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Palabras clave: EMMPRIN y HCN4, la diana de la ivabradina. Consideramos que la cardioproteccion de la ivabradina se

ls‘;;lgfg:rlgio fnico basa en la inhibicién la degradacién de la matriz extracelular.

EMMPRIN g Meétodos: En un modelo porcino de shock cardiogénico, se estudid la integridad del corazon, las

MMP-9 concentraciones de MMP-9 y EMMPRIN vy la estabilidad de los complejos proteicos caveolina-3/HCN4

Caveolina-3 con EMMPRIN en respuesta a la ivabradina.

HCN4 Resultados: La administracion de ivabradina 0,3 mg/kg redujo significativamente la necrosis y la
expresion de MMP-9 tras el shock cardiogénico, mientras que el ARNm de EMMPRIN, su proteina y
la glucosilacién (requerida para la activacion de las MMP) no se vieron afectados. Sin embargo, los
complejos caveolina-3/LG-EMMPRIN (EMMPRIN poco glucosilado) y caveolina-3/HCN4 aumentaron,
mientras que la ivabradina inhibié también el nuevo complejo encontrado entre HCN4 y el EMMPRIN
muy glucosilado. Para comprobar si la caveolina-3 puede ser puente entre HCN4 y EMMPRIN, el
complejo HCN4/EMMPRIN se mantuvo incluso tras el silenciamiento génico de la caveolina-3, lo que
indica una interaccion directa de ambas proteinas. De manera similar, el silenciamiento de EMMPRIN
redujo significativamente el complejo caveolina-3/HCN4, que regula la I(f).

Conclusiones: Ademas de la inhibicion de la I(f), la ivabradina puede inducir cardioproteccion al inhibir la
degradacion de la matriz extracelular por conservar el complejo caveolina-3/LG-EMMPRIN y controlar el
ritmo cardiaco estabilizando el complejo caveolina-3/HCN4.
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Ivabradine induces cardiac protection by preventing cardiogenic shock-induced
extracellular matrix degradation

ABSTRACT

Keywords: Introduction and objectives: Ivabradine reduces heart rate by blocking the I(f) current and preserves blood

Ivabradine pressure and stroke volume through unknown mechanisms. Caveolin-3 protects the heart by forming

Cardiogenic shock protein complexes with several proteins, including extracellular matrix (ECM)-metalloproteinase-

EMMPRIN inducer (EMMPRIN) and hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 4 (HN4), a target

MMP-9 . . . . . . - .

Caveolin-3 of ivabradine. We hypothesized that ivabradine might also exert cardioprotective effects through

HCN4 inhibition of ECM degradation.

Methods: Ina porcine model of cardiogenic shock, we studied the effects of ivabradine on heart integrity,
the levels of MMP-9 and EMMPRIN, and the stability of caveolin-3/HCN4 protein complexes with
EMMPRIN.

Results: Administration of 0.3 mg/kg ivabradine significantly reduced cardiogenic shock-induced
ventricular necrosis and expression of MMP-9 without affecting EMMPRIN mRNA, protein, or protein
glycosylation (required for MMP activation). However, ivabradine increased the levels of the caveolin-3/
LG-EMMPRIN (low-glycosylated EMMPRIN) and caveolin-3/HCN4 protein complexes and decreased that
of a new complex between HCN4 and high-glycosylated EMMPRIN formed in response to cardiogenic
shock. We next tested whether caveolin-3 can bind to HCN4 and EMMPRIN and found that the HCN4/
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EMMPRIN complex was preserved when we silenced caveolin-3 expression, indicating a direct inter-
action between these 2 proteins. Similarly, EMMPRIN-silenced cells showed a significant reduction in
the binding of caveolin-3/HCN4, which regulates the I(f) current, suggesting that, rather than a direct
interaction, both proteins bind to EMMPRIN.
Conclusions: In addition to inhibition of the I(f) current, ivabradine may induce cardiac protection by
inhibiting ECM degradation through preservation of the caveolin-3/LG-EMMPRIN complex and control
heart rate by stabilizing the caveolin-3/HCN4 complex.

© 2020 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

EMMPRIN: inductor de metaloproteasas de la matriz
extracelular

HCN4: canal 4 regulado por nucleétidos ciclicos activados
por hiperpolarizacion

MMP-9: metaloproteinasa 9 de matriz

SC: shock cardiogénico

INTRODUCCION

En los altimos 20 afos se han prescrito bloqueadores beta e
inhibidores de los canales del calcio para reducir la frecuencia
cardiaca de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica'. Sin
embargo, ha sido necesario desarrollar nuevos farmacos por varios
motivos, entre los cuales pueden citarse la intolerancia del
paciente a los bloqueadores beta y los efectos inotropicos negativos
de los farmacos.

La ivabradina es un inhibidor selectivo de la corriente I(f) del
marcapasos en las células sinoauriculares. Al inhibir los canales 1y
4 regulados por nucleétidos ciclicos activados por hiperpolariza-
cion (HCN1 y HCN4), la ivabradina reduce la frecuencia cardiaca al
tiempo que mantiene la presion arterial y la fracciéon de eyeccion
del ventriculo izquierdo (FEVI)?, sin efectos adversos. El estado
abierto de los canales de HCN, controlado por la concentracion
intracelular de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), regula la
despolarizacién diastoélica. Si bien la administracién de bloquea-
dores beta reduce considerablemente la frecuencia cardiaca
dependiente de la AMPc, la ivabradina mantiene la contractilidad
cardiaca independientemente de la frecuencia cardiaca®, lo
que hace de este farmaco uno de los mas recomendados en el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca crénica con FEVI < 35%. No
obstante, su eficacia en la insuficiencia cardiaca aguda atn esta por
explorar.

El shock cardiogénico (SC) es la principal causa recurrente de
muerte después de un infarto agudo de miocardio. La adminis-
tracion de farmacos vasoactivos en este contexto es necesaria para
conseguir la adecuada perfusion de drganos, pero puede contribuir
a la lesion miocardica mediante taquicardia extensa, disminucion
de la eficiencia ventricular, aumento del estrés oxidativo y
demanda miocardica de oxigeno escesiva. Varios grupos de
investigacion® han encontrado que la ivabradina mejora la
taquicardia sinusal inducida por catecolaminas en el SC y corrige
los parametros hemodindmicos mediante mecanismos adn des-
conocidos.

Recientemente se ha propuesto que la ivabradina participa en la
conservacion de la matriz extracelular (MEC) en el contexto de
la osteoartritis, la diabetes® y la ateroesclerosis®. Ademas, la
ivabradina puede reducir la apoptosis de los cardiomiocitos en
la miocarditis viral crénica’, en un modelo murino de hipertrofia
cardiaca por constriccién aértica®, en la insuficiencia cardiaca

aguday crénica®!®y en la miocardiopatia diabética'’. Sin embargo,
ain se desconoce como la ivabradina ayuda a inhibir la
degradacion de la MEC y reducir la muerte celular.

Aunque HCN4 es la diana principal de la ivabradina, no esta
claro a través de qué mecanismo HCN4 podria alterar la
degradacion de la MEC. HCN4 forma complejos macromoleculares
con caveolina-3, una proteina que se expresa principalmente en
las caveolas de los cardiomiocitos, con lo que se regula la actividad
de marcapasos cardiaca. Asimismo, la caveolina-3 puede interac-
tuar con otras proteinas para modular su funcién, como ya se ha
descrito en el contexto de la isquemia/reperfusiéon cardiaca, en
la que la caveolina-3 tiene funcion de cardioprotector al
combinarse el inductor de metaloproteasas de la matriz extrace-
lular (EMMPRIN), con lo que inhibe no solo la degradaciéon de la
MEC, sino también la apoptosis cardiaca®.

Para evaluar si la ivabradina puede mantener la contractilidad
del miocardio mas alld de la corriente I(f), se estudié la inte-
gridad del corazén en un modelo porcino con SC y se analiz6 la
contribuciéon de la ivabradina a la conservacion de la MEC
examinando las enzimas involucradas en la degradaciéon de la
MEC y los mecanismos moleculares subyacentes.

METODOS

Todas las intervenciones quirtrgicas se realizaron en los centros
de cirugia experimental de nuestro instituto. La investigacion se
ajusté a la Guide for Care and Use of Laboratory Animals publicada
por los US National Institutes of Health (publicacion de los NIH n.°
85-23, revisada en 1985) y el Animal Welfare Ethics Committee
cumplio6 con la Directiva de la UE sobre animales de laboratorio
(63/2010 UE) y la legislacion espafiola relacionada (RD 53/2013), y
recibi6 la correspondiente aprobacion local (PROEX 365-15). Los
procedimientos detallados se presentan en la figura 1 del material
adicional.

Reactivos

En el material adicional se presenta una lista detallada de
reactivos.

Animales e intervencion por shock cardiogénico

Se indujo SC a 20 cerdas Yorkshire (37,8 £+ 5,2 kg); la tasa de
supervivencia fue del 90%. Al final de la intervencién experimental,
10 animales recibieron ivabradina 0,3 mg/kg y 10 recibieron placebo
(soluci6n salina); 2 animales (1 de cada grupo) no sobrevivieron mas
de 24 h después del SC.

Se anestesid a los cerdos, previamente tratados con ketamina
intramuscular (10 mg/kg) y midazolam (0,5 mg/kg), mediante
inhalacion de isoflurano con perfusion continua de propofol (2 ml/
kg/h), fentanilo (50 mg/kg/h) y diazepam (10 mg/kg/h). Los
animales fueron intubados y ventilados con una saturacion de
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Figura 1. La ivabradina mejora la funcion cardiaca en un modelo porcino de SC. A: representacion esquematica del ensayo. By C: efectos de ivabradina 0,3 mg/kg o
placebo en la frecuencia cardiaca y el volumen sist6lico después del SC. D: concentraciones de troponina cardiaca antes y a las 24 h del SC (n=9 por grupo;
media + desviacion estandar; *ivabradina frente a placebo, p < 0,05). E: fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (N = 9/grupo) a los 7 dias del SC. F: area necrética
(n =5 por grupo) como porcentaje de tejido necrotico (palido) frente al area en riesgo (rojo) a los 7 dias del SC (media + desviacion estandar; *ivabradina frente a placebo,
p < 0,05). SC: shock cardiogénico. Esta figura se muestra a todo color solo en la version electronica del articulo.

oxigeno del 100%. Ademas, los animales recibieron 5.000 Ul de
heparina y amiodarona (2 mg/kg/h) para evitar la coagulacion
sanguinea en los catéteres y arritmias cardiacas malignas
respectivamente.

Se indujo isquemia/reperfusion mediante la oclusion de la arteria
descendente anterior izquierda durante 45 min con un catéter JL
3 de 6 Freinflado de balén a 5 atm; se indujo sobrecarga de volumen
administrando 500 ml de hidroxietil-almidén y 1.500 ml de suero
salino al 0,9%. En los casos en que se produjo fibrilacion ventricular/
taquicardia ventricular, se administré una descarga de CC bifasica
(10-20]) combinada con compresiones toracicas manuales directas.
Las mediciones hemodinamicas se registraron a los 15, 30 y 45 min

de isquemia. Posteriormente, se administraron noradrenalina (20-
80 ng/kg/h), dobutamina (240-660 pg/kg/h) y solucion salina
fisioldgica (1.000-2.000 ml) hasta que la frecuencia cardiaca super6
los 90 Ipm. A los 45 min de oclusion de la arteria descendente
anterior izquierda, se aleatoriz6 a los animales a un grupo de control
0 a otro con administraciéon de ivabradina.

La ivabradina en polvo se pes6 en una balanza de laboratorio de
alta precision y se diluyeron en agua destilada a un minimo
de 12mg/ml. A continuacion, la solucion se traspasé a una
jeringuilla de 10 ml para la administracion intravenosa al animal
de un bolo lento de 0,3 ml/kg. El grupo de control recibié un
volumen equivalente de solucion salina fisiologica.
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Tincion con azul de Evans/trifenil tetrazolio

La extension del infarto de miocardio se evalu6 mediante
perfusion con el reactivo azul de Evans al 5% (en suero) y tincién de
trifenil tetrazolio (TTC) como se ha descrito con anterioridad'?
(para obtener mas detalles, consulte el material adicional).

Determinacion de las concentraciones plasmaticas
de troponina I

La troponina I plasmatica se midi6 con el kit comercial Human
Cardiac Troponin 1 SimpleStep ELISA (Abcam, Espafia) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Ecocardiografia

Los corazones de cerdo se visualizaron mediante el ecocardi6-
grafo Vivid Q de GE Healthcare (Estados Unidos) equipado con un
cabezal de exploracion de 1,9 a 4,0 MHz, como se ha descrito con
anterioridad>. Se ofrece mas informacién en el material adicional.

Células

Las células H9¢c2 y HL1B se cultivaron como se ha descrito
con anterioridad'® y en el material adicional. Las células se
cultivaron en condiciones de hipoxia en camaras de cultivo
de hipoxia en atmoésfera humidificada con un 1% de oxigeno, un
5% de dioxido de carbono y un 94% de nitroégeno. La reoxigenacion
se realiz6 en medio fresco.

Histologia e inmunohistoquimica

Las técnicas de histologica, inmunohistoquimica e inmunohis-
tofluorescencia se realizaron como se ha descrito con ante-
rioridad >4,

Analisis de inmunoprecipitacion e inmunotransferencia

El aislamiento de los lisados de proteinas, las inmunoprecipi-
taciones y las inmunotransferencias se realizaron como se ha
descrito con anterioridad’>.

Aislamiento de ARN y reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)
se realizd como se ha descrito con anterioridad®. En el material
adicional se ofrece mas informacion. Se utilizaron los siguientes
cebadores: EMMPRIN directo: 5-GGC ACC ATC GTA ACCTCT GT-3;
EMMPRIN inverso: 5’-CAC TGG CGT GTT CCG ATT TC-3’; B-actina
directa: 5’-CTT AGT TGC GTT ACA CCC TTIT CT-3’, y [3-actina
inversa: 5’-CTG TCA CCT TCA CCG TTC CAG TT-3'.

Analisis estadisticos

Todos los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS
22.0 (SPSS Inc., Estados Unidos). Todos los valores se presentan
como media + desviacion estandar. La significacion se informa al
nivel del 5%. Siempre que se establecieron comparaciones con un
control comn, la significacion de las diferencias se prob6 mediante
analisis de varianza seguido de la modificacion de Dunnett de la
prueba de la t de Student.

RESULTADOS

La ivabradina reduce la necrosis del ventriculo izquierdo
después del shock cardiogénico

En cerdos sometidos a SC (figura 1A), la administracion
intravenosa de ivabradina 0,3 mg/kg o solucién salina se asocio
con una reduccion considerable de la frecuencia cardiaca
(figura 1B), conservacion del volumen sistolico (figura 1C) y
reduccién de las concentraciones de troponina cardiaca, indica-
tivas de lesion isquémica, 24 h después del SC (figura 1D). Los
efectos de la ivabradina en la funcion cardiaca se determinaron
mediante ecocardiografia, que revel6 una mejora importante de la
FEVI el séptimo dia después del SC en animales tratados con
ivabradina (figura 1E). Esta mejora se correlacion6 estrechamente
con una disminucién del area necroética del ventriculo izquierdo,
detectado mediante la doble tinciéon con azul de Evans/TTC
(figura 1F).

La ivabradina reduce la expresion cardiaca de enzimas que
degradan la matriz extracelular

La isquemia/reperfusiéon coronaria induce la expresion de
enzimas de degradacion de la MEC cardiaca, incluidas las
metaloproteinasas de la matriz (MMP). La administraciéon de
ivabradina 0,3 mg/kg redujo las concentraciones de MMP-9 en el
area necrotica del ventriculo izquierdo el séptimo dia después del
SC, segiin lo detectado por inmunohistoquimica e inmunotransfe-
rencia con anticuerpos anti-MMP-9 (figura 2A,B respectivamente).

El papel de EMMPRIN como inductor de la expresion y actividad
de MMP-9 se ha descrito con anterioridad®, aunque en nuestro
modelo porcino la expresion inducida por SC del ARNm de
EMMPRIN no se inhibié con la administracion de ivabradina
0,3 mg/kg (figura 3A). Sin embargo, en respuesta al SC, la
ivabradina fue capaz de reducir tanto la concentracion de
EMMPRIN como su glucosilacion, sin afectar a su degradacion
proteolitica, como se observa tras la incubacion de lisados celulares
de miocitos H9c2 con el inhibidor del proteosoma MG-132
(figura 3B). Ademas, la incubacion de células H9c2 en reposo
con ivabradina no inhibi6 la glucosilacion de EMMPRIN (un paso
clave en la expresion y la actividad de las MMP mediada por
EMMPRIN), como se observo con el tratamiento de células durante
24 h con tunicamicina 5 p.g/ml, un inhibidor farmacolégico de la N-
glucosilacion (figura 3C), y se obtuvieron resultados semejantes en
cultivos celulares de miocitos HL1B (figura 1 del material
adicional). En cambio, in vivo y en respuesta al SC, en comparacion
con los cerdos sometidos a SCy tratados con placebo, la ivabradina
redujo considerablemente las formas de EMMPRIN muy glucosi-
ladas (HG-EMMPRIN), lo que origin6 la acumulacién de formas de
EMMPRIN poco glucosiladas (LG-EMMPRIN) mediante mecanis-
mos atn desconocidos (figura 3D).

La ivabradina previene la interrupcion del complejo
caveolina-3/EMMPRIN inducida por shock cardiogénico

Las caveolas son vesiculas enriquecidas con esfingolipidos y
colesterol donde se localizan muchas vias de sefializacion que
desempeian funciones clave en la supervivencia, la muerte, la
proliferacion o la migracion celulares. En el corazén, el compo-
nente principal de las caveolas es la caveolina-3, que ejerce
funciones cardioprotectoras al unirse a varias proteinas. Previa-
mente se demostré que el 6xido nitrico induce cardioproteccion al
estabilizar el complejo caveolina-3/LG-EMMPRIN vy, por lo tanto,
prevenir la necrosis cardiaca inducida por MMP dependiente
de HG-EMMPRIN', En este caso, se ha detectado una fuerte
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Figura 4. La ivabradina previene el desacoplamiento del complejo EMMPRIN/caveolina-3 en cerdos sometidos a shock cardiogénico. A: deteccién por microscopia
confocal de caveolina-3 (Cy3, rojo) y EMMPRIN (FITC, verde) en secciones de corazon de cerdos tratados con ivabradina o placebo (colocalizacion en paneles
combinados en amarillo) (n = 3 por grupo; media + desviacion estandar; *ivabradina frente a placebo, p < 0,002). B: immunoblot de caveolina-3 y EMMPRIN en extractos
inmunoprecipitados de caveolina-3 (n = 3 por grupo; media + desviacién estandar; *SC frente a IVA SC, p < 0,05). Esta figura se muestra a todo color solo en la version

electrénica del articulo.

colocalizacion entre caveolina-3 y EMMPRIN en respuesta a
ivabradina 0,3 mg/kg (figura 4A, panel combinado de ivabradina,
amarillo); los andlisis de coinmunoprecipitacién revelaron un
aumento de LG-EMMPRIN unido a caveolina-3 (figura 4B) en
respuesta a ivabradina, lo que indica que la ivabradina puede
reducir la degradacién de la MEC inducida por SC al conservar el
complejo caveolina-3/LG-EMMPRIN.

HCN4 forma parte del complejo caveolina-3/EMMPRIN de los
cardiocitos

Ademas de EMMPRIN, la caveolina-3 también se une a HCN4'?,
diana principal de la ivabradina. La observacién de caveolina-3
mediante microscopio confocal en secciones del ventriculo de
corazones sanos permitio detectar un complejo proteico que
incluye caveolina-3, EMMPRIN y HCN4 (figura 5A), aunque los mas
interesante es que se detectd que tras el SC, los complejos
caveolina-3/EMMPRIN y caveolina-3/HCN4 aumentaron en pre-
sencia de ivabradina frente a placebo (figura 5B). Este resultado
indica que la caveolina-3 puede ser un objetivo de la ivabradina en
la cardioproteccion, por una parte, al prevenir la degradacion de la
MEC mediante el aumento de la unién a EMMPRIN y, por la otra, al
estabilizar el complejo con HCN4 y reducir la frecuencia cardiaca,
como se ha observado anteriormente (figura 1). Ademads, por
vez primera se ha desvelado el complejo proteico existente entre
HCN4 y EMMPRIN y la capacidad de la ivabradina para su
desacoplamiento.

Con el objetivo de demostrar si la caveolina-3 puede servir
como punto de acoplamiento entre HCN4 y EMMPRIN, se silenci6
la expresion de caveolina-3 con ARN de interferencia (siRNA)
especificos en células cardiacas H9c2, utilizando la concentracion
de 10nM de siRNA por reducir la expresion de caveolina-3
en mas del 75% frente a células no transfectadas o células
transfectadas con una forma de siARN utilizada como control
negativo (figura 6A). Se pudo confirmar que la HCN4 se uni6 a
EMMPRIN tanto en células que expresan caveolina-3 como en
células silenciadas, lo que indica que hay una interaccion directa
entre ambas proteinas (figura 6B), mientras que en presencia de
ivabradina se produjo un desacoplamiento significativo, indepen-
dientemente de la expresion de caveolina-3 (figura 6B). Asimismo,
el silenciamiento de la caveolina-3 supuso la sobrexpresion de la
MMP-9, que se inhibi6 en presencia de ivabradina (figura 6C), lo
que indica que la ivabradina influye en la accién de la caveolina-3
preventiva de la degradacion de la MEC.

De la misma manera, para investigar el papel de EMMPRIN en el
complejo entre caveolina-3 y HCN4, se silenci6 la EMMPRIN mediante
ARN de interferencia especificos (figura 7A), gracias a lo cual se pudo
reducir las concentraciones del complejo HCN4/caveolina-3, detec-
tado mediante inmunotransferencia de HCN4 en lisados celulares
de H9c2 inmunoprecipitadas con caveolina-3 (figura 7B, carril 3).
Este resultado indica que se requiere EMMPRIN para mantener el
complejo HCN4/caveolina-3 y que su interaccibn se restaura
parcialmente mediante la incubacién con ivabradina (figura 7B,
carril 4), lo que sefala que la unién entre caveolina-3 y HCN4
independiente de EMMPRIN se produce en respuesta a la ivabradina.
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muestra a todo color solo en la versién electronica del articulo.

DISCUSION

En el presente trabajo, se ha observado que la ivabradina induce
cardioproteccién mas alla de la corriente I(f). En condiciones de
SC, la administracion de ivabradina puede ayudar a prevenir la
necrosis cardiaca al reducir las concentraciones de la enzima MMP-
9 que degrada a MEC y de EMMPRIN, asi como su glucosilacion
(necesaria para la degradacion de la MEC inducida por MMP),
mediante la estabilizacién del complejo caveolina-3/LG-EMMPRIN
y la union de HCN4, diana principal de la ivabradina, a LG-
EMMPRIN. Asimismo se pudo comprobar que la ivabradina
estabiliz6 el complejo HCN4/caveolina-3, lo que apunta a un
efecto bradicardico mas alla de la corriente I(f). En conjunto, se
propone un nuevo mecanismo molecular en que la administracion
de ivabradina promueve la cardioproteccion frente al SC.

La lesion por isquemia/reperfusion induce la degradacion de la
MEC y la necrosis miocardiaca mediante la expresion de MMP
en las células cardiacas'®'®, al menos en parte a través de la
activacion de EMMPRIN'®, La seleccion de EMMPRIN no solo
reduce la expresion ventricular de MMP-9, sino que también
previene con éxito la progresion de la necrosis, con lo cual mejora
la FEVI tras la reperfusion'®.

Se ha comprobado que la administracion de ivabradina tras el
SC mantiene la EMMPRIN unida a la caveolina-3 en un estado poco
glucosilado, lo que explica el efecto de la ivabradina inhibitorio de
la degradacion de la MEC, ya que son las formas muy glucosiladas
de EMMPRIN las que intervienen en la activacion de las

metaloproteinasas, incluida la MMP-9'3', Todo ello indica que,
ademas de la corriente I(f), y dado que la estimulacion
betaadrenérgica desencadena la expresion de EMMPRIN en los
cardiomiocitos?®?!, la inhibicibn de EMMPRIN también puede
tener efectos cardioprotectores al inhibir la estimulacion betaa-
drenérgica de la frecuencia cardiaca en nuestro modelo de SC.

El efecto de la ivabradina en la expresion de las MMP ya se habia
hallado en ratones diabéticos?’.. En ese modelo, la ivabradina
redujo la cantidad de MMP-2 y mejor6 la funcién cardiaca por
mecanismos atin desconocidos. En consonancia con esos hallazgos,
nuestro trabajo ha descubierto un mecanismo cardioprotector con
laivabradina mas alla de la corriente I(f) que implica una reduccion
in vivo de la cantidad de EMMPRIN y su glucosilacion, necesaria
para inducir la actividad de las MMP mediada por EMMPRIN.

Nuestros datos muestran que la EMMPRIN se induce en células
cardiacas en condiciones de hipoxia, tal como sucede en
células renales embrionarias humanas®®>, de microglia>* y
en varios tipos de cultivos de células cancerosas®>°, La hipoxia
es un poderoso estimulo inductor de necrosis y apoptosis en varios
tejidos, que en el caso de las células cardiacas responden activando
varias rutas de sefializacion, como la estabilizacién de proteinas
especificas inhibiendo la degradacién mediada por ubiquitinacion,
como recientemente se detect6 en el caso de la caveolina-3, lo que
aclara su papel contra la lesién isquémica®’. Nuestro estudio ha
demostrado que, en respuesta al SC, la ivabradina estabiliza el
complejo caveolina-3/LG-EMMPRIN como mecanismo para evitar
la degradacion de la MEC dependiente de las MMP.
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El empleo de la ivabradina se basa en su capacidad para inhibir
la corriente I(f) dependiente de HCN4 en los cardiomiocitos
mediante mecanismos hasta el momento an por explorar. La
caveolina-3 se une al HCN4 en las caveolas cardiacas, lo que le
permite regular la actividad de marcapasos'®, de modo que la
desregulacion del complejo caveolina-3/HCN4 se ha relacionado
con varios tipos de comportamiento arritmogénico, como recien-
temente se ha evidenciado al detectar la expresion de la variante
T78 M?2 de la caveolina-3 o en algunos fenotipos del sindrome de
QT largo, mediante la aceleraciéon de la cinética de activacion
de HCN4%°. En consonancia con la bibliografia, nuestros datos
indican que la ivabradina induce cardioproteccion y conserva la
conductancia de la I(f) estabilizando el complejo caveolina-3/
HCN4.

Hasta el momento, ninglin estudio ha abordado la participa-
cion de EMMPRIN en el complejo caveolina-3/HCN4. Curiosa-
mente, nuestros datos apuntan a una interacciéon directa entre
HCN4 y EMMPRIN, en que la ivabradina participa en la
desestabilizacién el complejo. La interaccion entre HCN4 y
EMMPRIN era desconocida hasta ahora, por lo que se necesitan
mas estudios para determinar si la unién es meramente
circunstancial o si representa un nuevo objetivo en la necrosis.
Por otro lado, no se puede excluir la posibilidad de que HCN4 y
EMMPRIN se unan a socios comunes y no a través de una
interaccion directa. Tal es el caso de los receptores betaadre-
nérgicos, que se unen a HCN4°° y EMMPRIN®!, donde Ia
estimulacion betaadrenérgica activa la HCN4 y esta relacionada
con las acciones inflamatorias de EMMPRIN.

Limitaciones

Una de las limitaciones del estudio es haber empleado hembras,
pues machos y hembras tienen diferentes fisiologias cardiopro-
tectoras>?, lo que puede comprometer el grado de lesién cardiaca e
insuficiencia cardiaca relacionadas con el evento isquémico. El uso
de cultivos de células H9c2 de rata también es una limitacion,
ya que el aislamiento de cardiomiocitos de cerdo seria el mejor
enfoque experimental para probar los parametros especificos
abordados en este trabajo. Sin embargo, el aislamiento de
cardiomiocitos porcinos entrafia una complicacién significativa,
lo que llevo6 a utilizar células H9c2 y HL1B para evaluar la hipoxia y
la reoxigenacion.

CONCLUSIONES

La ivabradina induce cardioprotecciéon mas alla de la inhibicion
directa de la corriente I(f). Durante el SC, la ivabradina estabiliza el
complejo HCN4/caveolina-3 y previene la necrosis cardiaca al
mantener la EMMPRIN en su forma poco glucosilada. La ivabradina
también estabiliza el complejo caveolina-3/HCN4, notificado
ya como un mecanismo para regular la corriente I(f). Estudios
adicionales estaran encaminados a explorar el papel molecular de
la ivabradina en la dimerizacién de EMMPRIN y HCN4 como una
nueva herramienta terapéutica.
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¢QUE SE SABE DEL TEMA?

- La ivabradina, un inhibidor selectivo de la corriente de
marcapasos I(f) en las células sinoauriculares, inhibe los
canales HCN1 y HCN4, reduce la frecuencia cardiaca y
conserva la presion arterial y la funcién del ventriculo
izquierdo, por lo que se recomienda para el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca cronica y la FEVI < 35%; sin
embargo, no esta clara su eficacia en la insuficiencia
cardiaca aguda.

- El shock cardiogénico es una causa frecuente de muerte
después de un infarto agudo de miocardio.

- Los farmacos vasoactivos pueden contribuir a la lesion
miocardica mediante una taquicardia extensa y un
aumento del estrés oxidativo y la demanda de oxigeno.

- Ya se habia hallado previamente que la ivabradina
mejora la taquicardia sinusal inducida por catecolami-
nas en condiciones de shock cardiogénico y mejora los
parametros hemodinamicos mediante mecanismos
desconocidos.

¢{QUE APORTA DE NUEVO?

- La ivabradina inhibe la corriente I(f) dependiente de
HCN mediante mecanismos que todavia no se han
evaluado; la caveolina-3 se une a HCN4 en los
cardiomiocitos para regular la actividad de marcapasos.

- Nuestros datos indican que la ivabradina ejerce efectos
cardioprotectores al conservar la conductancia de la I(f)
estabilizando el complejo caveolina-3/HCN4.

- La caveolina-3 induce -cardioproteccion al formar
un complejo con LG-EMMPRIN, lo que proporciona un
nuevo mecanismo molecular de cardioproteccion que
implica impedir la degradacion de la MEC en el corazon.

- Se necesita mas investigacion para estudiar los hallaz-
gos relacionados con el complejo HCN4/EMMPRIN
durante el SC.

ANEXO. MATERIAL ADICIONAL

Se puede consultar material adicional a este articulo en su
version electronica disponible en https://doi.org/10.1016/j.recesp.
2020.09.018
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