions patologiques associades amb un increment de la concentracié de Ca**
porten a la sobreactivacid de les calpaines i la proteolisi limitada d’'una gran varietat de

33



INTRODUCCIO

proteines. Durant els ultims anys, diferents estudis experimentals han proposat que les
calpaines juguen un paper clau en el remodelat miocardiac i IC, tant de manera indirecta,

136,137

contribuint a la mida de l'infart en pacients amb IAM , com directa, participant en les vies

de transduccié de senyal lligades a la resposta inflamatoria, hipertrofia dels cardiomiocits i
fibrosi intersticial** ™",
D’acord amb aquestes evidéncies, les calpaines podrien ser una nova diana terapeutica pel

tractament del remodelat ventricular adversila IC.

1.4.1) Isoformes, estructura i expressio

Dins la superfamilia de les calpaines, s’han trobat homolegs de les calpaines en la majoria

%2 En els humans s’han identificat fins a 15 gens de calpaines que

d’eucariotes i alguns bacteris
codifiquen per la subunitat catalitica i 2 gens que codifiquen per la subunitat reguladora. Les
primeres isoformes identificades, les més abundants i expressades de forma ubiqua son la
calpaina-1 (o p-calpaina) i la calpaina-2 (o m-calpaina), i es diferencien entre si per la
concentracié de Ca®* que requereixen in vitro per ser activades, sent de I'ordre de micromolar

2'. Aquestes dues isoformes sén

en el cas de la calpaina 1 i milimolar en el cas de la
conegudes com a calpaines classiques i, en general, quan es parla de I'activitat de les calpaines,
es fa referéncia basicament a la seva activitat conjunta. Les calpaines han estat classificades
d’acord a la preséncia o no de dominis “EF hands” d’unié a Ca®* en convencionals o tipiques
(isoformes 1, 2, 3, 8,9, 11, 12 i 13) i no convencionals o atipiques (isoformes 5, 6, 7, 10, 14 y
15.), o bé d’acord a si la seva expressid és ubiqua (isoformes 1, 2, 5, 7, 10, 12, 14 y 15) o es

produeix en teixits especifics (isoformes 3, 6, 8,9, 11y 13).

L’estructura de les calpaines 1 i 2 consisteix en un heterodimer que consta d’una subunitat
catalitica gran (CAPN1 i CAPN2) de 80kDa i una subunitat reguladora petita (calpaina 4 o
CAPNS1) de 28 kDa comuna a les dues. La subunitat catalitica és especifica per a cada calpaina
perdo amb una homologia en les seqliencies més o menys conservada, i conté diferents regions
ben diferenciades (Figura 6):

- Domini | o domini N terminal, relativament petit en les dues (només 87 i 76 residus per
la calpaina 1 i 2 respectivament), en forma helix alfa, és autolisat quan la calpaina
’ 2+
s’exposaa Ca”.

- Domini Il o domini cisteina proteasa (CysPc) que es divideix en dos subdominis, el nucli
proteasa 1 i nucli proteasa 2 (PC1 i PC2), on cada un d’ells presenta un lloc d’unié a
Ca?* ™. Es aqui on es troben els tres aminoacids (cisteina, histidina i aspargina) que

constitueixen la triada catalitica caracteristica de les proteases. En abséncia de Ca”,

pero, els dominis PC1 i PC2 tenen una estructura oberta i no formen la triada catalitica,

%> ’activacié per Ca’* no canvia I'estructura

ja que romanen separats per més de 10 A
global de la calpaina, sin6 que un i6 Ca** s’uneix a cada un dels dominis PC, fent que

quedin connectats i formin I'estructura tancada i activa'*®.

- Domini lll o domini de calpaina tipus B-sandwitch (CBSW). Presenta una estructura de
8 cadenes B, una estructura semblant a la del TNF-a o els dominis C2 de diverses
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proteines regulades per Ca®>* (com la PKC). Té la funcié d’unid i transmissié de canvis
conformacionals entre els dominis CysPC i el domini C terminal, aixi com intervenir en
la translocacié de les calpaines a la membrana i en la interaccié amb fosfolipids.

- Domini IV o domini C terminal, té certa homologia amb la calmodulina, i presenta 5
sequiéncies “EF hands” d’unié a Ca®* (PEFs). La dimeritizaci6 de les dues subunitats es
produeix per la cinquena ma EF del domini C terminal d’ambdues subunitats.

La subunitat reguladora petita CAPNS1 es composa Unicament de dos dominis. El domini V o
domini N terminal és un domini ric en glicina (GR) i aminoacids hidrofobics, i és responsable de
la interaccié de les calpaines amb les membranes a través d’interaccions hidrofobiques™’. El
domini VI o domini C terminal és un domini amb 5 “EF Hands”, que igual que el domini C
terminal de la subunitat gran, presenta certa homologia a la calmodulina. El paper de la

subunitat reguladora resulta essencial per 'estabilitat de la subunitat catalitica™*®.

Dominil Dominill Domini lll Domini IV
—r A 1T A N L ]
Cys His Asn
] ] CAPN1/CAPN2
EFH;mds
Domini V Domini VI

( )
EFH;TndS

Dominis d'inhibicid

B—'ABC'ABC'ABC'ABC'

Figura 6. Estructura esquematica de la subunitat catalitica de les calpaines 1 i 2 (CAPN1 i CAPN2), de la subunitat
reguladora (CAPNS1) i de la calpastatina (CAST).

CAST

1.4.2) Mecanismes d’activacié i regulacié

L'activitat de les calpaines esta estretament regulada pel seu inhibidor endogen calpastatina i
el control de la homeostasi Ca”*. In vitro, el Ca** és I’inic factor que pot activar les calpaines en
abséncia d’altres factors, pero ho fa a unes concentracions, sobretot en el cas de la calpaina 2,
molt superiors a les concentracions de Ca”* citosolic que els cardiomiocits poden arribar a
aconseguir en condicions fisiologiques (entre 50 i 300 nM***%°). Per poder explicar I'activacié
de la calpaina in vivo s’han suggerit diversos mecanismes que contribueixen a reduir el llindar
de Ca” requerit per I'activacié de les calpaines o bé contribueixen a la seva translocacié a

localitzacions amb altes concentracions locals de Ca**.
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1.4.2.1) Calci

En abséncia de Ca®*, els dominis PC1 i PC2 es troben separats per restriccions estructurals fruit
de les interaccions entre els dominis. La preséncia de Ca** activa les calpaines mitjancant la
induccié de canvis conformacionals en la subunitat catalitica que permeten la formacié de la

13131 11 3 unié del Ca®* a les calpaines es produeix en dues fases: en la primera

triada catalitica
fase 4 ions de Ca®* s’uneixen als dominis de “EF hands” de les subunitats catalitica i reguladora
i en una segona fase es produeix la unié de Ca** als llocs d’unié dels dominis PC1 i PC2. La
primera unidé provoca un canvi en la disposicié dels dominis que afavoreix |'estabilitzacié del
nucli de I'enzim i la dissociacié de les dues subunitats, mentre que la segona unié provoca la
formacié del centre catalitic*****%.

Amb la unié de Ca*, el domini N terminal, tant de la subunitat catalitica com de la reguladora
és autolisat. S’ha proposat que aquesta autolisi redueix els nivells de Ca** necessaris per

13134 1ot canviar I'especificitat dels substrats i redueix I’estabilitat

155,156
L

I"activacid de les calpaines
de la proteina facilitant la dissociacid de les dues subunitats ‘autolisi no és un pas
imprescindible en I'activacid de les calpaines donat que s’ha observat activitat proteolitica en
calpaines sense I'extrem N terminal autolisat, i el modelatge 3D de I'estructura de les calpaines

no mostra que els dominis N terminals estiguin bloquejant el centre catalitic®****®. L

es
concentracions de Ca** necessaries per induir la proteolisi sén semblants a les necessaries per
la seva activacid. Amb tot, I'autolisi representa un mecanisme important de regulacié de

I'activitat i especificitat de les calpaines.

Un dels models més acceptats per explicar el menor requeriment de Ca** in vivo és el de la
translocacié de les calpaines a la membrana plasmatica en resposta a un increment en les
concentracions de Ca®" citosolic™®’. Un cop a la membrana, les calpaines interactuen amb

fosfolipids (com el fosfatidilinositol (P1) o el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP,))**®
159,160

a través dels
dos llocs d’unid identificats en els dominis 11l i V respectivament

Diferents estudis han proposat que la translocacié redueix la concentracié de Ca®* necessaria
per la seva activacié'®*®!, degut a que el Ca** s’uneix principalment als grups fosfats dels
fosfolipids presents a la membrana plasmatica™® o bé degut a que situa 'enzim a prop de
canals de Ca®*. Diferents fosfolipids, sent el PIP, el més efectiu, han demostrat disminuir entre
3-6 vegades la concentracié de Ca®* requerida per I'autolisi de la calpaina 1 i 2'°**** en assajos
in vitro. Aquesta disminucid, pero, requereix d’una ratio molar de fosfolipids per cada molecula
de calpaina massa elevat, i tot i aixi les concentracions de Ca’* necessaries segueixen sent
massa elevades per ser un mecanisme rellevant d’activacié in vivo.

Altres estudis en eritrocits, pero, proposen que les calpaines interactuen amb proteines a la

165165 mentre que d’altres han mostrat que la unié de les

membrana i no amb fosfolipids
calpaines amb PI la membrana dels eritrocits no varia la concentracié de Ca** necessaria per
I"autolisi*®’. Aquestes discrepancies podrien ser explicades per diversos estudis en els que
s’associen les calpaines amb “lipids rafts” o microdominis lipidics, i que en la seva composicié
trobem la preséncia de colesterol, glucoesfingolipids i proteines wunides a

glicosilfosfatidilinositol (GPI).
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D’altra banda el mecanisme de translocacié i augment de Ca** també s’ha posat en dubte, ja
que també s’ha observat la translocacié mediada per fosforilacié en fibroblasts'®, la preséncia
de calpaina 1 a la membrana de forma majoritaria sense translocacid i activacié per

170,171

senyalitzacié intracel-lular associada al receptor NMDA , 'activacio de diferents calpaines

sense translocacié ni autolisi*’>*’? i, inclus, la translocacié nuclear de la calpaina 2 en diferents

patologies com condicions neurodegeneratives o models de TACY**”>,

Globalment I'evidéncia experimental indica que la translocacié i I'autolisi sbn mecanismes
lligats a I’activacid de les calpaines, encara que resta saber si son processos imprescindibles
perqué aquesta activacid es produeixi en situacions patologiques associades amb Ia
desregulacié de la homeostasi del Ca**.

1.4.2.2) Calpastatina

La calpastatina (CAST) és I'tnic inhibidor endogen de les calpaines que es coneix fins a la data
d’avui. La seva activitat inhibitoria és especifica de les calpaines, amb una eficiencia semblant

per la calpaina 1i 2, i no inhibeix altres proteases’®”’.

La calpastatina és una proteina monomeérica codificada per un sol gen, pero existeixen

17817 Fins a 8 isoformes diferents

diferents promotors i diverses variants resultant de splicing
de la calpastatina s’han identificat en teixits, amb un rang de pes molecular que va dels 17,5
kDa als 84 kDa. L’expressié de la calpastatina, igual que la de les calpaines 1i 2, és ubiqua a
tots els tipus cel-lulars, encara que la isoforma que s’expressa en cada teixit varia, podent
existir diferents isoformes en el mateix teixit. A diferéncia de les calpaines, la calpastatina i

I"activitat d’aquesta només ha sigut identificada en vertebrats.

La isoforma de la calpastatina amb I’estructura més llarga de totes consisteix en una regié N

2+180

terminal no inhibitoria que juga un paper en la regulacié de canals de Ca , seguida de

181,182

quatre dominis d’inhibicid, cada un dels quals inhibeix una molécula de calpaina . Cada un

d’aquests dominis a la seva vegada es troba dividit en tres subdominis anomenats A, Bi C.

La unié de la calpastatina a les calpaines és reversible i depén de Ca**'®

, ja que Unicament
s’uneix a les calpaines quan aquestes estan en la seva forma activa (i per tant tenen Ca** unit).
Els subdominis A i C, d’estructura heélix alfa, s’uneixen als dominis PEF tant de la subunitat
catalitica com de la reguladora, estabilitzant el complex calpastatina-calpaina. Amb aquesta
unid, el subdomini B interacciona amb el domini CysPc de les calpaines, forma un bucle sobre
el lloc actiu i impedeix la unié del substrat i 'activitat hidrolitica de la calpaina'®*'®.

La calpastatina a la seva vegada també és un dels substrats de I'activitat catalitica de les
calpaines i la seva degradacié és promoguda per I'activacié prolongada de les calpaines'®. A
més, la calpastatina pot ser fosforilada per la PKA. La fosforilacié in vivo de la calpastatina
modifica la seva localitzacié subcel-lular, incrementant el percentatge de calpastatina
associada a la membrana®®’, i la seva especificitat, disminuint in vitro la seva eficiéncia en la

inhibicio de les calpaines*®.
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1.4.2.3) Modificacions post-traduccionals

Més enlla dels mecanismes principals de regulacié de I'activitat de les calpaines, s’han
proposat altres menys caracteritzats basats en modificacions post-traduccionals de les
calpaines.

Diferents estudis suggereixen que I'activitat de les calpaines es pot modular per fosforilacid.
S’han identificat fins a 9 i 8 residus susceptibles de ser fosforilats a la calpaina 1 i 2
respectivament™®>. La majoria d’aquests residus s’han localitzat a la subunitat 80 kDa i alguns al
domini V de la subunitat 30 kDa, mentre que no s’ha identificat cap residu fosforilable als
dominis IV o VL. Els residus s’agrupen en dos regions concretes de la calpaina: a la unio dels
dominis |i Il (PC1), i a I'extrem NH, del domini Il (PC2). No tots els residus es troben fosforilats
en la mateixa freqiiéncia, perdo de mitjana les calpaines contenen entre 2 i 4 fosfats. La
fosforilacié dels residus modifica I'activitat proteolitica de les calpaines de diferent manera, i
s’ha descrit que I'eliminacié de tots els fosfats dels residus Ser i Thr déna lloc a una calpaina
amb una activitat proteolitica practicament nul-la'**, suggerint també una funcié estructural
constitutiva.

La PKA fosforila les calpaines a les posicions Ser369 i la Thr370. La fosforilacié d’aquests

189

aminoacids té un efecte inhibidor de l'activitat de la calpaina en fibroblasts™ . L’efecte

inhibitori d’aquestes fosforilacions es va confirmar in vitro utilitzant diferents mutants de la
calpaina 2. En canvi, les cinases ERK fosforilen la calpaina 2 a la posicié Ser50, amb un efecte

oposat. Aquesta fosforilacio s’ha suggerit que pot activar les calpaines en fibroblasts estimulats

2+ 191

amb EGF inclus sense la presencia de Ca . A més, s’ha proposat que les fosforilacions

mediades per ERK i PKA regulen la distribucid de la calpaina 2 entre el citoplasma i la

membrana plasmatica®®%1%,

Altres modificacions post-traduccionals que diversos estudis han suggerit que podrien
modificar I'activitat de les calpaines sén |'‘estrés oxidatiu/nitrossatiu, encara que els

mecanismes involucrats en la regulacié redox de I'activitat de la calpaina i la seva importancia

194

encara no es coneixen del tot~". Els nivells de ROS poden activar a les calpaines de forma

indirecte mitjancant canvis en els nivells de Ca**. Els ROS incrementen el Ca** citosolic gracies a

afavorir I'alliberament de Ca”* del reticle sarcoplasmatic i a disminuir I'extraccié de Ca** de la

2195 A més, I'activitat de la calpaina

196,197

cel-lula a través del dany en els transportadors de Ca
també es veuria inhibida per I'oxidacid i nitrosilacié directa de la proteasa

1.4.3) Funcions fisiologiques de les calpaines

Les funcions fisiologiques de les calpaines encara no estan ben definides. S’han identificat més
de 100 proteines substrat de les calpaines en experiments in vitro, encara que moltes no s’han
confirmat que ho siguin també in vivo. Entre la gran varietat de substrats, s’inclouen receptors
i transportadors de membrana (NCX, receptors NMDA, etc.), proteines del citoesquelet
(fodrina, talina, troponina, etc.), factors de transcripcid (p53, c-jun, c-fos, etc.) o enzims

reguladors de diferents vies intracel-lulars (calcineurina, PKC, fosfolipasa C, etc.)*®.
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Molts estudis in vivo, per altra banda, han intentat esclarir les funcions fisiologiques de les
calpaines utilitzant inhibidors. Malauradament, I’Unic inhibidor especific i selectiu per les
calpaines és el seu inhibidor endogen, la calpastatina. La majoria d’inhibidors emprats en
aquests estudis sén poc selectius, de manera que els resultats s’han d’interpretar amb cautela.
Finalment, diferents estudis també han utilitzat diversos models amb animals transgenics bé
deficients pel gens CAPN1, CAPN2 o CAST o bé amb sobreexpresid de calpastatina. Els animals
transgenics, pero, sén un sistema experimental simplificat i poden desenvolupar mecanismes
compensatoris que dificulten la interpretacié dels resultats.

Una de les funcions més estudiades i considerada com la més caracteristica de les calpaines és

el remodelat del citoesquelet. La proteolisi de proteines del citoesquelet participa en diferents

funcions cel-lulars, com la motilitat cel-lular, el desmuntatge de les adhesions focals, el

198201 | 3 renovacié de les cel-lules

desacoblament de les miofibril-les o la fusié de mioblasts
musculars durant el creixement o el dany tissular implica I'eliminacié de miofibril-les. Les
calpaines degraden proteines del citoesquelet que estabilitzen les fibres fines i grosses de les

miofibril-les**?

, provocant el seu desacoblament. Les calpaines, perd, no actuen sobre els
components principals del sarcomer, la miosina i I'actina***. Per tant, la seva funcié és alliberar
filaments i produir fragments de proteines que posteriorment seran degradats pel
proteosoma’®,

Les calpaines també s’han implicat en la regulacié de diferents vies de senyalitzacié cel-lular i
entre els seus substrats es troben molts enzims (cinases i fosfatases) i proteines del
citoesquelet involucrats en la transduccié de senyals. Per citar alguns dels molts exemples, les
calpaines proteolitzen la PKC produint la seva forma constitutivament activa (la proteina cinasa
M (PKM))*®, a diverses proteines implicades en les vies de senyalitzacié dependents
d’integrines (filamina, paxilina, RhoA, vinculina, etc.), al domini autoinhibitori de Ia
calcineurina, produint la seva forma activa®”, o a GSK-3°.

Les calpaines s’han relacionat amb la regulacié del cicle cel-lular a través de la ciclina D1°,

amb processos de diferenciacié cel-lular com I'angiogénesi fisiologica®® en resposta al factor
de creixement endiotelial vascular (VEGF) o amb la supervivéncia cel-lular, desencadenant la
mort per apoptosi a través de I'activacid de les procaspases 7 i 12 i la proteolisi de proteines

209-212

pro-apoptotiques (Bax, Bid, AlF, p53) o de Atg5 . Estudis recents suggereixen també que
les calpaines son efectors importants de la resposta immunitaria sent essencial la seva activitat
per la secrecid de proteines en macrofags, per la regulacié del inflammasoma NLRP3, en la

mort cel-lular per piroptosi o en I'activacié de cél-lules T***,

Les diferents isoformes de les calpaines tenir funcions fisiologiques diferents. En el sistema
neuronal, s’ha proposat que algunes funcions de la calpaina 1 i la 2 tenen efectes oposats®"’.
Aixi, s’ha descrit que la calpaina 2 desencadena la diferenciacié de stem cells neuronals,
mentre que la 1 la reprimeix. Aquest impacte diferencial de les calpaines també s’ha observat

en processos lligats a la memoria o la neurodegeneracio.

Per ultim, el paper fisiologic de les calpaines no classiques es coneix molt menys i aquest s’ha
deduit del estudi de la patofisiologia lligada a diferents calpainopaties.
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La calpaina 3 s’expressa de forma abundant al muscul esquelétic, i calpainopaties causades per
mutacions en el gen CAPN3 sén responsables de distrofies musculars (com per exemple la

28 |a calpaina 5

distrofia muscular de cintura autosomica recessiva tipus 2A (LGMD2A))
s’expressa principalment a la retina i a les sinapsis dels fotoreceptors i les mutacions que
modifiquen la seva activitat provoquen patologies com la vitreoretinopatia®®. També s’ha
descrit que les calpaines 8 i 9, expressades en I'estomac, tenen una funcié protectora a la
mucosa gastrica i ratolins KO per aquestes calpaines sén més susceptibles a les ulceres
gastriques induides per etanol®”. Per la seva banda, diferents estudis proposen que la calpaina
10 podria participar en la secrecid d’insulina aixi com en la captacié de glucosa estimulada per

insulina®*’.

1.4.4) Patologies amb alteracions en I’activitat de les calpaines

La desregulacié de I'activitat de les calpaines s’ha associat amb diferents patologies**?, moltes
d’elles lligades a una sobreactivacié degut a alteracions en la regulacié del Ca* intracel-lular
com en el cas de malalties neurodegeneratives, malalties cardiovasculars, isquémies o cancers,
i d’altres per deficiencies en algun dels gens de les calpaines (calpainopaties) tal i com s’ha
descrit en el paragraf anterior.

Dintre de les patologies cardiovasculars, diferents evidencies experimentals suggereixen que
les calpaines podrien participar en el desenvolupament de remodelat cardiac advers i
progressié a IC que es produeix en resposta a estimuls patologics cronics tant de causa
isquémica com no isquéemica. D’'una banda, les calpaines participen en el dany agut per
reperfusid i, per tant, poden contribuir al remodelat postinfart a partir del seu efecte sobre la
mida de l'infart. D’una altra, estudis recents en els que s’ha modificat I'activitat calpaina fent
servir models transgénics indiquen que les calpaines també poden actuar directament sobre
els processos d’inflamacié, hipertrofia i fibrosi que caracteritzen el remodelat ventricular.

1.4.4.1) Evidéncies de la contribucid de les calpaines al dany agut per reperfusio

Les calpaines participen de manera important en la mort dels cardiomiocits que caracteritza el
dany agut per reperfusid (Figura 7). Tal com s’ha explicat previament, durant la isquemia i la
fase inicial de la reperfusio, els cardiomiocits perden el control de la homeostasi de Ca®".
Malgrat la sobrecarrega de Ca®* citosolic que es produeix, diferents evidéncies experimentals
demostren que I'acidosi intracel-lular manté inhibides a les calpaines durant I'episodi
isquémic?®. La rapida normalitzacié del pH que es produeix amb la restauracié del flux durant
la reperfusié porta a la sobreactivacio i desregulacié de les calpaines.

Donant suport a la regulacié de les calpaines per pH, aquelles estratégies experimentals
destinades a prolongar I'acidosi intracel-lular (com I’administracié d’una solucié acidica durant
els primers minuts de la reperfusid) o a retardar la normalitzacié del pH (com el post-
condicionament isquémic), han demostrat reduir I’activacié de les calpaines aixi com el dany
per reperfusio®*”.
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Un cop sobreactivades, les calpaines contribueixen a la disfuncié contractil i la mort dels
cardiomiocits durant la reperfusié del miocardi isqueémic mitjancant la proteolisi d’una amplia
varietat de proteines que produeix diferents efectes deleteris a la cél-lula:

1) Augment de la fragilitat del sarcolema: I'activacié de les calpaines provoca la
degradacié de diferents proteines sarcolemals i del citoesquelet. Entre aquestes es troba la a-
fodrina, una proteina del citoesquelet amb un paper critic en el manteniment de la integritat
de la membrana plasmatica i de I'estructura del citoesquelet. Diferents estudis han demostrat
una relacié directa entre la seva proteolisi depenent de calpaina i un increment en la fragilitat
del sarcolema®®®. Durant la reperfusid, la tolerancia del sarcolema a I’estrés mecanic induit per
la contraccid cel-lular i I'edema disminueix amb la degradacié de la fodrina, incrementant la
probabilitat de la ruptura del sarcolema i la mort per necrosi del cardiomiocit®*®. Encara que
menys caracteritzades, les calpaines també degraden altres proteines que poden contribuir a
incrementar la fragilitat del sarcolema tals com la distrofina, talina, paxilina, vinculina, filamina,
tau, a-tubulina o vimentina®?"%.

2) Contribucié a la desregulacié de ’homeostasi del Ca**: juntament amb la a-fodrina,
la sobreactivacié de les calpaines resulta en la proteolisi de I’anquirina, proteina que permet la
connexid entre proteines integrals de membrana amb el citoesquelet mitjangant la seva unié a
la a-fodrina. La degradacié del complex anquirina/fodrina causa el desancoratge de diversos
receptors i canals de la membrana que afecten la seva correcta localitzacié i funcionament.
Entre els canals afectats es troben la subunitat alfa de Na*/K" ATPasa i I'intercanviador
Na*/Ca®®'**2, La inhibici6 de la seva funcié provoca que I'elevacié de la concentracié de Na*
creada durant la isquémia no es pugui normalitzar rapidament durant la reperfusio,
empitjorant encara més la sobrecarrega de Ca** degut a la reduccié de I'extrusié de Ca*?**?*,
Per una altra banda, les calpaines també contribueixen a la desregulacié de la homeostasi del
Ca’* proteolitzant el receptor de rianodina i SERCA2, i, per tant, modificant la funcié del reticle
sarcoplasmatic com a regulador de la concentracié de Ca** citosolic®*>**®.

3) Desorganitzacié de les miofibril-les: les calpaines contribueixen a la disfuncié
postisquemica a través de la proteolisi de diferents proteines involucrades en la contraccid
cel-lular. La degradacid de proteines depenent de calpaines com la titina, desmina, troponina T
cardiaca (cTnT), troponina | (cTnl) i a-actinina s’ha observat en models experimentals de IR*’"~
2% i en mostres humanes de miocardi’®’. La proteina C d’unié a la miosina cardiaca (cMyBP-C)
també s’ha vist que és hidrolitzada per la calpaina durant la IR, generant un fragment N-
terminal, que recentment també s’ha observat en mostres humanes d’infart de miocardi**®**".
Més recentment, la junctophilina-2 (JPH2), una proteina essencial per la maduracié dels tubuls
transversos i per I'acoblament excitacié-contraccié en cardiomiocits adults, s’ha vist que es
troba reduida després d’una isquémia transitoria, portant a una disfuncié contractilialaIC, a

causa del clivatge dependent de calpaina del seu domini N-terminal®*>**3.

4) Alteracié de la funcié mitocondrial: s’ha proposat que la desregulacié de I'activitat
de calpaines amb localitzaci6 mitocondrial pot alterar la funcié de la cadena de transport
d’electrons a l'actuar sobre les subunitats del complex | com la proteina NADH
dehidrogenasaubiquinona ferro-sulfur 7 (NDUFS7) i |la proteina NADHubiquinona

244,245

oxidoreductase cadena 6 (ND6) . S’ha descrit en ratolins transgénics amb sobreactivacid
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de la calpaina 1 de forma restringida a les mitocondries dels cardiomiocits que les calpaines
mitocondrials també degraden la subunitat ATP5A1 de la ATP sintasa mitocondrial FoF1,
causant I'laugment en la generacié de ROS, I'obertura del mPTP i la mort cel-lular®®

Altres estudis suggereixen que les calpaines mitocondrials també poden modular les
dinamiques mitocondrials a través de la degradacié de OPA1, la disminucié de la qual esta
associada amb la fissid mitocondrial, la inhibicié de la mitofagia i I'increment en el dany per
reperfusié®*®. Les calpaines regulen de forma negativa la mitofagia a diferents nivells, donat
que també s’ha vist que degrada la proteina beclina-1, un component necessari per la
formacio d’autofagosomes®*’

5) Modulacié de vies de senyalitzacio: altres substrats de les calpaines com cinases o
fosfatases poden alterar la funcid de diverses vies de senyalitzacié a diferents nivells. La
proteolisi de la PKC per la calpaina 1 genera un fragment C-terminal que contribueix al dany
per reperfusi6®®. Les calpaines també indueixen I'activacié de la GSK-3p (regulador de
I'obertura del mPTPT) a través del clivatge del seu domini inhibidor®*
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Disfuncié bomba Na* ‘
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# pHi retardada
Sobrecarrega de Ca?* —L
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Figura 7. Diagrama esquematic dels principals mecanismes a través dels quals les calpaines participen en el dany
per reperfusio. Figura adaptada de 20

1.4.4.2) Evidéncies de la participacié de les calpaines en el remodelat ventricular

A més de la seva contribucié en el dany per reperfusid, estudis més recents demostren que la
desregulacié de I'activitat de les calpaines també s’observa en altres condicions patologiques
gue porten al desenvolupament de remodelat ventricular i IC.
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L'increment en els nivells de les calpaines s’ha observat en diferents models experimentals de
IC, ja siguin d’origen isquemic (IC causada per la progressid de remodelat advers postinfart), o
bé per sobrecarrega de pressié induida per TAC o estimulacié neurohumoral (tractament

138,139,041 Hixi com en pacients amb IC congestiva251. Per altra banda,

cronic amb angiotensina Il)
la majoria d’estudis utilitzant animals transgenics amb alteracions en el sistema
calpaina/calpastatina coincideixen en que la calpaina juga un paper causal en el
desenvolupament del remodelat cardiac i IC en models d’estrés cronic. La sobreexpressio
transgenica de la calpaina 1 a la mitocondria causa remodelat ventricular advers i una
mortalitat prematura®”. Estudis amb animals transgénics amb sobreexpressié de la
calpastatina descriuen una disminucié en la hipertrofia, fibrosi i inflamacid en resposta a

138252 En |a mateixa direccié, la deficiéncia de

models de remodelat per angiotensina Il o infart
la subunitat reguladora de les calpaines redueix el remodelat postinfart en ratolins sotmesos a

isquémia-reperfusié™*.

L'evidencia perdo no és del tot consistent, donat que també s’ha descrit que les calpaines
podrien ser necessaries per a un correcte remodelat. En aquest sentit, la sobreexpressié de la
calpastatina en un model d’oclusié coronaria permanent s’ha descrit que provoca un menor
reclutament i activacid de cel-lules inflamatories, particularment de cel-lules T i macrofags M2,
a la zona infartada®>. Aixo provoca una mala reparacié i formacié de la cicatriu postinfart, aixi

253 També s’han

com major probabilitat de ruptura del ventricle i una mortalitat més elevada
suggerit rols protectors de la calpaina en situacions d’estrés hemodinamic com la sobrecarrega
de pressié™*, on la disminucié en els nivells de calpaina 1 i 2 afavoreix la dilatacié ventricular,

disfuncié contractil i IC.

Tot i que encara no es coneixen amb exactitud, s’han proposat diferents mecanismes
intracel-lulars per explicar la contribucié de les calpaines en el remodelat ventricular. Aquests
inclouen la regulacié de I'activitat de diferents factors nuclears i el clivatge de la JPH2.

Les calpaines degraden I'inhibidor IkBa®>®, permetent la translocacié al nucli de NF-kB i la
subseqlient activacido de la transcripcié de gens implicats en el remodelat ventricular. En
models animals d’infusié cronica d’angiotensina Il, la delecié de la subunitat p50 o I'expressid
d’un super-repressor de NF-kB limita la hipertrofia induida®*®.

Les calpaines també poden activar la via de la calcineurina a través de la proteolisi del seu
domini autoinhibitori o via la degradacié de [linhibidor cain/cabin®’, permetent la
desfosforilacié de NFAT i la seva translocacio al nucli, on activa I'expressié de gens hipertrofics.
Si bé la delecié de NFAT provoca la disminucié de I’hipertrofia cardiaca en resposta a la infusié
d’angiotensina Il i la sobrecarrega de pressié®*®, fins ara no s’ha demostrat que la calpaina
contribueixi a la hipertrofia ventricular en resposta a angiotensina per mecanismes
dependents a I'activacié de NFAT %,

D’altra banda, la JPH2 és una proteina intermembrana que manté el plasmalemma i el reticle
sarcoplasmatic a una distancia fixada per assegurar un correcte acoblament de I'excitacid i la
contraccié. La JPH2 és essencial per la maduracié dels tdbuls transversos (TT)**°. Diferents
estudis han demostrat que la IC provoca una pérdua de la xarxa de TT, provocant una mala
contraccié cardiaca®®, i s’ha observat una disminucid dels nivells de JPH2 tant en pacients com

en animals amb 1C%*,
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La proteolisi depenent de Ca** de la JPH2 per les calpaines s’ha proposat com un dels principals
mecanismes responsables de la disminucié de la JPH2 en el context de IC i aquesta proteolisi

243,262

ha sigut descrita en diferents condicions patologiques . A més, en cors de ratolins

sotmesos a isquémia-reperfusié s’ha observat una reduccié en els nivells de JPH2, mentre que

283 per altra banda, s’ha descrit que la sobreexpressié

la calpastatina pot evitar aquesta perdua
(transgenica o a través de la transfeccié d’adenovirius) de JPH2 atenua la progressio de la IC en

un model de TAC?**%%,

1.4.5) La inhibicié farmacologica de les calpaines en el tractament del remodelat

Malgrat que les estrategies actuals per tractar la IC han millorat la qualitat de vida i la
supervivencia dels pacients, la mortalitat continua sent alta, i per tant, és necessari i urgent
trobar noves dianes farmacologiques.

Diferents estudis en els que s’han fet servir models transgenics suggereixen que les calpaines
poden ser una prometedora diana terapeutica. Malauradament, no s’ha explorat en estudis
preclinics I'Gs d’inhibidors farmacologics de calpaines com a estratégia terapeutica per el
tractament de la IC. Aix0 és degut principalment a les limitacions de la majoria dels actuals
inhibidors de calpaina disponibles, que no posseeixen unes propietats farmacologiques
apropiades pel seu Us en pacients. Afortunadament, I’associacié d’altres afeccions
patologiques no cardiaques, incloses miopaties, trastorns neurodegeneratius, malalties
oftalmologiques o cancer amb alteracions del sistema calpaina/calpastatina han fet que
aquestes hagin esdevingut font de gran interés per part de la industria, i s’hagi promogut el
desenvolupament de nous inhibidors durant els ultims anys.

Historicament, la majoria dels inhibidors desenvolupats s’han basat en I'especificitat al
substrat, dissenyant peéptids amb un grup reactiu electrofilic (un aldehid, o-cetoacid,
a-cetoamides i a-cetoésters) que interacciona amb el lloc actiu com a substrat, i reacciona
amb el residu de cisteina del lloc actiu de forma reversible o irreversible.

La leupeptina i el E-64, inhibidors aillats de microorganismes, constitueixen la primera
generacid d’inhibidors de les calpaines. Aquests peptids tenen un grup aldehid que
interacciona de forma covalent amb el centre catalitic de les calpaines. La leupeptina va ser el
primer inhibidor utilitzat en el context del dany agut per IR, millorant la recuperacié funcional

en cors aillats de conills porquins sotmesos a isquémia-reperfusié®®>. Aquests inhibidors, tot i

haver sigut ampliament usats durant molt de temps tant en estudis in vitro com in vivo®® %,
tenen diversos desavantatges com son una baixa especificitat per les calpaines i una baixa
permeabilitat a la membrana®’®. Les propietats fisicoquimiques de la leupeptina es van millorar
substituint els aminoacids terminals per un grup reactiu hidrofobic, donant lloc a nous
inhibidors anomenats calpeptina, ALLN (o inhibidor de les calpaines |) i MDL-28170 (o inhibidor

271

de les calpaines III)*"". Aquests derivats sintetics de la leupeptina han demostrat una eficacia

major en la proteccié del dany per reperfusié en cors aillats i models in vivo d’oclusié coronaria

transitoria®?>27%%73

. Malauradament, I’alta reactivitat quimica dels aldehids i la baixa solubilitat
aquosa limiten I'estabilitat i biodisponibilitat d’aquests inhibidors, fent que no es pugin emprar

en pacients. Amb I'objectiu de trobar inhibidors més selectius i amb una millor solubilitat,
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permeabilitat cel-lular i estabilitat metabolica, es va utilitzar I'estructura del MDL-28170 per
desenvolupar inhibidors peptidomimetics®’*. Destaquen les cetoamides derivades de
benzamida A-705239 i A-790253 desenvolupades per la companyia biofarmaceutica AbbVie,
gue han demostrat reduir la mida de l'infart i la disfuncié mitocondrial en cors aillats de

:11275,276 277
conill

i en un model in vivo d’isquémia-reperfusié en porc™’’. Amb la informacié obtinguda
de relacié estructura-activitat, es va desenvolupar el Alicapistat (o ABT-957), un derivat
millorat de A-705239, amb una alta selectivitat a les calpaines envers les catepsines?®, s’ha
testat recentment en un estudi clinic en fase 1 analitzant la seva seguretat i propietats

farmacologiques per al tractament del Alzheimer?”.

Una de les limitacions dels inhibidors de les calpaines és |'especificitat envers altres cistein
proteases. Per tal de desenvolupar nous inhibidors amb una especificitat més elevada, s’han
buscat altres aproximacions com inhibidors basats en la calpastatina o inhibidors al-losterics.
La calpastatina constitueix I'inhibidor més especific i potent per les calpaines, pero degut a la
seva naturalesa proteica i a la seva grandaria, presenta una permeabilitat cel-lular molt baixa i
una alta inestabilitat in vivo. Per aixd, una prometedora estratégia es basa en dissenyar
inhibidors a partir de la seqliéncia i estructura 3D de la calpastatina i conjugats amb diferents
peptids de penetracié cel-lular.

Per altra banda, s’han desenvolupat compostos que es poden unir a altres llocs de I’enzim que
no sigui el lloc catalitic, causant una inhibicié al-lostérica i augmentant I'especificitat. Un
d’aquests inhibidors, el PD150606, derivat del primer inhibidor al-lostéric identificat, s'uneix als
llocs d’unié del Ca** de les calpaines, i ha demostrat reduir la mida de linfart en ratolins
sotmesos a isquémia-reperfusio in vivo?®°. Un derivat d’aquest, el PD151746, s’ha vist que és
aproximadament 20 vegades més selectiu per la calpaina 1 que per la 2. Donat que entre les

81 i les funciones

dues isoformes poden haver diferéncies en I'especificitat pels seus substrat
biologiques®®?, aquests compostos representen I'oportunitat de desenvolupar inhibidors de

calpaines especifics d'una isoforma.

A més de les diferents isoformes de les calpaines, també existeixen caracteristiques
diferencials entre les calpaines segons siguin citosoliques o mitocondrials. S’ha proposat que
les calpaines mitocondrials, perd no les citosoliques, s’uneixen a proteines xaperones®*>. Amb
aquesta premissa, es va desenvolupar un péptid que bloqueja el lloc d’unié entre la calpaina 1 i
la chaperona ERp57, inhibint aixi Unicament de forma selectiva I'activitat de la calpaina 1
mitocondrial®®*. Donat el paper central de la mitocondria en la mort cel-lular durant el dany
per isquemia-reperfusié i que I'activitat de la calpaina 1 mitocondrial es troba elevada en
ratolins sotmesos a isquémia-reperfusié®®, els potencials efectes cardioprotectors d’aquests
tipus d’inhibidors resulten molt prometedors.

1.4.5.1) Nous inhibidors de la calpaina: SNJ-1945 i NPO-2270

A la present tesi, per demostrar el potencial terapeutic de la inhibicié de les calpaines en el
context del remodelat ventricular i IC, s’han fet servir dos nous inhibidors, el SNJ-1945 i el
NPO-2270, que presenten un perfil farmacologic superior als inhibidors actuals.

El {(1S)-1[(((1S)-1-benzil-3-ciclopropil-amino2,3-dioxopropil)Jamino)carbonil]-3-methilbutil}
carbamic acid 5- mehoxy-3-oxapentil éster o SNJ-1945 (491,59 kDa) és un inhibidor reversible
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de les calpaines derivat de la cetoamida dissenyat pels laboratoris Senju (Senju Pharmaceutical
Co., Ltd) que actua sobre el grup SH d’un residu de cisteina del centre actiu de les calpaines.
Aquest inhibidor es va dissenyar especificament per incrementar la seva solubilitat aquosa i la

seva biodisponibilitat®® i les seves propietats farmacocinétiques van ser evaluades en la retina

després de la seva administracié oral®®’.

Administrat de forma oral, el SNJ-1945 ha demostrat millorar malalties de retina®®3?%° i induir

neuroproteccié en models experimentals d’encefalomielitis autoimmune®*?**

cerebral en ratoli*®?. Administrat de forma intraperitoneal abans d’una oclusié coronaria, ha

i isquémia

millorat la disfuncié ventricular induida per IR**®. Actualment, a més, un assaig clinic en fase II
avalua l'eficacia i seguretat de I'administracid oral del SNJ-1945 en pacients amb oclusié de
I’arteria central de la retina (jJRTC2021190013).

Per altre banda, en el context d’aquesta tesi, es caracteritzen per primera vegada les
propietats inhibidores d’una nova moléecula propietat de Landsteiner Genmed SL, NPO-2270,
un derivat de la benzamida (477,5 kDa, estructura sota patent) i es determina el seu potencial
cardioprotector en models preclinics d’isquémia-reperfusid i remodelat ventricular.
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2) HIPOTESI

Les calpaines juguen un paper clau en el desenvolupament del remodelat ventricular i la
progressié cap a insuficiencia cardiaca i ho fan de manera independent a I’estimul patologic
que el provoca.

La inhibiciéd farmacologica de les calpaines de forma cronica i per via oral és possible i
representa una potencial estrategia pel tractament del remodelat ventricular i prevencié de la
insuficiéncia cardiaca.
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3) OBJECTIUS

Objectiu principal

Avaluar I'eficacia de la inhibicié farmacologica de les calpaines com a nou tractament contra el
remodelat ventricular i IC, i caracteritzar i definir els mecanismes de la contribucié de les
calpaines als processos de remodelat cardiac tant d’origen isquémic com no isquémic.

Objectius secundaris

1. Caracteritzar el remodelat ventricular induit per diferents estimuls patologics cronics:
isquémia transitoria, estimulacié cronica amb isoproterenol o amb angiotensina Il i
constriccié aortica.

2. Determinar la capacitat de dues noves molécules, SNJ-1945 i NPO-2270, d’inhibir les
calpaines miocardiaques mitjangant la seva administraciéd cronica per via oral i
analitzar els seus efectes sobre el remodelat cardiac caracteritzat en els models
anteriors.

3. Determinar els mecanismes pels quals les calpaines podrien contribuir als processos de
remodelat ventricular, incloent:

e laviade senyalitzacié de NF-kB
e lavia de senyalitzacié de TGF-B1 i smad2/3

e Lavia de senyalitzacié de GPCR i GRK2
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4.1) MODELS EXPERIMENTALS

4.1.1) Inhibidors de les calpaines

Una de les caracteristiques dels inhibidors de les calpaines és la seva baixa solubilitat. Per
minimitzar aquest problema, els inhibidors de les calpaines SNJ-1945 i NPO-2270 es van
preparar segons les recomanacions dels propietaris (Senju Pharmaceutical Co., Ltd i
Landsteiner Genmed SL respectivament).

El SNJ-1945 es va dissoldre en carboximetilcel-lulosa 0,5% en sérum fisiologic protegint-lo de la
[lum, ja que és una molecula fotosensible. Es va fer un vortex a la dissolucié durant 1 minut i a
continuacié es va sonicar en un bany d’ultrasons durant 15 minuts. Finalment es va fer un
vortex durant 3 minuts.

El NPO-2270 es va dissoldre en Tween80 5% + PEG400 15% en sérum fisiologic. El solid es va
dissoldre en primer lloc en Tween80 i es va sonicar durant 15 minuts. A continuacié es va
afegir el PEG400 i es va repetir la sonicacié de la solucié durant 15 minuts addicionals.
Finalment es va afegir el volum de serum fisiologic poc a poc per tal d’evitar la precipitacié del
farmac.

4.1.2) Animals

Tots els protocols experimentals utilitzats van ser aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié
Animal del VHIR i tots els procediments s’han dut a terme a I'Estabulari del VHIR.

En els experiments d’aquesta tesi s’han utilitzat tant rates com ratolins. Les rates mascle
Sprague-Dawley van ser obtingudes de Janvier amb una edat compresa entre 10-12 setmanes i
250-300 grams de pes. Per altre banda, els ratolins mascle wild type (WT) i GRK2 hemizigots
(GRK2+/'), mantinguts en un fons genétic C57BL/6, van ser generats i cedits pel doctor Federico
Mayor, (Departamento de Biologia Molecular y Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”;
UAM-CSIC). Els ratolins GRK2 hemizigots han estat caracteritzats previament i expressen un
50% menys de proteina que els seus respectius controls®®. Finalment, els ratolins mascle
C57BL/6 van ser obtinguts de Janvier. En tots els casos els ratolins tenien una edat compresa
entre 10-16 setmanes i 25-30 grams de pes. Els animals es van mantenir a |’estabulari del VHIR
controlant la temperatura (22+2 2C) i la humitat (55210%), alimentant-se amb pinso estandard
i aigua de forma ad libitum i amb cicles de llum i foscor de 12 hores (inici del cicle de llum a les
8 AM).

4.1.3) Infart de miocardi ex vivo. Perfusié de cor aillat de rata en Langendorff

La preparacié de Langendorff és una técnica experimental que permet reproduir les condicions
d’isquémia-reperfusié en un cor aillat eliminant factors extrinsecs. Es un model amb una alta
reproductibilitat i baix cost idoni per una primera caracteritzaci6 de les propietats
cardioprotectores de noves molécules.
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Els animals van ser anestesiats mitjancant sobredosi de pentobarbital sodic (100 mg/kg,
intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia (buprenorfina subcutania, 0,05 mg/Kg). El cor
es va extreure després de realitzar una toracotomia i rapidament es va connectar per canulacio
de la seva aorta a un sistema de Langendorff on es va perfondre de forma retrograda a una
pressid constant de 60 mmHg amb un tampd bicarbonat Krebs-Henseleit modificat (KHB, en
mM: NaCl 140, NaHCO; 24, KCI 2.7, KH,PO, 0.4, MgS0, 1, CaCl, 1.8, glucosa 11). El tampd es va
filtrar sota pressié a través d’un filtre de cel-lulosa de 0,45 um per tal de retirar qualsevol
particula que pogués obstruir el flux, es va temperar a 37 2C i gasejar de forma continuada
amb carbogen.

Durant la perfusid es va monitorar continuament la pressié del ventricle esquerre (LVP)
mitjancant I'ds d’un globus de latex ple d’aigua col-locat en el ventricle esquerre. Ajustant
I’'ompliment del globus, la pressié diastolica (LVEDP) es va fixar entre 6 i 8 mmHg. A través d’un
transductor de pressid 43600F (Baxter) es van transferir els valors de freqliéncia cardiaca,
pressio del globus i la pressié de perfusid a un registre informatic (Chart 5.2 de ADInstruments)
a través d’un amplificador i digitalitzador de senyal Powerlab (ADInstruments).

El protocol d’isquemia-reperfusié va consistir en un episodi d’isquemia global transitori
provocat per la interrupcid completa de la perfusi6 amb el tampd de Krebs. Durant aquest
periode d’isquémia, els cors es van submergir en serum fisiologic per tal de mantenir la
temperatura a 37 2C. La reperfusio es va portar a terme amb la reinstauracié del flux de tampé
Krebs.

4.1.3.1) Efecte del SNJ-1945 en I’activacio de la calpaina i el dany per reperfusio

Els cors es van perfondre en el sistema Langendorff, en condicions normoxiques durant 30
minuts i posteriorment van ser sotmesos a 40 minuts d’isquémia. Passat aquest temps es va
iniciar la reperfusié on es va afegir a la solucié de Krebs I'inhibidor de les calpaines SNJ-1945
(Senju Pharmaceuticals) a diferents concentracions (1, 10, 50 o 100 uM) o el seu vehicle DMSO
al 0,05% durant els 15 primers minuts de reperfusid.

Per tal d’avaluar I’activitat de la calpaina, els cors (n=4 per grup) es van retirar als 15 minuts de
la reperfusid i es va analitzar els productes de proteolisi de la a-fodrina per western blot
(Figura 8A). Amb I'objectiu de descartar la possibilitat que qualsevol variacié en la degradacié
de la a-fodrina fos conseqiéncia de diferencies en la mort cel-lular associades amb la disrupcio
del sarcolemma, es va afegir I'inhibidor contractil selectiu blebistatina (5 mM) durant els
primers minuts de la reperfusid. En estudis previs el nostre grup ha demostrat que la inhibicid
de la contractilitat evita el desenvolupament de la hipercontractura i mort dels cardiomiocits
durant la reperfusié®®.

Per avaluar I'efecte cardioprotector del SNJ-1945 es va repetir I'experiment anterior, pero els
cors (n=6 per grup) es van deixar reperfondre durant 60 minuts (Figura 8B). Durant aquest
temps es van recollir mostres de I'efluent coronari i es va analitzar I'activitat de I’enzim lactat
deshidrogenasa (LDH) amb un metode espectrofotométric.
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Figura 8. Protocol de perfusido en I'estudi de I'efecte del SNJ-1945 en I'activacié de la calpaina i el dany per
reperfusié en cors aillats sotmesos a isquémia transitoria. A) Grups experimentals destinats a la determinacié de
I'activitat de la calpaina per western blot. B) Grups experimentals destinats a I'avaluacié I'efecte cardioprotector per
espectrofotometria. Els quadres grisos corresponen al periode d’isquémia.

4.1.3.2) Efecte del NPO-2270 en I’activacioé de la calpaina i el dany per reperfusié

Per avaluar I'efecte del NPO-2270 es va realitzar el mateix protocol que en els cors perfosos
amb el SNJ-1945. EI NPO-2270 es va perfondre durant els primers 15 minuts de la reperfusio a
diferents concentracions (0,01, 0,1, 1 o 10 uM). Els cors es van retirar després de 15 minuts de
reperfusid i es va analitzar I'activitat de la calpaina per western blot (n=4 per grup; Figura 9A) o
bé després de 60 minuts de reperfusid i es va analitzar I'efecte cardioprotector del NPO-2270 a
través de I'activitat LDH i la mida de I'infart (n=6 per grup; Figura 9B).

'3|0 Basal ? Isquémia 40. Reper‘f.ls5 '3|0 Basal ? Isquémia 4|D 5|5 Reperfusio lOIO
I 1 I 1 I 1 I I 1
[ bmMs00,05%
IR IR | |
[ NPO-22700,01/0,1/1/10uM
= O slebistatina 5 mM
S I O - |
a

Figura 9. Protocol de perfusié en I'estudi de I'efecte del NPO-2270 en I'activacié de la calpaina i el dany per
reperfusié en cors aillats sotmesos a isquémia transitoria. A) Grups experimentals destinats a la determinacié de
I’activitat de la calpaina per western blot. B) Grups experimentals destinats a I'avaluacié I'efecte cardioprotector per
espectrofotometria i a 'avaluacié de la mida de I'infart. Els quadres grisos corresponen al periode d’isquemia. Els
quadres grisos corresponen al periode d’isquémia.

4.1.4) Infart de miocardi in vivo. Isquémia-reperfusié en rata i ratoli

Una vegada s’han obtingut resultats positius en el model de Langendorff, el potencial
cardioprotector de les molecules en estudi és analitzat en un model fisiologicament més
rellevant com és el model d’isquemia transitori per oclusié de la coronaria descendent anterior
esquerra in vivo, i on la mida de l'infart és la variable d’estudi principal. Per aquest model es
van utilitzar tant rates com ratolins.

Les rates Sprague-Dawley mascles d’entre 250 i 300 grams, es van premedicar amb una
injeccié intraperitoneal d’atropina (0,05 mg/kg) i es van anestesiar amb una injeccid
intraperitoneal de ketamina (75 mg/kg) i xilacina (10 mg/kg). El pla anestésic es va mantenir
durant tot el procediment amb I'administracié d’isofluora al 1%. Un cop I'animal mostrava
signes d’inconsciéncia (perdua del reflex podal o de retirada i pérdua del reflex corneal) es va
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procedir a la intubacié orotraqueal amb transiluminacié de la traquea utilitzant un cateter
intravends 16G. La ventilacié espontania es va mantenir fins iniciar la monitoritzacié de
parametres vitals (electrocardiograma (ECG) i freqléncia cardiaca) de I’'animal mitjangant
electrodes subcutanis connectats a un bioamplificador PowerLab 8SP (ADInstruments). A
continuacié I'animal es va connectar a un ventilador mecanic Inspira ASV (Hardvard Apparatus)
a 75 respiracions per minut. Es va utilitzar un volum de corrent de 8-10 ml/kg, O, inspirat del
100% i pressio positiva en el final de I'expiracié de 3 mbar.

Trenta minuts abans de procedir a la cirurgia es va administrar de forma subcutania I’analgésic
buprenorfina (Schering-Plough) a una concentracié de 0,01 mg/kg. Durant tota la cirurgia,
també es va controlar i mantenir a 37 2C la temperatura amb un llum infraroig i una sonda
rectal connectada a un termometre digital i una manta térmica. Els parametres vitals i la
verificacié del pla anestésic van ser periodicament avaluats durant la cirurgia. A més es va
administrar fluidoterapia de forma subcutania amb serum fisiologic al 0,9% per tal d’evitar la
deshidratacié i hipovolémia de I’animal.

L'obertura del torax es va fer a través del hemitorax esquerra a I'atura del quart espai
intercostal (minitoracotomia esquerra per dissecacié roma del teixit). Préviament es va
administrar heparina IP (200 Ul/kg, intraperitoneal) per minimitzar la trombogénesis durant la
reperfusid. La isquémia transitoria es va fer per oclusié de I'artéria coronaria descendent
anterior esquerra (DA) a 1 mm de I'apéndix de I'auricula esquerra amb un fil de sutura 6/0
Silkam (Braun) amb agulla atraumatica. Per realitzar I'oclusid, el fil es passa per sota de la
coronaria, es realitza un nus i es col-loca un tub entre aquest i el miocardi, que I'estrényer el
nus pressionara la coronaria fins ocloure-la. Els indicadors d’una correcta oclusid de la DA sén
que es produeixi una elevacié del fragment ST del ECG aixi com que la zona en isquémia del cor
adquireixi un color pal-lid.

En els estudis on es van fer servir ratolins, aquests van ser sotmesos al mateix procediment
descrit per les rates perd amb algunes diferéncies detallades a continuacié. Ratolins C57BL/6
mascle d’entre 25-30 grams es van anestesiar amb una dosi de pentobarbital (40mg/kg) +
ketamina (50 mg/kg). Per mantenir el pla anestésic, en cas de ser necessari, es va administrar
una ter¢ de la dosi inicial com a dosi de reforg. La intubacié orotraqueal es va realitzar amb un
cateter intravends 20G. Un cop monitoritzat, I'animal es va connectar a un ventilador mecanic
per animals petits SAR-830 (CWE) a 133 respiracions per minut. Es va utilitzar un volum de
corrent de 6 ml/kg, O, inspirat del 100% i pressio positiva en el final de I'expiracié de 3 mbar. El
procediment d’obertura i oclusié de la DA va ser el mateix que el seguit en les rates.

Després de 30 (en rates) o 45 (en ratolins) minuts d’oclusid es va inicar la reperfusid, traient el
tub per alliberar la pressié sobre la coronaria i restaurar el flux, perd mantenint el fil per poder
reocloure posteriorment i determinar I’area en risc. Durant la reperfusio es va tancar el torax,
aplicant una compressié a la caixa toracica per eliminar I'aire i reduir les possibilitats d’un
pneumotorax, i es va procedir al tancament per capes mitjancant la sutura intercostal dels
musculs i pla superficial (pell).

Es va administrar un tractament antibiotic profilactic amb una Unica dosi de ceftriaxona
(80mg/kg, subcutania) després d’extubar als animals. La recuperacié d’aquests va ser
acompanyada durant les tres primeres hores, fins que recuperaven els reflexes normals, es va
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controlar la temperatura amb una manta eléctrica i es va subministrar O, amb una mascareta.
Es va aplicar analgésia amb una dosis de buprenorfina (0,01 mg/kg, subcutania) cada 12 hores
fins les 24 hores.

Passat el periode de reperfusid, els animals van ser eutanasiats mitjancant pentobarbital sodic
(100 mg/Kg, intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia amb buprenorfina (0,01 mg/kg,
subcutania).

4.1.4.1) Efecte de I’administracié oral de SNJ-1945 en I’activacié de la calpaina

Els animals van ser dividits en dos grups segons el tractament rebut de forma oral per sonda
(gavatge) 60 minuts abans de sotmetre’ls al protocol d’isquémia-reperfusié: inhibidor de les
calpaines SNJ-1945 (grup SNJ, n=9) o el seu vehicle, carboximetilcel-lulosa (CMC) 0,5% en
sérum fisiologic (grup IR, n=6). A la vegada el grup tractat amb SNJ-1945 va ser subdividit en 3
grups (n=3 per grup) segons la dosi rebuda (30, 60 o 120 mg/kg). Tots els grups es van
sotmetre a 30 minuts d’isquémia i 30 minuts de reperfusid (Figura 10A). Passat aquest temps,
els animals es van eutanasiar i es va analitzar els productes de proteolisi de la a-fodrina per
western blot.

4.1.4.2) Efecte de I'administracié intraperitoneal de SNJ-1945 en l'activacié de la
calpaina i la mida de l'infart

Els animals van ser dividits en dos grups segons el tractament rebut de forma intraperitoneal 5
minuts abans d’iniciar la reperfusié: una dosis de carboximetilcel-lulosa 0,5% en serum
fisiologic (grup IR, n=14) o una dosi amb l'inhibidor de les calpaines SNJ-1945 a 120 mg/kg
(grup SNJ, n=14). Passades les 24 hores de reperfusid, els animals es van eutanasiar (Figura
10B). Una vegada es va extreure el cor, es va analitzar I'activitat de la calpaina o bé la mida de
I'infart. En el segon cas, els cors es van muntar en I'aparell de Langendorff, on va ser perfundits
amb tampd de Krebs per tal d’extreure la sang dels ventricles. La DA va ser reocluida i es va
procedir a fer les tincions per determinar I'area en risc i I'area de necrosi tal i com es detalla
més endavant.

-60' .30 60’ 30° . 24h
! \ Isquemia "/ Reperf. | P Reperfusid Y
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Figura 10. Protocols experimentals en I'estudi de I'efecte del SNJ-1945 en un model in vivo d’isquemia-reperfusio.
A) Grups experimentals on es va administrar I'inhibidor de forma oral 1 hora abans de la isquémia destinats a la
determinacioé de I'activitat de la calpaina per western blot. B) Grups experimentals on es va administrar I'inhibidor
de forma intraperitoneal 5 minuts abans de la reperfusié destinats a la determinacié de |'activitat de la calpaina per
western blot o a la mida de I'infart. Els quadres grisos corresponen al periode d’isquémia.
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4.1.4.3) Efecte de I'administracié intraperitoneal de NPO-2270 en I’activacié de la
calpaina i la mida de l'infart

Els animals van ser dividits en dos grups segons el tractament rebut de forma intraperitoneal 5
minuts abans d’iniciar la reperfusié: una dosis del vehicle (5% Tween80, 15% PEG400 en serum
fisiologic; grup IR, n=12) o una dosi amb l'inhibidor de les calpaines NPO-2270 (grup NPO,
n=24). A la vegada el grup tractat amb NPO-2270 va ser subdividit en 2 grups (n=12 per grup)
segons la dosi rebuda (5 o 20 mg/kg) (Figura 11). Passades les 24 hores de reperfusid, els
animals es van eutanasiar. Una vegada es va extreure el cor, es va analitzar I'activitat de la
calpaina (n=6) o bé la mida de I'infart (n=6). En el segon cas, els cors es van muntar en I'aparell
de Langendorff, on va ser perfundits amb tampd de Krebs, es va reocluir la DA i es va procedir
a fer les tincions per determinar I'area en risc i I'area de necrosi tal i com es detalla més

endavant.
45"
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Figura 11. Protocols experimental en I'estudi de I'efecte del NPO-2270 en un model in vivo d’isquémia-reperfusio.
Els animals es van sotmetre a 45 minuts d’isquéemia i I'inhibidor es va administrar de forma intraperitoneal 10
minuts abans de la reperfusié. Els quadres grisos corresponen al periode d’isquemia.

4.1.5) Remodelat ventricular advers postinfart en rata i ratoli

Per analitzar la contribucié de les calpaines al remodelat ventricular postinfart, rates mascles
Sprague-Dawley de 250-300 grams o ratolins mascle C57BL/6 de 25-30 grams van ser sotmesos
a l'oclusié de I'artéeria coronaria descendent anterior tal i com s’ha descrit anteriorment en
I'apartat 4.1.4, perd en aquest cas, el periode de reperfusid es va estendre durant 21 o 28 dies
respectivament.

El tractament d’analgésia aplicat amb buprenorfina (0.01 mg/kg, subcutania) cada 12 hores es
va allargar fins a les primeres 48 hores de reperfusié i I'estat de I'animal es va supervisar
diariament per comprovar I'evolucié del seu estat després de la cirurgia. Els animals es van
estabular de forma individual per facilitar la seva recuperacié en gabies amb material de
nidificacid i d’amagatall.

Passat el periode de reperfusié, els animals van ser eutanasiats mitjancant pentobarbital sodic
(100 mg/Kg, intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia amb buprenorfina (0.01 mg/kg,
subcutania).
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4.1.5.1) Efecte de I'administracié de SNJ-1945 en I’activacio de la calpaina durant la
fase agudai cronica de la reperfusio

Quaranta-vuit rates Sprague-Dawley reperfoses durant 21 dies van ser dividides en 4 grups
(n=12 per grup) segons el tractament rebut. Un grup d’animals va rebre el vehicle del farmac,
carboximetilcel-lulosa al 0,5% (grup IR). Per determinar si I'efecte de la inhibicid de les
calpaines sobre el remodelat postinfart és conseqliencia de la reduccid en I'extensié de l'infart
o sobre mecanismes responsables del propi procés de remodelat, un grup d’animals va rebre
SNJ-1945 (120mg/kg) administrat de forma intraperitoneal 5 minuts abans de comengar la
reperfusio (grup agut) i un altre grup va ser tractat amb SNJ-1945 de forma oral durant 14 dies,
amb inici a les 24 hores de reperfusid (grup cronic). Finalment, en I’Gltim grup, es va combinar
I’administracié aguda i cronica del farmac (grup combinat) (Figura 12A).

4.1.5.2) Efecte de I'administracié de SNJ-1945 en la inflamacié durant la fase aguda
de la reperfusio

Per tal de poder avaluar I'efecte del SNJ-1945 sobre la inflamacié associada al procés de
remodelat ventricular postinfart, es va realitzar el mateix protocol experimental que al punt
4.1.5.1 (n=6 per grup), pero el periode de reperfusid es va escurcar a només 3 dies (Figura
12B), donat que en estudis anteriors es va determinar que aquest és un punt temporal idoni
per analitzar infiltracio de cel-lules inflamatories.
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Figura 12. Protocols experimentals en I'estudi de I'efecte del SNJ-1945 en un model in vivo de remodelat ventricular
advers postinfart. Les rates es van sotmetre a 30 minuts d’isquemia i 3 o 21 dies de reperfusié. A) Grups
experimentals destinats a la determinacié de la mida de la cicatriu, i avaluacié de I'activitat de la calpaina, la
hipertrofia i la fibrosi. B) Grups experimentals destinats a la determinacié de la inflamacid.

4.1.5.3) Efecte de I'administracié de NPO-2270 en I'activacio de la calpaina durant la
fase agudai cronica de la reperfusio

Vint ratolins C57BL/6 reperfosos durant 28 dies van ser dividits en 2 grups (n=10 per grup)
segons el tractament rebut. El grup IR va rebre el vehicle del farmac (5% Tween80, 15%
PEG400 en sérum fisiologic) i el grup NPO va rebre NPO-2270 (20mg/kg) administrat de forma
intraperitoneal 5 minuts abans de comencar la reperfusié i de forma oral durant 28 dies a
partir de les 24 hores de reperfusio (Figura 13).

63



MATERIALS | METODES

Isq. Reperfusid

I
1d 7d 14d 28d

@ 5% Tweens0, 15% PEG400 ip.
[0 5% TweenB80, 15% PEG400 oral
[l nNPO-227010p.

[0 NPO-2270oral

IR

NPO

45
(]
(]

Figura 13. Protocol experimental en I'estudi de I'efecte del NPO-2270 en un model in vivo de remodelat ventricular
advers postinfart. Els ratolins es van sotmetre a 45 minuts d’isquémia i 28 dies de reperfusié.

4.1.6) Model d’estimulacié neurohormonal amb isoproterenol

L'estimulacid adrenérgica s’ha associat causalment amb el desenvolupament de la IC. El
remodelat ventricular induit per isoproterenol és un model técnicament senzill, ampliament
utilitzat i altament reproduible i amb una baixa mortalitat a dosis baixes. Resulta doncs un
model adequat per estudiar si les calpaines també participen en el remodelat ventricular induit
per un estres cronic de causa no isquemica.

L'activacid cronica B-adrenérgica en rates mascle Sprague-Dawley d’entre 250 i 300 grams es
va aconseguir amb I"'administracié d’isoproterenol de forma intraperitoneal a una dosis de 5
mg/kg durant 7 dies consecutius. Aquest temps és suficient per induir remodelat ventricular
caracteritzat per una marcada hipertrofia i fibrosi intersticial®®®. Després de 7 dies de
tractament, les rates es van eutanasiar mitjancant pentobarbital sodic (100 mg/Kg,
intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia amb buprenorfina (0.01 mg/kg, subcutania).
Es van obtenir els cors i es van muntar en I'aparell de Langendorff, on va ser perfundits amb
tampod de Krebs temperat a 37 2Ci es van guardar a -80 2C o es van fixar en paraformaldehid.

El mateix procediment també es va realitzar amb ratolins mascle (10-12 setmanes d’edat) wild
type (WT) i GRK2 hemizigots (GRK2*).

4.1.6.1) Efecte de I'administracié6 de SNJ-1945 en I’activacié de la calpaina en el
remodelat induit per isoproterenol

Vint-i-sis rates Sprague-Dawley van ser dividides en 3 grups segons el tractament rebut (Figura
14A). El grup control (n=6) va rebre una injeccid intraperitoneal de sali i una dosi oral del
vehicle del farmac, carboximetilcel-lulosa 0.5% en sérum fisiologic. El grup amb remodelat
ventricular induit per administraciéd cronica d’isoproterenol (grup ISO, n=10) va rebre
isoproterenol (5mg/kg en sérum fisiologic, Sigma-Aldrich) de forma intraperitoneal diariament
durant 7 dies. En el grup tractat amb SNJ-1945 (grup ISO+SNJ, n=10), el SNJ-1945 (120mg/kg)
va ser coadministrat amb l'isoproterenol de forma oral. Els mateixos grups es van replicar en
ratolins wild type (n=15) o0 GRK2" (n=17).
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4.1.7) Model d’estimulacié neurohormonal amb angiotensina Il

Un cop obtinguts els resultats en el model amb isoproterenol, el potencial inhibitori de les
calpaines és va analitzar en un model d’estimulacié neurohormonal per administracié cronica
d’angiotensina Il. Aquest model tracta de reproduir la hipertensid cronica deguda a I'activacid
del sistema RAS que s’observa en pacients amb IC.

Ratolins mascle C57BL/6 d’entre 25-30 grams es van anestesiar amb isofluora al 5% a una
camera d’induccid, i posteriorment es va mantenir I'anestéesia durant tot el procediment al
1,5%. Un cop anestesiats, es va rasurar la pell de la zona del llom i es va desinfectarar amb 70%
alcohol. Es va realitzar un petit tall a I'altura del bescoll i es va separar la pell del muscul. Un
cop fet I'espai suficient, es va introduir de forma subcutania una bomba osmotica Alzet (Durect
Corporation) precarregada per obtenir un alliberament continu i controlat d’angiotensina Il a
una dosi de 1pg/kg/min durant 14 dies consecutius. Finalment, es va procedir al tancament de
la pell amb un fil de sutura 6/0 i es va administrar una dosi de I'antibiotic ceftriaxona
(80mg/kg, subcutania).

4.1.7.1) Efecte de I'administracié de l'inhibidor de les calpaines NPO-2270 en el
remodelat induit per angiotensina Il

Trenta-sis ratolins C57BL/6 es van dividir en tres grups segons el tractament rebut durant 14
dies consecutius (Figura 14B). El grup control (n=6) va rebre una dosi diaria oral del vehicle del
inhibidor de les calpaines (5% Tween80, 15% PEG400 en sérum fisiologic), i la infusié de les
bombes osmotiques va ser de sali. El grup Angll (n=6) va rebre la infusié d’angiotensina Il i el
grup Angll+NPO, a més, la coadministracié durant el mateix periode de temps de forma oral
I'inhibidor de les calpaines NPO-2270 a diferents concentracions (1, 3, 10 o 30 mg/kg, n=6 per

grup).
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Figura 14. Protocols experimentals en I'estudi de I'efecte dels inhibidors de les calpaines en un model in vivo de
remodelat ventricular per estimulacié neurohormonal. A) Grups experimentals del model de remodelat induit per
isoproterenol. Els quadres gris fosc corresponen a I'administracié intraperiotenal diaria del isoproterenol. B) Grups
experimentals del model de remodelat induit per angiotensina Il. Els quadres gris clar corresponen a la infusio
d’angiotensina Il de les bombes osmotiques subcutanies.
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4.1.8) Model de sobrecarrega de pressié induit per constriccié aortica transversal (TAC)

El model de constriccid aortica transversal és un model que incrementa la postcarrega del
ventricle esquerre (la pressié envers la qual s’ha d’enfrontar el ventricle per expulsar la sang
cap als vasos), caracteristica que en la clinica es produeix principalment a causa de |'estenosi
aortica o de la hipertensié sistémica.

Els ratolins C57BL/6 de 12 setmanes es van anestesiar amb una injeccid intraperitoneal de
ketamina (65mg/kg) i xilacina (10 mg/kg). Un cop I'animal mostrava signes d’inconsciéncia
(perdua del reflex podal o de retirada i perdua del reflex corneal) es va procedir a la intubacio
orotraqueal amb transiluminacid de la traquea utilitzant un catéter intravends 20G. la
ventilacié espontania es va mantenir fins a la monitoritzacié de I’'animal mitjancant la connexié
d’eléctrodes subcutanis connectats a un bioamplificador PowerLab 8SP (ADInstruments) per la
monitoritzacié de parametres vitals (electrocardiograma (ECG) i freqléncia cardiaca). A
continuacié I'animal es va connectar a un ventilador mecanic per a animals petits (SAR-830,
CWE). Es va utilitzar un volum de corrent de 6 ml/kg, O, inspirat a el 100%, pressid positiva al
final de I'expiracié (PEEP) de 3 mbar i freqliéncia respiratoria de 133 BPM.

Trenta minuts abans de procedir a la cirurgia es va administrar de forma subcutania I'analgésic
buprenorfina a una concentracié de 0,035 mg/kg (Schering-Plough). Durant tota la cirurgia,
també es va controlar i mantenir a 37 2C la temperatura amb un llum infraroig i una sonda
rectal connectada a un termometre digital i una manta térmica. Els parametres vitals com el
ECG, la freqliéncia cardiaca i la verificacié del pla anestésic van ser periodicament avaluats
durant la cirurgia. A més es va administrar fluidoterapia de forma subcutania amb serum
fisiologic al 0,9% per tal d’evitar la deshidratacio i hipovolemia de I'animal.

Es va realitzar un petit tall a la zona del coll, i es va separar la pell, muscul i teixit connectiu. A
continuacié es va realitzar una esternotomia mitja fins a 'alcada de la segona costella amb
unes tisores amb una punta en bola per no danyar els pulmons i un retractor de costelles,
separant el timus i deixant exposat I’arc aortic. Un cop aillat I'arc aortic, es va passar un fil 6/0
envoltant l'aorta entre tronc braquiocefalic i la base de la carotida comuna esquerra. A
continuacié es va lligar un nus, deixant entre el fil i I'arteria un ganxo fet a partir d'una agulla
27G, que posteriorment va ser retirat, creant una constriccio parcial de |'aorta.

Un cop creada la constriccié es va procedir a tancar el torax per capes. Amb fil 6/0, es va
suturar primer les costelles, aplicant una lleugera compressié per assegurar |'expulsio de tot
I'aire i liquid de la caixa toracica i disminuir la possibilitat de pneumotorax i a continuacié les
capes de muscul i pell.

Es va administrar un tractament antibiotic profilactic amb una Unica dosi de ceftriaxona
(80mg/kg, subcutania) després d’extubar a I'animal. La recuperacié d’aquest va ser
acompanyada durant les tres primeres hores, fins que recuperaven els reflexes normals, es va
controlar la temperatura amb una manta eléctrica i es va subministrar O, amb una mascareta.
Es va aplicar analgésia amb una dosi de buprenorfina (0.01 mg/kg, subcutania) cada 12 hores
fins les 48 hores.
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Passat el periode determinat des de la constriccié de 'aorta, els animals van ser eutanasiats
mitjancant pentobarbital sodic (100 mg/Kg, intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia
amb buprenorfina (0.01 mg/kg, subcutania).

4.1.8.1) Efecte de I’administracié de NPO-2270 en el remodelat induit per constriccié
aortica transversal (TAC)

Trenta-vuit C57BL/6 es van dividir en quatre grups segons el tractament rebut i la duracié del
procediment (Figura 15). El grup TAC 7d (n=8) va rebre una dosis diaria oral del vehicle (5%
Tween80, 15% PEG400 en sérum fisiologic) durant 7 dies consecutius. En el grup TAC 28d
(n=10) la duracié del procediment es va allargar fins als 28 dies. La capacitat del NPO-2270 per
prevenir o revertir el remodelat induit per TAC es va analitzar en un grup de ratolins que va
rebre I'administracié d’una dosi diaria oral del NPO-2270 (10 mg/kg) des del primer dia de
cirurgia (grup NPO; n=10) o 7 dies després d’haver realitzat la constriccid de I'aorta (grup NPO
28d; n=10).
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Figura 15. Protocols experimentals en I'estudi de I'efecte del NPO-2270 en un model in vivo de remodelat
ventricular induit per sobrecarrega de pressio. Els ratolins es van sotmetre a constriccid aortica transversal
(diametre 27G) i es va deixar induir el remodelat durant 4 setmanes.

4.1.9) Cultiu de fibroblasts

Rates mascle Sprague-Dawley d’entre 250 i 300 grams es van eutanasiar mitjangant
pentobarbital sodic (100 mg/kg, intraperitoneal) prévia administracié d’analgésia amb
buprenorfina (0,01 mg/kg, subcutania). Es van obtenir els cors, netejar de sang en tamp¢ fosfat
sali (PBS) fred, i els ventricles es va separar i tallar en trossos petits (1-2 mm?) que es van
incubar amb una solucié enzimatica (medi de cultiu Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) +
penicil-lina/estreptomicina 1X + 0,1% tripsina + 100 u/ml col-lagenasa 1). Passats 15 minuts
d’incubacié a 37 2C, es va descartar el primer sobrenadant, ja que aquest consta principalment
de cel-lules endotelials. Es va incubar de nou amb la solucié enzimatica 15 minuts i es va
obtenir el sobrenadant, que es va barrejar en proporcié 1:1 amb medi complert. El procés es
va repetir 4-5 vegades fins aconseguir la digestié6 complerta dels trossos de ventricle. El
sobrenadant total es va centrifugar a 1500 rpm durant 10 minuts, i el pellet es va resuspendre
en medi complert i es va passar a una placa, on es va deixar incubar 1 hora a 37 2C per
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permetre I'adhesid dels fibroblasts. Passat el temps d’incubacié es van eliminar les cél-lules no
adherides amb un rentat de PBS 1%. Les cél-lules es van mantenir en medi DMEM,
complementat amb 10% sérum fetal bovi (FBS), 100u/ml de penicil-lina i 0,1 mg/ml
d’estreptomicina. Pels experiments es van fer servir cél-lules de passes inicials (2-4 maxim),
amb una confluéncia del 90% i cultivades amb medi sense FBS 24h prévies a l'inici dels
tractaments.

4.1.9.1) Efecte del SNJ-1945 en I’activacio de fibroblast cardiacs aillats per TGF-f1

Els fibroblasts es van diferenciar a miofibroblasts incubant-los amb TGF-B1 (Abcam) 5 pg/ml
durant 24 hores amb o sense la presencia de I'inhibidor de les calpaines SNJ-1945 a 10 mM.
L'efecte de I'inhibidor de les calpaines sobre la diferenciacié dels fibroblasts es va avaluar amb
la quantificacié de a-SMA per western blot i la produccié de col-lagen.

4.2) TECNIQUES D’ANALISI

4.2.1) Ecocardiografia

Les variacions en la funcid i morfologia cardiaques en els models experimentals de remodelat
ventricular es van analitzar per ecocardiografia transtoracica utilitzant un sistema d’ultrasons
Vivid Q portatil equipat amb una sonda i12L-RS de 13MHz (GE Healthcare).

Els temps d’adquisicio de les imatges ecocardiografiques van ser diferents depenent del model
experimental. En el model de remodelat postinfart, es va realitzar una ecocardiografia a temps
basal (abans de la cirurgia) i als 7 i 21 dies després de la cirurgia. En el model de remodelat per
administracié d’isoproterenol, es va realitzar una ecocardiografia a temps basal (abans de la
primera administracio d’isoproterenol) i al final del tractament. En el model de remodelat per
infusié d’angiotensina Il, es va realitzar una ecocardiografia a temps basal (abans de la
implantacié de la bomba), i als 7 i 14 dies després de la implantacid. En el model d’estenosi
aortica, es va realitzar una ecocardiografia a temps basal (abans de la cirurgia), i als 7, 14 i 28
dies després de la cirurgia.

Utilitzant les imatges preses en mode M, es van realitzar les seglients mesures: els diametres
interns del ventricle esquerre al final de la sistole (LVESd) i de la diastole (LVEDd), el gruix del
septe intraventricular (IVS), el gruix de la paret posterior del ventricle esquerre (LVPW) i la
fregliéncia cardiaca. La fraccid d’ejeccié (FE) es va calcular seguint la férmula segilient: ((Volum
final diastolic — Volum final sistolic)/Volum final diastolic)*100. Les mesures es van realitzar de
forma cega, sense saber a quin grup experimental corresponia cada imatge. Les dades finals
presentades per a cada parametre corresponen a la mitjana de 3 0 4 mesures de cicles cardiacs
diferents.

4.2.2) Mesura de la lactat deshidrogenasa

La lactat deshidrogenasa és un enzim de tipus oxidoreductasa que catalitza la reduccidé de
piruvat a lactat a partir de I'oxidacié del NADH a NAD". Al tractar-se d’un enzim citoplasmatic,
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el seu increment en el torrent sanguini és un signe del seu alliberament cel-lular per ruptura de
la membrana plasmatica, correlacionant la quantificacié de la seva activitat amb la severitat
d’una lesio.

L'activitat de la LDH es va mesurar mitjangant espectrofotometria en mostres recollides de
I’efluent dels cors perfosos en el sistema Langendorff durant el periode de reperfusié (minuts
0,1,23,4,6,8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50 i 60). Les mostres es van diluir 1/10 amb un
tampo fosfat a 37 C (en mM, K,HPO, 3H,0 6.14, K,HPO, 38.6, pH=7,4) complementat amb els
substrats NADH (310 uM) i piruvat (1 mM). El tampd es va afegir als pous carregats amb les
mostres immediatament abans de realitzar la lectura, i es va llegir amb el lector de plagues
Multiskan™ (Thermo Fisher) I'absorbancia de la placa a 340 nm per tal de mesurar la
desaparicié del NADH. Els resultats es van expressar com unitats de LDH alliberat durant el
periode de reperfusié per gram de teixit sec.

4.2.3) Mesura de I’area en risc i mida de l'infart

Per determinar I'extensié de l'infart en els animals sotmesos al procediment d’isquemia-
reperfusio, transcorregudes 24 hores de reperfusié es va anestesiar I'animal, es va realitzar
una toracotomia i es va refer el nus amb la seda per tal de tornar a reocluir la DA. A
continuacid, el cor es va extreure i es va canular per I'aorta en I'aparell de Langendorff i es va
perfondre amb tampé de Krebs previament temperat a 37 2C per tal d’eliminar la sang de les
cavitats. Tot seguit, el cor va ser perfés amb 0,5 mL d’una solucié de Blau d’Evans al 5% en
serum fisiologic que va tenyir tot el miocardi, a excepcid de I'area irrigada per la DA. L’'area
amb abseéncia de tincié blava és considerada I’area en risc.

El cor es va treure de I'aparell del Langendorff i es va rentar amb sérum fisiologic fred per tal
de remoure I'excés de colorant. A continuacio es van eliminar les auricules i els vasos, i amb un
motlle d’acer graduat (Zivic Labs) es van fer 6 talls transversals d’1mm de gruix. Els talls van ser
incubats amb una solucié de clorur de trifeniltetrazoli (TTC) a I'1% en PBS (Sigma-Aldrich)
durant 10 minuts a 372C en un bany amb agitacié. El TTC es redueix en una reaccié dependent
de NADH donant lloc a trifenilformazan, compost de color vermell, permetent diferenciar
teixits metabolicament actius (amb preséncia de NADH) i inactius. El teixit viable (positiu per
TTC) queda definit amb color vermell mentre que el teixit mort (negatiu per TTC) queda definit
amb color blanc.

Un cop tenyits, els talls es van deixar durant 30 minuts en una solucié de formalina al 10% per
tal d’augmentar el contrast entre la zona necrotica i no necrotica®®’. Finalment, els talls es van
col-locar entre dos portaobjectes i es van fotografiar, i posteriorment, es va obtenir el pes de
cada tall. Les imatges digitalitzades es van mesurar de forma semi-automatica amb el software
Image Pro-Plus (Media Cybernetics). Es va obtenir I'area infartada (Al) i I'area en risc (AR) de
cada tall i es va ponderar pel seu pes. La mida de 'infart es va expressar com el percentatge de
I’area infartada respecte a I’area en risc, i es va calcular de la segiient manera: Al/AR (%) = X Al
de cada tall / £ AR de cada tall x 100.
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4.2.4) Mesures histologiques i immunohistoquimica

Per la quantificacié de les diferents variables histologiques i immunohistoquimiques associades
al remodelat ventricular en els animals sotmesos al procediment d’isquémia-reperfusio aixi
com en el tractats amb isoproterenol o angiotensina ll, el cor va ser extret al final del protocol
experimental, i es va fixar en paraformaldehid al 4% durant 24 hores.

Un cop fixat, el cor es va tallar en seccions transversals des de la base a I'apex i es van introduir
en cassets histologics, es van rentar amb PBS i es van incloure en parafina. El procés d’inclusid
consta de tres passos amb I'objectiu de substituir 'aigua del teixit per la parafina. Els talls
primer es deshidraten submergint-los en concentracions d’alcohol creixent (H,0 desionitzada -
15’, alcohol 70% - 30’, alcohol 96% - 45’ i dues tandes d’alcohol 100% - 45’). A continuaci6 els
talls s’aclareixen utilitzant una solucié que sigui miscible amb I’alcohol i la parafina, omplint
I’espai que ocupava l'aigua del teixit (dues tandes de xilol - 30°). Finalment, al pas d’infiltracio,
les seccions s’inclouen en parafina (dues tandes de parafina - 1 i 3 hores respectivament).
Posteriorment es formen uns blocs de parafina que contenen els talls del teixit processat, i que
permetran obtenir talls histologics de 4 um de gruix amb un microtom de ma (4 talls per cada
seccid).

Un cop s’han obtingut els talls aquests es poden tenyir amb diferents tincions histologiques.
Per fer-ho, cal desparafinar i hidratar els talls de nou (dues tandes de xilol - 5’, dues tandes
d’alcohol 100% - 5’, dues tandes d’alcohol 96% - 5’ i H,Od - 5’). A continuacié es realitza la
tincio desitjada, i posteriorment els talls es tornen a deshidratar (alcohol 70% - 1’, alcohol 96%
-1’, alcohol 100% - 1’ i Xilol - 10’) i es munten amb medi de muntatge DPX.

Per I’avaluacié de I’area de la cicatriu, els talls de seccions transversals de miocardis infartats i
reperfosos durant 21 dies van ser tenyits amb Picrosirius Red (Sigma-Aldrich) durant 1 hora. Els
talls van ser escanejats i analitzats utilitzant el software Image-Pro Plus (Media Cybernetics).
L'area de la cicatriu es va expressar com el percentatge de |'area fibrotica respecte |'area del
ventricle esquerre i mesurada en talls a I'alcada dels musculs papil-lars.

Per I'avaluacié del col-lagen intersticial dipositat els talls també van ser tenyits amb Picrosirius
Red, pero en seccions del miocardi remot (no infartat) o en seccions de cors remodelats per
estimulacié neurohormonal o sobrecarrega de pressié. Es van prendre 6 micrografies de cada
tall de forma aleatoria amb un microscopi invertit Leica DM-IRB a x200 augments i es van
analitzar utilitzant el software Image-Pro Plus.

Per I'avaluacié de I'area de la seccid transversal dels cardiomiocits els talls van ser tenyits amb
una tincié d’hematoxilina i eosina (hematoxilina - 10’, alcohol acid 1% - 10”’, H,0d - 5, viratge a
color blau amb aigua amoniacal, H,0d - 10’, i tres tandes d’eosina - 10”). Es van prendre
micrografies aleatories de cada cor amb un microscopi invertit Leica DM-IRB a x400 augments,
i es van mesurar almenys 50 cél-lules tallades de forma transversal per cada cor utilitzant el
software Image-Pro Plus.

Finalment, es va analitzar la infiltracié de cél-lules inflamatories en el miocardi infartat i no
infartat per immunohistoquimica en cors reperfosos durant 3 dies. Es va bloquejar la
peroxidasa endogena amb una solucié d’aigua oxidanada 3%-metanol 10% durant 10 minuts i
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a continuacio els talls es van incubar amb un tampé citrat 0,01M pH=6 a 85 2C durant 35’ i a
temperatura ambient durant 30’ per tal de recuperar els antigens. Els talls es van incubar amb
anticossos contra CD68 (Bio-rad, MCA341R) per monocits/macrofags i CD3 (Abcam, ab16669)
per cel-lules T i amb un anticos secundari biotinilat (ABC Peroxidasa Kit tincié estandard,
Thermo Scientific), i es van visualitzar utilitzant 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich). Es
van prendre 6 micrografies de la zona infartada i 6 de la no infartada per cada cor de forma
aleatoria amb un microscopi invertit Leica DM-IRB a x200 augments. Les imatges es van
analitzar amb el software Image J.

4.2.5) Fraccionament cel-lular. Obtencio de la fraccié nuclear

Per tal de poder analitzar la translocacié de proteines al nucli, es va procedir a aillar la fraccid
nuclear amb un kit d’extraccié nuclear (Active Motif). Mostres de cors de rata congelades i
polvoritzades es van homogeneitzar amb un politrén Heidolph DIAX 600 en tampé hipotonic
complementat amb inhibidors de proteases. Per assegurar que totes les cél-lules es trobessin
disgregades es va deixar incubant durant 15 minuts. A continuacié les mostres es van
centrifugar a 850 g durant 4 minuts a 42C i es va descartar el sobrenadant.

El pellet es va resuspendre en tampd hipotonic 2x, i es va deixar incubar en gel durant 20
minuts. Passat el temps d’incubacio es fa afegir a la mostra detergent i es va comprovar sota
microscopi que les cel-lules estiguessin completament lisades. Les mostres van ser
centrifugades a 14.000 g i 42C durant 30 segons i el sobrenadant obtingut, que correspon al
citoplasma, es va guardar a -80 2C fins al seu Us. Finalment el pellet va ser resuspés de nou en
un tampé de lisis, es va passar pel vortex i es va incubar 30 minuts en gel per després ser
centrifugat a 14.000 i 42C durant 10 minuts. El sobrenadant final obtingut correspon a la
fraccié nuclear.

4.2.6) Western blot

Les mostres de miocardi es van homogeneitzar amb tampd de homogeneitzacié (en nM: Tris-
HCI 50, NaCl 150, EDTA 10, DTT 1, NaF 10, Na3VO, 2, Trité X-100 1%, inhibidor de proteases 1%,
pH 7,3). Les mostres es van centrifugar a 15.000g i 4 2C durant 15 minuts, i el sobrenadant
obtingut (homogenat total) es va guardar a -802C. Per determinar la concentracié proteica les
mostres es van analitzar pel métode de Bradford. Un cop quantificades les mostres es van
diluir en tampé Laemli 2x.

Les proteines es van separar per Western Blot en condicions desnaturalitzants amb gels de SDS
poliacrilamida. El gen concentrador es va preparar al 4% (acrilamida 4%, Tris base 0,125 mM,
SDS 0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,1%, pH 6,8) i el gel separador es va preparar entre el 6 i 12%
segons el pes molecular de la proteina d’interés (acrilamida 6-12%, Tris base 0,375 mM, SDS
0,1%, APS 0, 05%, TEMED 0,1%, pH 8,8). Es van carregar entre 20-40 ug de proteina de cada
mostra als gels juntament amb un marcador de pes molecular (Mini-protean lll, Bio-Rad) i es
van deixar cérrer a un amperatge constant de 20 mA durant 2 hores en tampd d’electroforesis
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3).

71



MATERIALS | METODES

A continuacié les proteines es van transferir a una membrana de nitrocel-lulosa Hybond ECL
(Amersham Biosciences) a una potencia constant de 100V i 4 °C durant 1 hora en tampd de
transferencia (metanol 20%, Tris Base 25 mM, glicina 20 mM). Finalitzada la transferencia les
membranes es van tenyir amb una solucié de roig de Ponceau per confirmar que la carrega de
tots els carrils era la mateixa i es van rentar amb TBS-Tween 0.1% (Tris base 20 m M, NaCl 138
mM, Tween20 0,1%, pH 7,4).

Les membranes es van bloquejar amb tampd de bloqueig (TBS-T amb llet en pols al 5%) durant
1 hora i es van incubar en agitacid amb I'anticos primari durant la nit a 42C. Els anticossos
primaris que es van fer servir es troben detallats a la taula 1. Per detectar GRK2 es van fer
servir diferents anticossos policlonals propietat del grup del doctor Federico Mayor que
detecten diferents regions de la proteina: I'anticos AbFP2 és especific contra els residus 436-
689, el Ab792 contra els residus 533-544 i I'anticos comercial AbC-15 contra els residus 675-
689.

Al dia seglient les membranes es van rentar amb TBS-T (3 rentats de 10 minuts) i es van
incubar 1 hora a temperatura ambient amb I'anticos secundari en tampd de bloqueig. Les
bandes de proteina es van detectar per quimioluminiscencia (SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate, Pierce) i es van capturar utilitzant un dispositiu de carrega acoblada (Image
Reader LAS-4000, Fujifilm). Per quantificar el nivell de les proteines, les imatges es van
guantificar amb el software Image Gauge (Fijifilm) i es van corregit pel seu control de carrega.

Taula 1. Llistat d’anticossos primaris utilitzats en western blot.
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Anticos Espécie  Casa Comercial Referéncia
Calpaina-1 Ratoli Calbiochem 208728
Calpaina-2 Conill Abcam ab39167
Calpastatina Ratoli Abcam ab3515

CUL4A Ratoli Santa Cruz sc-377188

DDB1 Ratoli Santa Cruz sc-376860

ERK1/2 Conill Cell Signaling 4695

a-fodrina Ratoli Enzo BML-F66090-0100
GB Ratoli Santa Cruz sc-166123

GAPDH Ratoli Genetex GT239

Histona H3 Conill Abcam ab1191

GRK2 (AbFP2) Conill - Federico Mayor298
GRK2 (Ab792) Conill - Federico Mayor*”’
GRK2 (C-15) Conill Santa Cruz sc-562

IkB Conill Cell Signaling 92425

MDM?2 Ratoli Santa Cruz sc-965

B-MHC Ratoli Abcam ab50967

NF-kB p65 Conill Cell Signaling 8242A

a-SMA Ratoli Sigma-Aldrich A5228

Smad 2/3 Ratoli Santa Cruz Sc-398844
fosfo-Smad 2/3 (Thr8)  Conill Origene TA325852
Ubiquitina Conill Abcam ab19247
Ubiquitina (K48) Conill Cell Signaling 8081S

Vimentina Cabra Santa Cruz sc-7557
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4.2.7) Real Time qPCR

El RNA total dels cors es va obtenir utilitzant el reactiu TRIsure™ (BIOLINE, UK) tal com descriu
el protocol. Resumidament, 25-50 mg de teixit es van homogeneitzar amb el reactiu TRIsure,
es va afegir cloroform, i es van centrifugar a 12.000g durant 15 minuts a 4 2C per separar 3
fases. La fase aquosa es va barrejar amb alcohol isopropil fred, que precipita el RNA després
d’una centrifugacié (12.000g, 10’, 4 2C). EI RNA obtingut es va rentar amb etanol 75% i després
de centrifugar a 7.500g durant 5 minuts a 49C es va dissoldre en un volum final de 25 pL
d’aigua lliure de nucleases. Per determinar la concentracié de la mostra es van mesurar les
mostres amb un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher). El cDNA es va sintetitzar a partir de 2 ug de
RNA total (per reaccid de 20 ulL) utilitzant el kit High Capacity RNA-to-cDONA (Applied
Biosystems) en un aparell iCycler (Bio-Rad). El programa va consistir en un sol cicle tal com es
descriu a continuacié: 37°C durant 60 min, 95°C durant 5 min, i mantingut a 4°C. Les mostres
es van emmagatzemar a -20°C fins al seu Us.

Les reaccions d’amplificacié de la PCR es van fer utilitzant una maquina 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Aplied Biosystems). Les reaccions es van fer en una placa de 384 pous i es van
portar fins a un volum de 20 pL amb la seglient composicid: 10 uL de Tagman universal PCR
master mix (Applied Biosystems), 2,5 uL de cDNA, 1 pL de la sonda d’expressié génica Tagman
(Applied Biosystems) i 6,5 plL d’aigua lliure de nucleases. El programa d’amplificacio va consistir
en el seglient: 50°C durant 2 min, 95°C durant 10 min, i 40 cicles de 95°C durant 15 segons i
60°C durant 1 min. El llistat dels primers utilitzats van ser els seglients: [-actina
(RN00667869 _m1), ANP  (Rn00561661 m1), BNP  (Rn04219558 gl), Calpaina-1
(RN00569689 m1), Calpaina-2 (Rn00567422_m1), Calpastatina (Rn00583952_m1), Col-lagen |
(Rn01463848_m1), GAPDH (Rn01775763_gl), IL-1B  (Rn00580432_m1), a-MHC
(Rn00691721_g1), PB-MHC (Rn01488777_gl), TGF-p1 (Rn00572010_ml) i TNFa
(Rn99999017_m1).

Per determinar els nivells de GRK2 es van dissenyar sondes (taula 2) conjugades amb
Syber Green (Sigma-Aldrich) i es va fer servir la PowerSyber Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). El programa d’amplificacié va consistir en el seglient: un cicle de
94°C durant 3 min, 40 cicles de 94°C durant 45 segons, 55 2C durant 30 segons i 55 2C durant
30 segons, i finalment un cicle de 72 °C durant 10 minuts.

L’expressid genica es va calcular com la diferéncia entre els valors CT (AC;) de cada gen
d’interes respecte als gens housekeeping (GAPDH i B-actina). Els valors relatius de cada gen es
van expressar normalitzats pels valors del grup control.

Taula 2. Primers utilitzats per I'analisi de GRK2 per RT-PCR

BLDIS1 Forward 5'-GGATCGAGGAGAAGTGACCTT-3'
GRK2 Reverse 5'-TGGCCTCTTCCAGATGGTT-3'
BIS2 GRK2 Forward 5'-CATGCACAATCGCTTTGTAGTC-3'
Reverse 5'-AGGCCCAGGTCTGAGATTC-3'
DIS1 Forward 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'
GAPDH Reverse 5'-TGGTCATGAGCCCTTCCAC-3'
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4.2.8) Quantificacioé de I’activitat calpaina in vitro

Per tal d’analitzar la poténcia d’inhibicié del SNJ-1945 i NPO-2270 es va mesurar |'activitat total
de la calpaina in vitro. Mostres de miocardi de rata es van homogeneitzar en tampd Tris (50
mM) amb 1% de Tritd X-100 i es va centrifugar a 15.000g durant 15 minuts. El sobrenadant es
va incubar amb diferents concentracions dels inhibidors de les calpaines (10 nM, 100 nM, 1 uM
i 10 uM). Com a control es va utilitzar un homogenat sense inhibidor de les calpaines.

L'activitat de la calpaina es va mesurar per fluorimetria utilitzant el péeptid fluorescent Suc-Leu-
Leu-Val-Tyr-7-amino-4-metilcoumarin (Suc-LLVY-AMC, Sigma-Aldrich) com a substrat. Degut a
I'accié proteolitica de la calpaina sobre el peptid s’allibera el producte fluorescent derivat
(AMC). Lalliberacié del AMC es va monitoritzar durant 30 minuts a 25 2C amb un lector
SpectraMax iD3 (Molecular Devices) a una longitud d’excitacié de 360 nm i d’emissié de 460
nm. La mesura de la fluorescéncia obtinguda és per tant directament proporcional a I'activitat
de la calpaina. A partir dels resultats obtinguts es va calcular la IC50 (la concentracié a la que
es produeix una inhibicié del 50%) de cada inhibidor.

Per altre banda, es va repetir I'assaig per comprovar I'eficacia de la ruta d’administracié en el
model de remodelat induit per isoporterenol. Teixit de miocardi de mostres del grup control,
isoproterenol i isoproterenol+SNJ es va homogeneitzar i incubar amb el peptid Suc-LLVY-AMC.
A I'assaig també es va agregar una condicié en la qual es va afegir I'inhibidor SNJ-1945 (10
umol/L) de forma exogena al sobrenadant de mostres de miocardi control per tal de
determinar I'especificitat del assaig.

4.2.9) Activitat calpaina en fibroblasts

L'activitat de la calpaina intracel-lular en els cultius de fibroblasts es va determinar mitjancant
el peptid fluorescent t-BOC-Leu-Met-CMAC (Sigma-Aldrich). El peptid és liposoluble i
permeable a la membrana celllular i esta conjugat amb el flurofor 7-amino-4-
clorometilcumarina (CMAC). Un cop internalitzat, es conjuga amb un grup glutatié (GSH) a
través de l'enzim glutatié transferasa (GST), quedant retingut dins la cél-lula. L’accié
proteolitica de la calpaina allibera el producte CMAC-GSH, que emet fluorescencia que és
proporcional a I'activitat de la calpaina.

Les cel-lules sembrades en una placa per fluorescéncia de 96 pous (150.000 cél-lules/pou) es
van incubar amb Ca®* (2 mM) i TGF-B1 (5 ng/mL) amb o sense SNJ-1945 (10 mM), juntament
amb el péptid t-BOC (10 pM). La incubacié amb el Ca** i el SNJ es va realitzar 20 minuts abans
de la lectura, i el TGF-B1 es va afegir 10 minuts abans. La fluorescéncia es va medir durant una
hora en el lector SpectraMax iD3 amb una longitud d’excitacié de 360 nm i una d’emissio de
460 nm.
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4.2.10) Mesura de col-lagen

La produccié de col-lagen en fibroblasts es va avaluar en el medi de cultiu mitjangant el kit de
Chondrex Sirius Red (Fisher Scientific). La proteina total es va quantificar pel métode de
Bradford per descartar que les diferéncies en la produccié de col-lagen no es corresponguessin
a canvis globals de proteina.

Donat que la concentracié de col-lagen en el medi de cultiu es troba per sota dels limits de
deteccid del kit, es van incubar durant tota la nit amb una solucié concentradora. Un cop
diluides les mostres en acid acetic al 0,05M (les fibres de col-lagen madures amb enllagos
intramoleculars no sén solubles en sals pero si en acids), es van tenyir amb la solucid de Sirius
Red durant 20 minuts a temperatura ambient. Les mostres es van centrifugar a 10.000 rpm
durant 3 minuts i el pellet es va resuspendre amb una solucié rentadora. El procés es va repetir
de nou, i a continuacid el pellet es va resuspendre en el tampd d’extraccid. Les mostres es van
transferir a una placa de 96 pous i es va llegir la densitat optica amb el lector Multiskan FC a
500nm.

4.2.11) Zimografia

L'activitat de la metaloproteinasa 2 (MMP-2) va ser avaluada per zimografia de gelatina. Les
mostres de rates reperfundides durant 21 dies del grup control es van homogeneitzar en
tampd cacodilic (en mM: acid cacodilic 10, NaCl 150, ZnCl, 0.2, CaCl, 20, NaN; 1.5, Tritd X-100
0.01%). Les mostres es van deixar incubant en el tampd durant 20 hores en rotacié a 4 °Ci al
dia segient es van centrifugar a 8000g durant 30 minuts a 4 2C . Els sobrenadants es van cérrer
en un gel al 10% de poliacrilamida copolimeritzat amb 1,5 mg/mL de gelatina a 125V fins que
el front de blau de bromofenol va arribar al final del gel.

Un cop corregut el gel, es va rentar amb 2,5% de tritéd X-100 durant 30 minuts en agitacié a
temperatura ambient, i es va tallar en tires que van ser incubades amb SNJ-1945 a diferents
concentracions (5, 10 i 50 uM), amb DMSO (vehicle) o amb l'inhibidor selectiu de les MMP
ONO-4817 (50 uM, R&D systems) durant tota la nit. L'activitat de la MMP-2 també es va
mesurar en mostres preparades d’animals que havien rebut el SNJ-1945 (120 pg/kg) de forma
oral durant 14 dies (grup cronic).

L’'endema, les tires de gel es van equilibrar amb tampé de desenvolupament (en mM: Tris Base
10, Tris-HCI 40, ZnCl, 0,1, CaCl, 5, Brij 35 0,15) durant 30 minuts en agitacid, per després
substituir per tampd de desenvolupament fresc i incubar el gel a 372C durant tota la nit.
Finalment, els gels es van tenyir amb Blau de Comassie R-250 al 0,25% durant 30 minuts. Per
visualitzar les bandes d’activitat gelatinolitica el gel es va destenyir amb una solucié de 50%
metanol, 10% acid acetic i 40% aigua. Les arees de l'activitat proteasa on s’ha digerit el
substrat apareixen com bandes clares respecte el contrast del blau fosc del fons.
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4.2.12) Analisi dels nivells d’ubiquitinitzaci6 de MDM2

Per analitzar els nivells d’ubiquitinitzacié de Mdm2, es va fer un “pull down” de totes les
proteines poliubiquitinitzades amb el kit d’agarosa-TUBES (LifeSensors) i posteriorment es va
detectar les proteines d’interées per immunoblot.

Primerament la resina es va equilibrar i es va obtenir la quantitat necessaria per cada mostra
(es va determinar 20 puL de resina per 500uL de tampd de lisis contenint 2 mg de proteina)
centrifugant el compost aqués a 2.500g durant 5 minuts a temperatura ambient. La resina es
va resuspendre en 1 mL de TBS-T (20mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,15M NaCl, 0.1% Tween20) i es va
deixar en agitacié durant 5 minuts. El procés de recol-leccié i rentat de la resina es va repetir
dues vegades més.

Mostres de miocardi dels diferents grups de rates amb remodelat per administracid
d’isoproterenol es van homogeneitzar amb 500 pL de tampd de lisis (50mM Tris-HCl pH 7,5,
0,15M NaCl, ImM EDTA, 1% NP-40, 10% glicerol, 1% inhibidor proteases), i es van centrifugar a
14.000g durant 10 minuts a 4 2C. La concentracio proteica de les mostres es va quantificar pel
meétode de Bradford, es van carregar 2 mg de proteina als tubs amb la resina i es van incubar
durant la nit a 42C en rotacié.

Al dia seglient la resina es va obtenir de nou per centrifugacié a 2500g a 42C durant 5 minuts.
El sobrenadant es va guardar com a fraccié proteica no unida i la resina es va rentar amb 1 mL
de TBS-T 3 vegades. Finalment la resina es va resuspendre en 20 uL de tampd reductor amb
SDS (Laemli 1X) i es va portar la mostra a la temperatura d’ebullicié (1002C) durant 5 minuts
per separar les proteines unides a la resina. Finalment, després de centrifugar la mostra a
13.000g durant 5 minuts els sobrenadant obtingut es va guardar a -802C com a fraccio proteica
enriquida d’ubiquitina.

4.2.13) Analisi dels nivells de poliubiquitinitzacié de GRK2

Mostres de miocardi dels diferents grups de rates amb remodelat per administracié
d’isoproterenol es van homogeneitzar amb un tampé de lisis (50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15M
NaCl, ImM EDTA, 1% NP-40, 10% glicerol, 1% inhibidor proteases). Per la immunoprecipitacié
de GRK2, els sobrenadants es van incubar amb un anticos monoclonal per GRK2 (clon C5/1.1,
Upstate) conjugat amb agarosa durant la nit a 42C en rotacid. Després d’eluir el complex
immunologic (ebullicié de la resina amb Laemli 1X durant 5 minuts), es va correr en un gel de
poliacrilamida no reductor del 7,5% i es va incubar amb un anticos per ubiquitina que reconeix
totes les formes de cadenes mono i poliubiquitina conjugades a proteines. A continuacio es va
realitzar un stripping i les membranes es van incubar de nou amb un anticos per detectar
cadenes de poliubiquitina amb unions K48 unides a GRK2 per la seva degradacio al
proteosoma. Finalment els blots es van incubar amb un I'anticos GRK2 (sc-562) per detectar la
proteina total immunoprecipitada. Els nivells d’ubiquitina es van normalitzar respecte els
nivells totals de GRK2.
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4.2.14) Analisi estadistic

L'analisi de les dates es va fer utilitzant el programa SPSS de Windows. La suposicié de
normalitat es va examinar abans de realitzar 'analisi estadistic utilitzant el test de Shapiro-
Wilk. Les mitjanes entre grups es van comparar per una ANOVA d’un factor. Es va aplicar la
prova de diferencia menys significativa (test LSD) com a prova post hoc quan les diferencies
observades van ser significatives. El t-test no aparellat es va fer servir en la figures 21A-B i 39C.
L’ANOVA amb mesures repetides i la prova de Dunnett com a prova post hoc es van fer servir
per comprar les diferéncies temporals. Els analisis de regressid lineal es van utilitzar per
analitzar la correlacié entre els nivells de mRNA de calpaina 1 i els marcadors d’hipertrofia.
Tots els resultats estan expressats com la mitjana * I’error estandard de la mitjana (SEM). El p
valor menor a 0,05 es va considerar com estadisticament significatiu.
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5.1) CARACTERITZACIO DEL SNJ-1945: ESTUDI DE DOSIS | ESPECIFICITAT

5.1.1) Estudi de dosis en cors aillats sotmesos a isquémia-reperfusio

La caracteritzacié de I'efecte cardioprotector del SNJ-1945 es va dur a terme inicialment en
cors aillats de rates perfosos en un sistema Langendorff sotmesos a un protocol d’isquemia-
reperfusid. Es va fer servir la quantificacié per western blot dels fragments de a-fodrina de 145
i 150 kDa com a marcador de I'activitat in vivo de les calpaines i I’alliberament de LDH com a
indicador de mort cel-lular. La proteolisi de a-fodrina va mostrar una alta activacié de les
calpaines durant la reperfusié. La perfusid dels cors amb diferents concentracions de SNJ-1945
va reduir la formacié dels fragments de a-fodrina de forma dosi-dependent (Figura 16A),
assolint la significacid estadistica a 10 pM. La mort cel-lular, expressada com LDH alliberat
durant 60 minuts de reperfusié per gram de teixit sec, va mostrar una correlacié directament
proporcional amb I'activacié de les calpaines (r’=0,99, p<0,001), arribant a una reduccié
maxima del 63% (Figura 16B).
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Figura 16. Cors aillats sotmesos a 40 minuts d’isquemia seguits d’una reperfusi6 amb SNJ-1945 a diferents
concentracions (1, 10, 50 i 100 uM). A) Imatges representatives del western blot i analisi densitometric de les
bandes de degradacié de la a-fodrina (n=4 per grup). B) Activitat de lactat deshidrogenasa alliberat en 60 minuts de
reperfusid per gram de teixit sec (gdw) (n=6 per grup). Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0,05
respecte al grup control.

5.1.2) Estudi de dosis en rates sotmeses a isquémia-reperfusio

Tenint en compte les dades obtingudes en el model de Langendorff i els parametres
farmacocinétics del SNJ-1945%%’  Iinhibidor es va administrar de forma oral a les rates a les
dosis de 30, 60 i 120 mg/kg una hora abans del protocol d’isquémia-reperfusié. L’analisi dels
fragments de a-fodrina de 145 i 150 kDa va mostrar una reduccié dosi dependent de I'activitat
de la calpaina que va ser estadisticament significativa a la dosi de 120 mg/kg de SNJ-1945
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(Figura 17). Amb aquests resultats, la concentracié de 120 mg/kg va ser 'escollida per la resta
d’experiments in vivo de I'estudi.
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Figura 17. Imatges representatives del western blot i analisi densitométric de les bandes de degradacié de la
a-fodrina i expressats en percentatge respecte als nivells de rates sense I'administracié de SNJ-1945 (n=6 grup
control, n=3 grups amb SNJ-1945). Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0,05 respecte al grup
control.

5.1.3) EI SNJ-1945 no inhibeix I’activitat de la MMP-2

Alguns treballs suggereixen que les calpaines i la MMP2 tenen substrats compartits i que
algunes molecules usades com inhibidors de calpaina no sén capaces de discriminar entre les
dues proteases. Per descartar la possibilitat que els efectes del SNJ-1945 descrits en els punts
anteriors fossin conseqiliéncia de I'accid inhibitoria sobre la MMP-2, es va analitzar I'activitat
gelatinolitica de la MMP-2 per zimografia en mostres incubades amb diferents concentracions
de SNJ-1945 (0, 5, 10 i 50 uM). Com a control de I'efecte inhibitori, les mostres també es van
incubar amb linhibidor selectiu de les MMP ONO-4817. L’aparicié de les bandes reflecteix
I'activitat de la MMP-2, i en els resultats obtinguts no es va observar cap diferéncia entre el
control i les diferents concentracions de SNJ-1945 (Figura 18). En canvi, a les mostres
incubades amb I'inhibidor ONO-4817 es va inhibir totalment la MMP-2.

A més, també es van analitzar extractes de miocardi de rates tractades oralment amb
I'inhibidor durant 14 dies a la concentracié final escollida (120 mg/kg) per descartar un
comportament diferent en el model in vivo. L'activitat gelatinolitica observada no va diferir de
la resta de mostres incubades amb SNJ-1945 o DMSO (Figura 18).

Aquests resultats demostren doncs que, a les concentracions testades, el SNJ-1945 no inhibeix
I"activitat de la MMP-2, donant suport a que els efectes observats sén deguts a la inhibicié de
les calpaines.
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Figura 18. Preséncia de bandes gelatinolitiques per zimografia de mostres de miocardi de rates control reperfoses
durant 21 dies i incubades durant 12 hores a 37 2C amb DMSO, SNJ-1945 o ONO-4817, o de mostres de miocardi de
rates administrades amb el SNJ-1945 de forma oral durant 14 dies (n=3 per grup). Els resultats estan expressats com
a mitjana + SEM. *P<0,05 respecte al grup control amb DMSO.

5.2) CARACTERITZACIO DEL NPO-2270: ESTUDI DE DOSIS

5.2.1) La poteéncia inhibitoria del NPO-2270 és superior a la del SNJ-1945

A més del SNJ-1945, es va avaluar |'eficacia de la inhibicié farmacologica de les calpaines
contra el remodelat ventricular fent servir un nou inhibidor farmacologic anomenat NPO-2270.
L’activitat de la calpaina mesurada in vitro en mostres d’homogenat de miocardi amb diferents
concentracions dels dos inhibidors (Figura 19) va mostrar que el NPO-2270 té una poteéncia
superior al SNJ-1945 (IC50 79 nM vs. 2241 nM respectivament).
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Figura 19. Activitat de la calpaina in vitro expressada en percentatge generada pel trencament del péptid substrat

de la calpaina Suc-LLVY-AMC durant 30 minuts en mostres de miocardi incubades amb diferents concentracions de
NPO-2270 i SNJ-1945.

Inicialment es va determinar la dosi efectiva de NPO-2270 en cors aillats de rata sotmesos a
isquemia-reperfusio en el sistema de Langendorff. L’analisi dels fragments de a-fodrina per
western blot va mostrar una reduccid de I'activitat de les calpaines de forma dosi dependent
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(IC50=0,012 uM; Figura 20A). La perfusié de NPO-2270 durant els 15 primers minuts de la
reperfusié va atenuar l'alliberament de LDH i la mida de linfart després de 40 minuts
d’isquemia global i 60 minuts de reperfusié de forma dosi-dependent (Figura 20B). En tots els
parametres es va assolir |a significacid a partir de la concentracié de 0,1 uM (p<0,001 per la a-
fodrina, p=0,021 per la LDH i p=0,001 per la mida de I'infart) i la EC50 (concentracio a la que es
produeix un 50% de I’efecte maxim) calculada a partir de I'atenuacid de I'increment en la mida
de linfart i I'alliberacié de LDH va oscil-lar entre 0,031 0,061 uM.
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Figura 20. Cors aillats sotmesos a isquemia-reperfusio perfosos amb diferents concentracions de NPO-2270 (0, 0.01,
0.1, 1i 10 uM) durant els primers 15 minuts de la reperfusié. A) Imatge representativa del western blot i analisi
densitometric de les bandes dels fragments de a-fodrina normalitzats per GAPDH i expressats en percentatge
respecte a 0 uM (n=4 per grup). A) Alliberacié acumulada de la lactat deshidrogenasa en 30 minuts de reperfusio i
pressio desenvolupada del ventricle esquerre. Passats els 60 minuts, els cors es van tallar en seccions transversals i
es van tenyir amb TTC per mesurar la mida de I'infart, expressat com percentatge del ventricle esquerre (n=6 per
grup). Els resultats estan expressats com a mitjana £ SEM. *P<0,05 respecte al grup control.
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5.3) LADMINISTRACIO INTRAPERITONEAL DE SNJ-1945 O NPO-2270 JUST ABANS DE LA
REPERFUSIO REDUEIX LA MIDA DE L'INFART

Els nostres resultats indiquen que el SNJ-1945 inhibeix de forma efectiva I'activitat de la
calpaina i la mort cel-lular en el model ex vivo de Langendorff. Un cop establerta la dosi, es va
analitzar I'efecte de l'inhibidor sobre la mida de l'infart en rates sotmeses a 30 minuts
d’isquemia i 24 hores de reperfusid. No es van observar diferencies significatives en I'area en
risc entre el grup control i els animals que van rebre I'administracié intraperitoneal de SNJ-
1945 just abans de l'inici de la reperfusié (31,8+2,9% grup IR vs. 30,3+2,4% grup SNJ-1945;
Figura 21A), descartant aixi també possibles diferéncies en les caracteristiques anatomiques de
I’oclusid entre els dos grups. En canvi, I'administracié de SNJ-1945 va reduir la mida de I'infart
enun 25% (49,4+1,8% grup IR vs. 36,9+3,2% grup SNJ-1945, p=0,005; Figura 21A).

Per tal de comprovar |'eficacia de I'administracié del SNJ-1945 en la inhibicié de les calpaines,
es va mesurar per western blot la degradacié de a-fodrina. La quantificacid dels resultats
mostrats a la figura 21B indiquen una reduccid dels fragments resultants de la proteolisi de
a-fodrina en el grup SNJ-1945 d’un 45% (p=0,001).

Per altra banda, amb els resultats obtinguts en el model ex vivo i els parametres
farmacocinetics del NPO-2270 proporcionats per la companyia farmaceutica, es van repetir els
experiments d’isquemia-reperfusié en el model in vivo en ratolins amb aquest inhibidor. Els
resultats no van mostrar diferéncies entre els grups en la massa de miocardi en risc
(24,65+2,83 grup IR, 28,68+3,18 grup NPO5 i 28,34+6,23 grup NPO20). En canvi, I'infart de
miocardi mesurat després de 24 hores de reperfusio es va reduir de forma significativa en els
ratolins que van ser administrats amb NPO-2270 a una dosi de 20 mg/kg (47,8%4,27 grup
control vs 32,5+3,12; grup NP0O20, p=0,016), mentre que es va observar una tendéncia que no
va arribar a ser significativa en la dosi de 5 mg/kg de NPO-2270 (p=0,053; Figura 21C). La
guantificacid dels fragments de degradacié de a-fodrina per western blot indica una inhibicid
efectiva de I'activitat de les calpaines en ambdues concentracions (p<0,001; Figura 21D).
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Figura 21. Imatges representatives de seccions transversals de cors infartats dels diferents grups experimentals de
A) rates sotmeses a 30 minuts d’oclusié coronaria i 24 hores de reperfusié (n=8 per grup) i de C) ratolins sotmesos a
45 minuts d’oclusidé coronaria i 24 hores de reperfussid (n=6 per grup) on es mostra I'area en risc (delimitada per
Evans Blue) i I'area de necrosi (marcada per TTC). B-D) Imatges representatives dels western blot i analisi
densitometric de les bandes dels fragments de a-fodrina i calpaina 2 relativitzat per GAPDH (n=6 per grup). Els
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5.4) PAPER DE LES CALPAINES EN EL REMODELAT VENTRICULAR POSTINFART

5.4.1) L’administracio oral i retardada del SNJ-1945 atenua I’activacio de la calpaina

Un cop confirmat I'efecte cardioprotector del SNJ-1945 sobre la mida de I'infart, es va analitzar
el seu potencial per reduir el remodelat ventricular postinfart fent servir un model de rates
sotmeses a isquémia i 21 dies de reperfusid.

Per diferenciar si els efectes de la inhibicié de les calpaines sobre el remodelat postinfart sén
merament una conseqiéncia de la reduccié en I'extensio de I'infart o d’un efecte sobre els
mecanismes responsables del procés de remodelat, un grup va rebre una Unica dosi de SNJ-
1945 abans de comengar la reperfusid (grup agut) i un altre grup va rebre SNJ-1945 diariament
per via oral amb inici 24h després la reperfusio, temps suficient per evitar un efecte sobre
I’extensié de l'infart (grup cronic). Finalment, es va analitzar un possible efecte additiu en un
grup d’animals que va rebre la combinacié dels dos tractaments.

Primerament, es van analitzar els nivells d’expressié proteica de les calpaines i calpastatina,
aixi com els marcadors d’activitat en mostres de la zona remota del miocardi dels diferents
grups experimentals.

Els nivells proteics de calpaina-1 i calpaina-2 obtinguts en mostres de miocardi no infartat
obtingudes de ratolins del grup sense tractament (IR) van augmentar durant la reperfusio en
un 65 i 48% respectivament (p=0,008 i p=0,003 respectivament respecte el grup Sham).
L'administracié del SNJ-1945 de forma aguda o cronica no va modificar la sobreexpressid de les
calpaines respecte el grup IR (Figura 22).

Els nivells de la calpastatina, I'inhibidor endogen de la calpaina i que és a la seva vegada
substrat, es van veure reduits en els cors reperfosos dels animals del grup IR (Figura 22).
L'administracié de SNJ-1945 de forma aguda i cronica va atenuar aquesta disminucid respecte
el grup IR, assolint la significanga Unicament en els grups tractats de forma cronica (p=0,026
grup cronic, p=0,006 grup combinat).

L'augment de I'expressid de la calpaina va anar acompanyat d’'un increment en la seva
activitat, quantificada a partir dels fragments proteolitics de a-fodrina de 145/150 kDa. El
tractament amb SNJ-1945 tant de forma aguda com cronica va reduir la degradacié de fodrina,
sent aquesta més pronunciada en el tractament cronic (p=0,032 i p=0,002 respectivament). La
combinacié dels dos tractaments mostra una tendeéencia, encara que estadisticament no
significativa respecte als tractaments individuals, a una major reduccié de I’activitat calpaina.
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Figura 22. Imatges representatives dels western blot i analisi densitometric de les bandes dels fragments de
145/150 kDa de a-fodrina, calpaina 1, calpaina 2 i calpastatina (n= 4-5 per grup). Els resultats estan relativitzats per
GAPDH i expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup sham. 1\PSO,OS vs. grup IR.

5.4.2) L’administracio oral i cronica de SNJ-1945 o NPO-2270 atenua el remodelat postinfart

En I'estudi del SNJ-1945, la mortalitat entre les 48 rates operades va ser d’'un 12,5% sense cap
diferéncia en la ratio de supervivéncia entre grups (4 rates van morir durant la cirurgiai 2 a les
12 i 24 hores de reperfusid). A més, 4 animals es van excloure de I'estudi perque no es va
confirmar que el segment ST s’elevés durant la fase d’isquémia.

Es van realitzar ecocardiografies als animals de forma basal (abans de realitzar la cirurgia i on
no es va observar cap diferéncia entre els diferents grups), aixi com als 7 i 21 dies de
reperfusié. L'analisi ecocardiografic va mostrar en el grup IR un increment progressiu del
volum sistolic i diastolic, reflectint la dilatacio del ventricle esquerre caracteristica del
remodelat postinfart, aixi com una marcada caiguda en la fraccié d’ejeccid (Figura 23A). En
canvi no es van observar variacions significatives en el gruix de la paret del ventricle o el septe.
Tant la dilatacié del ventricle esquerre com la disfuncié contractil mesurats a partir dels 7 dies
es van atenuar significativament en els grups que van rebre SNJ-1945 durant la fase aguda de
la reperfusioé (LVESD: p=0,026 i p=0,020; LVEDD: p=0,005 i p=0,015; FE: p<0,001i 0,003 a7i21
dies respectivament pel grup agut; LVESD: p=0,043 i p=0,004; LVEDD: p=0,021 i p=0,004; FE:
p<0,001 i p=0,006 a 7 i 21 dies pel grup combinat) i també ho van fer als 21 dies en el grup
cronic (p=0,042 i p=0,241 per LVEDD i FE respectivament; Figura 23A).
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Als 21 dies de reperfusid, els animals es van sacrificar i es van realitzar talls histologics dels
cors. La quantificacié de la mida de la cicatriu de col-lagen (Figura 23B) tenyida amb picrosirius
red va mostrar una reduccid d’aquesta en els grups tractats amb SNJ-1945 (31,8+2,1% grup IR,
vs. 22,7+1,56% grup agut, 25,6+1,70% grup cronic i 20,74+1,61% grup combinat, p=0,001,
p=0,016 i p<0,001 respectivament) indicant un menor remodelat ventricular postinfart. No
s’observen diferencies significatives en la disminucié entre els diferents grups tractats.

Tot i que el tractament combinat va mostrar una tendéencia a una atenuacié més efectiva del
remodelat ventricular reflectida en la disminucié dels volums ventriculars, increment de la
fraccié d’ejeccio i reduccié de la cicatriu, la millora respecte els tractaments individuals no va
ser estadisticament significativa.

En I'estudi del NPO-2270, entre els 20 ratolins operats la mortalitat va ser del 20% sense cap
diferéncia entre la ratio de supervivencia del grup IR i el grup NPO (3 ratolins van morir durant
la cirurgia i 1 ratoli va morir al sise dia de tractament).

Les ecocardiografies es van fer de forma basal abans de realitzar la cirurgia i als 14 i 28 dies de
reperfusio, i el seu analisi va mostrar una reduccié practicament total tant en la disfuncié
(p=0,008 i p=0,015 a 14 i 28 dies respectivament) com en la dilatacié ventricular (LVESD:
p=0,009 i p=0,005; LVEDD: p=0,025 i p=0,023 a 14 i 28 dies respectivament) en els ratolins
tractats amb NPO-2270 respecte al grup IR (Figura 23C). No es van observar diferencies
significatives respecte als valors basals. L'analisi de I'area de la cicatriu per tincié amb el
picrosirius red també va mostrar una disminucié significativa en el grup tractat respecte al
grup IR (18,4% del grup IR vs. 10,5% grup NPO, p=0,005; Figura 23D).

Tot i les diferéncies entre els dos models (especies animals, temps d’isquémia i reperfusid,
temps d’administracié dels inhibidors), la comparacié dels resultats ecocardiografics obtinguts
amb NP02270 amb els obtinguts amb el tractament amb SNJ1945 corresponents al grup
combinat, confirmen la contribucidé de les calpaines al remodelat postinfart i demostren que
I’efecte i poténcia farmacologica del NPO-2270 és superior a la del SNJ-1945.
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Figura 23. Evolucio temporal dels diametres interns del ventricle esquerre al final de la sistole (LVESD) i de la
diastole (LVEDD), i de la fraccio d’ejeccio (FE) en els diferents grups experimentals de A) rates sotmeses a 30 minuts
d’isquémia i 21 dies de reperfusid (n=9-10 per grup) i C) ratolins sotmesos a 45 minuts d’isquémia i 28 dies de
reperfusid (n=8 per grup). Imatges representatives de seccions transversals de cors de B) rata i D) ratoli remodelats i
tenyits amb picrosirius red. L’area de la cicatriu esta expressada com a percentatge respecte a I'area del ventricle

IR NPO2270

esquerre. Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup IR.
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5.4.2.1) L’administracié cronica perod no aguda de SNJ-1945 limita la hipertrofia dels
cardiomiocits al miocardi no infartat

Un cop demostrat que el SNJ-1945 redueix el remodelat ventricular postinfart, es va passar a
analitzar com modifica els diferents processos que es desenvolupen durant el procés de
remodelat, com sén la hipertrofia dels cardiomiocits, la fibrosi intersticial i la infiltracié de
cél-lules inflamatories a I’area no infartada.

Talls histologics de miocardi no infartat es van tenyir amb hematoxilina-eosina i es va mesurar
I'area transversal dels cardiomiocits. L'infart de miocardi va provocar la hipertrofia dels
cardiomiocits (Figura 24A), augmentant la seva area en un 61% respecte al grup sham
(p<0,001). L’administracié cronica de SNJ-1945, pero no I'administracié aguda, va atenuar de
forma significativa I’'augment de I’area transversal dels cardiomiocits (p=0,041 en el grup cronic
i p=0,024 en el grup combinat respecte el grup IR).

Per tal de recolzar la disminucié de la hipertrofia observada en els grups tractats cronicament
amb SNJ-1945, es van analitzar els canvis en els nivells de mRNA de diferents marcadors
classics d’hipertrofia com la ratio entre les isoformes a i B de la cadena pesada de la miosina
(B-MHC/ a-MHC) i els péptids natriurétics ANP i BNP, aixi com els nivells proteics de B-MHC
(Figura 24B-D). Tots aquests marcadors van augmentar en el grup IR, confirmant la
transformacio del miocardi cap a un fenotip hipertrofic durant la reperfusié. En concordanga
amb les dades histologiques, I'administracié aguda de SNJ-1945 no va produir cap efecte
significatiu sobre aquests marcadors. En canvi, I'administracié cronica va reduir els nivells de
proteina de B-MHC (p=0,035) aixi com el ratio B-MHC/a-MHC (p=0,034) i I'expressié de ANP
(p=0,020) i BNP (p=0,022). La combinacié de I'administracio aguda i cronica de SNJ-1945 no va
provocar una millora significativa respecte a I'administracié Unicament cronica, encara que si
es va observar una tendéncia cap a una major reduccio en els nivells de tots els marcadors
d’hipertrofia mesurats.
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Figura 24. A) Imatges representatives de seccions transversals de la regié del ventricle no infartada i tenyides amb
hematoxilina-eosina, i quantificaci6 de I'area transversal dels cardiomiocits (50 cellules mesurades
aleatoriament/cor, n= 6 cors per grup). B) Imatge representativa del western blot i analisi densitométric de la
proteina B-MHC relativitzat per GAPDH (n=6 per grup). El panell inferior mostra I'analisi de la ratio de mRNA de B-
MHC/a-MHC (n=6 per grup). C) Nivells de mRNA de ANP normalitzats per I'expressié de GAPDH i expressats
respecte els nivells dels animals sham (n=6 per grup). D) Nivells de mRNA de BNP normalitzats per I'expressio de
GAPDH i expressats respecte els nivells dels animals sham (n=6 per grup). Els resultats estan expressats com a
mitjana £ SEM. *P<0.05 vs. grup IR.

5.4.2.2) L’administracié cronica pero no aguda de SNJ-1945 limita la deposicié de
col-lagen intersticial al miocardi no infartat

Talls histologics dels mateixos miocardis no infartats es van tenyir amb picrosirius red per tal
de marcar les fibres de col-lagen dipositades a I'area intersticial. La quantificacié de les imatges
de microscopia preses van demostrar que l'infart de miocardi incrementa en tots els grups la
preséncia de fibres de col-lagen en el miocardi no infartat respecte els animals sham (Figura
25A). L'administracié cronica de SNJ-1945 va reduir la deposicio de col-lagen, no aixi
I’'administracié aguda del farmac (p=0,029 en el grup cronic i p=0,109 en el grup agut). La
combinacié dels protocols d’administracié no va significar un increment de |’efecte reductor
respecte els tractaments individuals (p=0,016).
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L'expressié genica del col-lagen | (Figura 25B) i I'expressid de la proteina a-SMA (Figura 25C),
indicadors de l'activacié dels fibroblasts, van confirmar el resultat obtingut per la tincio
histologica. Tant I'expressid del mRNA de col-lagen | com de a-SMA es van trobar elevades
respecte el grup sham (p=0,003 i p<0,001 respectivament). L'administracié cronica pero no
aguda de SNJ-1945 va atenuar I'increment respecte el grup IR (p=0,026 grup cronic i p=0,008
grup combinat per col-lagen |; p=0,008 grup cronic i p=0,002 grup combinat per a-SMA).

Per ultim, es va analitzar si I'inhibiciéd de les calpaines amb SNJ-1945 inhibeix I'eix canonic
d’activacio dels fibroblasts TGF-B1/Smad2/3 (Figura 25E). El TGF-B1 és considerat un mediador
essencial en la fibrosi tissular, i la unié d’aquest al seu receptor provoca la fosforilacié de
Smad2/3, formant complexes amb Smad4 i translocant-se al nucli, on activen la transcripcié de
gens pro-fibrotics. L'expressio de mRNA de TGF-B1 i els nivells de fosforilacié de Smad2/3 es
van trobar clarament augmentats en el grup IR (p<0,001). L’administracié aguda de SNJ-1945
va produir una tendéncia a reduir I'expressié de TGF-B1 i la fosforilacié de Smad2/3 respecte el
grup IR (p=0,065 i p=0,070 respectivament) que va resultar significativa en els grups que van
rebre el farmac de forma cronica (p=0,032 grup cronic i p=0,024 grup combinat per I'expressio
de TGF-B1; p=0,046 grup cronic i p=0,018 grup combinat per la fosforilacié de Smad2/3).
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Figura 25. A) Imatges representatives de seccions transversals de la regio del ventricle no infartada i tenyides amb
picrosirius red, i quantificacio de la deposicié de col-lagen intersticial (6 micrografies aleatories/cor, n= 6 cors per
grup). B) Nivells de mRNA de col-lagen | normalitzats per I'expressié de GAPDH i expressats respecte els nivells dels
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animals sham (n=6 per grup). C) Imatge representativa del western blot i analisi densitométric de la proteina a-SMA
relativitzat per GAPDH i expressada en percentatge respecte el grup IR (n=6 per grup). D) Nivells de mRNA de TGF-
B1 normalitzats per I'expressido de GAPDH i expressats respecte els nivells dels animals sham (n=6 per grup). E)
Imatge representativa del western blot i analisi densitometric de la proteina total i fosforilada Smad2/3 normalitzats
per I'expressio de GAPDH i expressats respecte els nivells dels animals IR (n=6 per grup). Els resultats estan
expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup IR.

5.4.2.3) La inhibicié de les calpaines redueix I’activacio dels fibroblasts i la produccié
de col-lagen

Per discernir si I'’efecte del tractament cronic amb SNJ-1945 observat en la fibrosi era degut a
la inhibicid directa de les calpaines en els fibroblasts o per un efecte paracri dels cardiomiocits,
es van aillar i cultivar fibroblasts de cors de rata, i la seva activacido es va estimular amb
I'addicié de TGF-B1. L'estimulacid amb TGF-B1 va provocar l'increment de I'activitat de les
calpaines (Figura 26A) aixi com la sintesi de col-lagen (Figura 26B) i de a-SMA (Figura 26C). En
canvi, I'administracié de SNJ-1945 als cultius tractats amb TGF-B1, va reduir significativament
I'activacié de les calpaines (p<0,001) aixi com la produccié de col-lagen i a-SMA (p=0,015 i
0,027 respectivament). Aquests resultats demostren que les calpaines poden provocar
directament I'activacié dels fibroblasts i produccio de col-lagen.
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Figura 26. El SNJ-1945 redueix I’activacio dels fibroblasts en cultiu estimulats per TGF-B1. A) Activitat de la calpaina
mesurada com unitats arbitraries de fluorescencia generada pel trencament del péptid substrat de la calpaina
t-BOC-Leu-Met-CMAC durant 30 minuts. B) Produccié de col-lagen detectada amb el kit Chondrex Sirius Red. C)
Imatge representativa del western blot i analisi densitometric de la proteina a-SMA relativitzat per vimentina i
expressada en percentatge respecte el grup control sense estimulacié amb TGF-B1. Els resultats estan expressats
com a mitjana £ SEM. *P<0.05 vs. grup control. *P<0.05 vs. grup TGF-B1.
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5.4.2.4) La inhibicié de les calpaines atenua la infiltracié de cél-lules inflamatories en
el miocardi isquémic i remot

El possible efecte de la inhibicié de calpaines sobre la resposta inflamatoria postinfart es va
analitzar en un subgrup d’animals amb només 3 dies de reperfusié (n=6 per grup). En estudis
previs s’ha demostrat que a aquest temps la infiltracid6 de macrofags proinflamatoris és
300

maxima™ . La infiltracié de cél-lules inflamatories CD68 positives (monocits/macrofags) i CD3

positives (cel-lules T) es va determinar tant en seccions de miocardi infartat com no infartat.

Els resultats mostren que la inhibicié tant aguda com cronica de les calpaines redueix la
infiltracié de cél-lules CD68" (p<0,001 grup agut i p=0,031 grup cronic) i cél-lules CD3" (p=0,016
grup agut i p=0,022 grup cronic) en la zona isquémica (Figura 27A), pero també en la zona no
isquémica (p=0,009 grup agut i p=0,017 grup cronic per cél-lules CD68"; p=0,011 grup agut i
p=0,016 grup cronic per cél-lules CD3"; Figura 27B). La combinacié dels dos tractaments no va
produir efectes additius.

Per confirmar els resultats, es van analitzar els nivells de mRNA dels marcadors pro-
inflamatoris TNF-a, citosina que estimula la fase aguda de la inflamacié, i IL-1B, citosina
alliberada per macrofags i monocits en resposta al TNF-a. Els dos marcadors es van veure
significativament reduits per la inhibicié aguda (p=0,018 i p=0,023 respectivament) i cronica
(p=0,013 i p=0,041) de les calpaines en el miocardi isquémic, aixi com en el no isquémic
(p<0,001 i p=0,028 grup agut, p=0,026 i p=0,019 grup cronic). De nou, la combinacid dels dos
tractaments no va suposar una millora addicional respecte els tractaments individuals.
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Figura 27. Infiltracié de cel-lules inflamatories al miocardi A) infartat i B) no infartat. Imatges representatives de
seccions transversals i immunotenyides contra CD68 i CD3, i quantificacié cél-lules CD68" i CD3" (6 micrografies
aleatories/cor, n=6 cors per grup). Els panells inferiors mostren els nivells de mRNA de IL-1B i TNF-a normalitzats
per I'expressié de GAPDH (n=6 per grup). Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup IR.
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5.4.3) L’administracio oral de SNJ-1945 atenua I’activacié de NF-kB

Estudis previs demostren que l'activacié del factor nuclear kB (NF-kB) esta causalment
associada al procés de remodelat cardiac. D’altra banda, s’ha suggerit que les calpaines poden
degradar I'inhibidor del NF-kB (IkB), pas necessari perqué es produeixi la seva translocacié i
activacio al nucli on produiria canvis en la transcripcié de gens que afavoreixen la hipertrofia.

Per determinar si la contribucié de les calpaines al procés de remodelat postinfart esta mediat
per 'activacié de NF-kB, inicialment es va analitzar en un assaig in vitro la capacitat de la
calpaina per degradar l'inhibidor kB. Els resultats obtinguts van mostrar una rapida i total
degradacié de IkB en mostres de miocardi exposades a calpaina activada (Figura 28). A més,
aquesta degradacio va ser atenuada amb I'addicid a les mostres de I'inhibidor SNJ-1945.

1kB

(39 kDa) | W — —

Sham - Calpaina Calpaina Calpaina Calpaina
5 30 +SNJ

Figura 28. Extractes de miocardi de rata es van incubar amb calpaina recombinant 1 amb o sense ca” exogen i amb
o sense inhibidor SNJ-1945, i es va analitzar el potencial de degradacié mediat per calpaina de IkB per western blot.

A continuacid es van comprovar els nivells de IkB i de NF-kB per western blot en les mostres de
rates sotmeses a isquémia-reperfusio.

A la fraccid citosolica de les mostres de miocardi no infartat dels animals del grup IR es va
observar una disminucié significativa de IkB respecte als animals sham operats (49,5% de
disminucié, p=0,005; Figura 29A). Aquesta disminucid de IkB es va correlacionar amb
I'increment de la subunitat p65 NF-kB a la fraccié nuclear de les mostres (74% d’increment,
p=0,001; Figura 29B). L’administracio cronica del SNJ-1945 pero no I'aguda va reduir de forma
significativa la degradacio de IkB (p=0,006 grup cronic i p=0,002 grup combinat) i la conseqiient
translocacié de NF-kB al nucli (p=0,017 cronic grup i p=0,012 grup combinat) respecte el grup
control.
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Figura 29. Imatge representativa del western blot i analisi densitometric de A) la proteina citosolica IkB relativitzada
per GAPDH i B) la proteina NF-kB p65 a la fraccio citosolica i nuclear i relativitzada per la histona H3. Les dades estan
expressades en percentatge respecte el grup sham (A) i respecte el grup IR (B). Els resultats estan expressats com a
mitjana = SEM. *P<0,05 vs. grup sham. 'P<0.05 vs. grup IR (n=5-6 per grup).

5.5) PAPER DE LES CALPAINES EN EL REMODELAT INDUIT PER ISOPROTERENOL

5.5.1) L’administracio cronica d'isoproterenol indueix I’activacié de les calpaines en rates

Després d’haver caracteritzat el paper de les calpaines en el remodelat ventricular postinfart,
es va determinar la contribucié de les calpaines al remodelat ventricular induit per estimuls
cronics no isquémics. El primer d’aquests models va ser un model de sobrecarrega adrenérgica
i inicialment es va caracteritzar el patré d’expressio de les calpaines.

Entre les 20 rates administrades amb isoproterenol la mortalitat va ser del 15%, sense
diferéncies en la ratio de supervivencia entre els grups experimentals. Tots els animals que van
morir ho van fer poques hores després de I'administracid de la primera dosi d’isoproterenol.

L’analisi dels nivells mRNA per RT-gPCR de les calpaines va mostrar un augment tant de la
calpaina 1 com la calpaina 2 en les rates tractades de forma cronica amb isoproterenol
respecte al seu grup control (p<0,001 i p=0,008 respectivament; Figura 30A) que va
correlacionar amb un increment a nivell proteic de les dues isoformes (70% i 46% d’increment
respecte el grup control; p<0,001 per la calpaina 1 i p=0,018 per la calpaina 2; Figura 30B).
L'administracié cronica i per via oral de SNJ-1945 no va produir cap efecte en els nivells
d’expressio de les calpaines.

Els nivells de mRNA de calpastatina no van variar amb I'administracié d’isoproterenol sent
semblants en tots els grups. Els nivells de proteina, pero, en el grup administrat amb
isoproterenol, es trobaven molt disminuits, no sent aixi en el grup tractat amb SNJ-1945.
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Figura 30. A) Nivells de mRNA de calpaina 1, calpaina 2 i calpastatina normalitzats per I'expressi6 de GAPDH i
expressats respecte els nivells del grup control. B) Imatges representatives dels western blots i analisi densitomeétric
de les proteines calpaina 1, calpaina 2 i calpastatina normalitzats per GAPDH i expressats respecte els nivells del
grup control. Els resultats estan expressats com a mitjana £ SEM. *P<0.05 vs. grup control. 'P<0.05 vs. grup I1SO
(n=5-6 per grup).

La sobreexpressid de les calpaines i la disminucié dels nivells de proteina de calpastatina,
substrat de les calpaines, és indicatiu d’ activacié de les calpaines. Confirmant I'activitat de les
calpaines, la quantificacié dels fragments de 145/150 KDa de a-fodrina en homogenats de cor
va mostrar que aquests es trobaven elevats respecte els homogenats del grup control
(increment del 84%, p<0,001; Figura 31A). L'activitat maxima de la calpaina també es va
analitzar in vitro, mostrant de nou una activitat elevada en el grup tractat amb isoproterenol
(p=0,007, Figura 31B). En ambdds casos, 'administracido oral de SNJ-1945 va atenuar tant
I'activitat total de les calpaines mesurada in vitro com la degradacié de a-fodrina (p<0,001
respecte el grup ISO), confirmant I'eficacia de la droga aixi com la via d’administracié a I’hora
de prevenir I'activacié de les calpaines induida per isoproterenol.
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Figura 31. A) Imatge representativa del western blot i analisi densitometric de les bandes dels fragments de
a-fodrina relativitzat per GAPDH i expressat respecte el grup I1SO. B) Activitat de la calpaina in vitro expressada com
unitats relatives de fluorescéncia generada pel trencament del péptid substrat de la calpaina Suc-LLVY-AMC durant
30 minuts en mostres de miocardi dels diferents grups. El grup SNJ sén homogenats de cors controls als que es va
afegir 10 umol/L de SNJ-1945. Els resultats estan expressats com a mitjana = SEM. *¥P<0.05 vs. grup control. "p<0.05
vs. grup 1SO (n=4-6 per grup).

5.5.2) L’administracio oral i cronica de SNJ-1945 atenua el remodelat induit per isoproterenol
en rates

5.5.2.1) L’administracié de SNJ-1945 limita la hipertrofia dels cardiomiocits al
miocardi

Després d’una setmana de tractament amb isoproterenol, la ratio pes del cor respecte pes del
cos de I'animal va augmentar en el grup tractat amb isoproterenol respecte al grup control
(24% d’increment, p<0,001; Figura 32). Els resultats ecocardiografics van confirmar la
hipertrofia del miocardi reflectida en un increment en el gruix tant del septe com de la paret
del cor (68% i 62% d’increment respectivament; Figura 32).

En els animals tractats amb I'inhibidor SNJ-1945, els increments tant del pes del cor com de les
parets es van atenuar de forma significativa (p=0,02 respecte el grup ISO per el pes del cor i
p<0,001 respecte el grup ISO per les parets).
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Figura 32. A) Cors d’animals des diferents grups experimentals es van analitzar per la ratio pes cor/pes animal
(HW/BW) i per I'increment del gruix del septe (ASWT) i la paret (APWT). Els resultats estan expressats com a mitjana
+ SEM. *P<0.05 vs. grup control. "P<0.05 vs. grup I1SO (n=4-6 per grup).
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Com a conseqiéncia de I'augment de grandaria de les parets, els volums sistolics i diastolics es
van veure reduits en els animals tractats amb isoproterenol, mentre que la reduccié va ser més
atenuada en el grup amb el SNJ-1945. La resta de parametres de funcié cardiaca, aixi com la
freqiéncia cardiaca no van mostrar diferéncies entre grups, suggerint una fase de
desenvolupament d’hipertrofia encara compensatoria (Taula 3).

Taula 3. Pes i dades ecocardiografiques després d’una setmana de tractament amb isoproterenol

Control (n=6) ISO (n=9) ISO+SNJ (n=8)

BW (g) 332+12,5 336,2+13,8 330,18,8
HW (g) 1,07+0,02 1,38+0,02 1,18+0,04*"
HW/BWx100 0,330,02 0,41+0,01* 0,36+0,01"
HR (bpm) 342417 362+12 348+9
LVPWT (mm) 1,81+0,12 2,78+0,12* 2,30:0,12%
SWT (mm) 1,6+0,09 2,66+0,05* 2,17+0,15*
LVEDD (mm) 7,29+0,16 6,010,17* 6,710,18*
LVESD (mm) 3,920,12 2,77+0,14* 3,47+0,24"
FE (%) 82,33+1,92 78,46+2,32 85,47+2,25

BW pes de I'animal, HW pes del cor, HR freqliéncia cardiaca, LVPWT gruix de la paret posterior del ventricle
esquerre, SWT gruix del septe intraventricular, LVESD diametre intern del ventricle esquerre al final de la sistole,
LVEDD diametre intern del ventricle esquerre al final de la diastole, FE fraccié d’ejeccié. Les dades estan
expressades com mitjana = SEM. *P<0.05 vs. grup control. 'P<0.05 vs. grup ISO (n=6-9 per grup).

La grandaria dels cardiomiocits mesurada en talls histologics tenyits amb hematoxilina-eosina,
es va trobar augmentada en les rates tractades amb isoproterenol (66% d’increment, p<0,001;
Figura 33A). De la mateixa manera que la resta de parametres, |’'administracié de SNJ-1945 va
atenuar la hipertrofia de les cél-lules.

Per confirmar que la inhibici6 de les calpaines redueix el fenotip hipertrofic induit per
I’administracié d’isoproterenol, es van mesurar per RT-qPCR diferents marcadors d’hipertrofia
com la ratio entre B-MHC/a-MHC, ANP i BNP (Figura 33B). En tots tres, I’analisi va mostrar que
la inhibicié de les calpaines atenua I'increment observat en els nivells de mRNA després de
I’'administracié d’isoproterenol. Aquests marcadors d’hipertrofia van mostrar una excel-lent
correlacié lineal amb els nivells de mRNA de calpaina-1 (r’= 0,88, p<0,001 per la ratio
B-MHC/a-MHC; r’= 0,89, p<0,001 per ANP; Figura 33C).
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Figura 33. A) Imatges representatives de seccions transversals del ventricle i tenyides amb hematoxilina-eosina, i
quantificacio de I'area transversal dels cardiomiocits (50 cel-lules mesurades aleatoriament/cor, n= 5-6 cors per
grup). B) Nivells de mRNA de la ratio B-MHC/a-MHC, ANP i BNP normalitzats per I'expressié de GAPDH i expressats
respecte els nivells del grup control. C) Correlacid lineal entre els nivells de mMRNA de la calpaina 1 i els marcadors de
hipertrofia (mRNA de la ratio B-MHC/a-MHC i ANP), n=5-6 per grup. Els resultats estan expressats com a mitjana +
SEM. *P<0.05 vs. grup control. "P<0.05 vs. grup ISO.

5.5.2.2) L’administracié de SNJ-1945 limita la deposicié de col-lagen intersticial al
miocardi

La deposicié de fibres de col-lagen intersticial es va mesurar en talls histologics tenyits amb
picrosirius red. El tractament amb isoproterenol va incrementar la deposicié de col-lagen
respecte el grup control (1,95%+0,13 vs. 13,21%+0,99, p<0,001), mentre que I'administracié de
SNJ-1945 va atenuar de forma significativa la fibrosi (5,95%+0,44, p<0,001 respecte el grup
ISO; Figura 34A).

La quantificacié dels nivells de marcadors de fibrosi com la proteina a-SMA (Figura 34B) i la
expressioé geénica de col-lagen | i del TGF-B (Figura 34 Ci D) van confirmar el resultat obtingut
en la tincié histologica. L'administracié d’isoproterenol va elevar els nivells de tots els
marcadors, i la inhibicid de les calpaines va contrarestar aquest increment.
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Figura 34. A) Imatges representatives de seccions transversals del ventricle i tenyides amb picrosirius red, i
quantificacio de I'area transversal dels cardiomiocits (6 micrografies aleatories/cor, n= 5-6 cors per grup). B) Imatges
representatives del western blot i analisi densitometric de la a-SMA normalitzat per GAPDH i expressat respecte els
nivells del grup 1SO. C-D) Nivells de mRNA del col-lagen | i TGF-B normalitzats per I'expressié de GAPDH i expressats
respecte els nivells del grup control, n=5-6 per grup. Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs.
grup control. "P<0.05 vs. grup ISO.

5.5.3) La hipertrofia induida per isoproterenol i dependent de calpaina esta mediada per
GRK2

La isoforma 2 de la cinasa de receptors associats a proteines G (GRK2) té com a substrat la
forma activa dels receptors B-adreneérgics, i degut a que s’ha proposat que juga una paper
rellevant en la hipertrofia cardiaca i que pot ser una diana terapéutica en el tractament de la
insuficiencia cardiaca®’, el segiient pas que es va dur a terme va ser analitzar si els efectes
associats a la inhibicié de les calpaines estan lligats a la regulacié d’aquesta proteina.

5.5.3.1) La inhibicié de les calpaines preveu lI'increment dels nivells de GRK2 induit
per isoproterenol

Per determinar els nivells proteics de GRK2 es van fer servir 3 anticossos diferents que
reconeixien diferents regions de GRK2 (Figura 35A). Els 3 anticossos van mostrar que després
de 7 dies de tractament amb isoproterenol, els nivells de GRK2 en el miocardi es trobaven
elevats, increment que va ser previngut amb la inhibicid cronica de les calpaines (Figura 35B).
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Figura 35. A) Esquema de la seqiiencia de GRK2 i de les regions reconegudes pels diferents anticossos utilitzats per
detectar els nivells de GRK2 en les mostres de miocardi dels diferents grups experimentals. El grup C+ correspon a
mostres enriquides en proteina GRK2. Es mostren imatges representatives dels western blot. B) Analisi
densitometric de GRK2 relativitzat per ERK1/2 i expressat respecte els nivells del grup control. Els resultats estan
expressats com a mitjana + SEM. *P<0,05 vs. grup ISO. N=3-4 per grup.

5.5.3.2) La deleci6 de GRK2 atenua la hipertrofia induida per isoproterenol en
ratolins

Donat que els resultats anterior suggerien que la sobreexpressié de GRK2 és conseqiiéncia de
I'activacié de les calpaines causada per isoproterenol es van avaluar els efectes de
I’'administracié d’isoproterenol i la inhibici6 de la calpaina en un model de ratoli GRK2
hemizigot (GRK2+/') préviament caracteritzat®®. Entre els 22 ratolins WT i GRK2*" administrats
amb isoproterenol, la mortalitat va ser nul-la.

Es van tornar a analitzar els mateixos parametres utilitzats en el model amb rates per
comprovar si els ratolins GRK2"" eren capagos de desenvolupar hipertrofia induida per
isoproterenol. En els ratolins WT es van confirmar els resultats obtinguts en rates. Aixi,
I’administracid cronica d’isoproterenol va incrementar la ratio de pes del cor respecte la
longitud de la tibia (Figura 36A), aixi com els nivells de mRNA de ANP i la ratio de
B-MHC/a-MHC (Figura 36B-C), confirmant la hipertrofia miocardiaca. La calpaina 1 també es va
trobar sobreexpressada (Figura 36D), i la seva inhibici6 amb SNJ-1945 va reduir tots els
parametres indicadors d’hipertrofia (Figura 36A-C).

La delecio del 50% de GRK2 en els ratolins GRK2+/', va atenuar de forma molt pronunciada la
hipertrofia miocardiaca induida per isoproterenol (p=0,001 per la ratio HW/TL i p<0,001 per
ANP i la ratio B-MHC/a-MHC respecte el grup ISO WT; Figura 35). A més, la inhibicié de les
calpaines amb SNJ-1945 no va produir cap efecte additiu en els animals. Els nivells de calpaina
1 pero, es van mantenir elevats en els ratolins GRK2"" tractats amb isoproterenol, donant
suport a la idea que els efectes de GRK2 sobre la via molecular d’induccié de la hipertrofia es
troben per sota l'activacié de la calpaina, i que aquest eix juga un paper rellevant en la
hipertrofia induida per isoproterenol.
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Figura 36. A) Ratio de pes del cor/longitud tibia (HW/TL), nivells de mRNA de B) ANP i D) calpaina 1 i C) ratio mRNA
B-MHC/mRNA a-MHC en ratolins WT o GRK2 hemizigot (GRKZV’) dels diferents grups experimentals. Els nivells de
mMRNA estan normalitzats per GAPDH i expressats respecte els nivells del grup control (WT). Els resultats estan
expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup control. "P<0.05 vs. grup ISO. N=4-6 per grup.

5.5.3.3) L’activacio de la calpaina regula els nivells de GRK2
5.5.3.3.1) l’activacioé de la calpaina disminueix la degradacié de GRK2

Sabent que els nivells de GRK2 es troben augmentats en el model d’isoproterenol de manera
dependent a I'activacié de les calpaines, es van analitzar els mecanismes a través dels quals les
calpaines provoquen aquest increment. Una possible explicacid és que les calpaines redueixin
la seva degradacié. S’ha descrit que la proteina GRK2 és una proteina que té una vida curta, i
que es poliubiquitina rapidament per degradar-se per la via del proteosoma®®. Per aixo, es va
analitzar in vitro la capacitat de la calpaina per degradar diferents ligases E3 d’ubiquitina que
s’ha proposat en estudis previs que poden tenir com a diana GRK2**?%. La potencial
degradacié d’aquestes ligases per la calpaina afavoriria una estabilitzacié de GRK2.

Es van analitzar extractes de miocardi de rates control, que es van incubar in vitro durant
diferents temps amb calpaina 1 exogena activada. Els resultats per western blot van mostrar
una reduccio significativa i progressiva en el temps dels nivells de la ubiquina ligasa MDM2 que
és previnguda amb la co-incubacié del SNJ-1945 (Figura 37A). Com a control positiu de
I’activacio de la calpaina es va analitzar la a-fodrina, que va seguir un patré de degradacié molt
semblant al de MDM2.

En contrast, la incubacid dels extractes amb calpaina no va induir canvis significatius en el
contingut proteic de la subunitat B de la proteina G (Gg), CUL4A o DDB1, proteines que formen
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un complex ubiquitina ligasa que també s’ha suggerit que podria tenir com a diana
GRK2**(Figura 37A).

La reduccié dels nivells proteics de MDM2 es va confirmar en mostres de miocardi de rates
tractades amb isoproterenol (disminucié del 25,6% respecte el grup control, p=0,002), perd no
en les rates que van rebre la coadministracié de SNJ-1945 (p=0,042 respecte el grup I1SO; Figura
36B).
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Figura 37. A) Extractes de miocardi incubats amb calpaina 1 recombinant amb o sense SNJ-1945 durant 0, 15, 30 o
60 minuts. Es va analitzar la capacitat de les calpaines de degradar MDM2, G, CUL4A o DDB1 per western blot (n=3
per grup). B) Nivells de MDM2 en extractes de miocardi dels diferents grups experimentals (n=5 per grup). En els
dos panells es mostren imatges representatives dels western blot i I'analisi densitométric de les bandes
relativitzades per GAPDH i expressades respecte el grup control. Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM.
*P<0.05 vs. grup control. "P<0.05 vs. grup 1SO/grup 60’.

Donat que la poliubiquitinacié de MDM2 per la propia ligasa o per altres factors pot portar a

305

incrementar el recanvi de MDM27, es va analitzar també si I'activitat de la calpaina podria

modular I'estabilitat proteica de MDM2 d’una forma dependent d’ubiquitina.

Totes les proteines poliubiquitinades de forma endogena van ser capturades i eluides
d’extractes de mostres de miocardi de rata utilitzant tandem ubiquitin binding entities (TUBEs).
L’extracte de proteines ubiquitinades es va cérrer per western blot i les membranes es van
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incubar amb anticossos especifics contra MDM2. Els resultats mostren un augment en
I"'ubiquitinacié de MDM2 en les rates que van rebre I'isoproterenol (1,36 vegades superior als
nivells del grup control, p=0,039), mentre que la inhibicié de les calpaines va prevenir aquest
increment (p=0,028 respecte el grup I1SO; Figura 38A).

En conjunt els resultats indiquen que I'activacié de les calpaines per I'administracié
d’isoproterenol reduiria els nivells de MDM2, bé per proteolisi directa de les calpaines o bé de
forma indirecta per proteolisi de factors reguladors de MDM2 no identificats, que farien
incrementar la seva ubiquitinacié i posterior degradacié pel proteosoma. En qualsevol de les
opcions, la inhibicio cronica oral de les calpaines evitaria aquesta disminucié de MDM2.

Donat que el MDM2 és clau en la ubiquitinaci6 de GRK2 per la seva degradacié pel
proteosoma, era d’esperar que una disminucié d’aquesta ligasa comportés una disminucié de
I’estat de poliubiquinacié de GRK2. Per demostrar aquest punt es va immunoprecipitar la
proteina GRK2 d’extractes de miocardi de rates dels diferents grups experimentals, |'eluit es va
correr per western blot i les membranes es van incubar contra ubiquitina. De forma consistent
amb els anteriors resultats, I'analisi mostra una disminucio de GRK2 poliubiquitinat
(observable en el patré de bandes en smear entre 120 i 200 kDa, que corresponen a diferents
formes de GRK2 poliubiquitinat) en les mostres d’animals tractats amb isoproterenol respecte
al grup control (disminucié del 59%, p=0,002, figura 38B), i aquest efecte va ser atenuat per
inhibicié de les calpaines (p=0,043 respecte el grup 1SO).

Seguint el mateix procediment, també es van analitzar els nivells de GRK2 amb cadenes
d’ubiquitina conjugades via enllagos lisina-K48 (figura 38C), que és la principal senyal
d’ubiquitinacié reconeguda pel proteosoma, aixi com el principal patré d’ubiquitinacié derivat
de I'acci6 de MDM2 sobre GRK2 al miocardi. Igual que en el cas anterior, I'isoproterenol
redueix els nivells de GRK2 amb cadenes d’ubiquitina K48 respecte el grup control, mentre que
en el cas del grup amb I'inhibidor SNJ-1945 els incrementa. Aquest increment es produeix tant
en formes de GRK2 amb cadenes d’ubiquitina K48 d’alt pes (sobre 150 kDa) com amb cadenes
de només 2-3 residus d’ubiquitina (sobre els 100 kDa). Tot i que els nivells globals entre el grup
control i SNJ-1945 sén semblants, en aquest ultim el patré de cadenes d’ubiquitina conjugades
via enllagos lisina-K48 mostra més formes de cadenes d’ubiquitina amb pocs residus
(semblants a les detectades amb I’anticos de la figura 38B), que poden ser degradades de
forma menys eficient pel proteosoma. En conjunt, els resultats suggereixen que I'increment
dels nivells de GRK2 induits pel tractament amb isoproterenol sén deguts a una degradacié
defectuosa al proteosoma per la via de MDM2-ubiquitina.
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Figura 38. A) Nivells de poliubiquitinaci6 de MDM2 en extractes de miocardi dels diferents grups experimentals.
Analisi densitomeétric de les bandes de MDM2, normalitzades per la ubiquitina total i expressades respecte el grup
control. B) Analisi dels nivells de GRK2 poliubiquitinat o dels nivells de C) GRK2 amb cadenes d’ubiquitina
conjugades via enllagos lisina-K48, normalitzats pels nivells de GRK2 totals i expressats respecte el grup control. D)
Els nivells de GRK2 poliubiquitinats correlacionen de forma inversa amb els nivells totals de GRK2, normalitzats per
la tubulina com a control de carrega. Els resultats estan expressats com a mitjana * SEM. *P<0.05 vs. grup control.
"P<0.05 vs. grup ISO. N=2-4 per grup.
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5.5.3.3.2) l’activacié de la calpaina incrementa I’expressiéo de GRK2

Un altre mecanisme pel qual I'activacid de la calpaina podria augmentar els nivells de proteina
de GRK2 és modulant la seva transcripcié, de manera que es van analitzar els nivells de mRNA
de GRK2 utilitzant dos primers diferents (Figura 39A). Els dos primers van mostrar un
increment dels nivells d’expressi6 de GRK2 amb el tractament amb isoproterenol i la
coadministracié de I'inhibidor de les calpaines va preveure aquest efecte.

Buscant un potencial mecanisme que expliqués I'increment en els nivells de mRNA de GRK2, es
va observar que la regié flanquejant 5’ del promotor huma del gen GRK2 contenia seqliencies
consens de resposta al factor de transcripci6 NF-kB (Figura 39B). El resultats obtinguts
préviament ja han demostrat que NF-kB participa en la hipertrofia derivada de la isquemia-
reperfusié i que la calpaina pot activar-lo per degradacié del IkB. A més, estudis previs també
han descrit que NF-kB es troba relacionat amb la hipertrofia induida per isoproterenol®*® i que
regula la transcripcié de GRK5 en miocits®®.

Per tal d’estudiar I’activitat transcripcional del promotor de GRK2 a través de la via de NF-kB i
en col-laboracié amb el grup del doctor Federico Mayor (Departamento de Biologia Molecular
y Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”; UAM-CSIC), es va expressar un vector que
contenia el gen reporter luciferasa sota el promotor de GRK2 en limfocits de sang periférica
humana. El tractament de les cel-lules amb una combinacié d’estimuls que desencadenen
I’estimulacié de NF-kB van donar lloc a una marcada induccidé en I'activitat del promotor de
GRK2, que va ser inhibida amb la co-transfeccié del gen IkBa (Figura 39C). Els resultats
indiquen, doncs, que la transcripcié de GRK2 estaria regulada per la cascada de NF-kB.

Extractes de miocardi de les rates tractades amb isoproterenol van mostrar una disminucié
dels nivells de IkB (disminucié del 32%, p<0,001; Figura 39D), mentre que I'administracié de
SNJ-1945 va atenuar aquesta disminucié (p=0,004 respecte el grup ISO). Els dos resultats
indiguen una relacié funcional entre I'activitat de NF-kB i I'expressi6 de GRK2 en aquest
context.
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Figura 39. A) Nivells de mRNA de GRK2 utilitzant dos primers diferents normalitzats per I'expressié de GAPDH i
expressats respecte els nivells dels animals control (n=5 per grup). B) Esquema de la regié flanquejant 5’ del
promotor huma de GRK2. S’indiquen les seqiiéncies de resposta al factor NF-kB i la seva posicié relativa amb caixes.
C) Limfocits de sang periférica humana co-transfectats amb un vector amb el gen lucifesara sota el promotor
pGRK2-0,9 i amb un vector buit o un vector d’expressié de la proteina IkB. Les cél-lules transfectades es van tractar
amb PMA i el iondfor de Ca®* A23187. Lactivitat de la luciferasa esta expressada com unitats relatives de
fluorescencia (cel-lules obtingudes de 3 donants diferents). D) Imatges representatives del western blot i analisi
densitometric de les bandes de IkB en extractes de miocardi dels diferents grups experimentals. Les dades estan
relativitzades per GAPDH i expressades respecte al grup control (n=5 per grup). Els resultats estan expressats com a
mitjana = SEM. *P<0.05 vs. grup control. "P<0.05 vs. grup ISO.

5.6) CONTRIBUCIO DE LES CALPAINES EN EL REMODELAT INDUIT PER ANGIOTENSINA 11

5.6.1) L’administracié oral i cronica de NPO-2270 atenua el remodelat induit per
angiotensina ll

La infusié d’angiotensina Il de manera cronica amb bombes osmotiques subcutanies és un
model classic per induir remodelat cardiac en animals que reprodueix I'estimulacié del sistema
RAS que s’observa en pacients amb IC.

Dels 36 ratolins als quals se’ls hi va implantar bombes subcutanies, Unicament van morir un
animal del grup control i un animal del grup NPO30 (5,5% de mortalitat).

La infusié d’angiotensina Il durant 2 setmanes va provocar un increment del pes del cor
corregit per la longitud de la tibia passades 2 setmanes (increment del 19%, p=0,001). La
coadministracié oral de NPO-2270 va reduir de forma dosi-dependent la hipertrofia induida
per I'angiotensina (Figura 40A) sent aquesta estadisticament significativa en les concentracions
de 1030 mg/kg (p=0,03 i p<0,01 respectivament).
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L’analisi ecocardiografic (Taula 4) als 14 dies va confirmar la hipertrofia mostrant un increment
en el gruix del septe i la paret del ventricle esquerre. L’administracié del NPO-2270 va atenuar
de forma dosi dependent els increments després de 14 dies de tractament (Figura 40B i C) sent
la disminucié estadisticament significativa a partir de la concentracié de 3mg/kg i 10 mg/kg
respectivament per cada variable (p<0,001 i p=0,002). Els ratolins no van presentar dilatacid ni
disfuncié ventricular com a conseqiiéncia del tractament d’angiotensina Il, indicant que la
hipertrofia desenvolupada és concentrica. La EC50 pel NPO-2270 estimada a partir dels
percentatges de disminucié de HW/TL i de I'atenuacié en I'increment del septe i la paret va
oscil-lar entre 1,8-5,8 mg/kg.
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Figura 40. A) Cors d’animals des diferents grups experimentals es van analitzar per la ratio pes cor/longitud de la
tibia (HW/TL) i per l'increment del gruix B) del septe (ASWT) i C) la paret (APWT). EC50 calculada a partir de la
quantificacio relativa de cada parametre. Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM respecte els nivells del

grup Angll. ¥*P<0.05 vs. grup control. *PS0,0S vs. grup Angll. N=5-6 per grup.

Taula 4. Pes i dades ecocardiografiques després de dos setmanes de tractament amb angiotensina Il

Sham (n=6) Angll (n=5) NPO1(n=6) NPO3(n=6) NPO10(n=6) NPO 30 (n=5)
BW (g) 28,2+0,5 27,3%1,2 28,1+0,9 28,310,7 27,9+0,7 27,7 +0,6
HW (mg) 113,9+3,1 129,5+5,4 128,0+3,8 126,32,7 123,5+3,2 118,5+3,3
HWI/TL 6,45£0,16 7,69+0,19 * 737402 * 7.24:02*  7,06:0,18*°  6,84+0,17 °
(mg/mm)
HR 44616 457+32 468+2 416+30 471427 435+19
(beats/min)
LVPWT (mm) 0,66+0,01 0,87+0,01 * 0,82+0,02 * 0,81:+0,03* 0,78+0,01 ** 0,75:0,01 **
SWT (mm) 0,79+0,01 0,95+0,01 * 0,92+0,03 * 0,87+0,02*° 0,85+0,02 ** 0,84+0,02 **
LVEDD (mm) 4,030,13 3,64+0,09 * 3,75:0,13 3,95:0,11 3,79:0,12 3,81+0,06
LVESD (mm) 2,890,15 2,47+0,09 * 2,69+0,11 2,82+0,10 2,61+0,11 2,69+0,05
FE (%) 61,8+2,2 62,0£3,0 61,3+2,3 61,8+2,20 60,83+1,40 61+2,1

BW pes de I'animal, HW pes del cor, HW/TL ratio pes cor/longitud de la tibia, HR freqliéncia cardiaca, LVESD
diametre intern del ventricle esquerre al final de la sistole, LVEDD diametre intern del ventricle esquerre al final de
la diastole, LVPWT gruix de la paret posterior del ventricle esquerre, SWT gruix del septe intraventricular, FE fraccié
d’ejeccid. Les dades estan expressades com mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup Sham. *p<0.05 vs. grup Angll (n=5-6 per

grup).
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5.6.1.1) L’administracié cronica de NPO-2270 limita la deposici6 de col-lagen
intersticial al miocardi

La tincid amb picrosirius red de talls histologics dels diferents grups experimentals va mostrar
un marcat augment de la deposicié de col-lagen intersticial en el miocardi respecte el grup
control (1,31+0,10% grup control vs. 7,55%1,93% grup Angll, p<0,001; Figura 41).
L’administracié de NPO-2270 va produir una reduccio dosi dependent de la fibrosi, assolint la
significacié estadistica a la concentracié de 3 mg/kg (p=0,02). La reduccié maxima de la fibrosi
es va aconseguir amb la dosi de 30 mg/kg i va ser del 65% respecte el grup Angll (p<0,001). La
EC50 pel NPO-2270 calculada a partir de I'atenuacié en l'increment de fibrosi durant els 14
dies de tractament va ser de 1,2mg/kg.
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Figura 41. ’'administraci6 oral del NPO-2270 redueix la fibrosi induida per angiotensina Il. Imatges representatives
de seccions transversals del ventricle i tenyides amb picrosirius red, i quantificacid de la deposicid de col-lagen
intersticial (6 micrografies aleatories/cor, n=5-6 cors per grup). Els resultats estan expressats com a mitjana + SEM.
*P<0.05 vs. grup control. fPSO,OS vs. grup Angll.

5.7) CONTRIBUCIO DE LES CALPAINES EN EL REMODELAT INDUIT PER CONSTRICCIO AORTICA
TRANSVERSAL

5.7.1) L’administracio oral, cronica i retardada de NPO-2270 atenua el remodelat induit per
constriccié aortica transversal

El model de constriccié de I'adrtica transversa és un model de sobrecarrega de pressié que
esta caracteritzat per una fase inicial compensatoria on es produeix una hipertrofia
concentrica del ventricle esquerre seguida d’un allargament de les cambres cardiaques
associat amb un deteriorament de la funcié del ventricle.

Entre els ratolins sotmesos a la cirurgia de constriccié aodrtica, la mortalitat va ser d’un 23,7%
sense diferéncies entre els diferents grups experimentals (4 ratolins van morir durant la
cirurgia o immediatament després i 5 ratolins van morir entre 48 hores i 6 dies després de la
cirurgia).
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La constriccié de I'aorta va provocar un augment progressiu del pes del cor corregit per la
longitud de la tibia que va ser del 37% a la primera setmana (p=0,008) i va arribar al 82% al cap
de 4 setmanes (p<0,001; Figura 42A), i va anar acompanyat d’un increment del gruix del septe i
la paret del ventricle esquerra (Figura 42B). Les dades ecocardiografiques (Taula 5) seriades
mostren un augment dels diametres finals sistolic i diastolic aixi com un deteriorament de la
funcio ventricular a partir de la segona setmana d’oclusié (Figura 42C).

L’administracié oral de NPO-2270 a una dosi de 10 mg/kg durant els 28 dies d’estenosis aortica
va reduir de forma significativa la hipertrofia desenvolupada a les 4 setmanes (p<0,001 pel pes
del miocardi; p=0,003 per I'increment del septe; p=0,001 per I'increment de la paret posterior
del ventricle esquerre; Figura 42). Aquest efecte va anar associat amb la prevencié de la
dilatacié del ventricle (p=0,001 per LVESD i p=0,012 per LVEDD) i de la disfuncié ventricular
(p=0,004; Figura 43).

Per determinar si I'administraciéo de NPO-2270 a més d’atenuar la seva progressié pot revertir
el procés de remodelat, un grup addicional d’animals va rebre I'inhibidor 7 dies despres de la
constriccié de l'aorta. Els resultats obtinguts en aquest grup mostren que tant el pes del
miocardi com el gruix del septe i de la paret a les 4 setmanes (Figura 42A-B), aixi com els
diametres del ventricle i la funcié contractil (Figura 42C) sén similars als valors obtinguts en el
grup sense tractament mesurats als 7 dies, indicant que I'administracié de NPO-2270 preveu
perdo no reverteix el desenvolupament d’hipertrofia. Si bé globalment es va observar una
tendéncia a una major reduccié de la hipertrofia en el grup que va rebre NPO-2270 durant les
4 setmanes respecte al grup tractat més tardanament, les diferencies no van ser significatives.
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Figura 42. A) Cors d’animals dels diferents grups experimentals es van analitzar per la ratio pes cor/longitud de la
tibia (HW/TL) i per I'increment del gruix B) del septe (ASWT) i la paret (APWT). C) Evolucié temporal dels diametres
interns del ventricle esquerre al final de la sistole (LVESD) i de la diastole (LVEDD), i de la fraccié d’ejeccid (FE). Els

resultats estan expressats com a mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup sham. *PS0,0S vs. grup TAC28d. N=5-8 per grup.
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Taula 5. Pes i dades ecocardiografiques després d’una (grup TAC 7 d) o quatre setmanes de constriccié aortica.

Sham (n=5) TAC 7d (n=6) TAC 28d (n=7)  NPO (n=8) NP?n":%S)t v
BW (g) 27,30,7 27,310,7 28,5+0,4 26,910,8 27,6+0,5
HW (mg) 110,85+4,7  151,16+6,07 **  199+10,69*  14587+6,9*° 151,06+4,58 **
HWI/TL 6,18:026  8,49:036*°  11,270,64*  816+032*° 856025+
(mg/mm)
HR 466+24 475413 485+14 435+26 451419
(beats/min)
LVPWT (mm) 0,64+0,01 0,72+0,01 ** 0,86+0,04 * 0,74%0,01 ** 0,76+0,01 **
SWT (mm) 0,75+0,01 0,88+0,02 ** 1,10+0,06 * 0,87+0,03 ** 0,91+0,02 **
LVEDD (mm) 4,0620,11 4,37+0,10 4,8620,1 * 4,27+0,13 4,1620,15 °
LVESD (mm) 2,99+0,09 3,28+0,06 ° 3,08+0,13 * 3,27+0,12°° 3,18+0,08 *
FE (%) 58,29+1,38 56,6+3,8 ° 4338+2,55*  53,42+1,88°%  5529+1,30°

BW pes de I'animal, HW pes del cor, HW/TL ratio pes cor/longitud de la tibia, HR frequiéncia cardiaca, LVPWT gruix
de la paret posterior del ventricle esquerre, SWT gruix del septe intraventricular, LVESD diametre intern del
ventricle esquerre al final de la sistole, LVEDD diametre intern del ventricle esquerre al final de la diastole, FE fraccid
d’ejeccid. Les dades estan expressades com mitjana + SEM. *P<0.05 vs. grup Sham. *P<0.05 vs. grup TAC 28d (n=5-8
per grup.

5.7.1.1) L’administracié oral, cronica i retardada de NPO-2270 limita la deposicié de
col-lagen intersticial induida per constriccié aortica transversal

La constriccié de l'aorta va provocar un augment progressiu en la deposicié de col-lagen
intersticial amb una alta variabilitat intragrup (Figura 43). L'increment de la fibrosi va mostrar
una tendencia no significativa als 7 dies (p=0,158) i va resultar marcadament significatiu als 28
dies (p<0,001). L'administracié de NPO-2270 des de l'inici de I'estenosi com de forma
retardada va reduir la deposicié de col-lagen intersticial (p=0,02 i p=0,005 respectivament en
relacio al grup TAC sense tractament als 28 dies). La fibrosi mesurada en aquest grups no va
diferir significativament dels valors obtinguts en el grup sense oclusié o als 7 dies d’oclusié.
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Figura 43. Imatges representatives de seccions transversals del ventricle i tenyides amb picrosirius red, i
quantificacio de la deposicié de col-lagen intersticial (6 micrografies aleatories/cor, n=5-8 cors per grup). Els
resultats estan expressats com a mitjana = SEM. *P<0.05 vs. grup Sham. *p<0.05 vs. grup TAC 28d.
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6.1) MODELS EXPERIMENTALS DE REMODELAT VENTRICULAR | INSUFICIENCIA CARDIACA

Els models animals de remodelat ventricular i IC proporcionen informacié molt util que permet
millorar el coneixement dels mecanismes fisiopatologics i I'evolucié de la patologia, amb
I’objectiu final de desenvolupar estratégies terapeutiques pel seu tractament.

Amb l'objectiu de determinar la contribucié de les calpaines al remodelat i la IC, en aquesta
tesi s’han utilitzat 4 models diferents que abasten diferents tipus d’estrés cronic, tots ells
associats al desenvolupament de IC: model d’isquemia-reperfusid (infart agut de miocardi),
model d’isoproterenol (estimulacié B-adrenergica), model d’angiotensina Il (estimulacié
sistema RAS) i model de constriccid aortica (estenosi aortica/hipertensio).

Cada un dels models presenta avantatges i desavantatges respecte els altres. Els models
d’isoproterenol i angiotensina simulen I'estimulacié neurohumoral que s’ha descrit en pacients
amb IC, sén senzills i presenten una mortalitat baixa i una rapida evolucié del remodelat, pero
son clinicament menys fisiologics que els models de constriccié o isquémia. Aquests pero, sén
tecnicament més complexos i requereixen d’una corba d’aprenentatge, tenen una mortalitat
més elevada i el desenvolupament del remodelat és més lent. Com tots els models
experimentals, aquests també presenten les limitacions inherents a |‘us d’animals de
laboratori com sén les diferéncies entre especies, I'Us d’animals joves (sense patologies o
medicacid) o la severitat dels models i que fan que les cinétiques de desenvolupament de
remodelat cardiac i la seva progressioé a IC siguin diferents les descrites en pacients. En el cas
del model de constriccid aortica, aquest provoca una sobrecarrega de pressid de forma
immediata, fet que contrasta amb la lenta progressié de la patologia en pacients amb
hipertensid i estenosi de la valvula aortica.

Els resultats obtinguts mostren que el curs temporal de desenvolupament del remodelat i el
grau d’aquest en cada un dels models és diferent. Al final del procediment, en els nostres
models d’administracié d’isoproterenol o angiotensina Il s’observa un increment en la
hipertrofia i la fibrosi, associat a una reduccié del volum del ventricle i una fraccié d’'ejeccié
preservada. El model d’isoproterenol pero, amb només 7 dies de tractament indueix una
hipertrofia i fibrosi més elevada a la desenvolupada en el model d’angiotensina durant 14 dies.
Per altre banda en els models de TAC i isquémia-reperfusié després de 3 o 4 setmanes els
animals a més d’hipertrofia i fibrosi desenvolupen dilataciéd ventricular i IC amb fraccid
d’ejeccié disminuida. L'evolucié temporal, perd, no és la mateixa, ja que els animals sotmesos
a TAC inicialment desenvolupen una hipertrofia amb fraccid d’ejeccié preservada. A més, el
grau d’hipertrofia que presenten els animals després de 7 dies de constriccid és superior a la
desenvolupada a tota la resta de models.

Degut a limitacions tecniques no s’ha pogut avaluar la funcié diastolica dels animals. Per aixo
no podem descartar que els models d’estimulacié neurohumoral, tot i tenir una funcio sistolica

preservada, no presentin disfuncié diastolica, tal i com han descrit diferents treballs en models

307

realitzats amb les mateixes condicions™’. Aquests models també poden donar lloc a una IC

amb fraccié d’ejeccié reduida si s’incrementa la dosi utilitzada o si el model s’allarga

308,309

suficientment en el temps L'increment d’isoproterenol a dosis altes perd pot

incrementar la mortalitat substancialment®'°. Igualment, la modificacié del grau de constriccid
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de l'aorta®" en el model d’estenosi o la duracié de I'oclusié de I'artéria descendent en el

model d’isquémia-reperfusié®*? també indueix diferents fenotips.

La cronologia de la progressio del remodelat també depén de I'espécie, I'edat o el genere. En
el model de constriccid aortica, s’ha descrit que els ratolins desenvolupen hipertrofia als 7 dies
i mostren IC a les 4 setmanes, tal i com confirmen els nostres resultats, mentre que en rata la

progressioé fins a la IC ocupa un periode de mesos**®

. En canvi, els resultats obtinguts en el
model d’isquémia-reperfusido mostren que la progressio del remodelat i IC tant en ratolins com

en rates és semblant.

6.2) L'ACTIVACIO DE LES CALPAINES ES UNA CARACTERISTICA GENERAL DEL REMODELAT
VENTRICULAR

La sobreexpressié i activacié tant de la calpaina 1 com la de calpaina 2 s’ha descrit en mostres

de miocardi de pacients amb IC congestiva®"*** i en multiples models de remodelat ventricular

139252 TAC314 § P administracié

i IC en rata i ratoli, incloent 'oclusié coronaria permanent
cronica d’angiotensina 11'*® o d’isoproterenol®****°. Els resultats del nostre estudi confirmen
aquest fet en els models d’isquémia transitoria i isoproterenol. Tots aquests estudis demostren
solidament que |'alteracio del sistema calpaina/calpastatina és un fenomen associat al procés

de remodelat i IC de manera independent al tipus d’estres cronic que el provoca.

A més, els resultats obtinguts en el model d’isquémia-reperfusié indiquen que els mecanismes
pels quals I'activitat de la calpaina es veu augmentada sén diferents a I'inici de la reperfusié i
durant el procés de remodelat que té lloc més tardiament. Durant la fase aguda de la
reperfusié, I'activacié de les calpaines és conseqiiéncia de la sobrecarrega de Ca’* i la
normalitzacid del pH intracel-lular, i aguesta contribuiria a través de la proteolisi d’'una gran
varietat de proteines a la mort cel-lular per necrosi que caracteritza el dany agut per
reperfusié™®. Més endavant en el temps, I'activacié de les calpaines estd associada a
I'increment de la seva expressio6 en el miocardi no isquemic. S’ha suggerit que la
sobreexpressié de les diferents isoformes de les calpaines durant el remodelat postinfart
tenen un patré temporal diferent. La sobreexpressié de la calpaina 1 es produiria de forma
cronica i de forma preferencial al septe intraventricular, mentre que la calpaina 2 es
sobreexpressaria de forma maxima als 3 dies postinfart i localitzada principalment a la paret

del ventricle®®

, encara que les consequliencies d’aquestes diferencies no s’han establert encara.
D’altra banda, s’ha demostrat que la sobreexpressié de calpaines en cardiomiocits pot
augmentar lactivitat global de la calpaina en preséncia de nivells fisiologics de Ca®*

intracel-lulars®"’.

Els mecanismes pels quals es produeix la sobreexpressié de les calpaines durant la reperfusié o
en resposta a altres estimuls cronics encara no s’han establert. En el cas de la reperfusié, una
possibilitat podria ser que I'activacié inicial de les calpaines dependent de Ca®" fos a la vegada
responsable d’aquesta sobreexpressid més tardiament. En aquest sentit, I'activacié de les
calpaines s’ha demostrat que pot activar els factors nuclears NF-kB i NFAT**”?*® i I'activacié
d’aquests s’ha associat a canvis en I'expressid de diferents gens durant el remodelat post-

infart>*®*?°. En la mateixa direccid, aquest mecanisme també podria explicar la sobreexpressio
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en altres models d’estrés cardiac com sén I'estimulacid cronica amb isoproterenol o
angiotensina i el TAC, models en els que també es produeix una desregulacié de I’homeostasi
de Ca®* 3*% on s’ha demostrat, i els nostres resultats confirmen, I’activacié d’aquests factors

nuclears de manera depenent de calpaines™***°

. D’altre banda, és important fer notar que
aquesta hipotesis no descarta la sobreexpressido de les calpaines como a conseqiiéncia de

I’activacié de factors transcripcid per altres vies classiques®*.

6.3) LA INHIBICIO DE LES CALPAINES IMMEDIATAMENT ABANS DE LA REPERFUSIO REDUEIX
LA MIDA DE L'INFART

L’evidencia experimental obtinguda a partir de diferents aproximacions com la proteolisis de
substrats coneguts de les calpaines, I'Us d’inhibidors de calpaines i models transgenics han
demostrat préviament I'activacié i participacié de les calpaines en el dany per isquemia-
reperfusié®**>?’”*% Els nostres resultats obtinguts en el model d’isquémia transitoria tant en el
cor aillat perfos en el sistema Langendorff com in situ per lligadura de la coronaria descendent
anterior en rata i ratoli indiquen que I'administracié d’una dosi Unica dels inhibidors SNJ-1945 i
NPO-2270 just abans d’iniciar la reperfusié atenua I’activitat de la calpaina i la mida de l'infart.
Confirmant les observacions anteriors, aquest resultats inicials demostren la capacitat de les
dues molecules per inhibir I'activitat calpaina en el cor intacte i permeten determinar les
concentracions adequades per realitzar els estudis en models de remodelat ventricular.

6.4) LA INHIBICIO FARMACOLOGICA DE LES CALPAINES LIMITA EL REMODELAT | DISFUNCIO
VENTRICULAR POSTINFART

La contribucid de les calpaines en els processos que donen lloc al remodelat ventricular
postinfart esta menys caracteritzada que el seu efecte sobre la fase aguda de la reperfusié.
Estudis previs obtinguts en models transgénics amb el sistema calpaina/calpastatina alterat i
sotmesos a protocols d’oclusid coronaria permanent han reportat resultats contradictoris
respecte a la participacid de les calpaines en el remodelat ventricular postinfart. La reduccié de
I'activitat de la calpaina bé per la delecid especifica en cardiomiocits tant de la calpaina 1 com
de la 2'*, 0 bé per la sobreexpressié de la calpastatina®?, va reduir el remodelat ventricular i la
disfuncié, mentre que I'activacio de la calpaina en un model amb delecid de la calpastatina va
tenir I'efecte contrari*’®. En canvi, un altre estudi en ratolins amb sobreexpressié de
calpastatina descriu una major mortalitat despres de 40 dies d’oclusié coronaria permanent
causada pel trencament del ventricle com a conseqiiéncia d’'un procés de cicatritzacié
defectuds™”.

Les raons que poden explicar la divergéncia d’aquests resultats no es coneixen pero tal com
s’ha detallat, les calpaines participen en funcions fisiologiques, i la seva inhibicié per
sobreexpressid de la calpastatina s’ha associat amb el desenvolupament de cardiomiopatia
dilatada®"’

alteracions constitutives del sistema calpaina/calpastatina pot ser complexa. El nostre estudi

, indicant que la interpretacié dels resultats obtinguts en models geneétics amb

minimitza aquest problema fent servir una estrategia farmacologica per inhibir les calpaines
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gue a més d’analitzar el potencial de les calpaines com a diana terapéutica, permet excloure
els efectes inespecifics intrinsecs al model transgéenic.

Es important fer notar que tots aquests estudis previs han fet servir models d’oclusié coronaria
permanent, model que no reflecteix la situacié clinica dels pacients amb infart agut de
miocardi que reben una reperfusié urgent com a tractament d’eleccid, tal i com recomanen les
guies cliniques®”’.

Aquest treball, a diferencia dels estudis anteriors, ha sigut dissenyat fent servir un model
experimental d’oclusié coronaria transitoria, que reprodueix el tractament amb técniques de
revascularitzacié del pacient amb un IAM. Per tant, el nostre estudi té en consideracio el
fenomen del dany per reperfusié que es produeix en aquest context clinic i que ha estat obviat
en estudis previs. A més, I'administracid de l'inhibidor de les calpaines Unicament durant la
fase aguda o de manera cronica iniciant I'administracié a les 24 hores de la reperfusid, temps
suficient per que quedi establert la mida de I'infart®’**®, ha permés diferenciar la contribucié
de les calpaines als efectes aguts de la reperfusié d’aquells efectes sobre el remodelat cardiac
postinfart que son deguts a la modulacié directa dels mecanismes responsables d’aquests.
Finalment i de manera important, aquest estudi analitza per primera vegada I'efectivitat de
I'administracié per via oral de dos nous inhibidors de les calpaines en el tractament del
remodelat ventricular i IC postinfart.

Els resultats obtinguts demostren que I'administracié oral de SNJ-1945 amb inici després de
I'oclusié coronaria inhibeix de forma efectiva I'activitat de les calpaines en rates.
L'administracié cronica de SNJ-1945 després un dia després d’iniciar la reperfusié va reduir la
dilatacié i disfuncid ventricular i I'area de la cicatriu. A I'area no isquémica del miocardi,
I’'administracié del SNJ-1945 va atenuar la hipertrofia dels cardiomiocits, la deposicid de
col-lagen intersticial i la infiltracid de cel-lules inflamatories. El nostre disseny experimental
descarta un possible efecte sobre el dany agut per reperfusid i ens permet assegurar que els
resultats observats sén deguts a efectes sobre les vies i mecanismes implicats en el remodelat
ventricular. D’altre banda, I'administracié de SNJ-195 durant tant la fase aguda com la cronica
del protocol experimental va mostrar en tots el parametres mesurats una tendéncia a millorar
I’atenuacid del remodelat postinfart obtinguda només amb I’administracié cronica, encara que
aquesta no va arribar a la significacié estadistica.

El potencial terapéutic de la inhibicié farmacologica de les calpaines en la prevencié del
remodelat postinfart es va confirmar a una especie diferent com és el ratoli i amb una
molecula diferent, NPO-2270, amb unes caracteristiques farmacocinétiques més favorables
que el SNJ-1945. L’administracié oral i cronica de NPO-2270 també va reduir de forma
significativa I'activacid de les calpaines i el remodelat advers postinfart perd amb una dosi
inferior a la utilitzada amb el SNJ-1945.

S’han proposat diversos mecanismes pels quals les calpaines podrien contribuir al remodelat
postinfart. S’ha descrit que I'activacié de les calpaines durant la reperfusié provoca la
degradacié de N-cadherina, que podria induir remodelat ventricular trencant les unions
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cél-lula-cel-lula als discs intercalats®”. En el mateix model experimental, s’ha correlacionat

I'activitat de la calpaina amb la proteolisi de la junctofilina-2, proteina que connecta el
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sarcoplasma amb el reticle sarcoplasmic sent essencial pel control de Ca®* durant la contraccié
dels cardiomiocits, i que provocaria disfuncié contractil®*>.

Altres grups han suggerit que les calpaines interaccionen amb el sistema apoptotic activant la
caspasa 3 i provocant la mort per apoptosi dels cardimiocits durant el remodelat postinfart®’>.
No obstant, s’"ha demostrat que I'apoptosi no juga un paper significatiu en la mort cel-lular per
isquemia-reperfusid donat que les caspases es troben silenciades en els cardiomiocits

adults®?

. En aquest sentit, la delecid cardioespecifica dels gens de les caspases executores 3 i 7
no produeix disminucié en la mida de l'infart ni en la severitat del remodelat ventricular en

ratolins sotmesos a un protocol d’isquémia/reperfusié°.

Diferents estudis suggereixen que les calpaines poden activar la via calcineurina/NFAT a través
de la proteolisi del domini autoinhibitori de la calcineurina®’ o a través del clivatge del seu
inhibidor endogen cain/cabin®*!, portant a la defosforilacié dels residus de NFAT i la seva
translocacio al nucli, on activa I'expressié de gens pro-hipertréfics®*.

Per ultim, s’ha demostrat que les calpaines degraden l'inhibidor IkBa, que porta a la
translocacié nuclear de NF-kB. Animals amb una delecid genética de la subunitat p50 del factor
NF-kB o que expressen el super-repressor de NF-kB mostren una hipertrofia limitada en
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1°.

resposta a la infusid cronica d’angiotensina Il o isoprotereno Per altre banda, la

sobreexpressié de calpastatina o la delecid de la subunitat reguladora de les calpaines redueix

138,140

la translocacié de la subunitat p65 de NF-«kB al nucli . S’ha proposat a més que I'activacié

d’aquesta via als cardiomiocits seria suficient per induir I'expressid de citocines pro-
inflamatories, hipertrofia i fibrosi gracies a I’activacié de senyals autocrins i paracrins®®*?°,

En linia amb aquest ultim mecanisme, els nostres resultats demostren que la inhibicié de les
calpaines redueix la degradacio de IkBa i la translocacio nuclear de NF-kB, atenua I'expressid
de citocines inflamatories i I’activacié de la via canonica de fibrosi TGF-B1/smad. A més, s’ha
descrit que les calpaines poden activar la forma latent del TGF-B1 a través de la proteolisi del
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seu péptid latent associat (LAP)**°, promovent aixi també I’activacio de la via.

Si bé estudis amb animals transgenics amb delecid de les calpaines cardioespecifica indiquen
que l'activacié de NF-kB en cardiomiocits és necessaria en el procés de remodelat, els resultats
obtinguts en cultiu de fibroblasts demostren que I'accié de les calpaines no es limita als
cardiomiocits i que també intervenen en altres tipus cel-lulars. En aquest sentit, s’"ha descrit
que les calpaines poden participar en els processos d’inflamacié i resposta immunitaria a
través de I'activacié de NF-kB i induir I'expressido de MCP-1 que recluta els limfocits i macrofags
0 a través de la degradacioé de proteines del citoesquelet com la talina o I’ezrina, responsables
d’extravasacio i migracié dels leucocits***. D’acord amb aquestes evidéncies, ratolins amb una
alta expressié de calpastatina sotmesos a una oclusié coronaria permanent presenten un

138 De forma consistent, en el nostre

reclutament de cel-lules inflamatories alterat i retardat
model els resultats obtinguts en talls histologics tant del miocardi infartat com del remot
mostren una marcada reduccié de la infiltracié de monocits/macrofags i cél-lules T amb

I’administracié cronica de SNJ-1945.
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En conjunt, els resultats obtinguts i I'evidencia prévia suggereixen que l|’atenuacié del
remodelat ventricular postinfart observat amb I'administracié cronica del SNJ-1945 pot ser
deguda, almenys en part, a la inhibicié de la via de senyalitzacié de NF-kB.

6.5) LES CALPAINES PARTICIPEN EN EL PROCES DE REMODELAT VENTRICULAR D’ORIGEN NO
ISQUEMIC

Més enlla del remodelat postinfart, diferents estudis proposen que les calpaines també
314,335,336

participen en el remodelat cardiac en resposta a diversos tipus d’estrés cronic
A més de I'augment en I'expressié i activitat de les calpaines en mostres de pacients amb IC i
models experimentals de remodelat i IC comentats anteriorment, estudis previs han descrit
que models transgénics amb sobreexpressié de calpaina 1 restringida a cardiomiocits****"” o
mitocondries de cardiomiocits®*® generen remodelat advers i mortalitat prematura en abséncia
de cap estimul cronic o canvis significatius en la concentracié intracel-lular de Ca**, mentre que
la seva inhibicié per sobreexpressid de calpastatina prevé el remodelat ventricular en ratolins
tractats cronicament amb angiotensina 11'*®. En sentit contrari, un altre estudi ha descrit una
major severitat del remodelat ventricular i disfuncid en ratolins amb deleci6 de Capn4
sotmesos a TAC o amb tractament cronic amb isoproterenol®>”.

Malgrat aquesta evidencia, un Unic estudi ha testat recentment el potencial farmacologic de la
inhibicié de les calpaines com a estrategia terapeutica en el tractament del remodelat de causa

3% En ell, 'administracié per via intraperitoneal de I'inhibidor de les calpaines

no isquéemica
MDL-28170 va reduir la hipertrofia i disfuncid contractil en ratolins tractats amb isoproterenol
o sotmesos a TAC. No obstant, MDL-28170 no és un inhibidor selectiu i a les concentracions

utilitzades també inhibeix altres cisteina proteases com les catepsines.

Per aquest motiu, en aquest estudi s’han analitzat els efectes de I'administracio oral del SNJ-
1945 o del NPO-2270 en dos models de remodelat ventricular induit per estimulacié
neurohumoral (administracié cronica d’isoproterenol i d’angiotensina 1l) i un altre
d’hipertensid per estenosi de I'aorta.

L’estimulacié adrenérgica de manera sostinguda s’ha associat amb el desenvolupament
d’hipertrofia i la progressidé d’aquesta a IC tant en models animals com en humans. En el nostre
estudi, I"administracié d’isoproterenol per via intraperitoneal de forma cronica durant una
setmana va induir hipertrofia dels cardiomiocits i augment de col-lagen intersticial tant en rata
com en ratoli. Aquests canvis, en concordanca amb altres estudis®*’, no van anar acompanyats
de dilatacid ventricular, ni variacions significatives en la fraccié d’ejeccid, que si s’observen
amb concentracions més elevades d’isoproterenol o temps de tractament més
perllongats®*®3%
increment de I'expressid de la calpaina 1i 2 i de la seva activacid, i el grau de sobreexpressio

. El remodelat induit per isoproterenol va anar associat amb un marcat

de calpaina 1 va mostrar una estreta correlacio amb els nivells de marcadors hipertrofics.
Aquests resultats donen suport a observacions prévies i indiquen que la desregulacid de les
calpaines es produeix abans de la descompensacié de la hipertrofia generada i el
desenvolupament de disfuncié contractil. L'administracid cronica i per via oral de I'inhibidor
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SNJ-1945 va reduir significativament I’activacié de les calpaines i la resposta hipertrofica i
fibrotica a I'isoproterenol tant en rates com ratolins.

Partint de I'efectivitat del SNJ-1945 en |'atenuacié del remodelat induit per isoproterenol i
tenint en compte estudis previs que demostren que tan I'expressid com l’activitat de les
calpaines també es troba augmentada en els models de remodelat i IC induits tant per

138,338

administracié cronica d’angiotensina Il com per TAC , es va analitzar si la inhibicié de les

calpaines pot atenuar el remodelat ventricular en aquests models .

De manera semblant als resultats obtinguts amb el model d’isoproterenol, I'administracio
cronica d’angiotensina Il durant dues setmanes va provocar hipertrofia i fibrosi sense
variacions significatives en els volums ventriculars i la funcié contractil i aquest remodelat va
ser atenuat amb I"administracio oral i cronica del inhibidor NPO-2270.

Per altre banda, la constriccié aortica en el model de TAC va induir a les 4 setmanes
hipertrofia, fibrosi aixi com dilatacié i disfuncié ventricular tal com han observat altres
estudis®", i aquest remodelat advers i IC es van atenuar marcadament amb |’administracid
cronica de NPO-2270. De manera important, els resultats obtinguts administrant NPO-2270
una setmana després de realitzar la constriccid, indiquen que I'inhibicié de les calpaines és
capag de frenar perd no revertir el procés de remodelat ventricular. A més, el fet de que
I’efecte del NPO-2270 sigui similar en els grups que reben la seva administracié des del primer
dia i despres d'una setmana pot suggerir que inicialment el procés de remodelat és
independent de |'activacié de les calpaines o que el tractament per via oral no ha assolit
encara la seva maxima capacitat per inhibir les calpaines.

Alguns dels mecanismes descrits anteriorment per explicar la contribucié de les calpaines al
remodelat postinfart també s’ha suggerit que podrien participar en el remodelat d’origen no
isquemic. Dintre d’aquests tindriem |'activacio dels factors nuclears NF-kB i NFAT, aixi com la
degradacié de proteines estructurals com la N-cadherina®*® o la distrofina®*®. Aquesta ultima
proporciona estabilitat mecanica a la membrana plasmatica a través de les seves interaccions
amb el citoesquelet d’actina, i la seva degradacié també s’ha proposat que podria marcar la

transicié de hipertrofia compensatoria a IC en un model de TAC™*!

. Finalment, s’ha descrit que
I’activacié de les calpaines en els models d’isoproterenol i TAC provoquen la degradacié de
junctofilina. La inhibicié de les calpaines o la sobreexpressio de junctofilina atenuen la

hipertrofia i IC en aquests models d’estrés cardiac.

6.6) PAPER DE GRK2 EN EL REMODELAT VENTRICULAR INDUIT PER ADMINISTRACIO
D’ISOPROTERENOL

Diferents estudis han demostrat que la GRK2 es troba sobreexpressada en el miocardi de
pacients amb IC i en models preclinics d’estrées cronic amb un paper causal en el
desenvolupament del remodelat cardiac®**>*!. La inhibicié genética de I'activitat de GRK2 ha
mostrat prevenir la hipertrofia induida tant per TAC com per I’estimulacié B-adrenérgica'®3*,

En linia amb aquests estudis, els resultats obtinguts en el model de remodelat per estimulacid
B-adrenergica mostren un increment dels nivells de GRK2 i que es preveu amb la inhibicié

123



DISCUSSIO

cronica de les calpaines. D’altra banda, I'Gs de ratolins GRK2 hemizigots va atenuar la
hipertrofia cardiaca induida per isoproterenol, aixi com [I'expressié dels marcadors
d’hipertrofia, mentre que I'expressié de la calpaina es va mantenir incrementada en aquests
ratolins. En conjunt, aquests resultats suggereixen que l'increment de GRK2 és un
esdeveniment rellevant en la hipertrofia cardiaca i que és dependent de I'activacié de les
calpaines per isoproterenol.

Els nostres resultats demostren a més que l'increment dels nivells de GRK2 induit per les
calpaines és degut a mecanismes que afecten tant a la seva degradacié com a la seva sintesi
(Figura 44).

GRK2 és una proteina de vida curta (1 hora de vida mitja) que és degradada rapidament per la
via del proteosoma®?. S’ha descrit que la principal ligasa E3 implicada en la seva

239338 Fls nostres

ubiquitinitzacio i degradacié després de I'activacié6 de GPCR és la MDM
resultats mostren que el tractament amb isoproterenol promou la degradacié de MDM2 per
accio de calpaina. D’acord amb aquest resultat, a la bibliografia s’"han descrit seqliéncies PEST
(principals determinants reguladors de la degradaci6 mediada per calpaines en moltes
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proteines) en la seqliéncia proteica de MDM2” ™. Estudis previs a més ja han demostrat que la

35 A més de la

calpaina degrada MDM2 en |'epidermis després de la irradiaci6 amb UV
degradacié de MDM2 per accié directa de les calpaines, els nostres resultats indiquen que
aquestes també podrien modular I'estabilitat de MDM2 a través de la proteolisi de factors de
regulacié de MDM2. Aix0 provocaria l'increment de la ubiquitinitzaci6 de MDM2 i la seva

degradacié pel proteosoma.

MDM?2 pero no és |’tnica ligasa reguladora de GRK2 que s’ha descrit. La proteina Ggs’uneix a la
proteina DDB1 i a través del complex DDB1-CUL4A-ROC1 E3 ligasa ubiquitinitzen GRK2**. S’ha
proposat que l'estimulacid adrenérgica fosforila aquest complex estabilitzant els nivells de
GRK2. Els nostres resultats perdo no han detectat que les proteines d’aquest complex ligasa
sigui substrat de les calpaines, de manera que la regulaci6 MDM2 sembla ser el factor
determinant en l'increment dels nivells de GRK2 induit per isoproterenol. Diverses dades
recolzen aquest mecanisme; els nivells endogens de GRK2 augmenten mentre que els
fibroblasts embrionaris de ratoli no expressen MDM23%; |a delecié global o cardioespecifica de

36 A més, la

MDM?2 en ratolins provoca un augment significatiu dels nivells cardiacs de GRK2
delecié condicional de MDM2 als cardiomiocits provoca una mala funcié cardiaca i disminueix
la resposta a I'estimulacié dels receptors B-adrenergics, mentre que la inhibicié GRK2 reverteix
els efectes®®. Altres estudis també han relacionat la disminuci6 de MDM2 amb el

desenvolupament de hipertrofia cardiaca induida per fenilefrina o endotelina-1**'.

Alguns estudis han suggerit que la calpaina 2 podria degradar de forma directa la proteina
GRK2*®. A pesar de la sobreexpressid i activacié de les calpaines, en el nostre model no hem
detectat fragments de GRK2 proteolitzats. Aix0 podria ser degut a que les vies de senyalitzacio
hipertrofiques podrien induir modificacions post-transcripcionals a GRK2 que la fessin resistent
a l'accié de la calpaina o bé que promourien la seva localitzacié lluny de l'accié de les
calpaines.

Per altre banda els nostres resultats també demostren que l'isoproterenol provoca un
increment de la sintesi de GRK2 a través de |'activacid dependent de calpaina de la via de
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transcripcid de NF-kB. Les regions 5’ flanquejants del promotor de GRK2 presenten diversos
llocs d’unié del factor NF-kB. Aixd ha permeés descriure en un model de limfocits humans que
I’activacié de NF-kB promou un increment en |’activitat transcripcional del promotor de GRK2,
mentre que la presencia del seu inhibidor IkB atenua significativament [’activitat
transcripcional.

Els nostres resultats obtinguts en el model d’isquémia-reperfusié també identifiquen el IkB
com a substrat de les calpaines associat al desenvolupament del remodelat postinfart. L’analisi
de les mostres tractades amb isoproterenol va confirmar que I’activacié de les calpaines també
redueix els nivells de IkB en aquest model. En conjunt, els resultats suggereixen que I’activacié
de les calpaines donaria lloc a la degradacid de IkB i activacié del factor de transcripcié NF-kB i
aquest provocaria un increment en la sintesi de GRK2.

La contribuci6 de NF-kB a la hipertrofia cardiaca induida per estrés cronic, incloent
I’estimulacié adrenérgica s’ha demostrat en diferents estudis*>******°. Donat que s’ha proposat
que GRK2 pot activar NF-kB i induir una hipertrofia maladaptativa®®, i els nostres resultats han
mostrat la regulacié transcripcional de GRK2 a través de NF-kB, és possible que existeixi una

co-regulacié entre ambdds que reguli I'activacio transcripcional de gens hipertrofics.

Isoproterenol

——3SNJ-1945

1 Expressio GRK2

1 Estabilitat GRK2

(ome 1

HIPERTROFIA

Figura 44. Mecanismes a través dels quals I'activacié de les calpaines induida per isoproterenol pot contribuir a
incrementar els nivells de la proteina GRK2 i donar lloc a hipertrofia. L'administracié oral de SNJ-1945 és una
estrategia efectiva per prevenir aquests efectes.
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6.7) EVOLUCIO DE LA INHIBICIO FARMACOLOGICA DE LES CALPAINES

La inhibicié farmacologica de les calpaines ha tingut tradicionalment moltes limitacions degut a
la baixa selectivitat per les calpaines respecte altres proteases, i la baixa solubilitat i
permeabilitat a les membranes de les diferents molecules que s’han generat, fet que ha reduit
les possibilitats d’analitzar el seu potencial en estudis clinics.

En aquest estudi hem fet servir dos inhibidors de la calpaina, el SNJ-1945, propietat de Senju
Pharmaceutical, i el nou inhibidor NPO-2270, propietat de Landsteiner Genmed SL. Ambdds
presenten un perfil inhibidor de les calpaines amb grans avantatges respecte els inhibidors de
les calpaines disponibles fins al moment.

El SNJ-1945 és un inhibidor de les calpaines de tercera generacié que va ser dissenyat
especificament per incrementar la seva solubilitat aquosa, biodisponibilitat i penetracid

tissular®?

. Aquest inhibidor ha demostrat efectivitat en el tractament d’altres malalties en
models experimentals, com sdn I’esclerosi multiple®®, la isquémia retinal®*®, la lissencefalia®>* o
en lesions cerebrals traumatiques®>. En el context de la cardiologia, I'Ginic antecedent ha
descrit la proteccié envers la disfuncié ventricular en un model d’isquémia breu que provoca
23 En tots ells, el SNJ-1945 ha mostrat resultats

prometedors, sent la via d’administracié en alguns casos oral®”?° convertint el SNJ-1945 en

atordiment del miocardi perd no infart

una molecula amb un gran potencial pel seu Us en la clinica.

Alguns treballs han suggerit que les calpaines i la MMP2 tenen substrats compartits i que molts
dels efectes atribuits a les calpaines son en realitat deguts a MMP2. En aquest sentit, SERCA2,
que es degradada durant el dany per isquemia-reperfusié i que s’havia identificat com substrat
de la calpaina®®®, recentment s’ha vist que podria ser degradat en primera instancia per la
MMP2>>°. Aquestes discrepancies podrien tenir origen en I's de molécules poc selectives per

2%’ per aquest motiu, el nostre

les calpaines i que també inhibirien I'activitat de la MMP
estudi va descartar a partir de la mesura de I’activitat gelatinolitica de la MMP2 que els efectes
obtinguts amb el tractament amb SNJ-1945 eren conseqiiencia de la inhibicié de la MMP-2 i no

de les calpaines.

Una de les limitacions historiques de molts inhibidors és la seva poca selectivitat envers altres

38 Aquest fet és degut a que el centre catalitic de Ia

cisteina proteases com son les catepsines
superfamilia de les cisteina proteases és una seqliencia altament conservada i tradicionalment
el disseny de les molecules s’ha centrat en generar estructures que reaccionen amb ell. Per
solucionar aquest problema actualment es treballa en generar derivats d’inhibidors de
calpaines a través de modificacions quimiques sistematiques que permeten que aquests es

pugin unir a altres punts de I’enzim causant la seva inhibicio al-lostérica.

Diferents estudis han descrit que els nivells de catepsines es troben augmentats en pacients
amb infart de miocardi o hipertrofia ventricular i s’ha associat la seva activacié amb els
processos d’hipertrofia, fibrosi i inflamacié cardiaca en models experimentals d’estrés
cronic®®?%. Aquesta evidencia ha fet qiiestionar si és realment essencial I'tis d’inhibidors que
tinguin una alta selectivitat per les calpaines respecte a les catepsines per obtenir un benefici

clinic *%*,
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En el cas del SNJ-1945, presenta el desavantatge de tenir una IC50 calculada per la companyia
relativament alta per la inhibicié de les calpaines 1i 2 (0,14 uM i 0,24 uM respectivament). A
les concentracions usades en aquest estudi no es pot descartar que els resultats obtinguts amb
el SNJ-1945 en el model de remodelat postinfart o d’estrés per isoproterenol sobreestimin la
contribucid de les calpaines degut a la possible inhibicid de catepsines. Aquesta possibilitat
perd queda descartada amb els estudis realitzats amb el NPO-2270.

El NPO-2270 és un nou inhibidor més potent que el SNJ-1945, amb una IC50 proporcionada
per la companyia de 0,008 uM i 0,01 uM per les calpaines 1 i 2 respectivament. En el nostre
estudi, 1a IC50 per la calpaina 1 o 2 determinada en homogenats de miocardi va ser de 2,24 uM
en el cas de SNJ-1945 i 0,08 uM per NPO-2270. A més, presenta una selectivitat major, sent la
IC50 per les catepsines L, Bi S 10° vegades superior a la de les calpaines (dades proporcionades
per la companyia). En el nostre estudi, I'administracié del NPO-2270 per via oral i cronica en el
model d’isquémia-reperfusié va reproduir els resultats obtinguts amb el SNJ-1945, i en dos
models d’estrés cronic d’origen no isquémic va reduir el remodelat i IC administrat a dosis
inferiors.

La caracteritzacié farmacologica del SNJ-1945 es troba més avancada que la del NPO-2270 i
actualment s’esta avaluant en un estudi en fase Il la seva eficacia i seguretat en pacients amb
retinopaties (jRTC2021190013). D’altre banda, en el cas del NPO-2270 no s’han detectat
alteracions ecocardiografiques ni altres signes de toxicitat en ratolins despreés de 28 dies
d’administracid per via oral indicant un perfil segur.

En conjunt, els resultats obtinguts proporcionen una evidencia solida per a I'Gs d’inhibidors de
calpaines, i concretament, els dos estudiats en aquest treball, en assajos clinics que determinin
la seva eficacia en el tractament del remodelat i insuficiencia cardiaca cronica.
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7) Conclusions
A partir dels resultats exposats es conclou que:

1) La sobreexpressio i activacio de les calpaines és un fenomen associat al procés de remodelat
ventricular independent de I’estimul patologic que el genera.

2) L'activacio de les calpaines contribueix a la resposta hipertrofica i fibrotica que caracteritza
el remodelat ventricular tant de causa isquémica com no isquémica, i a la resposta inflamatoria
associada al remodelat post-infart on la regulacié de I'activitat del factor de transcripcié NF-kB
juga un paper important.

3) Les calpaines participen en la hipertrofia induida per isoproterenol a través de I'augment
dels nivells proteics de GRK2 per mecanismes que regulen tant I'expressié com I'estabilitat de
GRK2.

4) La inhibicio farmacologica de les calpaines es pot aconseguir amb un tractament cronic per
via oral i aquesta atenua el remodelat ventricular i la insuficiéncia cardiaca induits tant per un
estres cronic d’origen isquemic com no isquémic.

5) Els nous inhibidors de les calpaines SNJ-1945 i NPO-2270 es mostren com a potencials
candidats per estudiar I'eficacia de la inhibicié de les calpaines en el tractament del remodelat
ventricular i la insuficiéncia cardiaca cronica en humans.
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8) Linies de futur

En aquesta tesi s’"ha demostrat que la inhibicié de les calpaines té efectes cardioprotectors
envers la IC, reduint el remodelat postinfart i el remodelat induit per sobrecarrega de pressid i
estimulacié neurohumoral en rates i ratolins. Els resultats exposats en aquesta tesi obren les
portes a la possibilitat d’utilitzar dos nous inhibidors de les calpaines, SNJ-1945 i NPO-2270,
per estudiar la seva eficacia en el tractament de la IC cronica en pacients.

L'activitat de les calpaines és essencial en certs processos fisiologics, i s’han descrit efectes
negatius deguts a la inhibicié genética de les calpaines en cardiomiocits, el sistema immunitari
o el tractament del cancer. Per tant s’ha de considerar la seguretat de la inhibicié cronica de
les calpaines i estudiar-se en profunditat. Si bé el SNJ-1945 compta amb estudis de
farmacocineética i farmacotoxicitat en models animals clinicament rellevants i actualment hi ha
un estudi clinic en fase Il, en el cas del NPO-2270, aquesta informacié es més limitada i esta
actualment en fase de definicid. Els resultats de la caracteritzacidé farmacologica del NPO-2270
junt als resultats obtinguts en aquest treball permetran escollir una de les dues molécules
analitzades per determinar el seu potencial envers la IC en models fisiologicament més
complexes com és el model porci com a pas previ al seu Us en pacients.

D’altre banda és important comparar |'efecte dels inhibidors de calpaines amb altres farmacs
utilitzats en el tractament de la IC com el Enalapril o Entresto i analitzar I'efecte combinat.
Aquests resultats ajudaran a posar en context la rellevancia clinica del tractament amb
inhibidors de calpaines.

En I'ambit de la investigacio basica, el grup investigador es troba actualment treballant en
diferents linies que inclouen la determinacid dels mecanismes pels quals I'estrés cardiac causat
per un estimul cronic provoca la sobreexpressio de les calpaines i I’extrapolacié del mecanisme
d’activacio de GRK2 descrit en el model d’isoproterenol als altres models de remodelat
estudiats (TAC i angiotensina Il).

Una altra linia d’estudi analitza el paper de les calpaines en la resposta inflamatoria associada

%2 Diferents evidencies assenyalen que la correcta migracié

al procés de remodelat
guimiotactica dels neutrofils i la seva expansid cel-lular és deguda a I'activitat de les calpaines

sobre proteines associades al citoesquelet com I'ezrina®®.
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