Fundacié
La Maraté de TV3

21é SIMPOSIUM
Malalties del cor

ELS RECEPTORS D’'ADENOSINA COM A NOVA DIANA PER
AL TRACTAMENT DE LA FIBRIL-LACIO AURICULAR:
BIOMARCADORS, ESTRATIFICACIO DEL RISC
CARDIOVASCULAR I TERAPIA

Leif Hove Madsen
CSIC-Institut d'Investigacions Biomediques de Barcelona
Francisco Ciruela Alférez

Institut d'Investigacié Biomedica de Bellvitge



1. Resum

Objectiu

L'objectiu general del projecte Marato2015-2030-31 era avaluar el potencial dels
receptors d’adenosina com una nova font de dianes terapéutiques i biomarcadors per a
la prevencid, I'estratificacio del risc i el tractament de la fibril-lacié auricular. Amb
aquest proposit, el projecte va ser dissenyat per aconseguir els tres objectius principals

seglients:

1. Determinar el funcionament del receptor d’adenosina A.a en cardiomiocits d’humans

i de models experimentals.

2. Explorar els receptors d’adenosina com a diana farmacologica per al tractament de

la fibril-lacioé auricular.

3. Avaluar la utilitat dels receptors d’adenosina com a biomarcadors per a

I'estratificacid del risc de patir fibril-lacié auricular.

Disseny i metodologia

Per assolir aquests objectius, el projecte es va estructurar en dos subprojectes dotats
d’equips cientifics amb coneixements complementaris que utilitzen técniques
d’avantguarda, com optogenética, fotofarmacologia, pincament de membrana (patch-
clamp) i visualitzacié de calci en cardiomiocits en temps real, per desenvolupar noves
eines moleculars per al descobriment de nous biomarcadors i dianes farmacologis
d’adenosina per a farmacoterapia. Posteriorment es van provar nous compostos en
miocits auriculars humans aillats i models in vitro per a la deteccié de patrons arritmics

a fi d'augmentar la translacié dels resultats de la investigacié a un entorn clinic.

2. Resultats

Manipulacioé fotofarmacologica dels receptors d’adenosina A; i Aza.
Es van sintetitzar derivats dels activadors d’adenosina A; i dels inhibidors de Aa que
van permetre alliberar aquestes molecules per fotoactivacid, a fi de poder induir un

alliberament local controlat i, per tant, prevenir I'activitat electrica arritmica causada



per |'activacid excessiva del receptor d’adenosina A, en pacients amb fibril-lacid

auricular.

Primer, el compost MRS7145, que és fotoactivable, es va sintetitzar com un derivat
d’'SCH442416, que és un inhibidor selectiu del receptor d’adenosina A.a (A2aR). Les
proves posteriors van revelar que la fotoactivacié d’MRS7145, induida amb llum d’una
longitud d’ones més curtes que 405 nm, va alliberar SCH442416, tot reduint la
produccié d’AMPc per la inhibicié dels AzaR en suspensions de cardiomiocits. Es
important destacar que la fotoactivacié d’MRS7145 també va evitar les respostes
arritmiques en preparacions de cardiomiocits multicel-lulars i I'alliberament de calci
arritmogenic en miocits auriculars humans aillats, tot apuntant que MRS7145 seria una
eina util per al control farmacologic local de I'activitat dels receptors Aza i I'activitat

eléctrica auricular espontania.

Posteriorment es va desenvolupar un nou modulador al-lostéric positiu del receptor
d’adenosina A; (A1R) anomenat T62 i un derivat d’aquest fotoactivable (pc-T62). No
obstant aix0, les proves inicials de I'eficacia de T62 fotoalliberat van revelar que només
es produia una activacié del 15% d’A;R. També es va desenvolupar un altre derivat
fotoactivable de I'agonista A;R CPA (pc-CPA). Les proves de l'eficacia del
fotoalliberament de CPA van revelar que CPA va abolir la produccié d’AMPc induida per
forskolina. La utilitat de T62 i CPA s’esta provant actualment en miocits auriculars

humans (vegeu també I'apartat de receptors d’adenosina A,a com a biomarcadors).

Avaluacio de I'expressio i heteromeritzacio d’AaR i A;R.

Per optimitzar terapies basades en els receptors d’adenosina A; i Aza, primer es van
determinar els perfils d’expressid d’AiR i A2aR en bidopsies auriculars humanes de
pacients amb i sense fibril-lacié auricular. Aquesta analisi va revelar que la fibril-lacié
auricular esta associada amb la remodelacié oposada de I'expressié d’AiR i A2aR, amb
un augment del 250% dels nivells d’AaR i una reduccié del 40% dels nivells d’A:R en
pacients amb fibril-lacié auricular. En conseqliencia, la relacié A,aR:A;R augmenta 7
vegades en pacients amb fibril-lacié auricular, la qual cosa apunta una possible
desregulacio de la senyalitzacié adenosinérgica en la fibril-lacié auricular i suggereix
gue les estratégies terapeutiques destinades a restablir I'equilibri entre els receptors A;

i A2a podrien ser optimes.



A més, per avaluar la formacié d’heteromers A2aR/AiR vam desenvolupar i implementar
un nou assaig, en el qual s’utilitzen anticossos especifics d’A2aR i AiR que permeten

una transferéncia d’energia a través d’anticossos secundaris especifics. Usant aquest
assaig en membranes auriculars de porcs amb i sense fibril-lacié auricular, vam trobar
una reduccio significativa en la formacié d’heteromers A.aR/A:R en la fibril-lacié
auricular, fet que apunta una reduccié de la modulacié al-losterica negativa que
controla la funcid AzaR i, per tant, una activitat més alta d’AzaR intrinseca en la

fibril-lacid auricular.

Control de I'homeostasi del calci i I'activitat eléctrica mitjangant la
manipulacié de I'activitat dels receptors d’adenosina A.a i A;.

Per determinar I'impacte funcional de les alteracions en els nivells plasmatics
d’adenosina, la remodelacio de I'expressio i I'hneteromeritzacio dels AiR i A2aR en la
fibril-lacio auricular, vam investigar I'impacte de I'augment dels nivells d’adenosina, aixi
com l'impacte de les manipulacions farmacologiques de l'activitat AiR i/o A2aR en
I'hnomeostasi del calci i en l'activitat eléctrica en miocits auriculars humans aillats.

Per tant, per determinar si la desregulacié de la senyalitzacié adenosinérgica en la
fibril-lacié auricular té un impacte funcional en I'homeodstasi del calci intracel-lular, vam
fer una analisi dels efectes de I'augment de les concentracions d’adenosina en la
incidencia de corrents d’entrada transitoria (I1) induides per I'alliberament de calci i en
el corrent de calci tipus L en miocits auriculars humans. Aquestes analisis van mostrar
gue una baixa concentracié d’adenosina (6 nM) pot reduir la freqliéncia dels corrents
espontanis d'It; induits per I'estrés beta-adrenergic. No obstant aixo, amb
concentracions més altes d’adenosina (600 nM), aquest efecte inhibidor desapareixia.
En comparacid, |'activacié completa d’A:R per I'agonista selectiu R-PIA va eliminar
completament |'efecte de |'estimulacié beta-adrenérgica. Aquestes troballes
suggereixen que els receptors AzaR s’activen per una elevada concentracié d’adenosina,
tot revertint I'efecte inhibidor de I'activacid dels receptors A; sobre la incidéncia de
corrents It. Les analisis corresponents del corrent de calci tipus L mostren que, si bé hi
ha un efecte rebot en la freqliiencia d'It1 a concentracions elevades d’adenosina,
I'estimulacio beta-adrenérgica del corrent de calci tipus L s‘inhibeix progressivament a
mesura que augmenta la concentracié d’adenosina, la qual cosa suggereix que els
receptors d’adenosina A: i A,a modulen els canals de calci tipus L i els receptors de

rianodina (que activen el corrent I1) d'una manera diferent.



A causa del fet que l'activitat eléctrica arritmica en els miocits de pacients amb
fibril-lacio auricular es pot desencadenar per un augment de la fosforilacio dels
receptors RyR2 i que els A;aR poden intervenir en aquesta fosforilacid, vam investigar
la relacid entre |'activacio dels AzaR, les heterogeneitats espacials en la fosforilacié dels
RyR2 i les alteracions subcel-lulars en I'homeostasi del calci, i I'activitat eléctrica

arritmica en miocits auriculars humans.

Els nostres resultats van mostrar que I'estimulacio dels receptors A.a amb I’'agonista
selectiu CGS21680 induia la fosforilacié del RyR2 en s2808 d’una forma més
pronunciada en la membrana cel-lular (on es troben els AzaR). Aix0, al seu torn,
activava un major nombre d’esdeveniments d’alliberament espontani local de calci
(sparks) a prop de la membrana cel-lular. En conseqlieéncia, s’expulsava més calci del
miocit per l'intercanviador Na-Ca, i es donava lloc a despolaritzacions de membrana
arritmogeniques més grans i més freqlients. Curiosament, I'estimulacié dels A2aR amb
CGS21680 en miocits auriculars humans de pacients sense fibril-lacié auricular
provocava alteracions en la fosforilacié del RyR2 i la incidéncia d’alliberament espontani
de calci i de despolaritzacions de membrana semblants a les alteracions observades en
pacients amb fibril-lacié auricular, la qual cosa demostra que |'activacié excessiva dels
receptors A, pot transformar miocits auriculars humans sans en miocits amb activitat
eléctrica arritmica similar a I'observada en els miocits de pacients amb fibril-laci
auricular. Aguestes troballes, combinades amb nivells elevats d’adenosina, i la relacid
A2aR:A1R augmentada en pacients amb fibril-lacié auricular, subratlla el potencial dels
receptors d’adenosina A; i A,a com a noves dianes farmacoldgiques per al tractament

de la fibril-lacio auricular.

Avaluacio de I'expressio d'A2xR en limfocits humans de pacients amb
fibril-lacié auricular.

Per avaluar la utilitat dels A2aR com a biomarcador en la fibril-lacié auricular, vam
determinar en primer lloc I'expressid d’AzaR en els limfocits periférics i vam demostrar
gue la seva expressié augmenta en els limfocits de pacients amb fibril-lacié auricular.
L'expressié d’ARNm d’AzaR també augmenta en cel-lules mononuclears de sang
periférica de pacients amb fibril-lacié auricular. A continuacié es van determinar els
nivells d’expressié d’A.aR en diferents poblacions de limfocits de subjectes amb i sense
fibril-lacié auricular. Aixi, els limfocits es van separar en limfocits T (CD3+ i CD8+) i

limfocits B (CD19+) i es va determinar la densitat A;aR en cada poblacié de limfocits.



Curiosament, els resultats van demostrar que, si bé els A,aR augmenten tant en els
limfocits T com en els B de pacients amb fibril-lacié auricular, només les cel-lules B van
mostrar un augment significatiu en CD194, un marcador de homing cardiaca. A més,
es va observar una correlacié positiva entre I'augment de I'expressié dels A.aR i |a
preseéncia de CD194 en els limfocits B. Conjuntament, aquests resultats suggereixen
gue els limfocits B de pacients amb fibril-lacié auricular van ser reclutats al cor i van
mostrar una major expressié d’A.aR, tot convertint-se en un marcador especific dels

pacients amb aquesta arritmia.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Receptors d’adenosina com a mediadors de l'activitat electrica auricular
aritmica.

El descobriment que els pacients amb fibril-lacié auricular tenen nivells plasmatics
d’adenosina més elevats que els pacients sense arritmia, combinat amb troballes que
demostren que |'activacié d’AzaR indueix alteracions en la distribucid i incidéncia
d’alliberament espontani de calci, que alhora indueix activitat eléctrica arritmogeénica
semblant a l'activitat observada en pacients amb fibril-lacié auricular, suggereix que
pot haver-hi una correlacié entre els nivells plasmatics d’adenosina i I'activitat electrica
auricular ectopica. Aquests resultats proporcionen una base fisiopatologica per
investigar una possible correlacié entre els nivells d’adenosina i la incidéncia d’activitat
ectopica auricular en pacients amb fibril-lacié auricular paroxistica o amb elevat risc de
patir-la. A més, aixd també és cert per als nivells de CD194 en els limfocits B (vegeu
també receptors d’adenosina A,a com a biomarcadors). En col-laboracié amb
cardiolegs, actualment estem explorant la possibilitat de comprovar aquestes hipotesis

en un entorn clinic optim.

Receptors d’adenosina com a dianes terapeutiques en la fibril-lacié auricular.
El fet que I'activacié excessiva dels A;aR promogui I'activitat electrica arritmogeénica,
combinat amb la nostra troballa que els esdeveniments d’alliberament de calci
arritmogenic induits per I'estrés beta-adrenérgic es mantenen a un nivell elevat
d’adenosina (600 nM), mentre que |'efecte inotropic positiu de I'estimulacié beta-
adrenérgica és abolit per aquest nivell d’adenosina, tot plegat suggereix que I'efecte

beneficidés de reduir els nivells d’adenosina elevats pot ser dual. En altres paraules, les



nostres troballes suggereixen que la normalitzacio dels nivells plasmatics d’adenosina
(i/o adenosina desaminasa) en pacients amb fibril-lacié auricular podria, al mateix
temps, reduir la incidéncia d’activitat eléctrica ectopica i augmentar la reserva

inotropica auricular en pacients amb fibril-lacié auricular.

Les nostres troballes documenten que I'antagonista selectiu de I’A;aR, SCH442416, es
pot alliberar per fotoactivacié (sense danyar els miocits) de la molécula MRS7145 i
revertir completament I'alliberament espontani de calci induits per I'activacié de I’AzaR
en preparacions de miocits aillats i multicel-lulars. Aquestes troballes obren la
possibilitat d'utilitzar la fotoactivacié d’'MRS7145 com una eina farmacologica per
administrar SCH442416 localment, i minimitzar aixi els efectes sistémics potencialment
adversos de I'antagonista. Per comprovar la utilitat d’'MRS7145 caldra abordar una
investigacio que explori la viabilitat d’administrar MRS7145 i alliberar SCH442416 en

preparacions de cor intactes.

Receptors d’adenosina A>a com a biomarcadors per a lI'estratificacio de risc en
la fibril-lacié auricular.

Aquest estudi va tenir com a objectiu avaluar la utilitat dels receptors d’adenosina com
a biomarcadors per a |'estratificacié del risc de patir fibril-lacié auricular, i els resultats
del projecte han revelat una correlacid positiva entre I'augment de I'expressid d’AzaR i
la preséncia de CD194 (un marcador de homing per al cor) en els limfocits B. A més,
els nivells de CD194 van augmentar significativament en pacients amb fibril-lacié
auricular; aixo indica un augment en els nivells de CD194 com a segell especific dels
pacients i suggereix que |'analisi dels nivells de CD194 en els limfocits B podria ser una
nova eina util per predir el risc i la gravetat de la fibril-lacié auricular. Actualment

estem avaluant la possibilitat de patentar aquests resultats.
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