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1. Resumen

Objetivo

El objetivo general del proyecto Marato2015-2030-31 era evaluar el potencial de los
receptores de adenosina como nueva fuente de dianas terapéuticas y biomarcadores
para la prevencion, la estratificacion del riesgo y el tratamiento de la fibrilacién
auricular. Con este propdsito, el proyecto fue disefiado para lograr los tres siguientes

objetivos principales:

1. Determinar el funcionamiento espaciotemporal del receptor de adenosina Aza en

cardiomiocitos de humanos y modelos experimentales.

2. Explorar los receptores de adenosina como diana farmacoldgica para el

tratamiento de la fibrilacion auricular.

3. Evaluar la utilidad de los receptores de adenosina como biomarcadores para la

estratificacién del riesgo de fibrilacién auricular.

Disefio y metodologia

Para alcanzar estos objetivos, el proyecto se estructurd en dos subproyectos dotados
de equipos cientificos con conocimientos complementarios que emplean técnicas de
vanguardia, como optogenética, fotofarmacologia, patch-clamp y visualizacién de calcio
en cardiomiocitos en tiempo real, con el fin de desarrollar nuevas herramientas
moleculares para el descubrimiento de nuevos biomarcadores y dianas farmacoldgics
de adenosina para farmacoterapia. Posteriormente se probaron nuevos compuestos en
miocitos auriculares humanos aislados y modelos in vitro para la deteccién de patrones
arritmicos con el fin de aumentar la traslacién de los resultados de la investigacion a

un entorno clinico.

2. Resultados

Manipulacion fotofarmacologica de los receptores de adenosina A; y Aza.

Se sintetizaron derivados de los activadores de adenosina A; y de los inhibidores de Aza

gue permitieron liberar estas moléculas por fotoactivacién, con el fin de inducir una



liberacion local controlada y, por lo tanto, prevenir la actividad eléctrica arritmica
debida a la activacién excesiva del receptor de adenosina A.a en pacientes con

fibrilacion auricular.

Primero, el compuesto MRS7145 se sintetiz6 como un derivado de SCH442416, un
inhibidor selectivo del receptor de adenosina Axa (A2aR). Las pruebas posteriores
revelaron que la liberacion de SCH442416 del MRS7145, inducida con luz de una
longitud de ondas mas cortas que 405 nm, redujo efectivamente la produccién de AMPc
mediada por A.aR en suspensiones de cardiomiocitos. Es importante destacar que la
fotoactivacion de MRS7145 también evitd las respuestas arritmicas en preparaciones
de cardiomiocitos multicelulares y la liberacién de calcio arritmogénico en miocitos
auriculares humanos aislados, apuntando que MRS7145 podria ser una herramienta util
para el control farmacoldgico local de la actividad de los receptores Aza y la actividad

eléctrica auricular espontanea.

Posteriormente se desarrolld un nuevo modulador alostérico positivo del receptor de
adenosina A; (A:R) denominado T62 y se sintetizé un derivado fotoactivable (pc-T62).
Sin embargo, debido a que las pruebas iniciales de la eficacia del T62 fotoliberado
revelaron que solo producia una activacion moderada del A;R de un 15%, también se
desarrollé otro derivado fotoactivable del agonista A;R CPA (pc-CPA). Las pruebas de la
eficacia de la fotoliberacién de CPA revelaron que CPA abolié la produccion de AMPc
inducida por forskolina. La utilidad de T62 y CPA se esta probando en la actualidad en

miocitos auriculares humanos (ver mas abajo).

Evaluacion de la expresion de adenosina A2aR y Aj;R y heteromerizacion.

Para optimizar terapias basadas en los receptores de adenosina A; y Az, se
determinaron en primer lugar los perfiles de expresién de Ai;R y A.aR en biopsias
auriculares humanas de pacientes con vy sin fibrilacién auricular. Este analisis reveld
que la fibrilacién auricular esta asociada con la remodelacién opuesta de la expresion
de AiR y A2aR, con un aumento del 250% de los niveles de AzaR y una reduccién del
40% de los niveles de AiR en pacientes con fibrilacidon auricular. En consecuencia, la
relacion A.aR:A:R aumenta 7 veces en pacientes con fibrilacién auricular, lo cual apunta
a una posible desregulacién de la sefializacidon adenosinérgica en la fibrilacidn auricular
y sugiere que las estrategias terapéuticas destinadas a restablecer el equilibrio entre

los receptores A:1 y Axa podrian ser dptimas.



Ademas, para evaluar la formacién de heterdmeros A,aR/A1R, también desarrollamos e
implementamos un nuevo ensayo. En el mismo se utilizan anticuerpos especificos de
A2aR y AiR que permiten una transferencia de energia a través de anticuerpos
secundarios especificos. Usando este ensayo en membranas auriculares de cerdos con
y sin fibrilacion auricular, encontramos una reduccién significativa en la formacion de
heterdomeros A.aR/AiR en la fibrilacién auricular, lo que apunta a una reduccién de la
modulacion alostérica negativa que controla la funcién AaR vy, por lo tanto, una mayor

actividad de AR intrinseca en la fibrilacidn auricular.

Control de la homeostasis del calcio y la actividad eléctrica mediante la
manipulacion de la actividad de los receptores de adenosina Axa y A;.

Para determinar el impacto funcional de las alteraciones en los niveles plasmaticos de
adenosina, la remodelacién de la expresidén de AiR y AxaR y su heteromerizacién en la
fibrilacién auricular, investigamos el impacto del aumento de los niveles de adenosina,
asi como el impacto de las manipulaciones farmacoldgicas de la actividad AiR y/o AzaR
en la homeostasis del calcio y en la actividad eléctrica en miocitos auriculares humanos

aislados.

Por lo tanto, para determinar si la desregulacién de la sefalizaciéon adenosinérgica en la
fibrilacién auricular tiene un impacto funcional en la homeostasis del calcio intracelular,
realizamos un analisis de los efectos del aumento de las concentraciones de adenosina
en la incidencia de corrientes de entrada transitoria (Ir1) inducidas por la liberacién de
calcio y en la corriente de calcio tipo L en miocitos auriculares humanos. Estos analisis
mostraron que una baja concentracion de adenosina (6 nM) puede reducir la frecuencia
de las corrientes espontaneas de It inducidas por el estrés beta-adrenérgico. Sin
embargo, a concentraciones mas altas de adenosina (600 nM), este efecto inhibidor
desaparece. En comparacion, la activacién completa de AiR por el agonista selectivo R-
PIA abolié por completo el efecto de la estimulacidn beta-adrenérgica. Estos hallazgos
sugieren que los receptores AaR se activan por una elevada concentracion de
adenosina, revirtiendo el efecto inhibidor de la activacidon de los receptores A; sobre la
incidencia de corrientes It1. Los analisis correspondientes de la corriente de calcio tipo L
revelaron que, si bien hay un rebote en la frecuencia It a concentraciones de
adenosina elevadas, la estimulacidén beta-adrenérgica de la corriente de calcio tipo L se

inhibe paulatinamente a medida que aumenta la concentraciéon de adenosina, lo que



sugiere que los receptores de adenosina A: y A.a modulan los canales de calcio tipo L y
los receptores de rianodina (que activan la corriente It1) de una forma distinta.

Debido a que la actividad eléctrica arritmica en los miocitos de pacientes con fibrilacion
auricular puede desencadenarse por un aumento de la fosforilacion del RyR2 y los
receptores de adenosina A,a pueden mediar en esta fosforilacion, investigamos la
relacion que existe entre la activacion de los receptores Aza, las heterogeneidades
espaciales en la fosforilacion de RyR2 y alteraciones subcelulares en la homeostasis del

calcio, y la actividad eléctrica arritmica en miocitos auriculares humanos.

Nuestros hallazgos mostraron que la estimulacion de los receptores A.a con el agonista
selectivo CGS21680 indujo la fosforilacién del RyR2 en s2808 de forma mas
pronunciada en la membrana celular (donde se encuentran los receptores Aza). Esto a
su vez activdé un mayor nimero de eventos de liberacidon espontanea local de calcio
(sparks) cerca de la membrana celular. En consecuencia, se expulsé mas calcio del
miocito por el intercambiador Na-Ca, dando lugar a mayores despolarizaciones de
membrana arritmogénicas y mas frecuentes. Curiosamente, la estimulacion de los
receptores A>a con CGS21680 en miocitos auriculares humanos de pacientes sin
fibrilacidn auricular provocé alteraciones en la fosforilacion de RyR2 y la incidencia de
eventos espontaneos de liberacién de calcio y despolarizaciones de membrana
semejantes a las alteraciones observadas en pacientes con fibrilacidon auricular, lo cual
demuestra que la activacidn excesiva de los receptores A,a puede transformar miocitos
auriculares humanos sanos en miocitos con actividad eléctrica arritmica similar a la
observada en los miocitos de pacientes con fibrilacidn auricular. Estos hallazgos,
combinados con niveles de adenosina elevados y la relacidon A,aR:AiR aumentada en
pacientes con fibrilacién auricular, subraya el potencial de los receptores de adenosina
A; y Aa como nuevas dianas farmacoldgicas para el tratamiento de la fibrilacidn

auricular.

Evaluacion de la expresion de A.aR en linfocitos humanos de pacientes con
fibrilacion auricular.

Para evaluar la utilidad de los A;aR como biomarcador en la fibrilacién auricular,
determinamos en primer lugar la expresion de AzaR en los linfocitos periféricos y
demostramos que su expresién aumenta en los linfocitos de pacientes con fibrilacién
auricular. La expresién de ARNm de AzaR también aumenta en células mononucleares

de sangre periférica de pacientes con fibrilacién auricular. A continuacion se



determinaron los niveles de expresidon de A.aR en diferentes poblaciones de linfocitos
de sujetos con y sin fibrilacion auricular. Asi, los linfocitos se separaron en linfocitos T
(CD3+ y CD8+) y linfocitos B (CD19+) y se determind la densidad A2aR en cada
poblacion. Curiosamente, nuestros resultados demostraron que, si bien los A2aR
aumentan tanto en los linfocitos T como B de pacientes con fibrilacidon auricular, solo
las células B mostraron un aumento significativo en CD194, un marcador de homing
cardiaca. Ademas, se observé una correlacidn positiva entre el aumento de la
expresion de AzaR y la presencia de CD194 en los linfocitos B. Conjuntamente, estos
resultados sugieren que los linfocitos B de pacientes con fibrilacion auricular fueron
reclutados al corazén y mostraron una mayor expresion de AxaR, convirtiéndose asi en

un marcador especifico de los pacientes con esta arritmia.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Receptores de adenosina como mediadores de la actividad eléctrica auricular
arritmica.

El descubrimiento de que los pacientes con fibrilacién auricular presentan mayores
niveles plasmaticos de adenosina que los pacientes sin arritmia, combinado con
hallazgos que demuestran que la activacién de AzaR induce alteraciones en la
distribucion e incidencia de liberacién espontanea de calcio, que a su vez induce
actividad eléctrica arritmogénica semejante a la actividad observada en pacientes con
fibrilacién auricular, todo ello sugiere que puede existir una correlacion entre los
niveles plasmaticos de adenosina y la actividad eléctrica auricular ectépica. Estos
resultados proporcionan una motivacion fisiopatoldgica para investigar una posible
correlacién entre los niveles de adenosina y la incidencia de actividad ectépica auricular
en pacientes con fibrilacién auricular paroxistica o con elevado riesgo de fibrilacion
auricular. Consideracion igualmente valida para los niveles de CD194 en los linfocitos B
(ver también receptores de adenosina A,a como biomarcadores). En colaboracion con
cardidélogos, en la actualidad estamos explorando la posibilidad de comprobar estas

hipdtesis en un entorno clinico éptimo.

Receptores de adenosina como dianas terapéuticas en la fibrilacion auricular.
La constatacién de que la activacion excesiva de A.aR promueve la actividad eléctrica

arritmogénica, combinada con nuestro hallazgo de que los eventos de liberacién de



calcio arritmogénico inducidos por el estrés beta-adrenérgico se mantienen a un nivel
elevado de adenosina (600 nM), mientras que el efecto inotrépico positivo de la
estimulacion beta-adrenérgica es abolido por este nivel de adenosina, sugiere que el
efecto beneficioso de reducir los niveles de adenosina elevados puede ser dual. En
otras palabras, nuestros hallazgos sugieren que la normalizacion de los niveles
plasmaticos de adenosina (y/o adenosina desaminasa) en pacientes con fibrilacion
auricular podria, al mismo tiempo, reducir la incidencia de actividad eléctrica ectdpica y
aumentar la reserva inotropica auricular en pacientes con fibrilacién auricular.

Nuestros hallazgos documentan que el antagonista selectivo de A.aR, SCH442416,
puede liberarse efectivamente por fotoactivacion (sin dafar los miocitos) del
compuesto MRS7145 y revertir completamente los eventos espontaneos de liberacion
de calcio inducidos por la activacion de AaR en preparaciones de miocitos aislados y
multicelulares. Estos hallazgos abren la posibilidad de utilizar la fotoactivacién de
MRS7145 como herramienta farmacoldgica para administrar SCH442416 de forma
local, minimizando asi los efectos sistémicos potencialmente adversos del antagonista.
Para comprobar la utilidad de MRS7145 sera necesario abordar una investigacién que
explore la viabilidad de administrar MRS7145 y liberar SCH442416 en preparaciones de

corazon intacto.

Receptores de adenosina A, como biomarcadores para la estratificacion del
riesgo en la fibrilacion auricular.

El objetivo del presente estudio era evaluar la utilidad de los receptores de adenosina
como biomarcadores para la estratificacion del riesgo de sufrir fibrilacidon auricular, y
los resultados del proyecto han revelado una correlacion positiva entre el aumento de
la expresién de AzaR y la presencia de CD194 (un marcador de homing para el corazén)
en los linfocitos B. Ademas, los niveles de CD194 aumentaron significativamente en
pacientes con fibrilacién auricular, lo cual indica un aumento en los niveles de CD194
como sello especifico de los pacientes y sugiere que el analisis de los niveles de CD194
en los linfocitos B podria ser una nueva herramienta para la prediccion del riesgo y la
gravedad de la fibrilacién auricular. En la actualidad estamos evaluando la posibilidad

de patentar estos resultados.
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