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Resumen

La enfermedad cardiovascular constituye una de las principales causas
de morbimortalidad tanto en nuestro pais como en el mundo, siendo el infarto

agudo de miocardio su maxima expresion.

Un mecanismo de dafo tisular adicional a la isquemia es la injuria por
reperfusion. Las alternativas terapéuticas actuales muchas veces no logran

reducir la morbimortalidad causada por lesiones de isquemia-reperfusion.

Existen sin embargo posibles intervenciones cardio-protectoras, que
permiten reducir dicha lesidbn, como por ejemplo los condicionamientos
isquémicos o farmacolégicos. Una de dichas estrategias alternativas que se ha
empleado con éxito es el preacondicionamiento isquémico, permitendo paliar

los efectos deletéreos de la injuria por reperfusion.

En este trabajo revisamos estos conceptos e interpretamos como los
flujos idnicos a través de canales ionicos pueden explicar algunos de estos
mecanismos y en adicién, mostramos con una serie de experimentos basicos,
como puede observarse la alteracion funcional de la injuria por reperfusion y
como puede disminuirse la misma por preacondicionamiento isquémico o

farmacoldgico.

Palabras Clave: Isquemia, injuria por isquemia-reperfusion,

preacondicionamiento isquemico, cardioproteccion, canales de Ca miocardicos,

poro de transicion mitocondrial.

Abreviaturas: IR: injuria por reperfusion. IAM: infarto agudo de miocardio.

ROS: especies reactivas del oxigeno. PA: Potencial de accion. K-ATP: Canales
de K inhibidos por ATP. mPTP: Poro de transicion de la mitocondria. RS:
Reticulo sarcoplasmatico. SERCA2: Bomba liberadora de Ca al reticulo
sarcoplasmatico. CICR: liberacion de Ca inducida por Ca. PMCA: bombas de
membrana plasmatica de Ca. CNX: Intercambiador Ca/Na

L. Fundamentacion:




La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en
nuestro pais. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la cardiopatia

isquémica sera la principal causa de muerte en el mundo en el afio 2020".

La cardiopatia isquémica en su maxima expresion es el infarto agudo de
miocardio (IAM), producido por la oclusibn aguda de las principales arterias
coronarias. Dichas arterias se caracterizan por presentar una circulacion de tipo
terminal, lo mismo que ocurre en otros érganos como cerebro y rifién. La
importancia de esto radica en que al producirse una injuria por isquemia no
existe circulacion colateral que pueda suplir el aporte sanguineo y evitar el
dafio letal. De esta forma en estos érganos con circulacién terminal como ser
corazén, cerebro o rifiones, pueden producirse infartos por isquemia. En
ocasiones estos dafios pueden observarse también a nivel intestinal (infarto

intestino-mesentérico).

Las terapias actuales para terminar con la isquemia en estos 6rganos
son por ejemplo la trombolisis y la angioplastia percutanea primaria. Ambas
apuntan a la rapida reperfusion. Sin embargo, éstas pueden potenciar el dafio
generado por la isquemia al ser dichos 6rganos reperfundidos. Este fendmeno
se conoce como injuria por reperfusién (IR). La mayor comprension de los
fendbmenos celulares y moleculares subyacentes a este mecanismo de dafio
tisular ocurridos durante la reperfusidon, permitiria plantear estrategias mas

alentadoras con el fin de disminuir el dafio causado.

Dentro de las estrategias de acondicionamiento isquémico se pueden
destacar las de condicionamiento isquémico o farmacologico cardio-protector
respecto a éstos dafios producidos por la isquemia o IR. Entre los
condicionamientos  isquémicos encontramos el pre, per 'y post
acondicionamiento, segun se realice antes, durante o luego de la isquemia
respectivamente. En este trabajo, se hara hincapié en el primero, dado que al
realizar una intervencién antes de que suceda el evento nocivo se obtiene una
mayor cardioproteccion. Ademas del pre acondicionamiento mecénico clasico,
se estdn investigando intervenciones farmacologicas que imitan el mismo

protegiendo al corazon frente a éstos damos, usando agentes farmacolégicos



como por ejemplo mediante el empleo de anestésicos para generar proteccion

miocardica.

Dada la incidencia del infarto agudo de miocardio en Uruguay, siendo
ésta una de las principales causas de morbi-mortalidad en nuestra poblacién

consideramos de importancia abordar esta tematica.

Dado para la actividad miocardica, son centrales los canales idnicos de
membrana y organelos celulares, empleamos como 6rgano de estudio para
revisar éstos temas y experimentar al respecto en el laboratorio, a corazones
aislados de modelos animales. Nuestra hipétesis de trabajo es que los canales

ionicos estan implicados en la modulacion de estas respuestas.
Para refutar dicha hipotesis, este trabajo plantea un doble préposito:

a) El de revisar como impactan los canales i6nicos en los mecanismos

de dafio tisular en la IR y condicionamientos y

b) El de realizar experimentos en corazones aislados buscando
caracterizar funcionalmente los dafios producidos por isquemia, IR y
como pueden éstos disminuirse por condicionamiento mecanico o
farmacolégico. Teniendo en cuenta la revision bibliografica efectuada,
se interpretaran los resultados de los experimentos en el contexto de
funciones de canales probablemente afectados por estos

mecanismos.

IR Introduccioén:

La Isquemia es una situacién en la que disminuye el aporte sanguineo al
corazén. Esta situacion puede darse en condiciones patoldgicas, por ejemplo,
cuando un coagulo obstruye la luz de una arteria coronaria, o en condiciones
controladas, como por ejemplo, durante una cirugia cardiaca en la cual sea
necesario un campo sin sangre o exangue. En ambos casos se elimina el
aporte de oxigeno al corazén, generandose asi el estrés oxidativo. Las
reacciones de la cadena respiratoria mitocondrial generan también reacciones
adicionales que son toxicas para las células, debido a la generacion de

radicales libres®. Al conjunto de los radicales libres derivados del O2 se les



llama especies reactivas de oxigeno (ROS). Se denomina estrés oxidativo al
desbalance que ocurre entre las manifestaciones celulares perjudiciales de las
ROS vy la capacidad celular para eliminar dichas ROS o reparar el dafio
producido por las mismas. Dicho de otra forma, el concepto de estrés oxidativo,
se refiere a un exceso de ROS en relacion a la capacidad antioxidante de la
célula®. El stress oxidativo sobre el tejido cardiaco tiene efectos deletéreos
sobre su funcionamiento, desde la desnaturalizacion de las proteinas
involucradas en la contractilidad cardiaca, hasta dafios en el ADN mitocondrial
(ADNm)* *>©. Cuando esto sucede se ven las principales manifestaciones de la
isquemia, como ser, la disminucién del ATP y el aumento de ADP, AMP y Pi ya
qgue la glucolisis anaerobia, producida en condiciones de isquemia, no puede
suministrar suficiente oxigeno para cubrir las necesidades del corazon. Como
consecuencia de estos procesos se ve una alteracion que finalmente culmina
con el cese de la actividad contractil del corazén, ya que la maquinaria
contréctil y su modulacién por Ca?* intracelular y canales iénicos pertinentes,
se ven inhibidos por ADP, AMP y la disminucién del pH’. En esta situacion
entonces, se producen cambios en los mecanismos de transporte i6nicos,
alterandose la actividad de canales i6nicos voltaje y tiempo dependientes, lo
que trae como consecuencias alteraciones en la actividad eléctrica del corazén
que se observan como alteraciones en los potenciales de accién (PA)
cardiacos y como consecuencia en registros extracelulares como
Electrocardiogramas que es lo monitoreado en la préactica clinica de rutina.
Estos cambios eléctricos a su vez influyen en las alteraciones de contractilidad
cardiaca observadas durante procesos isquémicos. El PA en la isquemia tiene
un potencial de membrana en reposo despolarizado significativamente, con un
aumento lento de la fase ascendente PA, y reduccion de la amplitud y duracion
del mismo®. Esta rapida despolarizacién del potencial de membrana en reposo
durante la isquemia, es causada por una rapida redistribucion de los iones K +
del espacio intracelular al extracelular. Esto ocurre en parte por la apertura de
canales de K inhibibles por ATP (K-ATP), asi como por la inhibicién de la
actividad de la Na / K ATPasa, y la pérdida intracelular de K + para la glucalisis
anaerébica y acidificacién intracelular®. Esta despolarizacion relativa del
potencial de membrana en reposo causa una inactivacion parcial de los

canales de Na® dependientes del voltaje, manifiestandose por una marcada
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reduccion en la amplitud del PA. Esto, a su vez, afecta otras corrientes ionicas
voltaje dependientes que se activan durante las fases 1y 2 del PA (Ito e ICa-
L). Todo ello altera la propagacion del PA, a lo que se le suma la alteracién en
la expresion y distribucion de las uniones gap (en isquemias cronicas), todo lo
cual predispone finalmente a bloqueo de la conduccion, un requisito importante
para diferentes tipos de arritmias®. El corazén puede recuperarse de breves
periodos de isquemia si se logra la reperfusion de éste a tiempo.
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Figura 1:Durante la isquemia disminuye el ATP por lo que se da la glucélisis
anaerobia, esta aumenta la produccién de H dando una disminucion del pH. El
aumento de H se trata de compensar activando la Na/H ATPasa y Ca/Na
ATPasa lo que resulta en entrada de Ca. A su vez el ATP generada es
consumido por la ATPasa reversa de la mitocondria para mantener el potencial
de membrana y hacer ingresar el Ca a la mitocondria. Una vez iniciada la

reperfusion la normalizacién del pH permite que el Ca active el MPT®.

Ante isquemias prolongadas, sin embargo, la reperfusion no esta exenta
de complicaciones, ya que al reperfundir el corazén isquémico se produce la
llamada injuria por reperfusién (IR). Al producirse la reperfusion del corazon,

luego de un periodo de isquemia se da un efecto paradojico. En lugar de
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producirse la recuperacion de la funcionalidad contractil, aumenta el dafo

sobre el tejido miocéardico, adicionandose al ya producido por la isquemia.

Uno de los mecanismos para la proteccion del miocardio ante la
oclusion de la arteria coronaria aguda, es un fendbmeno con potente poder
cardioprotector descrito por Murry et al. en 1986 por primera vez'°. Se observé
gue episodios transitorios de isquemia confieren proteccion frente a posteriores
isquemias, conociéndose dicho fendémeno con el nombre de pre
acondicionamiento isquémico. Este enfoque depende de que la intervencion
ocurra antes del evento isquémico, lo cual resulta dificil ya que la aparicion de

una oclusién de la arteria coronaria aguda es un evento impredecible®”.

. Objetivos e hipotesis:

El objetivo general de nuestro trabajo es estudiar el rol de los canales idnicos

en mecanismos de dafio cardiaco relacionados a fallas isquémicas.

La hipdtesis general es que en mecanismos tales como la injuria por

reperfusién y pre acondicionamiento isquémico cardiaco, participan canales

idnicos.

Estos objetivos e hipotesis se fundamentan en que después de una isquemia
sostenida, la reperfusibon  causa lesiones de miocardio por mdultiples
mecanismos, tales como la generacidn de especies reactivas de oxigeno,
disfuncion del endotelio, acumulacion de neutrofilos, etc. Los mecanismos de
cardioprotecciéon como el pre acondicionamiento isquémico, disminuyen estos
eventos. Tanto para la produccion de las lesiones por reperfusion, como para
los mecanismos de cardioproteccion, modulando y controlando todos los
eventos mencionados, son centrales la pérdida de la homeostasis del calcio y
la apertura del poro de transicion mitocondrial (mPTP). Estos ultimos
acontecimientos estan claramente relacionados a los canales idnicos,
evidenciandose que los mismos juegan un rol central en la produccion y
modulacién de todos estos eventos, justificAndose asi nuestra hipotesis general

para revision y aproximacion experimental propuestas.

Dado lo expuesto anteriormente, nuestro primer objetivo especifico en este

trabajo es determinar via revision bibliografica, el rol de los distintos tipos de
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canales de Ca* y del mPTP, en los eventos relacionados a injuria de
reperfusibn y mecanismos cardioprotectores asociados, sobre todo pre

acondicionamiento isquémico.

La hipotesis especifica, es que ambos procesos constituyen una via

convergente final comdn en la generacién de dafio por reperfusion y en los

mecanismos de cardioproteccion.

Nuestro segundo objetivo _especifico es evaluar experimentalmente

mecanismos de cardioproteccion quimicos Yy fisicos, para disminuir el dafio de

la injuria de reperfusion.

La hipdtesis especifica, es que mediante mecanismos quimicos, (como ser por

ejemplo la exposicion aguda a anestésicos generales opioides como por
ejemplo remifentanilo) o por mecanismos fisicos (como ser por ejemplo la fase
temprana del pre acondicionamiento isquémico), se lograra una
cardioproteccién significativa de la injuria por reperfusién, evaluandose
experimentalmente la misma, mediante funcionalidad cardiaca contractil y

eléctrica.

Este objetivo experimental se reportard en resultados y se discutiran dichos
resultados en el contexto de la informacién aportada al cumplir el primer

objetivo especifico.

IV. Metodologia:

El trabajo consistié en dos partes, revision bibliografica y trabajo experimental.

IV.a - Respecto a la revision bibliografica, la misma se basé en una primera

instancia en la busqueda de articulos generales referidos a la injuria por
reperfusion y condicionamiento preisquémico y en una segunda instancia
articulos centrados en el rol de los canales ionicos, en especial en los canales
de Ca®"y el rol del mPTP.

Los articulos fueron seleccionados de la base PubMed y estos debian cumplir,
como criterio de inclusién, no tener mas de 10 afios de publicados. Las
palabras clave utilizadas fueron para la primera instancia “reperfusion injury

heart (or cardiac) mechanisms” y “ischemic preconditioning heart (or cardiac)
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mechanisms” y para la segunda instancia “reperfusion injury heart (or cardiac)

ion channels” y ischemic preconditioning heart (or cardiac) ion channels”.

IV.o — Respecto a las instancias experimentales, detallaremos primero el

método general comun que empleamos y luego mencionamos las instancias

experimentales.
IV.b.1 Procedimiento general comudn

Para el aislamiento del corazén de cobayo, se utiliz6 el protocolo de
Langendorff de acuerdo a la adpatacion realizada por Ferreira, 19922 El
corazén fue aislado y retroperfundido por las arterias coronarias, mediante un
circuito que permite controlar el flujo de perfusion y la temperatura. A este
circuito se le agreg6 un sistema de registro simultdneo de actividad eléctrica
(mediante la aplicacion de electrodos proximos a los musculos papilares, pero
en la superficie del corazon), asi como también un sistema de transduccién de

la actividad contréctil del musculo papilar.

Para la adquisicion se dispuso de amplificadores unidos a una tarjeta
conversora analdgico-digital, convirtiendo la sefial biolégica de naturaleza
analdgica a una sefal digital que es capaz de poder ser almacenada e

interpretada por el software de registro.

Previo a la experimentacién, el corazén aislado se colocé en un
ambiente muy similar al del medio interno para que el 6rgano pueda subsistir.
Luego se comenz6 a retroperfundir mediante un sistema de tubuladuras que
perfunden al corazén pasan antes por una camara gue contiene agua a una
temperatura de aproximadamente 40°C. El control de temperatura se realizé

mediante la remocién o inmersiéon de las tubuladuras en esta camara.

Para el control de pH, nutrientes y osmolaridad, el corazén se perfundio
con solucion Tyrode 1,8 M. La solucién de Tyrode tiene todos los componentes
esenciales para mantener al corazon aislado en concentraciones apropiadas
como por ejemplo (en mM) 10 Glucosa, 1.8 CaCl,, 10 HEPES,1 NaH,PO,, 2
MgCl, y 145 NaCl. Los buffers (HEPES y NaH,PO,) permiten mantener el pH
del medio interno al cual se expuso el corazén, el CaCl, aporté el i6n Ca**,

esencial para la contraccion muscular, la Glucosa, nutriente imprescindible para
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la funcion trofica celular y por dltimo, el NacCl, fue utilizado para controlar la
osmolaridad de la solucion. A su vez, la solucion se perfundié con carbégeno
(mezcla de 95% de O, y 5% CO;) que permite la entrada de O, al tejido y
también un mayor rango de amortiguacion gracias a la presencia de CO, el

cual es usado para formar el buffer HCO3/CO..

En ambos procedimientos se realizO una isquemia prolongada sin
condicionamiento  (control), luego en presencia de la intervencidon
(farmacolégica o0 mecénica), se repiti6 dicha isquemia prolongada,
comparandose como repercute la intervencion realizada sobre la isquemia sin

condicionamiento (control).

IV.b.2 Condicionamiento/Cardioproteccion farmacologica por anestésicos
opioides

La primer instancia experimental consisti6 en la observacion de la
variacion de los potenciales de accién frente a una situacion de isquemia con el
uso de remifentanilo como agente cardioprotector. El remifentanilo se agregé
en una tubuladura extra al Tyrode 1.8 mM Ca*".

IV.b.3 Condicionamiento/Cardioproteccion mecanico (preacondicionamiento

isquémico)

En esta instancia experimental se evalu6 la contractilidad y conduccion
eléctrica de corazén aislado en condiciones de isquemia y reperfusiéon. El
condicionamiento preisquémico se realizé con intervalos minimos de isquemia
y reperfusion de 1 minuto de duracidbn cada uno, repetidos 5 veces.
Finalmente se analizaron los resultados obtenidos en los experimentos,

relacionandolos con la evidencia existente al respecto.
V. Resultados.

V.A- Revision Bibliografica de la Injuria por reperfusiéon y condicionamento

presiquémico.

V.A.1 Injuria por Reperfusion - El dafio por reperfusion se produce por el
aumento de la concentracién de Ca?* celular, siendo modulada ésta por las

ROS, que de por si, ya se encuentran elevados por las alteraciones
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isquémicas. Estos aumentos son acompafiados también por la liberacion de
enzimas, produciéndose de ese modo cambios morfolégicos caracteristicos de
necrosis celular, dando lugar al area de necrosis, conocida también como area
infartada’. La evidencia experimental mas reciente sugiere que una sobrecarga
citosélica de Ca*" libre es uno de los principales contribuyentes de la lesién
miocardica inducida por la isquemia-reperfusion'® '*. En las células cardiacas,
normalmente la entrada de Ca** a través de canales de Ca*" tipo-L durante un
PA, desencadena la apertura de los canales RyR2 del reticulo sarcoplasmatico
(RS), permitiendo la liberacién rapida y transitoria de Ca?* del RS en un
mecanismo de acoplamiento excito-contractil conocido como liberacion de Ca®*
inducida por Ca?* (CICR)™. Posteriormente, la relajacién ocurre cuando los
RyR2 se cierran, una vez que el Ca®" se disocia de la troponina-c, y el Ca** es
transportado hacia el RS a través de la bomba de Ca?* (SERCA2a), y hacia el
exterior de la célula por el intercambiador Na/Ca'®. La sobrecarga de Ca**
durante la IR, ocurre como consecuencia de la funcién alterada de RYR2 y de
la captacién disminuida de Ca*" por SERCA2 hacia el RS. Ello se debe a la
disminucién en la sintesis de ATP durante la fase isquémica. Esta disminucion
en la sintesis de ATP también tendrd consecuencias sobre la actividad de las
bombas de membrana plasméatica de Ca®* (PMCA) y Na/K ATPasa. La
inhibicién de la Na/K ATPasa es compensada por la extrusion de Na* a través
de funcionamiento reverso del intercambiador Na/Ca (NCX). Se produce asi
entrada de Ca®" a través de NCX, que estimula la liberacién de Ca** del RS a
través de RYR2 (CICR). Todo esto, sumado a la falla de SERCA2 en la
recaptacion de Ca hacia el RS, produce una sobrecarga de Ca citosélico™®.
Durante la reperfusion, el flujo de sangre se acompafia de aumento de oxigeno
y del restablecimiento de la fosforilacion oxidativa. Este evento trae como
efecto la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La produccion del
anién superoxido (O2 -.) durante los primeros segundos de la reperfusion,
desencadena una cascada de eventos que afectan el estado redox de
proteinas clave que participan en la homeostasis celular’®. Finalmente, otro
efecto de la reperfusion es la activacion de proteasas tales como caspasas y
calpainas, cuya activacion es fundamental para la extension de las lesiones de
reperfusion. La activacién de las calpainas es Ca?* dependiente, siendo a su

vez inactivadas por un pH bajo durante la isquemia. Por lo tanto al restaurarse
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el pH en la reperfusién, sumado a la alta concentracién de Ca®* citosélico, se
libera la inhibicion de las calpaina, causando degradacion de RYR2, entre otros
efectos deletéreos que tiene sobre el miocito™. En condiciones fisioldgicas la
membrana mitocondrial interna posee un potencial de membrana muy negativo
y se caracteriza por ser impermeable a los iones y proteinas. En circunstancias
de elevado estrés oxidativo, tal como lo es el escenario de un IAM, se produce
la apertura de un canal idnico que es el poro de permeabilidad de la membrana
mitocondrial (MPTP), permitiendo el pasaje de moléculas de hasta 1.5 Kda.
Actualmente no se ha dilucidado por completo la estructura molecular del
MPTP, sin embargo se plantea que es un canal no selectivo, que se encuentra
influenciado por iones y que el fosfato ejerce un rol clave como activador de la
permeabilidad del poro, a través del transportador de fosfato mitocondrial*’. Su
importancia radica en la pérdida de gradiente electroquimico de los protones,
perdiéndose el potencial de reposo mitocondrial. Por lo tanto, los estudios
recientes apuntan a la proteccion contra la IR, evitando la apertura del MPTP
como un posible blanco para la cardioproteccion. Se conoce que la apertura de
dicho poro esta influenciada por los niveles de Ca** y pH intracelular, junto a
otros metabolitos. A pH menor que 7, el MPTP esté inhibido. En condiciones de
isquemia donde el metabolismo oxidativo se encuentra saturado y deja de
funcionar la cadena respiratoria por la pérdida del gradiente proton motriz, se
utiliza de manera alternativa el metabolismo anaerébico, de bajo rendimiento
en comparacién con la respiracion celular generando ademas lactato y por lo

tanto aumento del pH’.
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Figura 2: Los cambios durante la reperfusion incluyen reenergizacion
mitocondrial (purpura), la generacion de ROS (naranja), sobrecarga de Ca
intracelular (verde), el rapida restauracion del pH fisiolégico (azul), y la
inflamacion (rojo), los cuales median la muerte celular a través de la apertura
del mPTP y la induccién de la hipercontractura. ROS median la lesién
miocardica por induccion de la apertura del mPTP, actian como factores
quimiotacticos de los neutréfilos, median la disfuncion del reticulo
sarcoplasmico y contribuyen a la sobrecarga de Ca intracelular, dafian la
membrana celular por peroxidacion de lipidos y causan dafio oxidativo sobre el
ADN. Durante la reperfusion hay afluencia de Ca por el dafio de la membrana
del RS, disfuncion mediada por ROS del RS y funcion inversa del
intercambiador de Na/Ca. La generaciéon de ATP por la cadena de transporte
de electrones reactiva el entorno intracelular e induce sobrecarga Ca en
cardiomiocitos y la muerte por hipercontractura, proceso facilitado por la rapida
restauracion del pH fisiolégico durante reperfusion. Ademas la restauracion del
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PA de membrana mitocondrial y entrada de Ca en la mitocondria junto con la
pérdida del efecto inhibidor del pH acido en el mPTP y la generacion de ROS
median la apertura del mPTP, esto induce la muerte por desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial e hinchazon. Durante la reperfusion
miocéardica, el rapido lavado de acido lactico junto con la funcion de los
transportadores Na +/H + y Na + /[HCO3 median la rapida restauracion de pH
fisiologico, facilitando la apertura del mPTP vy hipercontractura de los

cardiomiocitos®®.

V.A.2 Condicionamiento cardiaco cardioprotector.- Estudios han demostrado la
activacion de quinasas, como Akt y ERK1 / 2 (via RISK), en el momento de
reperfusion, confieren potente poder cardioprotector contra la lesion por IR
miocardica. Dicha proteccion esta dada gracias a que esta via tiene como
efecto final la inhibicion de la abertura del poro de transicion mitocondrial
(MPTP) en ese momento. La activacion de la via RISK, a través de diversos
factores de crecimiento y otros agentes tales como la atorvastatina, la
bradiquinina, y agonistas de los receptores opioides, induce cardioproteccion
cuando estos son administrados durante la fase de reperfusion temprana*®. Por
lo tanto, la manipulacién farmacolégica de RISK, en el momento de reperfusiéon
puede otorgar cardioproteccidn en el pre acondicionamiento isquémico y

proporcionar asi, un nuevo enfoque para la cardioproteccion.
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Figura 3: La activacion de la proteina G-junto receptor (GPCR), en respuesta a
un estimulo pre acondicionamiento isquémico, conduce a la activacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGRF) a través de la matriz
metaloproteinasa (MP), que entonces activa la PI3K-Akt. Fosforilacion de
PIBK-AKT y activacién de la eNOS que entonces activa la guanilato ciclasa
(GC) a través de NO. Guanilato ciclasa a continuacién, activa la proteina
quinasa G (PKG) a través GMPc. PKG a continuacion, fosforila y abre el canal
de K ATP mitocondrial (MKATP), lo que resulta en la liberacién mitocondrial de
ROS, generada a partir de la cadena de transporte de electrones (ETC), que

entonces activa los mediadores de pre acondicionamiento incluyendo Erk1 /2”

V.B Resultados experimentales

V.B.1 Isquemia prolongada control comin a ambos procedimientos

experimentales

1) Isquemia control.
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La diseccion y aislamiento del corazéon procedidé de manera correcta, sin
ninguna complicacioén. Debe tenerse en cuenta que cualquier error en este
paso puede conllevar a un coraz6n sumamente inestable y que, por lo tanto, no

sera confiable para extraer registro alguno.

Se esperd 5 para que se estabilicen tanto la actividad mecanica como la
eléctrica, antes de iniciar la isquemia prolongada control por 15 minutos, por
inhibicién de la perfusion. La temperatura se mantuvo en 37 grados Celsius por

perfusion externa.

-0.35

T T T T T T T T
0 200000 400000

Figura 4: Registro de la actividad contractil del musculo aislado, mostrando el

inicio de la isquemia prolongada control.

En este episodio isquémico prolongado se restringieron electrélitos y consumo
de O, del 6rgano por un tiempo de 15’. Inmediatamente luego de la isquemia,
se produjo un notable descenso de la actividad contractil, disminuyendo su
tensién y también alteraciones en la actividad eléctrica, que se traducen como
bradicardia e inestabilidad del ritmo. A medida que avanzé el tiempo de la
isquemia, la contractilidad y la frecuencia disminuyeron ain mas, hasta que su
actividad fue casi nula. Al 1'30” de la isquemia generada el corazén
practicamente no se contraia, haciéndolo aproximadamente con una frecuencia
de 15 latidos por minuto, aun cuando la temperatura se mantuvo en 37 grados

celsius.
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Figura 5: Registro de la actividad contractil del masculo cardiaco durante la

isquemia control.

Finalizados los 15 de isquemia, se procedid a reperfundir al corazén,
evidenciandose recuperacion con alteraciones en cointraccion y actividad
eléctrica (arritmias). La contractilidad mecénica aparecié de forma gradual,
hasta que pasados los 3’ el corazén retornd a condiciones similares a las del
comienzo, estabilizando gradualmente el ritmo y el inotropismo a condiciones

practicamente iguales a las iniciales (preisquémicas).

T T T 1 T T T T T
1000000 1200000 1400000
Time (ms}

Figura 6: Registro de la actividad contractil del masculo cardiaco durante la

reperfusion. La flecha indica el inicio de la reperfusién.

V.B.2 — Cardioproteccién farmacoldgica por anestésicos opioides

2) Efecto del agregado de remifentanilo 4.8 nM, a la induccién de isquemia
prolongada Yy reperfusion (condicionamiento, cardioproteccion farmacologica).
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Figura 7: Registro de la actividad contractil del masculo cardiaco. La flecha roja

indica el momento en que se administrd el remifentanilo.

Pasados los 7’ de recuperacion, se aplicd una solucién de remifentanilo 4,8 nM.
Se observé un leve inotropismo negativo, acompafiado de alteraciones leves a

nivel del registro eléctrico. Se observo también bradicardia.

A los 5 de perfusion con remifentanilo, se indujo una nueva isquemia
prolongada de 15’ de duracion, pero en presencia de remifentanilo 4.8 nM. El
declive de la funcion cardiaca tardd considerablemente mas tiempo,
conservandose la contractilidad por mayor tiempo, con incluso un leve aumento
en su inotropismo con respecto al de la isquemia control. A nivel del registro

eléctrico los efectos de alteraciones en el ritmo y caida de la frecuencia durante

la isquemia fueron también francamente disminuidos.

0

T T T T T
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Time (ms)

Figura 8: Registro de la actividad contractil del masculo cardiaco. La flecha roja

indica el inicio de la isquemia.
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La reperfusion se realizd con la misma solucion de remifentanilo agregada
anteriormente. Se registré una rapida recuperacion de la funcién cardiaca al
1’30”, en comparacion con los 3’30” de la isquemia control. Sin embargo, la

recuperacion cursé con una bradicardia que pronto desaparece.

T T T T T T
1800000 2000000 2200000 2400000 2600000 2800000
Time (ms)

Figura 9: Registro de la actividad contractil del masculo cardiaco durante la
isquemia con remifentanilo. La flecha indica el momento en que se ha hecho la

reperfusion con remifentanilo.

V.B.3 — Cardioproteccién farmacoldgica por preacondicionamiento isquémico.

Se esperd 5 minutos para que el corazon se estabilice y luego se empezaron a

inducir las isquemias como se observa en la figura siguiente.

A i

1250030 1200000 1250000 1430000 1450000 1500000 1550000 1600000

Figura 10: Induccidon de varias isquemias de corta duraciéon y posterior
reperfusion. Las flechas rojas indican el tiempo en que fue inducida la isquemia
y las flechas negras indican el instante que se inicio la reperfusion. Registro de
la actividad mecanica del corazon aislado de cobayo.
En la figura se observan los procedimientos reiterados de isquemia y
reperfusion breves y reiterados, constituyendo asi un preacondicionamiento
isquémico. La reperfusibn cursa de manera normal, con el corazén
recuperando su actividad contractil progresivamente hasta alcanzar un valor de
contractilidad inicial previo a la isquemia. Sin embargo, se observa que para

cada episodio breve de isquemia y subsecuente reperfusion, la contractilidad
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se altera brevemente si la comparamos con valores iniciales. En la induccion
de los ultimos episodios de isquemia reperfusion breves, es interesante notar
que la actividad mecénica del corazon decae ya mas lentamente en
comparacion con la primera isquemia. Tampoco hallamos pérdidas del ritmo
como en los primeros epidosios. Esto puede explicarse por el condicionamiento
preisquémico ocurrido en los epidosios iniciales de la salva de episodios a los
que se sometid el corazon. Este condicionamiento cardiaco, permitid la
generacion de mecanismos intrinsecos que permitieron soportar la alta carga

de estrés generado por la isquemia.

T T T T T T T T T T T T T T T T
1750000 1300000 1850000 1500000
Time (ms)

Figura 11: Ultima isquemia breve y su reperfusion correspondiente. La flecha
roja indica inicio de la isquemia. La flecha negra indica inicio de la reperfusion.
Registro de la actividad mecénica del corazon aislado de cobayo.

En esta dltima isquemia breve es evidente el condicionamiento que tiene el
corazoén al presentar un ritmo y frecuencia casi estable, en comparacion con los

protocolos de isquemia anteriores.

Por ultimo, se realiz6 una isquemia de larga duracién (15 minutos), pero en
esta ocasion precedida por los episodios repetidos de isquemia y reperfusion
breves (condicionamiento preisquémico mecanico). Se observdO como en la
isquemia prolongada control efectuada previamente, un descenso progresivo
tanto de la actividad contractil como eléctrica del corazén. Resulta interesante
sefalar que el corazén se adapté a esta situacion de manera similar a lo

observado con el condicionamiento farmacoldgico por remifentanilo, notandose
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un declive de la actividad contractil que en presencia de condicionamiento
presiquémico mecanico, tardo varios minutos en cesar al compararse con la

iIsquemia control prolongada.

1900000 2000000 2100000 2200000 2300000 2400000 2500000
Time (ms)

Figura 12: Protocolo de isquemia prolongado. La flecha roja indica elcomienzo
de la isquemia y la flecha negra indica el instante que se comenzd la
reperfusion. Registro de la actividad mecéanica del corazon aislado de cobayo.

VI. Discusidn, Conclusiones y Perspectivas:

En base a lo observado durante la actividad practica, coincidentemente con la
bibliografia utilizada se puede decir que la isquemia es una situacién en la que
disminuye el aporte sanguineo al corazdén y como consecuencia se ve una

alteracién que finalmente culmina con el cese de la actividad contractil”.

A punto de partida de comprender las fallas funcionales a nivel orgéanico,
celular y molecular en la isquemia y en la injuria por isquemia reperfusion (IR),
planteamos es posible plantear los posibles blancos terapéuticos con el fin de

disminuir los dafios producidos por la IR.

También observamos que episodios transitorios de isquemia confieren
proteccion frente a posteriores isquemias, conociéndose dicho fenédmeno con el
nombre de pre acondicionamiento isquémico, siendo un condicionamiento o

mecanismo de cardioproteccién originariamente mecanico’.

Tanto los mecanismos cardioprotectores farmacolégicos como los mecanicos,
se mostraron efectivos para proteger al corazon ante las alteraciones
funcionales y dafos provocados por una isquemia prolongada. Esto fue
demostrado experimentalmente. En ambos casos se observé una disminucion

de la contractilidad mas lenta durante la instalacion de la isquemia.
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Concomitantemente también se observaron alteraciones eléctricas menos
pronunciadas y mas lentas en aparecer en presencia de los agentes
cardioprotectores. Las prolongaciones de los efectos deletéreos de la isquemia
por la presencia de los agentes cardioprotectores fueron de alrededor de 2 a 3
minutos (desde 1 30 a 3 30 o0 4 30 luego de iniciada la isquemia prolongada) En
concordancia, la recuperacion de la capacidad contractil y estabilizacion de la
actividad eléctrica ante una reperfusion luego de una isquemia prolongada, es
francamente mas rapida en presencia de ambos agentes cardioprotectores, en

comparacion con la ausencia de los mismos durante la situacién control.

A raiz de estas observaciones entonces podemos afirmar el efecto
cardioprotector del remifentanilo en el evento de isquemia y de reperfusion
ademas del ya conocido efecto anestésico.

En relacion al condicionamiento mecanico, éste produjo efectos simlares a los
del farmacoldgico, permitiendo plantearnos la pregunta de si hay concordancia
o sinergismo de las vias moleculares de ambos mecanismos. A partir de estos
experimentos demostramos también el efecto cardioprotector del

preacondicionamiento mecanico.

En suma, por todo lo expuesto anteriormente se puede concluir que el
preacondicionamiento, tanto mecanico como farmacoldgico constituyen
posibles estrategias terapéuticas destinadas a disminuir los dafios durante la
isquemia como las alteraciones producidas por injuria por reperfusion. Tanto el
canal o poro mitocondrial (MPTP), asi como el manejo de Ca*" intracelular por
multiples transportadores y canales, son eventos centrales para comprender

estos mecanismos de dafio y proteccién cardiacos.
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NOTA : Si bien las figuras 1, 2 y 3 se tomaron de los trabajos mencionados por

su claridad y estética, deseamos dejar constancia que hemos trabajado
en versiones en espafiol de las mismas. Decidimos poner las originales
en esta monografia por su claridad conceptual y por respeto a los
autores hemos leido.
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