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Resumen

En estudios previos realizados en ratas hipertensas espontáneas (SHR) seniles se mostró 

que los corazones poseen una aumentada susceptibilidad al daño por isquemia- 

reperfusión (l-R). Sin embargo, cuando se utilizaron corazones hipertróficos de animales 

adultos jóvenes la respuesta a la l-R fue variable, mostrando una similar ó menor 

tolerancia a la isquemia que los animales normotensos.

La sobrecarga intracelular de Ca2+ y la producción de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) son las dos hipótesis que permiten explicar las alteraciones miocárdicas derivadas 

de la l-R (atontamiento, infarto y arritmias). De acuerdo a investigaciones recientes estos 

factores son capaces de desencadenar la formación del poro de permeabilidad transitoria 

de la mitocondria (mPTP), de cuya apertura depende el daño miocárdico.

En la búsqueda de herramientas cardioprotectoras, en el año 1986, se observó que la 

aplicación de isquemias cortas previamente a una isquemia más prolongada logra 

disminuir las alteraciones miocárdicas ocasionados por la l-R. A este fenómeno se lo llamó 

"preacondicionamiento isquémico" (Pl). Existen numerosos trabajos en animales 

normotensos que explican los mecanismos del Pl. Sin embargo, en animales hipertensos y 

específicamente en SHR la información es escasa. Por lo tanto, los objetivos de este 

trabajo de tesis fueron: 1.- determinar la respuesta miocárdica y el estrés oxidativo frente a 

isquemias de distinta duración en SHR y ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de 5 a 6 

meses de edad y 2.- examinar los efectos del Pl sobre las variables mencionadas y los 

mecanismos implicados, poniendo énfasis en la participación del óxido nítrico (NO), los 

canales mitocondhales de K+ dependientes de ATP (mitoK+-ATp) y la incidencia sobre el 

mPTP.

Se utilizaron corazones aislados y perfundidos por el sistema de Langendorff en los cuales 

después de un período de estabilización de 20 min se realizaron los siguientes protocolos 

experimentales: 1) 3hs de perfusión; 2) 35min de isquemia global (IG) y 2 hs de R; 3) 

50min de IG y 2hs de R; 4) 1PI: 1 ciclo de 5min de IG y 10min de R previos a la IG de 35 

min y 5) 3PI: 3 ciclos de 2min de IG y 5min de R previos a la IG de 50 min.

Para investigar la participación del NO y de los mitoK+-ATP ambos protocolos de PI (1PI y 

3PI) fueron repetidos en presencia del bloqueante de la óxido nítrico sintetasa (NOS) L-
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NAME (NG-nitro-L-arginina metil áster), ó del bloqueante de los canales mitoK+-ATP 5-HD 

(5-hidroxidecanoato). Para evaluar los efectos de las ROS en nuestro modelo 

experimental se utilizó un atrapante de dichas especies, el N-2-mercaptopropionil glicina 

(MPG).

Al finalizar cada protocolo experimental se determinó el tamaño del infarto (TI) y, en los 

homogenatos cardíacos, la concentración de las sustancias reactivas al ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), el contenido de glutatión reducido (GSH) y la actividad de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD). El estado de apertura del mPTP fue evaluado a 

través de la medida de la actividad citosólica de la enzima mitocondrial SODMn.

La aplicación de 35 min de IG y 2 hs de R produjo un TI de aproximadamente 30% en las 

ratas WKY y SHR. La concentración de TBARS sólo aumentó en las SHR. El contenido de 

GSH disminuyó y la actividad de SOD y SODMn aumentaron en ambas cepas. Cuando la 

IG fue de 50 min, el TI en SHR fue mayor (^ 60%) que el observado en las ratas WKY 

(40%). La concentración de TBARS y la actividad de SOD aumentaron sólo en SHR. El 

contenido de GSH disminuyó y la actividad citosólica de SODMn aumentó en ambas 

cepas.

Cuando se realizó el protocolo 1PI previo a la isquemia global de 35 min de duración, el TI 

disminuyó. Las TBARS disminuyeron sólo en SHR. El contenido de GSH aumentó y la 

actividad citosólica de SOD y SODMn disminuyó en ambas cepas. Con la aplicación de 

1PI en WKY ó 3PI en SHR antes de la IG de 50 min y 2 hs de R, se observó disminución 

del TI en ambas cepas de ratas. Las TBARS no cambiaron, el contenido de GSH aumentó 

y la actividad citosólica de SODMn disminuyó en ambas cepas, pero la actividad de SOD 

sólo disminuyó en las SHR.

En SHR, cuando se realizó el Pl en presencia de L-NAME en los dos períodos de IG (35 y 

50 min), el TI fue similar al obtenido en los corazones no preacondicionados. La 

concentración de TBARS y la actividad citosólica de SOD y SODMn aumentaron, mientras 

que el contenido de GSH disminuyó. Sin embargo en las WKY, el bloqueo de la NOS, sólo 

modificó el efecto protector del Pl cuando la IG fue de 50 min.

El bloqueo de los mitoK+-ATP en los corazones preacondicionados en los dos períodos de 

IG de las SHR y cuando la IG fue de mayor duración en las WKY, aumentó el TI y el nivel 

de las TBARS se incrementó o no cambió significativamente. El contenido de GSH
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disminuyó y la actividad citosólica de las enzimas SOD y SODMn aumentaron sólo en las 

SHR.

En ambas cepas el tratamiento con MPG, en presencia de IG de 50 min, disminuyó el TI, 

la concentración de TBARS no se modificó y el contenido de GSH aumentó. La actividad 

citosólica de SOD y SODMn disminuyó sólo en SHR.

Del análisis de los resultados presentados pueden extraerse las siguientes conclusiones: 

1.- La respuesta del miocardio de las SHR adultas jóvenes comparada a la observada en 

ratas normotensas WKY de la misma edad cambia según la duración de la isquemia. En 

SHR la tolerancia es menor y la muerte celular es mayor que en las WKY cuando el 

período de isquemia se prolonga.

2 .- En SHR, aunque la actividad de SOD aumentó y el sistema antioxidante GSH 

disminuyó, estos cambios no fueron suficientes para impedir el daño oxidativo, 

observándose un aumento de la peroxidación lipídica respecto a lo obtenido en las ratas 

WKY.

3 .- En ambos protocolos de l-R y en las dos cepas (WKY y SHR) la actividad citosólica de 

SODMn aumentó, lo que sugiere que en dicha situación ocurrió la apertura del mPTP.

4 .- Si bien el Pl ejerció efecto protector frente a las dos isquemias realizadas (35 y 50 min) 

en ambas cepas de ratas, fue necesaria la aplicación de un mayor número de ciclos 

preacondicionantes (en nuestro caso 3) en los corazones hipertróficos de las SHR cuando 

la isquemia fue de mayor duración.

5 .- El Pl disminuyó el estrés oxidativo en ambas cepas, lo que fue evidente porque 

aumentaron los niveles de GSH y disminuyó la actividad de la enzima SOD.

6 .- La actividad citosólica de la SODMn disminuyó en los corazones preacondicionados, 

sugiriendo que en estos corazones la apertura del mPTP fue menor.

7 .- En las SHR, el NO y los mitoK+-ATP participan en los efectos beneficiosos del Pl frente 

a las isquemias de 35 y 50 min. En cambio, en las ratas normotensas WKY, ambos 

mediadores participan en el Pl sólo cuando la isquemia fue de mayor duración.

8 .- En ambas cepas, el tratamiento con MPG ejerció efecto cardioprotector diminuyendo el 

TI y el estrés oxidativo. La menor actividad citosólica de SODMn con este tratamiento 

sugiere que la apertura del mPTP disminuyó.
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El preacondicionamiento isquémico tanto en ratas hipertensas espontáneas (SHR) 

como en normotensas WKY disminuyó las alteraciones irreversibles producidas por 

la isquemia - reperfusión. En corazones hipertróficos la vía del efecto protector del 

Pl frente a períodos isquémicos de 35 y 50 min involucra la participación del NO y 

de los canales mitocondriales de K+ dependientes de ATP, cuya apertura promueve 

la entrada de K+ a la mitocondria, lo que produciría una disminución de la apertura 

del mPTP. Esta menor apertura llevaría a una menor liberación de ROS al citosol y la 

consecuente disminución del daño oxidativo observado en corazones 

preacondicionados. En cambio, en corazones normotróficos, ambos mediadores 

aparecen significativamente involucrados en el Pl sólo cuando la isquemia fue de 50 

min. Por otra parte, el efecto cardioprotector obtenido en los corazones de ambas 

cepas tratados con un atrapante de ROS, que fue similar al obtenido con el Pl, pone 

de manifiesto el papel injurioso que los ROS desempeñan en nuestro modelo de 

isquemia-reperfusión como determinantes de la pérdida de la integridad 

mitocondrial.

8



Abstract

In previous studies performed in spontaneously hypertensive senile rats it was observed an 

increased susceptibility to damage due to ischemia and reperfusion (l-R). However, when 

hypertrophied hearts from adult young rats were used, the response to l-R was variable as 

compared to normotensive animals.

A causal role of intracellular calcium overload and reactive oxygen species (ROS) 

production has been implicated in myocardial alterations derived from ischemia and 

reperfusion (stunning, infarct size and arrhythmyas). In agreement to recent investigations, 

these factors are able to promote the building and opening of mitochondrial permeability 

transition pore (mPTP) leading to myocardial damage.

In search of cardioprotective tools, Murry et al. (1986) observed that the application of brief 

episodes of ischemia before a prolonged ischemia reduced myocardial alterations caused 

by ischemia and reperfusion (l-R). This phenomenon was called "ischemic preconditioning" 

(IP). There are numerous works in normotensive animals but there is little information 

about the effects of IP and its underlying mechanisms in hypertensive animals and 

specifically in spontaneously hypertensive rats (SHR). Therefore, the aims of this 

investigation were: l.-to determine the infarct size and oxidative stress in SHR and 

normotensive age-matched Wistar Kyoto (WKY) rats at different ischemia duration time 

and -2.-to examine the effects of IP on parameters above mentioned and its underlying 

mechanisms, emphasizing on nitric oxide (NO), mitochondrial ATP-sensitive K+ channels 

(mitoK+-ATp), and mPTP.

Isolated hearts were perfused using the Langendorff technique and after a stabilization 

period the following experimental protocols were performed: 1) 3 hs of perfusion; 2) 35 min 

of global ischemia (Gl) and 2 hs of reperfusion (R); 3) 50 min of Gl and 2 hs of R; 4) 1IP: 

one cycle of 5 min of Gl and 10 min of R before 35 min IG and 5) 3IP: three cycles of 2 min 

of Gl and 5 min of R before 50 min IG.

To investigate the participation of NO and the mitoK+-ATP both IP protocols (1IP and 3IP) 

were repeated in the presence of the nitric oxide synthase (NOS) blocker L-NAME (NG- 

nitro-L-arginina metil ester) or the mitoK+-ATP blocker 5-HD (5-hydroxidecanoate).To 

evaluate the effects of ROS in our experimental model we used N-2-mercaptopropionil
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glycine (MPG), scavenger of ROS. The infarct size (IS), lipid peroxidation (estimated 

through thiobarbituric acid reactive substances assay, TBARS), reduced glutathione 

content (GSH) and superoxide dismutase enzyme (SOD) activity were assessed. mPTP 

state (open or close) was evaluated using the measure of cytosolic activity of mitochondrial 

enzyme SODMn.

After 35 min of Gl and 2 hs of reperfusion IS was approximately 30% in WKY and SHR. 

TBARS concentration increased only in SHR. The GSH content decreased and cytosolic 

activity of SOD and SODMn increased in both rat strains. At Gl 50 min, IS was higher in 

SHR (60%) than in WKY rats (40%). TBARS increased only in SHR, GSH content 

diminished, and SODMn activity increased in both rat strains.

When 1 IP protocol was performed before 35 min Gl, IS diminished, GSH content 

increased, the cytosolic activity of SOD and SODMn diminished in both rat strains whereas 

TBARS concentration decreased only in SHR. When 1 IP (in WKY) or 3 IP (in SHR) was 

performed previously to Gl 50 min, IS diminished, TBARS remained stable, GSH content 

increased and cytosolic activity of SODMn diminished in both rat strains but cytosolic SOD 

activity decreased only in SHR.

In SHR, when IP protocols were performed in L-NAME presence, IS values were similar to 

those obtained in non-preconditioned hearts. TBARS as well as SOD and SODMn 

activities increased whereas GSH content diminished . In contrast, the NOS blockade did 

not modify the protective effect of IP on WKY hearts when Gl was 35 min, but it was 

abolished when Gl was 50 min.

The blockade of mitoK+-ATP channels abolished or decreased the protection afforded by IP 

against both ischemia duration time (35 and 50 min) in hearts from SHR showing a similar 

or lightly decreased IS as compared to non preconditioned hearts. In addition, TBARS 

either increased (at 35 min Gl) or showed no change (at 50 min Gl), GSH content 

diminished and both cytosolic activity of SODT and SODMn increased. In WKY rats, the 

same protocol did not produce modification in parameters above mentioned when Gl was 

35 min but the protective effect of IP was abolished in presence of 5-HD when Gl was 50 

min.
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In both rat strains the treatment with MPG diminished IS, increased GSH content whereas 

TBARS concentration was not modified. The cytosolic activity of SOD and SODMn 

diminished only in SHR.

The conclusions of this work are summarized as follows:

1 .-The response of myocardium of adult young SHR compared to normotensive age- 

matched WKY rats changes according to ischemia duration time. During a prolonged 

ischemic period, SHR showed lesser tolerance and consequently higher myocardial 

damage than WKY rats.

2 .-The modification of antioxidant systems (SOD and GSH) after ischemia and reperfusion 

in SHR were not enough to prevent the oxidative damage in these rats whose hearts 

presented a higher increase of lipid peroxidation and oxidative stress in comparison to 

hearts from WKY rats.

3 .-ln both protocols of l-R and in both rat strains the cytosolic activity of SODMn increased, 

suggesting mPTP opening .

4 .-Although IP exerted protective effect against both ischemic periods in both rats strains, it 

was necessary to apply a major number of preconditioning cycles (in our case 3) in SHR 

when ischemic period was more prolonged.

5 .-Oxidative stress in preconditioned hearts was less than in non-preconditioned hearts 

probably due to the increase of antioxidant defenses afforded by IP in both rat strains.

6 .-The decrease of cytosolic SODMn activity in preconditioned hearts suggests that IP 

produced an attenuation of mPTP opening.

7 .-ln SHR, the increase of NO production and mitoK+-ATP opening would be the pathway 

leading to cardioprotection achieved by IP in both ischemic periods. However, in WKY, 

both mediators would take part in IP only when ischemia was more prolonged (50 min).

8 .- The MPG treatment protected the hearts against ischemia and reperfusion injury, 

reducing IS and oxidative stress in both rat strains. The low cytosolic SODMn activity after 

MPG suggests that this intervention attenuates mPTP opening.

The ischemic preconditioning (IP) in SHR, similarly to normotensive rats WKY, 

diminished irreversible alterations produced by ischemia and reperfusion. In 

hypertrophied hearts the protective effect of IP in both ischemic periods (35 and 50
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min) involves the participation of NO and mitoK+- ATP channels. The opening of 

these K+ channels would be necessary stimulus for decreasing mPTP opening. This 

event would produce lower ROS release to the cytosol and the consequent decrease 

of oxidative damage observed in preconditioned hearts compared to non­

preconditioned ones. On the other hand, in hearts from normotensive rats (WKY), 

NO and mitoK+-ATP channels turn out to be significantly involved in

the beneficial effects of IP only when ischemia period was of 50 min. The fact that 

cardioprotection achieved by MPG treatment was similar to that observed after IP 

suggests that ROS are playing an important role in the loss of mitochondrial 

integrity and the alterations observed in our experimental model of ischemia and 

reperfusion.
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Introducción

Isquemia y Reperfusión

La célula miocárdica, como todas las células del organismo, consume O2 y elimina CO2 y 

H2O como resultado de su metabolismo aeróbico. Esta tarea conduce a la formación, 

sobre todo a partir de ácidos grasos y carbohidratos, de fosfatos de alta energía, [ATP 

(adenosintrifosfato) y CP (creatinafosfato)], que la célula utilizará para el mantenimiento de 

la asimetría iónica transmembrana y la actividad mecánica. Es así que la concentración 

intracelular de sodio ([Na+]¡) es mantenida en niveles bajos gracias a la actividad de la 

bomba Na+/K+ ATPasa. Este complejo enzimático, utilizando como fuente de energía la 

hidrólisis del ATP, promueve la salida de Na+ desde el interior de la célula al espacio 

extracelular y al mismo tiempo permite el ingreso de K+ al compartimiento intracelular. La 

relación de intercambio entre Na+ y K+ es 3 a 2, es decir que se genera el movimiento 

neto de una carga positiva hacia afuera, contribuyendo al mantenimiento del potencial de 

membrana en reposo de la célula miocárdica. Por otra parte, la concentración intracelular 

de calcio ([Ca2+]¡) es mantenida en valores aproximadamente diez mil veces menores que 

los encontrados en el espacio extracelular gracias al funcionamiento de la bomba Ca2+- 

ATPasa del sarcolema y el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) (Ytrehus y col, 1994; Murphy y 

col, 1999) La Ca2+-ATPasa es capaz de transferir la energía del ATP a un intermediario 

fosforilado de alta energía, que la utiliza para transportar un ión Ca2+, en contra de su 

gradiente de potencial electroquímico, por cada molécula de ATP hidrolizada (Carafoli y 

Stauffer, 1994). La familia del NCX incluye transportadores de membrana distribuidos en 

varios tejidos y células, y constituyen uno de los principales mecanismos de extrusión de 

Ca2+ de la célula. El subtipol del NCX es el que predomina en el tejido cardíaco (Nicoll y 

col, 1990; Aceto y col, 1992). El NCX tiene la particularidad de ser electrogénico (su 

funcionamiento genera una diferencia de carga a través de la membrana), dado que 

transporta un Ca2+ por cada tres Na+. Para ello utiliza el gradiente de potencial 

electroquímico de Na+ que genera y mantiene la bomba Na+/K+-ATPasa. Este 

intercambiador tiene dos modos de funcionamiento, uno directo que promueve la salida de 

Ca2+ de la célula durante la relajación miocárdica, y un modo inverso a través del cual 

facilita la entrada de Ca2+ al interior celular. Este modo del NCX opera en condiciones de
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alta concentración de Na+ intracelular y potencial de membrana elevados (Nuss y Houser, 

1992) (Fig 1).

En condiciones normales, el ATP y la CP son producidos por el metabolismo aeróbico a 

través de la fosforilación oxidativa que tiene lugar en la mitocondria. Cuando el flujo 

coronario se reduce (isquemia), el O2 aportado es inadecuado para soportar la fosforilación 

oxidativa y el ATP sólo es proporcionado por el metabolismo anaeróbico. En estas 

condiciones se utilizan principalmente el glucógeno como sustrato y se generan protones 

(H+) y lactato, que llevan a la acidosis intracelular, la que activa mecanismos alcalinizantes 

de los cuales el más importante es el intercambiador Na7H+, siendo la isoforma 1 la 

selectiva del músculo cardíaco (NHE-1) (Fig 1).

Figura 1. Esquema de una célula miocárdica donde se muestran las bombas Na+/K+ y Ca2+ ATPasas, el 
intercambiador Na7H+ ¡soforma 1 (NHE-1) y los modos directo e inverso del intercambiador Na+/Ca2+ (NCXd 
y NCXi, respectivamente).

El NHE-1 mueve H+ hacia el espacio extracelular e ingresa Na+ al interior de la célula 

promoviendo el aumento de la [Na+]¡, al cual contribuye la disminución de la actividad de la 

bomba Na+/K+ ATPasa por la falta de ATP (Anderson y col, 1990; Nawada y col, 1997; Van 

Emous y col, 1998). El aumento del [Na+]¡ conduce a la sobrecarga de Ca2+ por dos 

mecanismos, una disminución de la salida de Ca2+ por el NCX operando en el modo 

directo y un aumento de la entrada de Ca2+ a la célula a través del mismo intercambiador 

trabajando en forma inversa. De esta manera, en la isquemia se genera un aumento de los
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niveles citosólicos de Na+ y de Ca2+ (Heyndrickx y col, 1975; Murphy y col, 1999; Tani y 

col; 1989), (Fig 2).

Figura 2. Cascada de eventos que ocurren durante la isquemia

El proceso de reperfusión (restablecimiento del flujo coronario) está asociado con cambios 

bioquímicos y funcionales del miocardio que pueden determinar la supervivencia ó la 

muerte celular. Aunque la restauración del flujo sanguíneo es un prerrequisito para salvar 

a la célula miocárdica, la reperfusión en sí misma puede acelerar o adicionar injuria a la ya 

generada por la isquemia.

Durante esta etapa la normalización del pH extracelular (7.4) y el mantenimiento de la 

acidosis intracelular, conducen a la activación del NHE-1 y, secundariamente, a la 

activación del NCX, llevando a la sobrecarga de Ca2+. Con la introducción de O2 a la célula 

miocárdica también ocurre en los primeros minutos de la reperfusión la producción abrupta 

de las especies reactivas del O2 (ROS) (Garlick y col, 1987; Zweier y col, 1987; Ambrosio 

y col, 1991) (Fig 3).
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Figura 3. Acontecimientos que tienen lugar durante la reperfusión

Alteraciones por isquemia-reperfusión

Las alteraciones producidas por la isquemia-reperfusión son el atontamiento miocárdico, 

las arritmias y el infarto miocárdico. La aparición del atontamiento ó del infarto depende de 

la duración de la isquemia. Períodos de isquemia de aproximadamente de 15 min 

desencadenan una alteración reversible (atontamiento) y cuando se extiende más allá de 

20 minutos ocurre la alteración irreversible o infarto.

Atontamiento
El atontamiento miocárdico, término acuñado por Braunwald y Kloner en 1982, es la 

disminución transitoria de la contractilidad que se observa en la reperfusión después de 

cortos períodos de isquemia y en ausencia de daño irreversible. Lo más importante del 

atontamiento es su reversibilidad con un tiempo de recuperación que puede ir de varias 

horas a días. Esta alteración contráctil es el resultado de dos componentes: uno que 

ocurre en la reperfusión y otro que tiene lugar durante la isquemia. No se conocen las 

proporciones relativas de cada uno de ellos y es probable que varíen en los distintos 

modelos experimentales.

Las dos hipótesis que permiten explicar las alteraciones del atontamiento miocárdico son 

la sobrecarga de Ca2+ y la producción de ROS (Bolli, 1990; Kloner y col, 1998; Gao y col,
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1997; Van Eyk y col, 1998). La injuria producida por el Ca2+ es en parte mediada por la 

proteólisis que ocurre como resultado de la activación de proteasas (calpaínas) 

dependientes de Ca2+. Especialmente la calpaína I ataca a la troponina I (Tnl) clivándola y 

provocando una respuesta disminuida de los miofilamentos al Ca2+ (Gao y col, 1997).

Infarto miocárdico
Si la isquemia se extiende más allá de 20 a 30 min las alteraciones ultraestructurales del 

miocardio pasan de un estado reversible (atontamiento) a un estado irreversible que es 

caracterizado como muerte celular. Es así, que el desarrollo de una sostenida oclusión 

coronaria es usualmente diagnosticada como infarto agudo de miocardio (IAM) y puede 

resultar en muerte temprana por paro cardíaco debido a arritmias o a una pérdida 

suficiente de la contractilidad del ventrículo izquierdo. La restauración del flujo coronario a 

través de la arteria ocluida es el principal tratamiento del IAM y la aplicación de la 

reperfusión temprana para restaurar el aporte sanguíneo a la zona de riesgo isquémica es 

central para limitar la extensión de la injuria irreversible. Sin embargo, es reconocido que 

la reperfusión puede estar asociada con posterior injuria (Yellon y Baxter, 2000; Downey y 

Cohen, 2006). Por lo tanto, es apropiado hablar del IAM como una patología por isquemia- 

reperfusión.

La necrosis y apoptosis son los dos procesos que contribuyen a la muerte celular. Aún 

cuando existen controversias, la mayor parte de las evidencias disponibles sugieren que 

en el infarto miocárdico el número de células apoptóticas es muy bajo comparado con el 

de células necróticas. Estos mecanismos serían puestos en marcha cuando se produce la 

formación y apertura del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria (Crompton M, 

1999; Di Lisa y col, 2001; Halestrap y col, 2004) en el cual las ROS y el Ca2+ participan 

activamente.

Especies reactivas del oxígeno (ROS)

Dentro de las ROS se encuentran las especies radicales como el anión superóxido (O2'), 

el anión hidroxilo (OH') y el óxido nítrico (NO), y las especies no radicales como el
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peróxido de hidrógeno (H2O2), oxígeno singulete (1O2) y el peroxinitrito (ONOO’). Las 

especies radicales son átomos o grupos de átomos que tienen un electrón desapareado 

con capacidad de aparearse. Necesitan para aparear su electrón no apareado el de una 

molécula estable que se lo ceda, la cual se convierte a su vez en un radical libre por 

quedar con un electrón desapareado, iniciándose así una reacción en cadena.

La principal fuente de producción de las ROS es la cadena respiratoria de la mitocondria. 

Otras fuentes se muestran a continuación:

Fuentes de ROS

Cadena de transporte de electrones de la mitocondria
NADPH oxidasa
Xantino oxidasa
Células fagocíticas, endoteliales y leucocitos
Citocromo P450 
Peroxisomas

El nivel celular de las ROS depende del balance entre la producción y la remoción de las 

mismas. En condiciones fisiológicas, los efectos perjudiciales de las ROS son 

contrarrestados por los sistemas antioxidantes. Estos sistemas son todas aquellas 

sustancias que hallándose presentes en bajas concentraciones respecto a las de un 

sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o previenen la oxidación de dicho sustrato. 

Dentro de estos sistemas están los enzimáticos y los no enzimáticos. Dentro de los 

primeros están las enzimas catalasa, superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa 

(GPx). Esta última enzima utiliza como cofactor el glutatión que forma parte de uno de los 

más importantes sistemas antioxidantes. El glutatión reducido (GSH) es un tripéptido 

formado por glutamato-glicina-cisteína (Fig 4)
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Figura 4. Estructura química del glutatión reducido. Se indica el grupo sulfidrilo (-SH) que interviene en las 

reacciones de oxido-reducción.

El GSH no solamente actúa como "scavenger" ó atrapante de las ROS, sino que regula el 

estado redox intracelular. El sistema del glutatión consiste en el GSH, la GPx y la glutatión 

reductasa (GRed). La GPx cataliza la reducción del H2O2 y otros peróxidos convirtiendo el 

GSH a su forma oxidada (GSSG) (Fig 5).

Figura 5. Esquema general de las reacciones químicas catalizadas por la glutatión peroxidasa

El GSSG es posteriormente reducido de nuevo a GSH por la GRed. En condiciones 

normales, más del 95% del glutatión celular está en forma reducida, así que el ambiente 

intracelular es primordialmente reductor. La fuerza reductora del GSH es una medida de 

su poder de captación de ROS.

La enzima SOD representa otro de los grandes sistemas antioxidantes del organismo. 
Como se esquematiza en la Fig 6, se distinguen la SOD dependiente de Mn2+, que se 

localiza dentro de la mitocondria, la SOD dependiente de Cu2+-Zn2+ que se encuentra en el 

citosol y la SOD extracelular (EC) que se localiza fuera de la célula (van Deel y col, 2008; 

Kinnula y Crapo, 2004). Todas las SOD catalizan la reacción de conversión del anión 

superóxido (O2 ’) en la molécula peróxido de hidrógeno (H2O2).

19



Figura 6. Esquema de la localización de las distintas ¡soformas de la enzima superóxido dismutasa (SOD) y 

reacción química catalizada por ellas.

Dentro de los sistemas antioxidantes no enzimáticos se encuentran la albúmina, 

metalotioneína y ceruloplasmina, ferritina, acido úrico, bilirrubina, vitaminas E y C, etc. En 

la Fig 7 se esquematiza una síntesis de las vías de regulación de los sistemas 

antioxidantes frente a la formación de ROS. Como puede observarse el radical O2" 

(generado por las fuentes anteriormente mencionadas) mediante la captación de 

electrones y la participación de la enzima SOD y de los iones Fe3+ (reacciones de Fenton y 

de Haber Weiss) se convierte en las especies H2O2 y OH. Además de las enzimas SOD, 

GPx y catalasa que actúan directamente sobre las ROS existen otros “soportes” 

antioxidantes que incluyen GRed y enzimas involucradas en la vía de las pentosas fosfato 

que mantienen los niveles celulares de GSH y NADPH, cofactores necesarios para SOD y 

GPx:

Figura 7. Esquema de las vías de regulación de los sistemas antioxidantes.
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Las ROS pueden tener efectos beneficiosos para la supervivencia celular cuando su 

producción no excede la capacidad antioxidante del tejido. Estas propiedades beneficiosas 

están esencialmente relacionadas con su capacidad para actuar como segundos 

mensajeros en el interior celular (Herrlich y Bohmer, 2000; Alien y Tresini, 2000; Sastre y 

col, 2000). Una importante prueba que sugiere un papel de las ROS como segundos 

mensajeros, es su capacidad para activar a NF-kB, que es un factor de transcripción que 

regula la expresión inducible de varios genes involucrados en la supervivencia celular 

(Karin y Lin, 2002, Haendeler y col, 2004; Vaquero y col, 2004; Das y Maulik, 2004).

Sin embargo, cuando la producción de las ROS es excesiva y/o disminuye la actividad o 

concentración de los sistemas antioxidantes, se produce un desequilibrio llamado "estrés 

oxidativo", representado en el esquema de la Fig 8. Este desequilibrio ocurre en 

situaciones como la isquemia-reperfusión.

Figura 8. Esquema representativo del balance entre la producción y remoción de las ROS y el desequilibrio 

producido por la isquemia-reperfusión.

Numerosos estudios (Arroyo y col, 1987; Bolli y col, 1988; Garlick y col, 1987; Zweier, 

1988; Zweier y col, 1987; Ambrosio y col, 1991) han demostrado que las ROS se generan 

principalmente durante los primeros minutos de la reperfusión. Es así que intervenciones 

que disminuyen la producción de dichas especies ó aumentan los sistemas antioxidantes 

atenúan las alteraciones producidas por la isquemia-reperfusión (Kilgore y col, 1994; Kevin
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y col, 2003; Padma y col, 2006). También existen evidencias experimentales que muestran 

que un déficit del gen de la SODMn (Asimakis y col, 2002) provoca un aumento de la 

injuria miocárdica y la sobreexpresión del mismo produce una atenuación del daño 

miocárdico. Aunque los mecanismos responsables de las ROS como agente causal del 

daño por isquemia-reperfusión no se conocen claramente, estudios recientes focalizan la 

atención en la mitocondria y específicamente en la formación del poro de transición 

permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Halestrap y col, 2004).

Las ROS producen el ataque de las proteínas (Venardos y col, 2007), el ADN (Klaunig y 

Kamendulis, 2004) y los lípidos (Andreadou y col, 2009), causando en estos últimos la 

peroxidación. Este proceso implica una reacción directa de las ROS con los lípidos de la 

membrana celular para formar radicales libres intermedios y peróxidos semi-estables (Fig 

9). A ello le sigue una cadena de reacciones autocatalíticas que lesionan la membrana y 

producen aldehidos terminales, entre otros el malondialdehído. Este aldehido hace de 

mediador en una serie de reacciones de enlace cruzado y puede además servir como 

índice de la magnitud de la peroxidación lipídica.

Figura 9. Esquema de reacción general de peroxidación lipídica
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Poro de transición de permeabilidad mitocondrial (mPTP)

La mitocondria es una organela cuya función principal es la oxidación de sustratos con 

producción de ATP, mediante la fosforilación oxidativa a través de una cadena 

transportadora de electrones con consumo de O2. Es a su vez depósito de Ca2+ y de otras 

sustancias. Frente al estrés producido por la isquemia y reperfusión, la mitocondria 

responde con la formación del mPTP, un poro no específico multimérico que se encuentra 

en la membrana de la organela, estableciendo puntos de contacto entre la membrana 

interna y externa. El modelo hipotético clásico (Zamzami y Kroemer, 2001) para la 

formación del mPTP (ver Fig 10) incluye la adenina nucleótido translocasa (ANT) que se 

encuentra en la membrana mitocondrial interna, y el canal aniónico dependiente de voltaje 

(VDAC) en la membrana mitocondrial externa. Otras proteínas que se han considerado 

parte de este complejo son la hexoquinasa (HKII) (citosólica), la ciclofilina D (CyP-D) 

(matricial), la creatina quinasa (mtCK) (espacio intermembrana) y el receptor periférico de 

benzodiacepinas (PBR) (membrana mitocondrial externa). No obstante, los verdaderos 

constituyentes del poro continúan siendo debatidos dado que recientemente se ha 

descripto la formación del poro, en mitocondrias procedentes de ratones knock-out para 

ANT (Kokoszka y col, 2004).

Figura 10. Formación del mPTP durante la reperfusión. CypD: complejo ciclofilina D; CK: creatina quinasa; 
VDAC: canal aniónico dependiente de voltaje; ANT: adenina nucleótido translocasa; HK: hexoquinasa; 
BR:receptor perisférico de benzodiazepinas; MME: membrana mitocondrial externa y MMI: membrana 
mitocondrial interna.
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La formación del mPTP permite el paso de agua y solutos de peso molecular menor a 1.5 

kDa. Es un canal que funciona con alta conductancia, es dependiente de voltaje y no 

selectivo. Bajo condiciones fisiológicas normales, la membrana mitocondrial interna es 

impermeable a la mayoría de los solutos y el mPTP no se forma. En condiciones de 

estrés, como en la isquemia-reperfusión, la formación del poro en la membrana interna 

resulta en la pérdida de la impermeabilidad y rápido colapso del potencial de la membrana 

mitocondrial. Está descripto que la formación del mPTP ocurre durante la reperfusión y de 

acuerdo con el tiempo de apertura del mismo se puede desencadenar la apoptosis, la 

necrosis ó ambas (Crompton y col, 1988; Duchen y col, 1993; Lemasters y col, 1997; 

Halestrap y col, 1998; Di Lisa y col, 2001). Entonces, la formación o la inhibición del mPTP 

durante la reperfusión determina la muerte o la sobrevida celular (Halestrap y col, 2004).

En el año 1998, Halestrap y col propusieron que la formación del mPTP se produce como 

resultado de la unión de la CyP-D mitocondrial a la ANT en la membrana mitocondrial 

interna. Esta unión se ve favorecida por la modificación del grupo tiol de la ANT ó de otros 

grupos tioles causada por las ROS, cuya producción puede ser aumentada por el aumento 

del Ca2+ ¡ntramitocondrial (Kanno y col, 2004). Es decir, la sobrecarga de Ca2+ y las ROS 

mitocondriales son los principales inductores de la formación del mPTP.

Mecanismos cardioprotectores

La filosofía de la reperfusión temprana reside en el reconocimiento de que la extensión de 

la injuria irreversible (tamaño de infarto) es el primer determinante de la extensión del 

remodelamiento post-infarto y de la propensión al desarrollo de la insuficiencia cardíaca 

crónica y muerte (Simoons y col, 1997). Es decir, pacientes que sobreviven a un episodio 

isquémico agudo pero mantienen un considerable infarto transmural son de alto riesgo 

para la consecuente morbimortalidad asociada a la insuficiencia cardíaca. Esto determina 

que cualquier intervención que pueda maximizar la efectividad de la reperfusión o atenuar 

el avance de la injuria irreversible durante la isquemia ó reperfusión, tenga un significativo 

potencial terapéutico. Por ello los investigadores enfocan la atención en identificar los 

blancos tratables farmacológicamente para disminuir el tamaño del infarto durante la
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isquemia-reperfusión. Así, el término cardioprotección se refiere específicamente a 

intervenciones capaces de disminuir el tamaño del infarto u otras alteraciones derivadas 

de la isquemia-reperfusión, como las arritmias y el empeoramiento de la función contráctil. 

La aplicación de estrategias experimentales más sofisticadas ha permitido conocer las 

cascadas complejas de transducción de señales involucradas en la regulación de la 

muerte y sobrevida del cardiomiocito durante la isquemia-reperfusión.

PREACONDICIONAMIENTO ISQUÉMICO

Numerosos trabajos señalan como un mecanismo cardioprotector al fenómeno llamado 

“preacondicionamiento isquémico” (Pl) descripto por Murry y col en el año 1986 (ver Fig 

11). Esta intervención se basa en que breves episodios de isquemia aplicadas 

previamente a la isquemia de mayor duración, disminuye las alteraciones ocasionados por 

la isquemia-reperfusión (Yellon y col, 1998; Yellon y Downey, 2003; Heusch, 2004)

I : Isquemia; R : reperfusión

Figura 11. Esquema de un protocolo de preacondicionamiento isquémico.

La gran reproducibilidad de este fenómeno utilizando una amplia variedad de protocolos 

experimentales, rápidamente dejaron al Pl como un mecanismo muy importante para la 

cardioprotección. Existen numerosas evidencias que este fenómeno también ocurre en el 

corazón humano. En el año 1994, Ikonomidis y col demostraron que la aplicación de 

cortos episodios de isquemia previos a una isquemia de 90 min de duración mejoraba la 

sobrevida de miocitos cardíacos humanos cultivados. También se comprobó que repetidas 

oclusiones coronarias en el curso de una angioplastia pueden preacondicionar al corazón, 

de tal manera que en la última inflada del balón se observó disminución del dolor de
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pecho, de la elevación del segmento ST y de la producción de lactato comparadas con la 

primera (Laskey, 2005). Otros estudios clínicos muestran que la angina preinfarto protege 

al miocardio, exhibiendo los pacientes disminución de la incidencia de arritmias (Kloner y 

Yellon, 1994). El hecho de que algunos pacientes con enfermedad coronaria puedan 

desarrollar menos dolor en el segundo test de ejercicio que en el primero cuando esos test 

están separados por un corto período de reposo, puede ser considerado como otro 

ejemplo de Pl en humanos (Kloner y Yellon, 1994).

Aunque los mecanismos del Pl no están totalmente aclarados, en la actualidad se conoce 

que existen múltiples vías de señalización que regulan el crítico balance entre la muerte y 

la sobrevida celular durante la isquemia-reperfusión. Trabajos recientes proponen una 

teoría del Pl que comienza con la fase llamada "trigger" que ocurre en los ciclos 

preacondicionantes de isquemia-reperfusión y que consiste en la aparición de ligandos 

cardioprotectores. Uno de los primeros ligandos propuestos fue la adenosina (Liu y col, 

1991). Investigaciones posteriores mencionan a la bradiquinina, acetilcolina, opioides y 

fenilefrina como posibles mediadores (Cohen y col, 2001). La interacción de dichos 

ligandos con receptores de membrana lleva a la activación de distintas quinasas como la 

proteína quinasa C (PKC) (Liu y col, 1994), la proteína quinasa mitogénica p38 

(p38MAPK) (Mocanu y col, 2000), el complejo fosfatidilinositol-3-quinasa/Akt (PI3K/Akt) 

(Mocanu y Yellon, 2007), la glucógeno sintetasa quinasa-3 p (Tong y col, 2002) y la 

interacción entre ellas en las distintas cascadas de señalización (Hausenloy y col, 2004a). 

También el óxido nítrico (NO) directa ó indirectamente a través de la activación de la 

guanilato ciclasa (GC) ha sido considerado como un factor importante en la 

cardioprotección dada por el Pl (Rakhity col, 1999; Bolli, 2001).

Oxido nítrico (NO)

El NO (óxido de nitrógeno (II)) es una molécula que tiene dos propiedades importantes 

que en parte explican su dualidad: no está cargada y tiene un electrón desapareado 

( N=O). Por tal motivo el NO difunde libremente a través de las membranas y el electrón 

desapareado la convierte en una especie reactiva.
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El NO reacciona fácilmente con el radical O2~' (ver Fig 7), proceso que puede ser 

beneficioso porque hace desaparecer un radical potencialmente injurioso, pero también 

puede ser peligroso porque de la reacción resulta la formación de peroxinitrito (ONOO-), 

el cual es citotóxico (Ferdinandy y col, 2003). La manifestación de uno u otro de dichos 

efectos en situaciones específicas parece depender de la forma en la cual el NO es 

liberado ó transportado (Stamler y col, 1992).

El NO se genera a partir de la transformación del aminoácido L-arginina en L-citrulina (Fig 

12), proceso catalizado por la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS).

Figura 12. Formación del óxido de N (II)

Esta enzima presenta tres isoformas conocidas: (a) tipo I o neuronal (nNOS) y tipo III o 

endotelial (eNOS), que se expresan en forma constitutiva en las células y coexisten en los 

miocitos cardíacos liberando pequeñas cantidades de NO por cortos períodos de tiempo 

(Depre y col, 1997), y (b) la isoforma inducible o tipo II (¡NOS) que se encuentra distribuida 

en células inmunes (Steiner y col, 2000). Se ha identificado además una variante de la 

nNOS en la mitocondria llamada NOS mitocondrial (mtNOS) (Giulivi y col, 1998), 

responsable del 50% del NO citosólico en el miocardio de la rata y cuya actividad aumenta 

durante la hipoxia (Elfering y col, 2002; Zaobornyj y col, 2005) y la isquemia (Depre y col, 

1997). El propio NO, a través de la vía guanilato ciclasa soluble (GCs)-GMPc, regula la 

expresión de la mtNOS y la biogénesis mitocondrial, efectos que se asocian con un 

aumento de la fosforilación oxidativa y del contenido celular de ATP (Nisoli y col, 2004).

El NO juega un rol importante en las alteraciones cardiovasculares que siguen a la 

isquemia-reperfusión. Su participación en estos procesos ha sido estudiada mediante la
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administración de sustancias dadoras de NO, las cuales administradas antes de la 

isquemia disminuyen el tamaño del infarto y la recuperación de la función miocárdica (Yan 

y col, 2001), mimetizando el clásico preacondicionamiento isquémico. La isquemia- 

reperfusión provoca activación de la NOS (Bolli, 2001 ¡ Gewaltig y Kojda, 2001) y el 

aumento del NO producido desencadena, a nivel de la función miocárdica, efectos 

contradictorios. Trabajos recientes muestran que el NO ejerce una acción cardioprotectora 

(Bolli, 2001; Jones y Bolli, 2006; Ferdinandy y col, 2003; Jugdutt, 2002), mientras que 

otros señalan que contribuye a un aumento del daño miocárdico. Es así, que la inhibición 

de la NOS muestra un efecto protector contra la isquemia-reperfusión, lo cual sugiere 

efectos nocivos del NO (Kobara y col, 2003).

La acción beneficiosa del NO estaría dada por un efecto antioxidante (Massoudy y col, 

1995) y por promover la apertura de los canales mitocondriales de K+ dependientes de 

ATP (Ljubkovic y col, 2007). Recientemente se ha demostrado que el NO disminuye la 

muerte celular bloqueando el mPTP a través de la vía de señalización GCs-GMPc- 

proteína quinasa G (PKG) (Kim y col, 2004). El efecto perjudicial del NO sería debido a la 

formación de ONOO', anión que produce nitración de proteínas llevando a la inactivación 

de importantes enzimas, tales como la SOD (Kojda y Harrison, 1999; O’Donnell y 

Freeman, 2001).

Canales de K+ dependientes de atp (K+-Atp)

Los canales de K+ son una familia de proteínas de membrana que juegan un rol crítico en 

una gran variedad de procesos fisiológicos, incluidos la regulación de la frecuencia 

cardíaca, contracción muscular (Baines y col, 1999), la liberación de neurotransmisores y 

regulación del volumen celular (Ferdinandy y col, 2007). Los miocitos cardíacos contienen 

dos tipos de canales de K+ (Fig 13), los que se encuentran en la membrana celular o 

sarcolema (sarcK-ATP.) y los que están en la membrana mitocondrial interna (mitoK+-ATp) 

(Noma A,1983; Garlid y col,1997).
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Figura 13. Esquema de la localización de los canales K+-Atp en la célula miocárdica.

Los sarcK+-ATP están formados por el poro y las subunidades receptoras (Nishida y col, 

2009) y durante la hipoxia o la isquemia estos canales se abren facilitando el aumento del 

influjo de K+.

A nivel mitocondrial, el flujo de K+ a través de su membrana interna modifica el potencial 

de membrana, regulando el volumen de la mitocondria, la producción de energía y la 

homeostasis del Ca2+. Para permitir el ciclado de K+ a través de la membrana mitocondrial 

interna, la mitocondria expresa el antiporter (H+/K+), el canal de K+ activado por Ca2+ y el 

mitoK+-ATp.

Estudios recientes (Garlid y col, 1997) demostraron que la tolerancia del miocardio frente a 

la injuria por isquemia y reperfusión está aumentada por la activación de los mitoK+-ATp. 

Asimismo, Grover y Garlid en el año 2000, propusieron a los canales mitoK+-ATP como 

blanco molecular de la cardioprotección ejercida por el diazóxido, abridor del canal. Es así 

como gran cantidad de estudios comenzaron a focalizar su atención en la apertura de 

dichos canales como mecanismo central del PI (Ardehali y O’Rourke, 2005; Takano y col, 

2000; Noma ,1983) demostrando la importancia del flujo de K+ mitocondrial para la 

cardioprotección.
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Se ha propuesto que la apertura de los canales mitoK+-ATP puede causar una 

despolarización de la mitocondria durante la reperfusión suficiente como para reducir la 

producción de las ROS, la acumulación de Ca2+ y de esta manera evitar la apertura del 

mPTP (Hanley y Daut, 2005; Ylitalo y col, 2000; Wang y col, 2001; Grover y Garlid, 2000; 

Oldenburg y col, 2003; Liu, y col, 1998; Costa y col, 2006).

Hipertrofia cardíaca

El concepto de hipertrofia cardíaca (HC) se basó tradicionalmente en el aumento de peso 

del corazón determinado principalmente por el mayor tamaño de los miocitos. Las células 

musculares cardíacas si bien representan sólo aproximadamente el 30% del número total 

de las células del miocardio, dado su gran tamaño constituyen aproximadamente el 76% 

del volumen del órgano y por ello su crecimiento impacta significativamente sobre el peso 

final del corazón. Sin embargo, recientemente Merkle y col (2007) trabajando con un 

modelo de ratón que sobreexpresa la proteína caspasa I (cisteína-proteasa involucrada en 

los mecanismos de apoptosis), señalaron que se evidenció HC y fibrosis en el miocardio 

sin aumento del peso del corazón. Si se tiene en cuenta que el determinante de la 

respuesta hipertrófica puede generar simultáneamente apoptosis con disminución del 

número total de miocitos con su repercusión en el peso final del corazón, esta nueva 

evidencia sugiere la posibilidad de reubicar la definición de HC a nivel del tamaño del 

miocito, no necesariamente acompañada por aumento de peso del órgano.

Tipos de Hipertrofia Cardíaca

La HC podría interpretarse “a priori” como una respuesta adaptativa del miocardio frente a 

la situación que la origina. Al aumentar el espesor de la pared ventricular como 

consecuencia de la HC, se favorecería la normalización del estrés al que está sometido el 

ventrículo ante una sobrecarga hemodinámica, de acuerdo a lo enunciado por la Ley de 

Laplace (Tensión = Presión x Radio/2 Espesor). En determinadas situaciones como 

durante el crecimiento, el embarazo o la práctica de actividad física intensa, la respuesta a 

la sobrecarga hemodinámica se caracteriza por aumento del tamaño de los miocitos con
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incremento proporcional de los elementos estructurales del miocardio y con función 

contráctil conservada o incluso aumentada. Este tipo de respuesta se denomina HC 

fisiológica y cumple realmente una función de adaptación. Por el contrario, puede suceder 

que la HC se acompañe de aumento de la fibrosis intersticial, mayor incidencia de 

apoptosis, disminución de la densidad capilar y reprogramación de la expresión génica con 

inducción de genes fetales y represión de los genes que codifican las respectivas 

isoformas del adulto (Sadoshima e Izumo, 1997; McKinsey TA y Olson, 1999; Chien, 1999; 

van Empel VP y De Windt, 2004). Estas alteraciones en la estructura del miocardio se 

asocian con deterioro de la función ventricular evolucionando habitualmente hacia la 

insuficiencia cardíaca, razón por la cual a este tipo de HC se la define como HC patológica 

(MacLellan y Schneider, 1999).

Son numerosas las evidencias que sustentan que la HC patológica no es necesaria para la 

compensación funcional frente a una situación de sobrecarga hemodinámica, a pesar de 

prevenir o atenuar el aumento del estrés parietal. La inhibición de su desarrollo en distintas 

situaciones de sobrecarga hemodinámica experimental no produce deterioro en la función 

cardíaca (Akhter y col, 1998; Esposito y col, 2002; Wettschureck y col, 2001). Del mismo 

modo, la inducción de su regresión conlleva a una reducción del riesgo cardiovascular 

independientemente del tratamiento por el que se logre (Mathew y col, 2001; Verdecchia y 

col, 1998).

En el año 1963 Okamoto cruzó ratas Wistar Kyoto (WKY) que desarrollaban presión 

elevada. Los animales obtenidos de esta cruza comenzaron a desarrollar hipertensión 

entre la quinta y sexta semana de edad, alcanzando presiones sistólicas de entre 180 y 

200 mmHg en la fase adulta. Además, comenzando las semanas 40 y 50 de vida esta 

cepa desarrolló características de la enfermedad cardiovascular, como ser hipertrofia 

cardíaca y vascular (Conrad y col, 1995). A partir de entonces este modelo de 

hipertensión, que presenta características similares al tipo de hipertensión esencial 

descripta en humanos, ha sido el más utilizado para el estudio de la enfermedad 

cardiovascular (Pinto y col, 1998).
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Isquemia-reperfusión en corazones hipertróficos

La respuesta hipertrófica o remodelamiento hipertrófico, es el resultado de la estimulación 

de múltiples vías de señalización intracelular que alteran la transcripción génica (Frey y 

Olson, 2004; Frey y col, 2004) promoviendo modificaciones a nivel celular y molecular que 

se manifiestan mediante una serie de cambios morfológicos y funcionales. Se sabe que la 

respuesta hipertrófica lleva a la alteración de genes que codifican proteínas involucradas 

en la homeostasis del Ca2+ y del Na+ y en el aumento de los niveles de los péptidos 

natriuréticos (Feldman y col, 1993; Johnatty y col, 2000; Lorell y Carabello ,2000).

Para estudiar bajo condiciones experimentales la tolerancia de los corazones hipertróficos 

frente a la injuria por isquemia y reperfusión, se han utilizado diferentes modelos como ser 

ratas Dahl sensibles a la sal (Saupe y col, 2000), constricción aórtica (Peyton y col, 1982; 

Gaasch y col, 1990; Snoeckx y col, 1990; Friehs y del Nido 2003) e hipertensión 

espontánea entre otros (Belichard y col, 1988; Snoeckx y col, 1986; Snoeckx y col, 1989). 

Los animales hipertróficos presentan distinto comportamiento frente a la isquemia- 

reperfusión dependiendo del diseño experimental usado y especialmente de la edad de los 

animales utilizados. Los animales seniles muestran una aumentada susceptibilidad al daño 

por isquemia y/o reperfusión (Allard y col, 1994; Snoeckx y col, 1993; Wexler y col, 1988). 

Sin embargo, cuando se usan animales adultos jóvenes, con moderada hipertrofia, los 

resultados no son tan concluyentes. Existen datos previos que muestran que los animales 

presentan en algunos casos una disminuida (Grover y col, 1996; Haneda y col, 1986) y en 

otros una similar (Hoffmeister y col, 1998) recuperación postisquémica con respecto a 

corazones de ratas normales.

En cuanto al preacondicionamiento isquémico (Pl) ha sido muy estudiado como 

mecanismo protector en los corazones normales pero existen evidencias escasas en el 

miocardio hipertrófico (Pantos y col, 1996; Boutros y Wang, 1995; Nakagawa y col, 1997). 

Por lo tanto, aún no han sido totalmente identificados los mediadores responsables de 

dicha protección. En corazones hipertróficos de ratas con constricción aórtica abdominal, 

existen evidencias recientes que el Pl previene las alteraciones generadas por la isquemia 

y reperfusión a través de la activación de los canales de K+-atp mitocondriales (Rajesh y 

col, 2004). Otro intermediario que posee activa participación en el miocardio de corazones 

normotróficos es el NO. El NO juega un rol crucial en el mantenimiento de la presión
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sanguínea (Loscalzo y Welch, 1995). Se ha descripto que las las ratas hipertensas 

espontáneas (SHR) tienen una deficiencia en la vasodilatación dependiente de NO que 

fue, en un principio, atribuida a una disminución en la expresión de la eNOS en el 

endotelio coronario (Crabos y col, 1997). Otro argumento a favor de esta hipótesis, fue el 

hallazgo que la respuesta de miocitos de ratas hipertróficas por sobrecarga de presión a 

los dadores del NO era menor (Ito y col, 1997). Contrariamente, en miocitos cardíacos 

postisquémicos de ratas con accidente cerebrovascular (stroke prone), fue descripto una 

mayor actividad de la ¡NOS. También, en el miocardio de las ratas SHR se observó una 

mayor actividad de la nNOS y eNOS (Nava y col, 1995), indicando que el miocardio es 

capaz de generar mayores niveles de NO, pero su biodisponibilidad no es suficiente (Nava 

y col, 1998). Varios estudios demostraron que la inactivación del NO y la consiguiente 

disminución de su biodisponibilidad estaría relacionada con la marcada actividad de las 

ROS (Schackenberg y Wilcox, 1999; Schackenberg y col, 1998; Klem y col, 1995; Kojda 

G y Harrison DG, 1999).

Investigaciones previas sugieren que en corazones hipertróficos la vía del NO-GMPc 

estaría alterada y su regulación diferencial podría ser la causa de la alteración cardíaca 

inducida por la isquemia y reperfusión. Esta hipótesis se basa en que, en ratas 

normotensas, un aumento de NO a través del GMPc estaría provocando un efecto 

protector frente a la injuria por reperfusión, mientras que en ratas hipertensas el NO no 

sería lo suficientemente bioactivo como para estimular la formación de GMPc y de esta 

manera ejercer la protección del miocardio (Tetsuji y col, 2007).
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Objetivos

Los objetivos de este trabajo de tesis fueron estudiar en ratas normotensas Wistar Kyoto 
(WKY) e hipertensas espontáneas (SHR) adultas jóvenes (5-6 meses de edad):

1-Los efectos de isquemias de distinta duración sobre
- el tamaño del infarto
- la función miocárdica
- el estrés oxidativo.

2-Los efectos del preacondicionamiento isquémico (Pl) sobre las variables mencionadas

3-La participación del NO en el Pl

4-La participación de los canales mitocondriales de K+ dependientes de ATP en el Pl.

5-Los efectos del atrapamiento farmacológico de las especies reactivas del oxígeno 
(ROS), mediante el tratamiento con N-2-mercaptopropionilglicina (MPG) sobre las 
variables mencionadas.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratas machos normotensas Wistar Kyoto (WKY) e hipertensas espontáneas 

(SHR) de 5 a 6 meses de edad obtenidas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas, 

de la Universidad Nacional de La Plata. Todos los experimentos fueron realizados de 

acuerdo con la guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio publicado por el 

Instituto Nacional de la Salud (NIH) de Estados Unidos (publicación nro. 85-23, revisada 

en el año 1996).

Obtención del corazón aislado

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico (60 mg/kg i.p.) Se les abrió 

rápidamente el tórax, se aisló la aorta, y se cortaron las conexiones cardíacas liberando al 

corazón de grasa y tejido conectivo, sacándolo del animal. La aorta se ligó con hilo de lino 

a una cánula colocada en un sistema de perfusión Langendorff. Estas maniobras se 

realizaron en un tiempo no mayor de 50 seg para evitar el deterioro del preparado. La 

composición del Ringer fue: NaCI 120 mM, CaCE 1.35 mM, KOI 4.7 mM, MgSCU 1.2 mM, 

NaCO3H 20 mM y dextrosa 11.1 mM, el cual fue termostatizado a 37°C y equilibrado con 

una mezcla gaseosa de 95%O2 - 5% CO2, para obtener un valor de pH de 

aproximadamente 7.40.

Perfusión de corazones aislados de rata

Luego de un breve período de estabilización, se produjo el bloqueo aurículo-ventricular 

dañando con una fina aguja el tejido conductivo del septum auricular. La estimulación 

eléctrica se realizó a través de dos electrodos que fueron suturados a la pared ventricular 

derecha para mantener la frecuencia cardíaca constante en un valor de 280 ±10 lat/min. 

Para evaluar la actividad mecánica de los corazones se colocó un balón de látex atado a 

un tubo de polietileno en el ventrículo izquierdo a través de la válvula mitral. El extremo 

opuesto del tubo fue conectado a un transductor de presión (AD Instruments) que permitió 

medir la presión del ventrículo izquierdo (PVI). El globo de látex y el tubo de polietileno se
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llenaron con un volumen de agua suficiente para lograr una presión diastólica final (PDF) 

de entre 8-12 mmHg, volumen que se mantuvo constante durante todo el experimento. La 

presión de perfusión coronaria fue monitoreada en el punto de canulación de la aorta y 

ajustada a aproximadamente entre 60-70 mmHg. El flujo coronario, controlado por una 

bomba peristáltica fue de aproximadamente entre 10-12 ml/min en todos los grupos 

experimentales. La PVI fue adquirida usando un conversor analógico-digital y el programa 

de adquisición Chart V4.2.3 AD Instruments. A través de esta señal se obtuvieron los 

parámetros mecánicos necesarios para evaluar la función miocárdica.

Protocolos experimentales

1- Control (C)

Perfusión durante 3 hs.

2- Isquemia y Reperfusión (IR)

IR1
a) Estabilización (E): 20 min
b) Isquemia global normotérmica (IG): 35 min
c) Reperfusión (R): 2 horas

IR2
a) Estabilización (E): 20 min
b) Isquemia global normotérmica (IG): 50 min
c) Reperfusión (R): 2 horas

3- Preacondicionamiento isquémico (PI)

1PI
a) Estabilización (E):10 min
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b) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG 710 min R
c) Se seguirán los pasos b) y c) del protocolo IR1.

3PI
a) Estabilización (E): 5 min
b) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG 7 5 min R

c) Se seguirán los pasos b) y c) del IR2.

4- Preacondicionamiento isquémico + intervenciones (L-NAME ó 5-HD)

4.1
-1PI + L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil áster: bloqueante de la óxido nítrico sintetasa).

a) Estabilización (E): 5 min
b) L-NAME: 10 min antes del Pl y durante los 10 min de reperfusión del Pl.
c) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG 710 min R
d) Se seguirán los pasos b) y c) del IR1.

4.2
-1PI + 5-HD (sal sódica del ácido 5-hidroxidecanoico: bloqueante de los canales 
mitocondriales de K+).
a) Estabilización (E): 5 min
b) 5 HD: 10 min antes del Pl y durante los 10 min de reperfusión del Pl.
c) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG 710 min R
d) Se seguirán los pasos b) y c) del IR1.

4.3
-3PI + L-NAME
a) Estabilización (E): 5 min
b) L-NAME: 5 min antes del ciclo de Pl y durante cada Reperfusión del Pl
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c) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG / 5 min R 
d) Se seguirán los pasos b) y c) del IR2.

4.4
-3PI + 5-HD
a) Estabilización (E): 5 min
b) 5-HD: 5 min antes del ciclo de PI y durante cada Reperfusión del PI
c) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG / 5 min R
d) Se seguirán los pasos b) y c) del IR2.

5- MPG (N-2-mercaptopropionil glicina: atrapante de ROS)

a) Estabilización (E): 10 min
b) MPG: 10 min previos a la IG de 50 min y en los primeros 10 min de la R.
c) Se continuará la reperfusión hasta completar las 2 hs.

Parámetros medidos

Presión arterial sistólica

Este parámetro se controló semanalmente en la cola de las ratas en forma indirecta 

usando el método pletismográfico (Byrom y Wilson, 1938) y siguiendo las modificaciones 

detalladas en el trabajo realizado por Fritz y Rinaldi (2007).

Indice de Hipertrofia

El índice de hipertrofia (IH) fue calculado como el cociente entre la masa del ventrículo 

izquierdo (MVI, expresada en mg) y la masa corporal (MC, expresada en g) de las ratas.
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Determinación del tamaño del infarto

Al término del período de reperfusión el corazón fue retirado del sistema de Langendorff y 

el ventrículo izquierdo (VI), una vez pesado, se congeló a -20 °C por una hora. Al cabo de 

este tiempo el VI fue cortado en trozos de 2 mm de espesor a lo largo del eje mayor desde 

la punta a la base, los cuales fueron pesados y sumergidos en una solución al 1 % de 

cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) durante 14 min. El colorante ingresa a las células y al ser 

reducido queda atrapado en su interior tiñéndolas de color rojo. Sólo las células que 

conservan actividad deshidrogenasa, pueden retener este colorante. En consecuencia, las 

células que se encuentran vivas, quedarán teñidas de color rojo, mientras que las células 

muertas no se teñirán, permitiendo así la diferenciación del tejido infartado (ver Fig 14). 

Los trozos de corazón fueron guardados en formalina al 10% por 24 horas luego de lo cual 

se escanearon y, usando un programa de análisis de imágenes (Scion Image 1.62), se 

determinaron las áreas de infarto y las áreas de riesgo. El área total de infarto pesada se 

calculó como (A1 x P1) + (A2 x P2) + (A3 x P3) + (A4 x P4) + (A5 x P5) + (A6 x P6), donde 

Ai es el área de infarto de cada trozo y P¡ es la masa respectiva. Como en esta 

preparación el corazón entero constituye el área de riesgo (AR), el área total de riesgo 

pesada fue calculada de la misma forma que el área total de infarto pero teniendo en 

cuenta el área Ai total de cada trozo. El tamaño del infarto se expresó como porcentaje de 

AR.

Figura 14. Trozos de VI teñidos con TTC

Función miocárdica sistólica y diastólica

La función sistólica fue evaluada a través de la presión desarrollada del VI (PD) y la 

máxima velocidad de desarrollo de la presión del VI (+dP/dtmax). La PD se calculó restando 

a la presión pico la PDF. La +dPdtmax fue el máximo valor positivo de la primera derivada
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de la PVI en función del tiempo. La función diastólica fue evaluada a través de la PDF y de 

la máxima velocidad de caída de la presión del VI (-dP/dtmax) que constituyó el máximo 

valor negativo de la primera derivada de la PVI en función del tiempo.

Determinaciones bioquímicas

Para realizar estas determinaciones los distintos grupos experimentales fueron repetidos, ya que 

no se pueden utilizar los corazones usados para medir el tamaño del infarto.

Estrés oxidativo

1- Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) (Buege y Aust, 1978)

Para la estimación de la peroxidación lipídica se utilizó la determinación de TBARS. Para 

ello, luego de finalizado cada uno de los protocolos experimentales, los corazones se 

retiraron del sistema de Langendorff. Se aisló el VI y se colocó en un buffer compuesto por 

KCI (140 mM) y KPO4H2 (20 mM) en la proporción de 1 g de tejido en 5 ml de buffer. El 

tejido fue homogeneizado durante 1 min. a temperatura entre 0-2°C y luego centrifugado 

10 min. a 3000 rpm. El sobrenadante fue utilizado para la determinación de TBARS. El 

ensayo consistió en lo siguiente: a 0.5 ml del sobrenadante se le agregó 1.5 mi de ácido 

tricloroacético (TCA) al 10%, 1.0 mi de ácido tiobarbitúrico al 0.67 % y 0.5 mi de agua 

bidestilada. La preparación se agitó 10 seg y se incubó a 100 °C durante 15 min. Al 

término de este período se observó la formación de un producto de color rosado. Las 

muestras fueron enfriadas y centrifugadas 10 min a 2500 rpm. En el sobrenadante 

obtenido se leyó la absorbancia a 535 nm contra un blanco con mezcla de reacción y sin 

muestra. Los resultados fueron expresados como nmoles por mg de proteína (nmoles/ mg 

de prot), utilizando el coeficiente de extinción de 1.56 x 105 M’1 cm’1.

2- Glutatión reducido (GSH) (Sedlak y Lindsay, 1958)

Para la determinación del contenido de GSH se midieron los grupos sulfidrilos no unidos a 

proteínas. El fundamento de la reacción consiste en que el 5,5’-ditiobis-2-ácido 

nitrobenzoico (DTNB) es reducido por los grupos sulfidrilos a 2—nitro-5 mercaptobenzoico, 

que es de color amarillo intenso. El ensayo consistió en lo siguiente: a una alícuota (820
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pl) del homogenate se agregó 180 pl de TCA al 28 %. Las muestras se agitaron y luego se 

centrifugaron 10 min a 7.000 rpm. A 250 pl del sobrenadante se le agregaron 250 pl de 

TCA al 5 %,1 mi de Tris HCI a una concentración de 0.4 M (pH = 8.9) y 25 pl del colorante 

DTNB preparado en metanol a una concentración final de 10 mM.

Se midió la absorbancia a 414 nm dentro de los 5 min de agregado el DTNB contra un 

blanco con la mezcla de reacción sin muestra. Se realizó una curva de calibración usando 

distintas concentraciones de GSH. Los resultados obtenidos se expresaron como pg por 

mg de proteína (pg/mg prot).

3- Actividad citosólica de la enzima superóxido dismutasa (SOD) (Beuchamp y Fridovich, 

1971)

La actividad de la enzima SOD se determinó utilizando el sistema hipoxantina - xantina - 

azul de tatrazolio (NBT) a través de la inhibición de la producción del formazán a una 

temperatura de 25 0 C y pH = 10.2.

La mezcla de reacción contiene 10 pl del sobrenadante, 780 pl de buffer KH2PO4-KOH (50 

mM), 100 pl de EDTA (10 mM),10 pl de hipoxantina (10 mM) y 100 pl NBT (1 mM) en 

ausencia o presencia de CNK (5 mM).

Las muestras se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Luego de este período se 

inició la reacción con el agregado de 100 pl de xantina oxidasa (0.66 U/ml). Se incubaron 

la muestras 30 minutos a 25° C. Luego de este período de tiempo, y para finalizar la 

reacción, se agregaron 300 pl de CuCI2 en una concentración 1mM. Se leyó la 

absorbancia a 560 nm cada 30 segundos durante 5 minutos y los resultados obtenidos se 

expresaron como porcentaje de inhibición por mg de proteína (% inh/mg prot).

Contenido de proteínas

La concentración de proteínas fue evaluada a través del método de Bradford (Bradford, 

1976), mediante la utilización del estándar de albúmina de suero de bovino.

Análisis estadístico

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar. Para el estudio de 

diferencias significativas entre dos grupos experimentales se utilizó la prueba de t-Student.
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Para la comparación entre más de dos grupos se utilizó análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía seguido del test de Student-Newman-Keuls para comparaciones múltiples. En 

todos los casos el valor de 0,05 se consideró como el límite de significación estadística.
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Resultados

VALORES BASALES DE LOS ANIMALES UTILIZADOS

En la siguiente tabla se muestran los valores de presión arterial sistólica (PA), masa 

corporal (MC), masa del ventrículo izquierdo (MVI), y el índice de hipertrofia (IH) de las 

ratas WKY y SHR. El IH se calculó como el cociente entre MVI (en mg) y MC (en g).

* p< 0,05 con respecto a WKY

WKY (n=129) SHR (n=138)

PA (mmHg) 125 ±4 192 ±2*

MC(g) 316 ±5 317±6

MVI (g) 1,06 ± 0,04 1,49 ±0,05*

IH (mg/g) 3,67 ±0.12 4,61 ±0,18*

La cepa SHR mostró valores de PA, MVI e IH significativamente mayores que la WKY.

Isquemia Global de 35 minutos-2 horas de reperfusión (IR1)

Tamaño del Infarto:

La Fig 15 muestra un trozo de corazón correspondiente al grupo control, sin isquemia (A) y 

otro del grupo sometido a 35 min de isquemia global (IG) y 2 hs de reperfusión (B) de ratas 

WKY, teñidos con TTC. El área no teñida (color claro) corresponde al área infartada y el 

área total (suma de la zona de color rojo y la de color claro) corresponde al área de 

riesgo.
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Figura 15: El área total define el área de riesgo y el área no teñida la infartada. A: grupo C (control sin 
isquemia); B: grupo IR1 (IG 35 min y 2 hs de reperfusión).

En la Fig 16 se muestran los valores individuales y los promedios de los tamaños del 

infarto medidos al final del período de reperfusión, de corazones de ratas WKY y SHR 

pertenecientes a los grupos C e IR1. En las ratas WKY los valores promedios fueron de 

1,2 ± 0,1 % (n=4) en el grupo C y de 30 ± 3 % (n=11) en el IR1. En las SHR estos valores 

fueron de 1,3 ± 0,2 % (n=4) y de 35 ± 5 % (n=9) en los grupos C e IR1, respectivamente.

Figura 16: Tamaño del infarto, expresado como porcentaje del área de riesgo (AR), en ratas WKY y SHR.C: 
grupo control; grupo IR1 :IG 35'-R 2hs. * p< 0,05 con respecto a C.
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Función miocárdica:

-Función Sistólica

Los valores absolutos de presión desarrollada (PD) medidos al final de los 20 min del 

período de estabilización en ratas WKY y SHR no presentaron diferencias significativas. 

Estos valores fueron 76 ± 2 y 83 ± 3 mmHg en WKY (n=15) y SHR (n=13) 

respectivamente.

En el grupo C, al final de las 3 hs de reperfusión la PD, expresada como porcentaje de los 

valores obtenidos durante la estabilización, fueron de 76 ± 8 % y 78 ± 4 % en las cepas 

WKY y SHR, respectivamente.

En el grupo IR1 la PD disminuyó durante la isquemia hasta valores cercanos a 0, y en la 

reperfusión se fue recuperando llegando al final de la misma a valores de 6 ± 1 % en cada 

cepa de ratas (n=20). Estos valores se muestran en la Fig 17.

Figura 17: Valores de la presión desarrollada (PD), expresadas como porcentaje de los valores 
preisquémicos, en corazones de ratas WKY y SHR pertenecientes a los grupos C e IR1 de WKY y SHR.* p< 
0,05 con respecto a C.

En el grupo C, al término del período de reperfusión, la máxima velocidad de desarrollo de 

la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx) fue de 77 ± 6 % en las ratas WKY y de 80 ± 

7 % en las SHR.

La +dP/dtmáx en los corazones IR1 hacia el final de las 2 hs de reperfusión se comportó de 

manera similar que la PD y alcanzó valores de 6 ± 2 % y 7 ± 1 % en las ratas WKY y SHR 

respectivamente (Fig 18).
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Figura 18: Máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx) expresada 
como porcentaje de los valores preisquémicos, en corazones de los grupos C e IR1 en ambas cepas.* p< 
0,05 con respecto a C.

-Función Diastólica:

La Fig 19 muestra la modificación de la presión diastólica final (PDF) en función del tiempo 

en las ratas WKY y SHR en los grupos C e IR1. La PDF de ambas cepas al final de la 

reperfusión en el grupo C no cambió significativamente con respecto a los valores hallados 

durante la estabilización, llegando a 10 ± 4 vs 14,0 ± 0,4 mmHg en las ratas WKY y 11 ± 3 

vs 13,0 ± 0,5 mmHg en las SHR. En el grupo IR1 la PDF aumentó durante la isquemia 

llegando al final de los 35 min a un valor que en SHR no fue distinto al obtenido en las 

ratas WKY (55 ± 4 vs 49 ± 3 mmHg). Durante todo el período de reperfusion la PDF fue 

significativamente diferente entre las cepas, siendo al final de 63 ± 7 y 81 ±8 mmHg 

respectivamente para las ratas WKY y SHR. (Fig 20). Sólo a los 30 minutos iniciales de la 

reperfusión, la PDF de las SHR fue significativamente mayor a la observada en las ratas 

WKY.
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Figura 19: Presión diastólica final (PDF) en función del tiempo en los grupos C e IR1 en WKY y SHR.* p< 
0,05 con respecto a C; # p< 0,05 SHR vs WKY.

Figura 20: Valores de la presión diastólica final (PDF) al final del período de reperfusión en los grupos C e 
IR1en ratas WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a C

Los cambios de la máxima velocidad de caída de la presión del ventrículo izquierdo (- 

dP/dtmáx) al final de los protocolos experimentales en las ratas WKY y SHR se muestran en 

la Fig 21.

En el grupo C este parámetro alcanzó valores similares en ambas cepas de ratas (75 ±10 

% y 79 ± 6 % en WKY y SHR respectivamente).
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En el grupo IR1, aunque la recuperación postisquémica de la -dP/dtmáX fue menor que la de 

los corazones pertenecientes al grupo C, los valores fueron similares para ambas cepas 

(10 ± 2 % en las ratas WKY y 7 ± 1 % en las SHR).

Figura 21: Máxima velocidad de caída de la presión del ventrículo izquierdo (-dP/dt máx), expresada como 
porcentaje de los valores obtenidos durante la estabilización, en corazones de los grupos C e IR1en ambas 
cepas.* p< 0,05 con respecto a C.

La presión de perfusión (PP) en el grupo IR1 de la cepa WKY al final del período de 

estabilización fue de 71 ±3 mmHg, aumentando a 113 ± 7 mmHg hacia el final de las 2 hs 

de la reperfusión. En la cepa SHR el aumento de la PP durante la reperfusión fue mayor 

alcanzando el valor de 140 ± 11 mmHg hacia el final del período desde un valor inicial de 

81 ± 5 mmHg.

Los resultados hasta aquí presentados indican que la aplicación de 35 min de 

isquemia global y 2 hs de reperfusión (IR1) indujo una recuperación postisquémica 

de la función miocárdica similar en ambas cepas, que guardó relación con el tamaño 

de infarto observado

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de TBARS (indicador de la peroxidación lipídica) en los corazones de los 

grupos C de las ratas WKY y SHR fue similar, siendo los valores de 0,44 ± 0,04
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nmoles/mg prot (n=8) y de 0,36 ± 0,05 nmoles/mg prot (n=9) en WKY y SHR, 

respectivamente.

Cuando los corazones fueron sometidos a IR1, las TBARS alcanzaron los valores de 

0,61 ± 0,13 nmoles/mg prot (n=10) en las WKY y de 0,52 ± 0,05 nmoles/mg prot (n=9) en 

las SHR (Fig 22).

Figura 22: Concentración de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteína, en las cepas WKY y SHR. 
C: grupo control; IR1: grupo IG 35-R 2hs. * p< 0,05 con respecto a C.

-Glutatión reducido (GSH):

En la cepa WKY el contenido de GSH en los corazones del grupo C fue de 34.1 ± 4.8 

pg/mg de prot y disminuyó en aquellos sometidos a isquemia (5,7 ± 0,6 pg/mg prot). En el 

grupo C de la cepa SHR, el valor del GSH fue significativamente menor que en las WKY 

(18.9 ± 2.6 pg/mg prot). En los corazones isquémicos (IR1) el nivel de GSH disminuyó 

significativamente a 3,8 ± 0,5 pg/mg prot, (Fig 23).
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Figura 23: Contenido de glutatión reducido (GSH), en pg por mg de proteína, en las dos cepas de ratas y en 
los grupos C e IR1 .*p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 SHR vs. WKY.

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En los corazones aislados de las ratas WKY perfundidos durante 3 hs (grupo C), la 

actividad citosólica total de la SOD (SODT) fue 3,5 ± 0,3 % inh/mg prot, mientras que no 

se detectó actividad significativa de SODMn (0,6 ± 0,6 %¡nh/mg prot). En los corazones del 

grupo IR1 de esta misma cepa la actividad citosólica de ambas enzimas aumentó, siendo 

los valores de 6,0 ± 0,5 y 3,3 ± 0,5 % inh/mg prot para SODT y SODMn respectivamente 

(Fig 24).

En cuanto al grupo C de las SHR, los valores de la actividad citosólica de ambas enzimas 

fueron 4,0 ± 0,7 y 3,0 ± 0,1 %inh/mg prot para SODT y SODMn respectivamente.
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Figura 24: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como % inh por mg de prot, 
en corazones de los grupos C e IR1 de las cepas WKY y SHR.*p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 SHR 
vs. WKY.

Cuando se realizó el protocolo IR1 en esta cepa dicha actividad aumentó 

significativamente siendo los valores de 11,0 ± 1,0 y 5,0 ± 0,6 %inh/mg prot para SODT y 

SODMn respectivamente (Fig 24).

A partir de los resultados presentados sobre las determinaciones bioquímicas 

podemos resumir que la isquemia global de 35 min y 2 hs de reperfusión (IR1):

1- aumentó significativamente la concentración de TBARS sólo en las SHR aún 

cuando existe una tendencia al aumento en las WKY

2- disminuyó el contenido de GSH en ambas cepas

3- aumentó la actividad citosólica de SODT y SODMn en ambas cepas.

Cabe destacar que la actividad de SODT y SODMn mostró valores significativamente 

mayores en las SHR con respecto a los observados en las ratas WKY.
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Isquemia Global de 50 minutos-2 horas de reperfusión (IR2)

Tamaño del Infarto:

La Fig 25 muestra trozos de corazones de ratas WKY y SHR sometidos a 50 min de 

isquemia global y 2 hs de reperfusión, teñidos con TTC.

Figura 25: El área total (rojo+clara) define el área de riesgo y el área no teñida (clara) la infartada.

Los valores individuales y promedios de los tamaños del infarto en los grupos C e IR2 para 

ambas cepas se muestran en la Fig 26.

En los corazones de las ratas WKY el tamaño del infarto fue de 42 ± 2 % (n=7), mientras 

que en las SHR fue de 58 ± 5 % (n=7). Este valor fue significativamente mayor con 

respecto a aquel obtenido en las ratas WKY.

Figura 26: Tamaño del infarto en ambas cepas en los grupos C e IR2 (IG 50'-R 2hs). * p< 0,05 con respecto 
aC.#p<0,05SHRvs WKY.

52



Función miocárdica:

-Función Sistólica

En las ratas WKY, la presión desarrollada (PD) en los corazones del grupo IR2, disminuyó 

hasta 1,9 ± 0,3 % y en las SHR hasta 2,5 ± 0,9 % (Fig 27).

Figura 27: Presión desarrollada (PD), expresada como porcentaje de los valores observados durante la 
estabilización en corazones de los grupos C e IR2 (IG 50'-R 2hs) en ambas cepas de ratas.* p< 0,05 con 
respecto a C.

Como se observa en la Fig 28, la recuperación de la +dP/dtmáx en los corazones del grupo 

IR2 de las ratas WKY y SHR fue similar dando como resultado un valor de 2,0 ± 0,3 % 

para cada cepa.
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Figura 28: Máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx), expresada 
como porcentaje de los valores obtenidos durante la estabilización, en corazones de los grupos C e IR2 (IG 
5O'-R 2hs) en ambas cepas.* p< 0,05 con respecto a C.

-Función Diastólica

En la Fig 29 se muestran los cambios de la presión diastólica final (PDF) en función del 

tiempo. Este parámetro aumentó gradualmente durante la isquemia, llegando al final del 

período a valores de 33 ± 2 y 37 ± 3 mmHg en las ratas WKY y SHR respectivamente.

Figura 29: Valores de la presión diastólica final durante los protocolos C (control) y de IR2 (IG 50-R 2hs) en 
WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a C.
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En la reperfusión la PDF continuó aumentando a todos los tiempos, alcanzando hacia el 

final de las 2 hs, valores de 71 ±11 y 78 ± 8 mmHg, en las cepas WKY y SHR 

respectivamente (Fig 30).

Figura 30: Valores de presión diastólica final (PDF) en mmHg en corazones del grupo C (control) e IR2 (IG 
5O'-R 2hs) en ambas cepas de ratas. * p< 0,05 con respecto a C.

Los valores de la -dP/dtmáx obtenidos en los grupos C e IR2 se muestran en la Fig 31. Este 

parámetro disminuyó en el grupo IR2 alcanzando al final de la reperfusión valores 

similares en ambas cepas (2,5 ± 0,2 % y 4,2 ±1,1 % en WKY y SHR respectivamente).

Figura 31: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dtmáx) en corazones de los grupos C e IR2 de las 
ratas WKY y SHR.* p< 0,05 con respecto a C.

55



Los cambios de la presión de perfusión en este grupo, con un período de isquemia de 

mayor duración (IR2) fueron similares a los observados en el grupo IR1. Al término de la 

reperfusión los valores fueron de 125 ± 18 mmHg en las ratas WKY y de 139 ± 13 mmHg 

en las SHR.

Los resultados hasta aquí presentados indican que la aplicación de 50 min de 

isquemia global y 2 hs de reperfusión (IR2) produce:

1- un tamaño del infarto significativamente mayor en SHR que el obtenido en las 

ratas WKY

2- una recuperación postisquémica de la función miocárdica similar en ambas 

cepas.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

Las TBARS aumentaron significativamente en la cepa SHR llegando a valores de 0,59 ± 

0,06 nmoles/mg de prot (n=9), mientras que en la cepa WKY se observó un ligero 

aumento (0,54 ± 0,05 nmoles/mg de prot) (n=11) que no alcanzó significación estadística 

(Fig 32).

Figura 32: Concentración de TBARS en las cepas WKY y SHR, expresada en nmoles por mg de proteína, 
en los grupos C e IR2 (IG 50'-R 2hs).* p< 0,05 con respecto a C.
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-Glutatión reducido (GSH):
En la cepa WKY el contenido de GSH en el grupo IR2 disminuyó hasta valores de 4,0 ± 

0,4 pg/mg prot), mientras que en las SHR el valor obtenido fue de 1,9 ± 0,5 pg/mg prot 

(Fig 33).

Figura 33: Contenido de glutatión reducido (GSH) expresado en pg/mg de proteína en WKY y SHR de los 
grupos C e IR2. *p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 SHR vs WKY.

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En las ratas WKY la actividad citosólica de SODT y SODMn en el grupo IR2 fueron de 4,5 

± 0,6 y 3,9 ± 0,4 %inh/mg prot respectivamente. En la cepa SHR estos valores fueron de 

6,9 ± 0,5 %¡nh/mg prot para SODT y de 4,7 ± 0,6 %inh/mg prot para SODMn (Fig 34).
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Figura 34: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos C e IR2 de las cepas WKY y SHR. * p < 0,05 con 
respecto a C.

De los resultados obtenidos de las determinaciones bioquímicas podemos resumir 

que la isquemia global de 50 min y 2 hs de reperfusión (IR2):

1- aumentó la concentración de TBARS sólo en SHR

2- disminuyó el contenido de GSH en ambas cepas, aunque este valor fue 

significativamente menor en SHR con respecto al observado en las WKY

3- aumentó la actividad citosólica de SODMn en ambas cepas

4- aumentó la actividad citosólica de SODT sólo en SHR.

58



Preacondicionamiento Isquémico (PI)
Para determinar los efectos del preacondicionamiento isquémico en ambas cepas de 

ratas, se aplicaron uno ó varios ciclos de isquemia global seguidos de reperfusión antes de 

la isquemia prolongada (35 ó 50 min).

-35 min de Isquemia Global (IG) y 1 ciclo de IG-R (1 Pl)
Tamaño del Infarto:

En la Fig 35 se muestran los valores individuales y los promedios de los tamaños del 

infarto en los corazones de las ratas WKY y SHR en los que se aplicó 1PI y 35 min de 

(IG). Este parámetro disminuyó significativamente en las dos cepas con respecto a sus 

respectivos controles isquémicos (IR1). Los valores fueron de 13 ± 1 % (n=9) vs 30 ± 3 % 

en WKY y de 12 ± 3 % (n=9) vs 35 ± 5 % en las SHR.

Figura 35: Tamaño del infarto, expresado como porcentaje del área de riesgo (AR) en WKY y SHR de los 
grupos IR1 (IG 35'-R 2hs) y 1PI (1 ciclo de 5 min de IG y 10 min de R).* p< 0,05 con respecto a IR1.

Función miocárdica:

-Función Sistólica

La aplicación de 1PI provocó un aumento significativo de la PD al final de la reperfusión 

con respecto al grupo IR1, que fue similar para ambas cepas.
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Los valores fueron de 24 ± 6 % y 24 ± 7 % para WKY y SHR respectivamente (Fig 36).

Figura 36: Presión desarrollada (PD), expresada como porcentaje de los valores preisquémicos, en 
corazones del grupo IR1 y de 1PI en ambas cepas de ratas.* p< 0,05 con respecto a IR1.

El porcentaje de la +dP/dtmáx se comportó de manera similar en ambas cepas de ratas, 
aumentando significativamente con respecto a los grupos IR1. Los valores fueron de 17 ± 
7 y 26 ± 8 % para WKY y SHR, respectivamente (Fig 37).

Figura 37: Máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx) expresada 
como porcentaje de los valores preisquémicos en los grupos IR1 y 1PI para ambas cepas.* p< 0.05 con 
respecto a IR1.
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-Función Diastólica:

Al final de la reperfusión los corazones preacondicionados mostraron valores de PDF 

significativamente menores que los no preacondicionados. Estos valores fueron 41 ± 6 y 

60 ± 6 mmHg para WKY y SHR respectivamente, siendo esta diferencia entre cepas 

significativa (Fig 38).

Figura 38: Valores de presión diastólica final (PDF) al cabo de 2 hs de reperfusión de corazones IR1 y 1 Pl 
en ambas cepas de ratas.* p< 0,05 con respecto a IR1; # p< 0,05 con respecto a 1PI correspondiente a 
WKY.

La -dP/dtmáx aumentó significativamente en el grupo 1PI con respecto al grupo IR1, 

alcanzando valores de 26 ± 7 % y 25 ± 8 % en WKY y SHR respectivamente (Fig 39).
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Figura 39: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dt máx) en corazones del grupo IR1 y 1PI en ratas 
WKY y SHR.* p< 0,05 con respecto a IR1.

En las ratas WKY, el Pl no modificó los valores de la presión de perfusión alcanzada por 

los corazones respecto de los no preacondicionados. Al término de la reperfusión la PP 

fue de 112 ± 10 mmHg. En SHR el valor alcanzado hacia el final de las 2 hs de reperfusión 

en los corazones preacondicionados fue significativamente menor (118 ± 7 mmHg) con 

respecto al obtenido en corazones no preacondicionados (140 ± 11 mmHg).

En resumen, la aplicación de 1 ciclo de isquemia global y 10 min de R (1PI), antes de 

la isquemia global de 35 min y 2 hs de reperfusión (IR1) en WKY y SHR indujo: 

1- disminución del tamaño del infarto

2- incremento de la recuperación postisquémica de la función sistólica y diastólica.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de TBARS en los corazones del grupo 1PI en la cepa WKY no presentó 

diferencias significativas con respecto a IR1 dando valores de 0,63 ± 0,06 nmoles/mg de 

prot (n=8) vs 0,61 ±0,13 nmoles/mg de prot (Fig 40). En cambio en las SHR, 1PI indujo 

una disminución significativa de las TBARS resultando en 0,35 ± 0,02 nmoles/mg de prot
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(n=10) vs 0,52 ± 0,05 nmoles/mg de prot, valor que fue significativamente menor al 

observado en corazones preacondicionados de la cepa WKY (Fig 40).

Figura 40: Concentración de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteína en las cepas WKY y SHR en 
los grupos IR1 y 1PI* p< 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a WKY.

-Glutatión reducido (GSH):

En los corazones preacondicionados los valores de GSH aumentaron significativamente 

llegando a valores de 13,2 ± 3,0 pg/mg prot en WKY y 7,0 ±1,1 pg/mg prot en las SHR 

(Fig 41).

Figura 41: Contenido de glutatión reducido (GSH) en las dos cepas de ratas luego de los protocolos IR1 y 
1 Pl.*p < 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a WKY
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-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En el grupo 1PI de las ratas WKY (Fig 42) los valores correspondientes para SODT y 

SODMn fueron significativamente menores con respecto a los obtenidos en el grupo IR1 

(4,7 ± 0,2 y 1,7 ± 0,1 vs 6,0 ± 0,5 y 3,3 ± 0,5 %inh/mg prot).

Figura 42: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína en corazones de los grupos IR1 y 1PI de las cepas WKY y SHR.* p < 0,05 con 
respecto a IR1. # p < 0,05 SHR vs WKY.

En los corazones preacondicionados de las SHR la actividad citosólica de ambas enzimas 

también disminuyó significativamente respecto a los corazones no preacondicionados (5,9 

± 0,9 y 1,8 ± 0,5 vs. 11,0 ± 1,0 y 5,0 ± 0,6 %inh/mg prot para SODT y SODMn 

respectivamente).

Los resultados de las determinaciones bioquímicas realizadas indican que la 

aplicación de 1 ciclo de isquemia global y 10 min de R (1PI), aplicados antes de la 

isquemia global de 35 min y 2 hs de reperfusión (IR1):

1- disminuye la concentración de TBARS sólo en SHR

2- aumente el contenido de GSH en ambas cepas

3- disminuye la actividad citosólica de SODT y SODMn en ambas cepas.
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-50 min de Isquemia Global (IG): 1 PI y 3 PI
Para determinar los efectos del preacondicionamiento isquémico (Pl) frente a un período 

de isquemia global de 50 min se aplicaron 1 (1PI) ó 3 ciclos (3PI) de isquemia-reperfusión 

antes de realizar la isquemia.

Tamaño del Infarto:

En la Fig 43 se muestra el tamaño del infarto obtenido en los corazones 

preacondicionados con 1PI de las ratas WKY y SHR.

Figura 43: Tamaño del infarto en ambas cepas luego de los protocolos IR2 (IG 50'-R 2hs) y 1PI (1 ciclo de 5 
min de IG y 10 min de R) antes de la IG de 50 min y reperfusión.* p< 0,05 con respecto a IR2.

Este parámetro disminuyó significativamente en la cepa WKY con respecto a su respectivo 

grupo control isquémico (IR2) dando valores de 12 ± 3 % (n=6) vs 42 ± 2 %.

En las SHR, sin embargo, el tamaño del infarto no fue modificado por 1PI dando valores 

de 56 ± 7 % (n=4) vs 58 ± 5 % en IR2.

Dado que 1PI no disminuyó el tamaño del infarto en las SHR, decidimos utilizar 3 ciclos 

preacondicionantes (3PI) de 2 min de isquemia, seguidos de 5 min de reperfusión previos 

a la isquemia global de 50 min.

La Fig 44 muestra que la aplicación de 3PI disminuyó significativamente el tamaño del 

infarto con respecto a IR2 en ambas cepas. En las WKY este parámetro fue 17 ± 3 % (n= 

7) y no mostró diferencias con respecto a los valores obtenidos con un solo ciclo (1 Pl) (Fig
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43). En las SHR el tamaño del infarto fue de 22 ± 4 % (n=7), valor significativamente 

menor con respecto al obtenido en IR2 (58 ± 5 %).

Figura 44: Tamaño del infarto en ambas cepas luego de los protocolos IR2 (IG 5O'-R 2hs) y 3PI (3 ciclos de 
2 min de IG y 5 min de R). *p< 0,05 con respecto a IR2.

Los resultados que se mostrarán a continuación en las ratas WKY son referidos a 

los grupos IR2 y 1PI y en SHR a los grupos IR2 y 3PI.

Función miocárdica:

-Función Sistólica

En ambas cepas los corazones preacondicionados con 1 ó 3 ciclos mostraron valores de 

presión desarrollada significativamente mayores a los encontrados en los respectivos 

grupos IR2. En las ratas WKY el valor fue de 5,6 ±1,8 %y en las SHR 5,3 ± 0,8 % (Fig 45).
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Figura 45: Presión desarrollada (PD), expresada como porcentaje de los valores preisquémicos, 
en corazones de los grupos IR2, 1PI en ratas WKY y 3PI en las SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2.

El porcentaje de la +dP/dtmáx en los corazones de los gruposIPI y 3PI hacia el final de las 

2 hs de reperfusión se comportó de manera similar a la PD en ambas cepas de ratas 

aumentando significativamente con respecto a los grupos IR2 respectivos (Fig 46).

En las ratas WKY los valores fueron de 6,4 ±1,5 % y en las SHR de 4,8 ± 1,0 % (Fig 46).

Figura 46: Máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx), expresada 
como porcentaje de los valores preisquémicos, en corazones IR2, 1PI en ratas WKY y 3PI en SHR.
* p< 0,05 con respecto a IR2.
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-Función Diastólica:

Al final de la reperfusión, la PDF en el grupo 1PI tendió a ser menor que el valor 

observado en corazones del grupo IR2 en ambas cepas de ratas (55 ± 5 mmHg en WKY y 

57 ± 4 mmHg en SHR) pero sólo en SHR alcanzó significación estadística (Fig 47).

Figura 47: Valores de presión diastólica final (PDF) en corazones IR2, 1PI en las WKY y 3PI en las SHR.* 
p< 0,05 con respecto a IR2.

El Pl en las ratas WKY incrementó significativamente la -dP/dt max al final de la reperfusión 

(7,1 ±1,9 % vs 2,5 ± 0,2 %), mientras que en las SHR los valores obtenidos con 3 Pl no 

fueron estadísticamente diferentes con respecto al grupo IR2 (5,3 ± 0,7 % vs 4,2 ±1,1 %) 

(Fig 48).

Figura 48: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dt máx) en corazones del grupo IR2, 1PI en ratas 
WKY y 3 Pl en SHR.* p< 0,05 con respecto a IR2.
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Ambas cepas alcanzaron al final de la reperfusión valores similares de la presión de 

perfusión (PP). Sin embargo, sólo en SHR el Pl disminuyó significativamente la PP 

(107 ± 5 vs. 139 ± 13 mmHg en corazones no preacondicionados).

De los resultados hasta aquí presentados podemos resumir que la aplicación de 1PI 

en WKY ó 3PI en las SHR antes de la isquemia global de 50 min y 2 hs de 

reperfusión (IR2):

1- disminuyó el tamaño del infarto

2- aumentó la recuperación postisquémica de la función sistólica y diastólica.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de TBARS no fue modificada por el Pl en ambas cepas de ratas. En las 

WKY el valor fue 0,52 ± 0,03 nmoles/mg de prot (n=6) y en las SHR 0,6 ± 0,1 nmoles/mg 

de prot (n=7), (Fig 49).

Figura 49: Concentración de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteína en los grupos IR2, 1PI en 
las ratas WKY y 3PI en las SHR.
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-Glutatión reducido (GSH):

En ambas cepas el preacondicionamiento aumentó los niveles de GSH llegando a valores 

de 12,0 ± 0,4 pg/mg prot en WKY y de 12,0 ± 3,5 pg/mg prot en SHR.

Estos valores fueron significativamente mayores con respecto a los obtenidos en los 

corazones no preacondicionados (Fig 50).

Figura 50: Contenido de GSH, expresado en pg/mg de proteína en los grupos IR2, 1PI en WKY y 3PI en 
SHR.* p< 0.05 con respecto a IR2.

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En las ratas WKY, la aplicación de 1PI no modificó los valores de SODT (5,0 ± 0,9 vs. 4,5 

± 0,6 %¡nh/mg prot) pero disminuyó los de SODMn (2,0 ± 0,3 vs 4,0 ± 0,4 %inh/mg prot). 

En las SHR, la actividad citosólica de ambas enzimas en el grupo 3PI fue 

significativamente menor con respecto a las del grupo IR2 (3,6 ± 0,7 vs 6,9 ± 0,5 %inh/mg 

prot y 1,1 ± 0,5 vs 4,7 ± 0,6 %inh/mg prot, para SODT y SODMn respectivamente) (Fig 

51).
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Figura 51: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de inh por 
mg de prot, en corazones de los grupos IR2, 1PI en WKY y 3PI en SHR.* p < 0,05 con respecto a IR2.

En resumen, las determinaciones bioquímicas indican que la aplicación de 1PI en 

WKY o 3PI en las SHR, aplicados antes de la isquemia global de 50 min y 2 hs de 

reperfusión (IR2):

1* no cambia la concentración de TBARS

2- aumenta el contenido de GSH

3- disminuye la actividad citosólica de SODMn

4- disminuye la actividad citosólica de SODT sólo en las SHR.

N-Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME): bloqueante de la óxido nítrico 

SINTETASA

Para determinar la participación del NO en el preacondicionamiento isquémico en los dos 

períodos de isquemia estudiados, se utilizó un bloqueante de la óxido nítrico sintasa, la N- 

Nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), que fue administrado durante 20 min. en una dosis 

de 1 mM antes del período de isquemia (ver protocolo 4.1, Sección Materiales y Métodos).
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-35 min de Isquemia Global y 1 PI en presencia de L-NAME
Tamaño del Infarto:

La Fig 52 muestra los valores individuales y los promedios de los tamaños del infarto 

obtenidos en corazones de ratas WKY y SHR de los grupos IR1, 1PI y 1PI+L-NAME.

En las ratas WKY, el promedio de este parámetro en el grupo 1PI+L-NAME fue similar al 

obtenido en el grupo 1PI, dando valores de 15 ± 3 % (n=6) vs 13 ± 1 % y 

significativamente menor con respecto a IR1 (30 ± 3 %).

Figura 52: Tamaño del infarto en ambas cepas luego de los protocolos IR1, 1PI y 1PI+L-NAME.* p< 0,05 
con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1PI.

En la cepa SHR el grupo 1PI+L-NAME mostró un tamaño del infarto que fue 

significativamente mayor al obtenido en el grupo 1PI dando valores de 29 ± 3 % (n=6) vs 

12 ± 3 %, aunque similar al de los corazones

Función miocárdica:

-Función Sistólica

En el grupo de corazones 1PI+ L-NAME de la cepa WKY el porcentaje de la PD y la 

+dP/dtmáx fue similar al encontrado en 1PI y significativamente mayor a IR1 (20 ± 5% y 23 

± 7% respectivamente).
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En las SHR la PD y la +dP/dtmáx en el grupo 1PI+ L-NAME mostraron un patrón similar de 

recuperación, dando un valor de 5 ± 1 % para ambos parámetros. Estos valores fueron 

significativamente menores que en el grupo 1PI y similares a los obtenidos en los 

corazones IR1 (Fig 53).

Figura 53: Presión desarrollada (PD) y máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventríclo izquierdo 
(+dP/dtmáx), expresadas como porcentaje de los valores preisquémicos, en corazones IR1, 1PI y 1PI+L- 
NAME en ratas WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a IR1.

-Función Diastólica:

Al final de la reperfusión la PDF en los corazones del grupo 1PI+L-NAME de las ratas 

WKY fue similar a la obtenida en 1PI (49 ± 3 vs 41 ±6 mmHg), aunque fue 

significativamente menor a la observada en IR1 (63 ± 7 mmHg).
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Figura 54: Valores de presión diastólica final (PDF) en mmHg en corazones IR1, 1PI y 1PI+L-NAME.* 
p<0.05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1PI.

En las SHR el grupo 1PI+L-NAME mostró valores de PDF mayores a los obtenidos en 1PI 

(76 ± 3 vs 60 ± 6 mmHg) y similares a los observados en IR1 (81 ± 8 mmHg) (Fig 54).

Los valores de la -dP/dtmáx, en los grupos 1PI+L-NAME, 1PI e IR1 se muestran en la Fig 

55.

Figura 55: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dt máx) en corazones del grupo IR1, 1PI y 1PI+L- 
NAME en ratas WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1PI
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En las ratas WKY el valor de este parámetro en el grupo 1PI+L-NAME fue de 30 ± 7 %, 

similar al obtenido en 1PI (26 ± 7 %) y significativamente mayor al encontrado en el grupo 

IR1 (10 ± 2 %). En cambio en la cepa SHR en los corazones 1PI+L-NAME este parámetro 

fue significativamente menor al obtenido en el grupo 1PI (10 ± 3 % vs 25 ± 8 %) y similar al 

encontrado en el grupo IR1 (7 ± 1 %).

En el grupo 1PI+L-NAME, la presión de perfusión (PP) de ambas cepas cambió de 

manera similar. Al término de la reperfusión la PP fue de 132 ± 13 mmHg en las ratas 

WKY y 152 ± 10 mmHg en las SHR, valores que tendieron a ser mayores a los 

observados en el grupo 1PI pero no alcanzaron significación estadística.

Los resultados presentados demuestran que cuando se realizó el Pl en presencia de 

L-NAME:

1- en las SHR, el tamaño del infarto y la recuperación postisquémica de la función 

miocárdica fueron similares a los valores obtenidos en los corazones IR1

2- en las WKY, el tamaño del infarto disminuyó y la recuperación post-isquémica de 

la función miocárdica mejoró respecto a lo observado en los corazones IR1.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

Figura 56: Concentración de TBARS, expresadas en nmoles por mg de proteína, en los grupos IR1.1PI y 
1PI+L-NAME.* p< 0,05 con respecto a IR1; # p< 0,05 con respecto a IR1 y 1PI.
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En los corazones del grupo 1PI+L-NAME de las ratas WKY, la concentración de TBARS 

fue de 0,56 ±0,15 nmoles/mg de prot (n=7), valor que no fue significativamente diferente 

del obtenido en los grupos 1PI e IR1. En las SHR las TBARS de los corazones 1PI+L- 

NAME el valor fue significativamente mayor que el obtenido en 1PI (0,65 ± 0,05 

nmoles/mg de prot, n=6) (Fig 56).

-Glutatión reducido (GSH):

En las WKY, el nivel de GSH fue ligeramente menor que el obtenido en 1PI sin alcanzar 

significación estadística (8,6 ± 1,9 vs 13,2 ± 3,1 pg/mg prot). En las SHR del grupo1PI+L- 

NAME el nivel de GSH fue de 2,9 ± 0,8 pg/mg prot, valor significativamente menor que el 

observado en el grupo 1PI (7,0 ±1,1 pg/mg prot) (Fig 57).

Figura 57: Contenido de glutatión reducido (GSH) en las dos cepas de ratas luego de los protocolos IR1,1 Pl 
y 1PI+L-NAME.* p < 0.05 con respecto a IR1; # p< 0,05 con respecto a 1PI.

-Enzima su peróxido dismutasa (SOD):

En las ratas WKY del grupo 1PI+L-NAME, la SODT fue de 3,8 ± 0,8 %inh/mg prot y la 

SODMn de 1,5 ± 0,8 %inh/mg prot. Estos valores fueron similares a los obtenidos en el 

grupo 1PI (4,7 ± 0,3 y 1,7 ± 0,1 %inh/mg prot para SODT y SODMn, respectivamente) (Fig 

58).
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En las SHR del grupo 1PI+L-NAME, la actividad de la SODT fue similar (6,8 ± 0,5 %¡nh/mg 

prot) y la de SODMn fue mayor a los valores obtenidos en el grupo 1PI (4,6 ± 0,8 %inh/mg 

prot) (Fig 59).

Figura 58: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, en corazones de los grupos IR1, 1PI y 
1PI+L-NAME en ratas WKY. * p < 0,05 con respecto a IR1.

Figura 59: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn en corazones de los grupos IR1, 1PI y 
1PI+L-NAME en SHR.* p < 0,05 con respecto a IR1; # p < 0,05 con respecto a 1PI.
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De los resultados presentados sobre las determinaciones bioquímicas se puede 

resumir que sólo en SHR la aplicación del preacondicionamiento isquémico en 

presencia de la inhibición de la NOS con L-NAME y 35 min de isquemia (1PI + L- 

NAME):

1- aumentó las TBARS

2- disminuyó el contenido de GSH

3- aumentó la actividad citosólica de la enzima SODMn.

En WKY estos parámetros no fueron modificados por el tratamiento con L-NAME.

-50 min de Isquemia Global: 1 Pl y 3 Pl en presencia de L-NAME

Tamaño del Infarto:

La Fig 60 muestra los valores individuales y los promedios de los tamaños del infarto en 

corazones de ratas WKY y SHR sometidos a isquemia global de 50 min y 2 hs de 

reperfusión (IR2), 1PI en ratas WKY y 3PI en SHR y ambos Pl en presencia de L-NAME.

Figura: 60 Tamaño del infarto en los grupos IR2; 1PI y 1PI+L-NAME en las ratas WKY; 3PI y 3PI+ 
L-NAME en las SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2; # p< 0,05 con respecto a 1PI y 3PI.
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En las ratas WKY del grupo 1PI+ L-NAME el tamaño del infarto fue de 22 ± 4 % (n= 5). 

Este valor fue significativamente mayor que el obtenido con 1PI (12 ± 3 %). En las SHR el 

grupo 3PI+L-NAME el tamaño del infarto fue de 41 ±2 % (n=6), valor significativamente 

mayor al encontrado en los corazones del grupo 3PI (22 ± 4 %).

Función miocárdica:

-Función Sistólica

La PD del grupo 1PI+L-NAME de las ratas WKY fue de 4,2 ± 2,0 %, valor similar al 

encontrado en el grupo 1PI (5,6 ±1,8 %).

En las SHR los corazones del grupo 3PI+L-NAME mostraron una PD de 1,7± 0.2 % que 

fue significativamente menor a la obtenida en el grupo 3PI (5,3 ± 0,8 %).

La +dP/dtmáx mostró un patrón de recuperación similar a la PD. En el grupo1PI+L-NAME 

de las WKY este parámetro fue de 4 ± 2 %, mostrándose similar al obtenido en el grupo 

1PI (6,4 ±1,5 %). En cambio, en las SHR en el grupo 3PI+L-NAME se obtuvieron valores 

significativamente menores a los obtenidos en el grupo 3PI (1,7 ± 0,2 vs 4,8 ±1,0 %) (Fig 

61).

Figura 61: Presión desarrollada (PD) y máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo 
(+dP/dtmáx) en corazones IR2; 1PI y 1PI+L-NAME para ratas de la cepa WKY; 3PI y 3PI+ L-NAME para ratas 
de la cepa SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2. # p < 0,05 con respecto a 3PI.
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-Función Diastólica:

En ambas cepas de ratas la PDF al final de la reperfusión en el grupo 1PI+L-NAME 

alcanzó valores significativamente mayores que los obtenidos en el grupo 1PI (76 ± 8 vs 

55 ± 5 mmHg en WKY y 81 ± 5 vs 57 ± 4 mmHg en SHR) (Fig 62).

Figura 62: Valores de presión diastólica final (PDF) en corazones IR2; 1PI y 1PI+L-NAMEde la cepa WKY; 
3PI y 3PI+L-NAME de la cepa SHR.* p< 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI o 3PI.

En los corazones preacondicionados y tratados con L-NAME, los valores de la -dP/dt máx 

fueron significativamente menores con respecto a 1PI en ambas cepas de ratas (2,1 ± 0,2 

vs 7,1 ± 1,9 % en ratas WKY y 3,0 ± 0,3 vs 5,3 ± 0,7 % en SHR) (Fig 63).
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Figura 63: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dt máx) en corazones IR2, 1PI y 1PI+L-NAME en 
ratas WKY y 3PI y 3PI+L-NAME en las SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI o 
3PI.

En el grupo de corazones preacondicionados tratados con L-NAME la presión de perfusión 

al final de las 2 hs de rperfusión, en ambas cepas, mostró valores significativamente 

mayores a los observados en los corazones preacondicionados no tratados. Los valores 

fueron de 136 ± 9 mmHg para las ratas WKY y de 157 ± 11 mmHg para las SHR.

Los resultados muestran que en ambas cepas, cuando se realizó el 

preacondicionamiento isquémico en presencia de inhibición de las NOS con L- 

NAME y frente a un período de isquemia prolongado de 50 min:

1- aumentó el tamaño del infarto

2- disminuyó la recuperación postisquémica de la función miocárdica

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúríco (TBARS):

En ambas cepas de ratas el tratamiento con L-NAME no modificó los valores de TBARS 

siendo 0,6 ±0,1 nmoles/mg de prot (n=6) en las ratas WKY y 0,6 ±0,1 nmoles/mg de prot 

en SHR (n=8), (Fig 64).

81



Figura 64: Concentración de TBARS, expresadas en nmoles por mg de proteína, en los grupos IR2; 1PI y 
1PI+L-NAME en WKY; 3PI y 3PI+L-NAME en SHR.

-Glutatión reducido (GSH):

En ambas cepas la inhibición de las NOS con L-NAME, disminuyó el nivel de GSH con 

respecto al obtenido en los corazones preacondicionados (5,9 ± 1,6 vs 12,0 ± 0,4 pg/mg 

prot en WKY y 2,1 ± 1,4 vs 12,0 ± 3,5 pg/mg prot en SHR) (Fig 65).

Figura 65: Contenido de glutatión reducido (GSH) en los grupos IR2; 1PI y 1PI + L-NAME en WKY; 3PI y 3PI + L- 
NAME en las SHR. *p < 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI y 3PI.
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-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En los corazones de las ratas WKY del grupo1PI+L-NAME la actividad citosólica de ambas 

enzimas fue de 7,2 ± 0,7 y 4,2 ±1,5 %inh/mg prot para SODT y SODMn, respectivamente. 

Si bien estos valores fueron ligeramente mayores a los obtenidos

en el grupo 1PI (5.0 ± 0.9 % y 2.0 ± 0.3 %inh/mg prot) no alcanzaron significación 

estadística (Fig 66). En las SHR, el grupo 3PI+L-NAME mostró una actividad citosólica de 

SODT y SODMn de 6,6 ± 0,8 y 5,3 ± 1,0 %inh/mg prot, respectivamente. Estos valores 

fueron significativamente mayores a los obtenidos con 3PI (3,6 ± 0,7 y 1,1 ±0,5 %inh/mg 

prot) (Fig 67).

Figura 66: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos IR2, 1PI y 1PI+L-NAME en ratas WKY.
* p < 0,05 con respecto a IR2.
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Figura 67: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos IR2, 3PI y 3PI+L-NAME en SHR.* p < 0,05 con 
respecto a IR2 ; # p < 0,05 con respecto a 3PI.

Los resultados de las determinaciones bioquímicas presentados muestran que la 

aplicación del preacondicionamiento isquémico en presencia de la inhibición de la 

NOS con L-NAME y 50 min de isquemia :

1- no modificó las TBARS

2- disminuyó el contenido de GSH

3- aumentó la actividad de las enzimas SODT y SODMn sólo en SHR.

5-hidroxidecanoato (5-HD): bloqueante de los canales mitocondriales de 

K+ dependientes de ATP
Para determinar la participación de los canales mitocondriales de K+ dependientes de ATP 

durante el preacondicionamiento isquémico en los dos períodos de isquemia estudiados, 

se utilizó un bloqueante de dichos canales el 5-hidroxidecanoato (5-HD) que fue 

administrado por un período de 20 min, en una dosis de100 pM antes del período de 

isquemia más prolongado (ver Protocolos 4.2 y 4.4, Sección Materiales y Métodos).
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-3 5 min de Isquemia Global y 1 PI en presencia de 5-HD
Tamaño del Infarto:

La Fig 68 muestra los valores individuales y los promedios del tamaño del infarto en 

corazones de ratas WKY y SHR pertenecientes a los grupos IR1, 1PI y 1PI tratados con 5- 

HD (1PI+5-HD).

En las ratas WKY, el tamaño del infarto del grupo 1PI + 5-HD no fue diferente de aquel 

obtenido en el grupo 1PI dando valores de 18,4 ± 3,3 (n=6) vs 13 ± 1 %. En cambio, en las 

SHR el tamaño del infarto promedio fue significativamente mayor al observado en el grupo 

1 Pl (34 ± 5 % (n=6) vs 12 ± 3 %) pero similar al obtenido en el grupo IR1 (Fig 68).

Figura 68: Tamaño del infarto en ambas cepas luego de los protocolos IR1, 1PI y 1PI+ 5-HD. * p< 0,05 con 
respecto a IR1. # p<0,05 con respecto a 1PI.

Función miocárdica:

-Función Sistólica

En el grupo 1PI+5-HD de la cepa WKY la PD no tuvo diferencias significativas con 

respecto a la obtenida en el grupolPI (18 ± 6 % vs 24 ± 6 %). En las SHR este parámetro 

fue de 7 ± 2 %, valor significativamente menor al obtenido en 1 Pl (24 ± 7 %).

La +dP/dtmáx mostró cambios similares a la PD. En el grupo 1PI+5-HD de la cepa WKY 

este parámetro fue similar (18 ± 6 % vs 17 ± 7 %), mientras que en SHR fue
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significativamente menor (6 ± 1 % vs 26 ± 8 %) comparados con los valores obtenidos en 

el grupo 1PI (Fig 69).

Figura 69: Presión desarrollada (PD) y +dP/dtmáx expresadas como porcentaje de los valores preisquémicos en 
corazones IR1,1PI y 1PI+ 5-HD.* p< 0,05 con respecto a IR1. # p<0,05 con respecto a 1PI.

-Función Diastólica:

En los corazones de ambas cepas de ratas del grupo 1PI+5-HD, la PDF al final del 

período de reperfusión fue similar a la encontrada en el grupo 1PI (48 ± 7 vs 41 ± 6 mmHg 

en WKY y 69 ± 9 vs 60 ± 6 mmHg en las SHR) (Fig 70).

Figura 70 : Valores de la presión diastólica final (PDF) en corazones IR1, 1PI y 1PI+5-HD. * p < 0,05 con 
respecto a IR1.
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La -dP/dt max, en los corazones1PI+5-HD de las ratas WKY mostró valores similares a los 

del grupo 1PI (19 ± 4 % vs 26 ± 7 %), mientras que en las SHR los valores fueron 

significativamente menores (8,0 ± 1.6 % vs 25 ± 8 %) (Fig 71).

Figura 71: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dtmáx) en corazones del grupo IR1, 1PI y 1PI + 5- 
HD en ratas WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1 Pl.

En los corazones de ambas cepas preacondicionados y tratados con 5-HD, la presión de 

perfusión mostró una tendencia a aumentar con respecto a los valores obtenidos en 

corazones preacondicionados no tratados, pero no alcanzaron significación estadística. Al 

término de la reperfusión los valores fueron de 122 ± 13 mmHg en las ratas WKY y de 121 

± 14 mmHg en las SHR.

Los resultados obtenidos muestran que cuando se realizó un período de isquemia 

global de 35 min y 2 hs de reperfusión, la aplicación del Pl en presencia de la 

inhibición de los canales 

mitocondriales de K+ dependientes de ATP con 5-HD sólo en SHR:

1- aumentó el tamaño del infarto

2- empeoró la recuperación postisquémica de la función miocárdica.
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Determinaciones Bioquímicas:

Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de TBARS en los corazones de las WKY del grupo1PI+5-HD fue similar 

a la obtenida en los corazones 1PI dando valores de 0,67 ±0,12 (n=6) vs 0,63 ± 0,06 

nmoles/mg de prot.

En las SHR la concentración de TBARS de los corazones 1PI+5-HD fue significativamente 

mayor a la obtenida en 1PI alcanzando valores de 0,70 ±0,11 (n=8) vs 0,35 ± 0,02 

nmoles/mg de prot, (Fig 72).

Figura 72: Concentración de TBARS, expresadas en nmoles por mg de proteína, de los grupos IR1, 1PI y 
1PI+ 5-HD en ratas WKY y SHR. * p< 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1 Pl.

-Glutatión reducido (GSH):

En la cepa WKY se observó que en el grupo de los corazones 1PI+5-HD los valores del 

GSH fueron similares a los obtenidos en el grupo 1PI (14,1 ± 2,8 vs 13,2 ± 3,0 pg/mg prot). 

En la cepa SHR este parámetro fue significativamente menor al obtenido en el grupo 1PI 

(1,9 ± 0,2 vs 7,0 ±1,1 pg/mg prot) (Fig 73).
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Figura 73: Contenido de glutatión reducido (GSH) en las dos cepas de ratas para los grupos IR1, 1 PI y 1PI+ 
5-HD.*p < 0,05 con respecto a IR1. # p< 0,05 con respecto a 1PI.

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En los corazones de las ratas WKY del grupo 1PI+5-HD la actividad citosólica de SODT y

SODMn fueron 5,7 ± 1,0 %¡nh/mg prot y 2,0 ± 1,1 %inh/mg prot, valores similares a

Figura 74: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos IR1, 1PI y 1PI+ 5-HD en ratas WKY.* p < 0,05 con 
respecto a IR1.
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los obtenidos en el grupo 1P (Fig 74). En cambio en las SHR, los valores fueron 

significativamente mayores a los obtenidos en el grupo 1PI (8,0 ± 0,3 %inh/mg prot para 

la SODT y 4,1 ± 0,5 %¡nh/mg prot para la SODMn) (Fig 75).

Figura 75: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos IR1, 1PI y 1PI+ 5-HD en SHR.* p < 0,05 con 
respecto a IR1; # p< 0,05 con respecto a 1PI.

Los resultados presentados sobre las determinaciones bioquímicas indican que 

sólo en SHR la aplicación del Pl en presencia de la inhibición de los canales 

mitocondriales de K+ dependientes de ATP con 5-HD

1- aumentó las TBARS

2- disminuyó el contenido de GSH

3- aumentó la actividad citosólica de las enzimas SODT y SODMn.

-50 min de Isquemia Global: 1 y 3 Pl en presencia de 5-HD

Tamaño del Infarto:

La Fig 76 muestra los valores individuales y los promedios del tamaño del infarto en 

corazones de ratas WKY y SHR pertenecientes a los grupos IR2, 1PI en ratas WKY, 3PI 

en SHR y ambos Pl tratados con 5-HD.
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En ambas cepas, el tratamiento con 5-HD aumentó significativamente el tamaño del infarto 

obtenido en corazones preacondicionados y los valores obtenidos fueron 27 ± 3 (n=5) vs 

12 ± 3 % en WKY y 38 % ± 3 (n=7) vs 22 ± 4 % en SHR.

Figura 76: Tamaño del infarto en los grupos IR2, 1PI y 1PI+ 5-HD en las ratas WKY y 3PI y 3PI+ 5-HD en 
las SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI y 3PI.

Función miocárdica:

-Función Sistólica

La recuperación de la contractilidad en presencia del inhibidor de los canales 

mitocondriales de K+dependientes de ATP, disminuyó significativamente con respecto a la 

obtenida en corazones preacondicionados, en ambas cepas estudiadas (Fig 77).
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Figura 77: Presión desarrollada (PD) y +dP/dtmáx expresadas como porcentaje de los valores preisquémicos 
en corazones IR2, 1PI y 1PI+ 5-HD en ratas WKY; IR2, 3PI y 3PI+ 5-HD en SHR.* p< 0,05 con respecto a 
IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI y 3PI.

Los valores de PD y +dP/dtmáx, al final de la reperfusión fueron de 2,0 ± 0,7 % y 2,1 ± 0,8 

% para WKY y de 2,8 ± 0,5 % y 2,9 ± 0,4 % para SHR (Fig 77).

-Función Diastólica:

La PDF medida al final de la reperfusión en los corazones de ratas WKY del grupo1PI+5- 

HD fue de 72 ± 3 mmHg, valor significativamente mayor al observado en el grupo 1PI (55 

± 5 mmHg). En las SHR el patrón fue similar. La PDF en el grupo 3PI+5-HD alcanzó un 

valor significativamente mayor que el obtenido con 3PI (80 ± 6 vs 57 ± 4 mmHg) (Fig 78).

92



Figura 78: Valores de presión diastólica final (PDF) en corazones de los grupos IR2, 1PI y 1PI + 5-HD en 
ratas WKY y corazones IR2, 3PI y 3PI+ 5-HD en las SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con 
respecto a 1PI y 3PI.

La -dP/dtmáx en el grupo 1PI+5-HD de las ratas WKY mostró valores significativamente 

menores que los observados en el grupo 1PI (2,8 ± 0,5 % vs 7,1± 1,9 %). En SHR, este 

parámetro mostró una tendencia a disminuir pero no alcanzó significación estadística (3,9 

± 0,5 vs 5,3 ± 0,7 %) (Fig 79).

Figura 79: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dtmáx) en corazones de los grupos IR2, 1PI y 1PI + 
5-HD en ratas WKY y de IR2, 3PI y 3PI + 5-HD en ratas SHR. * p< 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con 
respecto a 1PI o 3PI.
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En ambas cepas de ratas, la presión de perfusión (PP) en el grupo tratado con 5-HD 

mostró una tendencia a aumentar con respecto a lo observado en el grupo 

preacondicionado sin tratamiento, pero este cambio no alcanzó significación estadística. Al 

final de la reperfusión los valores de la PP fueron de 126 ± 10 mmHg en las ratas WKY y 

de 138 ± 10 mmHg en las SHR.

En ambas cepas cuando se realizó un período de isquemia global de 50 min y 2 hs 

dereperfusión, en ambas cepas la aplicación del Pl en presencia de la inhibición de 

los canales mitocondriales de K+ dependientes de ATPcon 5-HD:

1- aumentó el tamaño del infarto

2- disminuyó la recuperación postisquémica de la función miocárdica.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de TBARS del grupo 1PI+5-HD de las ratas WKY fue de 0,50 ± 0,10 

nmoles/mg de prot (n=7), valor similar al obtenido en el grupo 1PI (0,52 ± 0,03 nmoles/mg 

de prot) (Fig 80).

Figura 80: Concentración de TBARS, expresadas en nmoles por mg de proteína, en los grupos IR2, 1PI y 
1PI + 5-HD en las ratas WKY; IR2, 3PI y 3PI+ 5-HD en las SHR.
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En las SHR las TBARS de los corazones 3PI+5-HD tampoco mostraron diferencias 

significativas con respecto a los valores obtenidos en el grupo 3PI alcanzando valores de 

0,6 ± 0,11 (n=8) vs 0,6 ±0,1 nmoles/mg de prot, (Fig 80).

-Glutatión reducido (GSH):

En ambas cepas de ratas, la presencia de 5-Hd en el precoacondicionamiento, disminuyó 

significativamente la concentración de GSH respecto a los corazones preacondicionados.

Figura 81: Contenido de glutatión reducido (GSH) en los grupos IR2, 1 PI y 1PI+ 5-HD en las ratas WKY; 
IR2, 3PI y 3PI+ 5-HD en las SHR. * p < 0,05 con respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 1PI y 3PI.

Los niveles observados fueron 4,5 ± 1,8 pg/mg prot en las WKY y 6,7 ±1,0 pg/mg prot en

SHR (Fig 81).

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En las ratas WKY del grupo 1PI+ 5-HD la actividad citosólica de SODT y SODMn 

tendieron a aumentar con respecto a los valores obtenidos en el grupo 1PI pero no 

alcanzaron significación estadística. Los valores fueron de 6,5 ± 2,7 y 4,2 ±1,2 %inh/mg 

prot para SODT y SODMn respectivamente (Fig 82).
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En los corazones 3PI+5-HD de las SHR la actividad citosólica de SODT y SODMn fue de 

6,0 ± 0,8 y 2,9 ± 0,7 %¡nh/mg prot, valores que fueron significativamente mayores a los 

obtenidos en el grupo 3PI (3,6 ± 0,7 y 1,1 ± 0,5 %inh/mg prot) (Fig 83).

Figura 82: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de los grupos IR2, 1PI y 1PI+ 5-HD en ratas WKY.* p < 0,05 con 
respecto a IR2.

Figura 83: Actividad citosólica de SOD total (SODT) y de SODMn, expresadas como porcentaje de 
inhibición por mg de proteína, en corazones de ios grupos IR2, 3PI y 3PI+ 5-HD en SHR. * p < 0,05 con 
respecto a IR2. # p< 0,05 con respecto a 3PI.
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Los resultados de las determinaciones bioquímicas indican que la aplicación del Pl 

en presencia de la inhibición de los canales mitocondriales de K+ dependientes de 

ATP con 5-HD:

1- no modificó las TBARS en ambas cepas

2- disminuyó el contenido de GSH en ambas cepas

3- aumentó la actividad citosólica de SODT y SODMn sólo en SHR.

N-(2-mercaptopropionil) glicina (MPG): atrapante de ROS.
Para determinar la participación de ROS en el proceso de isquemia-reperfusión se utilizó 

el tratamiento con MPG en una dosis de 2 mM 10 min antes de comenzar el período de 

isquemia de 50 min y durante los primeros 10 min de la reperfusión.

Tamaño del Infarto:

La Fig 84 muestra los valores individuales y los promedios de los tamaños del infarto en 

corazones de ratas WKY y SHR tratados con MPG y sometidos a isquemia global de 50 

min y 2 hs de reperfusión (IR2). En ambas cepas este parámetro disminuyó 

significativamente con respecto a los grupos IR2, siendo en las WKY 18 ± 2 % (n=5) vs 42 

± 2 % y en las SHR de 24 ± 3 % (n=6) vs 58 ± 5 %.

Figura 84: Tamaño del infarto en los grupos IR2 y tratados con MPG en las ratas WKY y SHR. * p< 0,05 
con respecto a IR2.
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Función miocárdica

-Función Sistólica

La PD del grupo tratado con MPG en las ratas WKY fue de 3,0 ±1,6 %, valor similar al 

encontrado en el grupo IR2 (1,9 ± 0,3 %). En cambio, en las SHR los corazones mostraron 

una PD que fue significativamente mayor a la obtenida en el grupo IR2, (5,5 ±1,0 % vs 2,5 

± 0,9 %) (Fig 85).

Figura: 85: Presión desarrollada (PD) en corazones IR2 y tratados con MPG. * p< 0,05 con respecto a IR2.

En el grupo MPG la +dP/dtmáx de las WKY fue de 3,7 ±1,4 %, valor ligeramente mayor 

pero no significativamente diferente al obtenido en el grupo IR2 (2,0 ± 0,3 %).
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Figura 86: Valores de la máxima velocidad de desarrollo de la presión del ventrículo izquierdo (+dP/dtmáx) en 
corazones IR2 y tratados con MPG. * p< 0,05 con respecto a IR2.

En cambio, en las SHR se obtuvieron valores significativamente mayores a los obtenidos 

en el grupo IR2 (3,9 ± 0,7 vs 2,0 ± 0,3 %) (Fig 86).

-Función Diastólica:

La PDF al final de la reperfusión en los grupos MPG de ambas cepas de ratas fue similar a 

IR2, siendo en las WKY de 70 ± 10 mmHg y en las SHR de 66 ± 9 mmHg. (Fig 87).

En los corazones tratados con MPG, los valores de la -dP/dt máx fueron similares con 

respecto a los valores obtenidos en los grupos IR2 en ambas cepas de ratas (4,0 ± 1,0 vs 

2,5 ± 0,2 % en WKY y 4,9 ± 0,8 vs 4,2 ±1,1 % en SHR) (Fig 88).
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Figura 87: Valores de presión diastólica final (PDF) en ambas cepas estudiadas de corazones IR2 y tratados 

con MPG.

Figura 88: Máxima velocidad de caída de la presión (-dP/dt máx) en corazones IR2 y tratados con MPG en 
ratas WKY y SHR.

En el grupo de corazones tratados con MPG la presión de perfusión (PP) al final de las 2 

hs de reperfusión, mostró en las ratas WKY valores significativamente mayores a los 

observados en los corazones IR2 (125 ± 18 mmHg). Sin embargo, en las SHR la PP 

tendió a ser menor pero no alcanzó significación estadística (122 ± 16 vs 139 ± 13 mmHg 

en IR2).
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Cuando se realizó el tratamiento con MPG en presencia de isquemia global de 50 

min:

1- disminuyó el tamaño del infarto en ambas cepas

2- aumentó la función sistólica en las SHR

3- no cambió la función distólica en ambas cepas.

Determinaciones Bioquímicas:

-Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS):

La concentración de las TBARS del grupo tratado con MPG en ambas cepas fue similar a 

la encontrada en los respectivos grupos IR2. En las ratas WKY fue de 0,45 ± 0,07 

nmoles/mg de prot (n=7) y en las SHR de 0,61 ±0,13 nmoles/mg de prot (n=7), (Fig 89).

Figura 89: Concentración de TBARS, expresadas en nmoles por mg de proteína, en los grupos IR2 y 
tratados con MPG en las ratas WKY y SHR.

-Glutatión reducido (GSH):

Los valores de GSH obtenidos en el grupo MPG de ambas cepas de ratas fueron 

significativamente mayores a los observados en los grupos IR2 (Fig 90). En las ratas WKY 

fueron de 9,8 ± 1,5 vs 4,0 ± 0,4 pg/mg prot y en las SHR 16,2 ± 4,7 vs 1,9 ± 0,5 pg/mg 

prot.
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Figura 90: Contenido de glutatión reducido (GSH), expresado en pg/mg de proteína, en WKY y SHR de los 
grupos IR2 y MPG.* p < 0,05 con respecto a IR2. # p < 0,05 SHR vs WKY.

-Enzima superóxido dismutasa (SOD):

En las ratas WKY la actividad citosólica de SODT y SODMn fue similar a la obtenida en el

grupo IR2 (6,0 ± 0,4 y 3,9 ± 0,5 %inh/mg prot), mientras que en las SHR los valores

Figura 91: Actividad citosólica de las enzimas SOD total (SODT) y SODMn en los grupos IR2 y MPG en las 
ratas WKY y SHR.* p < 0,05 con respecto a IR2.

de ambas enzimas fueron significativamente menores a los obtenidos en el grupo IR2 (3,8 
±1,1 y 2,0 ± 0,8 %inh/mg prot para SODT y SODMn, respectivamente) (Fig 91).
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Los resultados presentados sobre las determinaciones bioquímicas muestran que el 

tratamiento con MPG y 50 min de isquemia global:

1- no modificó las TBARS en ninguna de las cepas

2- aumentó el contenido de GSH en ambas cepas

3- disminuyó la actividad citosólica de SODT y SODMn sólo en SHR.
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Discusión

Aunque la restauración del flujo sanguíneo es un prerequisito para salvar a la célula 

miocárdica, la reperfusión en sí misma puede acelerar o adicionar injuria a la ya generada 

por la isquemia. Esto es lo que se conoce como “injuria por reperfusión”, caracterizada por 

la presencia de arritmias, disminución transitoria de la contractilidad (injuria reversible: 

atontamiento) e infarto miocárdico (injuria irreversible). En los estudios realizados 

tendientes a analizar el comportamiento de corazones hipertróficos frente a la isquemia y 

reperfusión, se observa una marcada disparidad en los modelos utilizados y en los 

resultados obtenidos. La mayor parte de ellos, basados en el comportamiento del 

miocardio descompensado (animales seniles), muestran una aumentada susceptibilidad al 

daño por isquemia y/o reperfusión (Snoeckx y col, 1986; Snoeckx y col, 1993; Allard y 

col, 1994; Wexler, 1998). Los resultados no son tan concluyentes cuando son estudiados 

corazones con moderada hipertrofia (animales adultos), encontrándose en algunos casos 

disminuida (Grover y col, 1996; Haneda y col, 1986) y en otros una similar (Hoffmeister y 

col, 1998) recuperación postisquémica con respecto a corazones de ratas normotróficas. 

Sin embargo, existen muy pocos estudios en los cuales se evalúa el tamaño del infarto 

como punto final de daño por isquemia-reperfusión en corazones hipertróficos. En dichos 

estudios se observa un tamaño de infarto mayor en animales hipertróficos, no quedando 

claro si es el aumento de presión ó la hipertrofia el factor determínate de la injuria 

irreversible (Koyanagi y col, 1982; Inou y col, 1987). Existen estudios en modelos de 

infarto "ex vivo” (Ebrahim y col, 2007) e "in vivo" (Speechly-Dick y col, 1994) en los cuales 

el tamaño del infarto fue similar entre ratas hipertensas DOCA-sal y normotensas. En 

nuestras condiciones experimentales y usando ratas hipertensas espontáneas (SHR), los 

resultados obtenidos están de acuerdo con las investigaciones mencionadas, 

aparentemente contradictorias. Por ello es que el primer hallazgo de este trabajo es la 

demostración que la respuesta de las SHR adultas jóvenes a la isquemia-reperfusión 

depende de la duración de la isquemia. Es así que se observa que frente a un período de 

isquemia global de 35 min el tamaño del infarto y la recuperación postisquémica de la 

función miocárdica fueron similares a las observadas en las ratas normotensas de la 

misma edad. En cambio, cuando el período isquémico se prolongó a 50 min, el tamaño del
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infarto de las SHR fue significativamente mayor que el obtenido en ratas normotensas. En 

cuanto a la función miocárdica la recuperación postisquémica de la contractilidad fue 

escasa con valores muy cercanos a cero y similar en las dos cepas.

La abrupta producción de las ROS que ocurre en los primeros minutos de la reperfusión es 

uno de los factores involucrados en los daños ocasionados por la isquemia y reperfusión 

(Bolli y col, 1989; Zweier y col, 1987; Ambrosio y col, 1991). Si bien los mecanismos 

responsables de la injuria por las ROS no se conocen claramente, trabajos recientes 

focalizan la acción a nivel mitocondrial siendo las ROS uno de los principales 

responsables de la formación y apertura del mPTP (Kanno y col, 2004). Recordemos que 

a través de este poro tiene lugar la liberación hacia el citosol de sustancias contenidas en 

la matriz mitocondrial. Es así que la detección de actividad en el citosol de una de las 

enzimas intramitocondriales, la SODMn, puede ser usada como indicador de la apertura 

del mPTP (Jin y col, 2005). Datos obtenidos en este trabajo muestran que luego de la 

isquemia-reperfusión la actividad citosólica de SODMn aumentó, sugiriendo que en 

nuestras condiciones experimentales tiene lugar la formación del mPTP. Es importante 

resaltar que este aumento fue significativamente mayor en los corazones hipertróficos de 

las SHR que en WKY con la isquemia de 35 min, mostrando una escasa diferencia cuando 

la isquemia se extendió a 50 min.

No menos importante es el aumento de la actividad de la SODT que en SHR y en los dos 

períodos de isquemia estudiados, fue mayor en comparación con los valores obtenidos en 

WKY. El incremento mayor de este parámetro obtenido en la isquemia de 35 min estaría 

indicando la participación activa de la enzima citosólica SODCu/Zn además de la SODMn. 

En nuestro caso la activación de estas enzimas actuarían como mecanismo de defensa de 

la célula miocárdica para atenuar el estrés oxidativo consecuente a la probable mayor 

producción de las ROS.

Con respecto al sistema antioxidante GSH, nuestros datos muestran que los corazones 

controles (no sometidos a isquemia-reperfusión) de las SHR presentan un menor 

contenido de GSH en comparación con los corazones de ratas normotensas. Estos 

resultados ponen en evidencia el mayor estrés oxidativo presente en los corazones 

hipertróficos y están de acuerdo con investigaciones previas (Schackenberg y Wilcox, 

1999; Sawyer y col, 2002). Cuando ambas cepas fueron sometidas a isquemia-reperfusión
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los niveles de GSH de las SHR también fueron menores a los hallados en WKY y esta 

diferencia se mantuvo cuando el período de isquemia se prolongó. Este resultado se 

correlaciona con el mayor tamaño del infarto obtenido en SHR con la isquemia de 50 min. 

O sea, que la disminución del GSH en SHR con la isquemia sugiere una mayor producción 

de las ROS en las SHR como causa de la muerte celular estando avalada esta hipótesis 

por mayor peroxidación lipídica obtenida en los corazones hipertróficos. Esta relación no 

es siempre clara ya que en trabajos previos se mostró que la sobreexpresión de enzimas 

antioxidantes no mejora el daño miocárdico por isquemia-reperfusión (Jones y col, 2003).

En WKY también el GSH disminuyó y esta deficiencia puede ser la causa del daño 

obtenido en esta cepa, estando de acuerdo con estudios previos (Leichtweis y Ji, 2001). 

El mecanismo de protección endógena, conocido con el nombre de “preacondicionamiento 

isquémico" ejerció un efecto beneficioso en ambas cepas de ratas pero con algunas 

consideraciones. Cuando la isquemia prolongada fue de 35 min la aplicación de un sólo 

ciclo preacondicionante fue suficiente para disminuir el daño miocárdico producido por la 

isquemia-reperfusión tanto en WKY como en SHR. Los corazones preacondicionados 

presentaron un tamaño del infarto menor y una recuperación postisquémica de la función 

miocárdica mayor que lo observado en corazones no preacondicionados. Sin embargo, lo 

que resultó un hallazgo interesante de nuestro estudio fue que un sólo ciclo de isquemia- 

reperfusión no fue suficiente para proteger al miocardio hipertrófico de las SHR cuando el 

período isquémico se prolongó hasta 50 min. En estas condiciones fue necesaria la 

aplicación de 3 ciclos para lograr efecto protector. En cambio, en las WKY un sólo ciclo 

preacondicionante alcanzó para disminuir el tamaño del infarto y mejorar la función 

miocárdica postisquémica cuando las isquemias fueron de 35 y 50 min. Es de hacer notar 

también que la aplicación de 1 ó 3 ciclos preacondicionantes otorgó similar protección en 

la cepa normotensa. Nuestros resultados están de acuerdo con estudios previos que 

muestran que los corazones con hipertrofia ventricular izquierda pueden ser 

preacondicionados (Speechly-Dick y col, 1994; Pantos y col, 1996; Butler y col, 1999; 

Randall y col, 1997; Boutros y Wang, 1995; Rajesh y col, 2004; Ebrahim y col, 2007). Sin 

embargo, en algunos de estos estudios se encuentran discrepancias asociadas a la edad 

de los animales usados. Existen datos que avalan la pérdida (Ebrahim y col, 2007) y la 

conservación del Pl con el envejecimiento (Dai y col. 2009). En este trabajo de tesis no
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evaluamos el factor edad pero aún así encontramos que, en animales adultos jóvenes, la 

duración de la isquemia aparece como un factor capaz de modificar la respuesta del 

miocardio hipertrófico al Pl.

Los mecanismos involucrados en la protección otorgada por el Pl no están totalmente 

aclarados. Trabajos recientes proponen una teoría del Pl que comienza con la fase 

llamada "trigger" que ocurre en los ciclos preacondicionantes de isquemia-reperfusión y 

que consiste en la aparición de ligandos cardioprotectores. La interacción de dichos 

ligandos con receptores de membrana lleva a la activación de distintas quinasas, entre las 

cuales la PKC cumple un rol importante (Liu y col, 1994; Yellon y col, 1998). Si bien en 

este trabajo no examinamos el papel de la PKC sobre el tamaño del infarto, en resultados 

de nuestro laboratorio recientemente publicados demostramos que el bloqueo de la PKC 

anula el efecto protector del Pl en las ratas WKY y SHR (Fantinelli y Mosca, 2007a).

Las distintas quinasas activadas por el Pl promueven la activación de vías de señalización 

que involucran al NO (Rakhit y col, 1999) y a los canales de K+-dependientes de ATP del 

sarcolema (Sukhodub y col, 2007) y de la mitocondria (Matejíková y col, 2009). Según 

trabajos recientes el efector final de la protección sería el mPTP, disminuyendo su 

formación durante el PI (Clarke y col, 2008; Hausenloy y col, 2004).

Un hallazgo importante de este trabajo es que los corazones preacondicionados de ambas 

cepas de ratas (SHR y WKY) mostraron una menor actividad citosólica de SODMn en 

ambos períodos isquémicos comparado con los corazones no preacondicionados. Estos 

resultados sugieren que el efecto protector del Pl estaría asociado a una menor apertura 

del mPTP. Similares resultados fueron hallados recientemente en animales normotensos, 

en los cuales la liberación de SODMn producida por la isquemia-reperfusión fue prevenida 

por el Pl y también por la administración de ciclosporina A, un inhibidor de la formación del 

mPTP (Jin y col, 2005).

¿Qué sucede con el estrés oxidativo en corazones preacondicionados?. En ambas cepas 

y en los dos períodos de isquemia utilizados, los corazones preacondicionados 

presentaron contenidos de GSH mayores a los obtenidos en los no preacondicionados. 

Sin embargo, el Pl provocó una disminución significativa de la peroxidación lipídica sólo en 

los corazones hipertróficos cuando la isquemia aplicada fue de 35 min. Esto significa que 

el aumento del sistema antioxidante GSH fue suficiente en las SHR para contrarrestar la
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producción de las ROS durante la reperfusión y disminuir así el estrés oxidativo. Por lo 

tanto, la protección dada por el Pl en los corazones hipertróficos se correlaciona con un 

menor daño oxidativo, el cual podría estar asociado a una menor apertura del mPTP, 

coincidente con lo observado en animales normotensos por Clarke y col (2008). La misma 

correlación se daría en las ratas WKY, a pesar de que las TBARS no disminuyeron 

significativamente. Esta aparente discrepancia podría explicarse recordando que el estrés 

oxidativo depende del balance entre producción y remoción de las ROS. Asumiendo una 

similar producción de las ROS en ambas cepas de ratas y teniendo los corazones 

preacondicionados de las ratas WKY un mayor contenido de GSH, el daño oxidativo 

podría mantenerse igual o ser aún menor que en los corazones no preacondicionados. Por 

lo tanto, la atenuación del estrés oxidativo es un factor que contribuye a la protección del 

Pl en ambas cepas de ratas.

El papel del NO en la injuria por isquemia-reperfusión es todavía confuso. Trabajos 

recientes muestran que el NO ejerce una acción cardioprotectora (Jugdutt, 2002; Yan y 

col, 2001; Cohen y col, 2006) mientras que otros señalan que contribuye a un aumento del 

daño miocárdico (Kojda y Harrison, 1999; O’Donnell y Freeman, 2001). Aún en un mismo 

modelo experimental, el rol del NO en mediar los efectos cardioprotectores es 

controvertido. Por ej. se observó que la disminución del tamaño del infarto inducida por el 

preacondicionamiento farmacológico con bradiquinina era independiente de NO (Goto y 

col, 1995) y según otros autores el efecto era dependiente del NO (Oldenburg y col, 2004). 

En animales hipertensos se ha descripto que el miocardio desarrolla una mayor actividad 

de la óxido nítrico sintetasa (NOS) constitutiva comparado con los normotensos (Nava y 

col, 1995). Esto indica que el miocardio es capaz de generar mayores niveles de NO. 

Paralelamente se ha demostrado que en animales hipertróficos la vía del NO-GMPc podría 

estar alterada (Tetsuji y col, 2007). Por lo tanto, la biodisponibilidad de NO sería menor, 

quizás por la oxidación de dicha molécula por el anión superóxido.

En este trabajo demostramos que en las SHR, el bloqueo de la la NOS anula los efectos 

beneficiosos del Pl en ambos protocolos de isquemia-reperfusión, observándose un 

aumento del tamaño del infarto y de la SODT y una disminución de GSH. Resultados 

similares fueron obtenidos en las ratas WKY cuando la isquemia fue de mayor duración.
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Es decir, que el Pl logra modificar el balance NO-ROS a favor del NO, lográndose los 

efectos beneficiosos de esta molécula.

La participación del NO también se observó en la actividad citosólica de SODMn que 

mostró valores elevados cuando se realizó el Pl en presencia de L-NAME. Nuevamente 

este efecto se observó en las ratas WKY en la isquemia de mayor duración. Estos 

resultados indican que el NO está actuando de manera directa ó indirecta sobre el mPTP 

atenuando su formación y están de acuerdo con recientes investigaciones (Kím y col, 

2004).

Es importante destacar que de acuerdo a nuestros resultados el NO cumpliría un papel 

clave como mediador del Pl en corazones hipertróficos ya que aparece involucrado 

independientemente de la duración del período isquémico.

El bloqueo de los mitoK+ATP también anuló los efectos cardioprotectores del Pl en las SHR 

en ambos períodos isquémicos y en las WKY en el período isquémico de 50 min. Es decir, 

que de manera similar al NO estos canales mitocondriales parecen desempeñar un rol 

más importante en la protección dada por el Pl a corazones hipertróficos. En lo que 

respecta a la reducción del tamaño del infarto, nuestros resultados están de acuerdo a lo 

observado en distintos modelos experimentales en animales normotensos en los cuales se 

destaca la participación de los mitoK+ATp en el efecto cardioprotector del Pl (Matejíková y 

col, 2009; Nishida y col, 2009; Wang y col, 2001; Yellon y col, 1998). En cuanto al estrés 

oxidativo, una investigación reciente realizada en conejos propone que los mitoK+ATP 

participan activamente en el estrés oxidativo que acompaña a la injuria miocárdica 

postisquémica (Das y Sarkar, 2005). Nuestros datos también permiten establecer dicha 

relación ya que el bloqueo de los mismos provocó una disminución del GSH y un aumento 

de la SOD, cambios que fueron más evidentes en la cepa hipertensa. Estos resultados, 

junto con los obtenidos al bloquear la producción de NO nos indican que ambas entidades 

estarían participando de la cascada de eventos que conducen a la protección en los 

corazones hipertróficos. Esta hipótesis estaría de acuerdo con reconocidos efectos 

directos e indirectos del NO sobre el mitoK+ATp descrito previamente en ratas normotensas 

(Ljubkovic y col, 2007).
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¿Cuál sería el mecanismo por el cual la apertura del mitoK+ATP lleva a la protección?. Se 

ha demostrado que la apertura de estos canales promueve la entrada de K+ a la 

mitocondria, la cual disminuye el ingreso del Ca2+ a la organela (Holmuhamedov y col, 

1999; Murata y col, 2001; Wang y col, 2001) e inhibe la formación del mPTP (Javadov y 

col, 2003). Teniendo en cuenta estos trabajos podríamos decir que en los corazones de 

las SHR el NO sería el que promueve la apertura de los mitoK+ATp y esto llevaría a una 

menor sobrecarga de Ca2+ de la mitocondria y a la consecuente menor apertura del 

mPTP. Esta hipótesis está avalada por la menor actividad de SODMn en el citosol 

observada en los corazones hipertróficos preacondicionados. En cambio, en las WKY esos 

dos intermediarios se convertirían en claves para la protección del Pl en períodos 

isquémicos de mayor duración.

A pesar de que las ROS actúan como segundos mensajeros cuando están en bajas 

concentraciones como la que ocurre en los períodos cortos de isquemia de los protocolos 

de PI (Cohen y col, 2001; Baines y col, 1997; Facundo y col, 2006; Pain y col, 2000), a 

altas concentraciones son tóxicas y pueden inducir daño celular (Ambrosio y col, 1991; 

Kilgore y col, 1994; Kevin y col, 2003). Si bien una pequeña cantidad de dichas especies 

es generada durante la isquemia (Becker y col, 1999; Kevin y col, 2003), la producción 

mayor tiene lugar en los primeros minutos de la reperfusión (Becker, 2004; Zweier y col, 

1987; Ambrosio y col, 1991).

El papel perjudicial de las ROS en isquemia-reperfusión miocárdico ha motivado la 

búsqueda de antioxidantes como posibles agentes terapéuticos (Bandyopadhyay y col, 

2004). En muchos estudios experimentales la administración de sustancias antioxidantes 

resultaron ser efectivas para disminuir los daños ocasionados por isquemia-reperfusión 

(Ozer y col, 2005; Kutala y col, 2006; Andreadou y col, 2002; Hangaishi y col, 2001, Onogi 

y col, 2006; Singla y col, 2007). Recientemente Ahmet y col (2009) demostraron que una 

dieta enriquecida en arándanos que poseen una alta capacidad antioxidante reduce el 

tamaño del infarto de ratas normotensas en las cuales la lesión isquémica fue producida 

por ligadura coronaria. En este trabajo también se muestra que la sobrevida aumentada de 

los cardiomocitos aislados de dichas ratas se debe a que el umbral de apertura del mPTP 

disminuyó por el tratamiento antioxidante.
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En corazones hipertróficos de ratas con coartación de aorta abdominal previamente se 

demostró que el agregado de SOD y catalasa al medio de perfusión atenuó la injuria por 

isquemia-reperfusión en una manera similar a la obtenida en corazones controles 

(Kirshenbaum y Singal, 1993). Recientemente en nuestro laboratorio demostramos que el 

tratamiento agudo con un extracto no-alcohólico de vino tinto disminuyó el tamaño del 

infarto obtenido en ratas SHR (Fantinelli y Mosca, 2007b). En esta misma cepa de ratas 

Potenza y col (2007) demostraron que el tratamiento crónico con polifenoles con 

reconocida actividad antioxidante era capaz de proteger al miocardio contra la injuria 

postisquémica.

En esta tesis, utilizando al MPG como "scavenger" de las ROS, el tamaño del infarto en 

ambas cepas fue menor. Estos resultados están de acuerdo con estudios previos en los 

cuales se muestra que el tratamiento de animales normotensos con MPG reduce el 

tamaño del infarto (Beyersdorf y col, 1989; Koerner y col, 1991) y aumenta la recuperación 

contráctil (Myers y col, 1986). El efecto beneficioso del MPG también se tradujo en un 

aumento de los niveles de GSH tanto en SHR como en WKY, mientras que la SOD (SODT 

y SODMn) sólo disminuyó en SHR, parámetros que están indicando la menor 

concentración de las ROS en estas condiciones experimentales. Recordemos que aunque 

las NADPoxidasas, la NOS y la xantina oxidasa contribuyen a la generación de las ROS, 

la mitocondria es el sitio principal de producción de dichas especies. Por lo tanto, la menor 

concentración de ROS en el citosol sería la consecuencia y/o la causa de la menor 

apertura del mPTP. Estos resultados están de acuerdo con experimentos recientes 

realizados en animales normotensos que muestran que los efectos beneficiosos del MPG 

se vinculan con la preservación de la función mitocondrial (Tanonaka y col, 2003).

Es interesante destacar que en ambas cepas de ratas la protección obtenida con el MPG 

fue similar a la observada con el Pl, por lo que podemos concluir que la atenuación del 

estrés oxidativo y consecuentemente la menor apertura del mPTP son un mecanismo 

importante para disminuir las alteraciones por isquemia-reperfusión.
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Conclusiones

Las principales conclusiones que derivan del presente trabajo de tesis se resumen a 

continuación:

-La respuesta del miocardio de las ratas hipertensas espontáneas (SHR) adultas jóvenes 

comparada a la observada en ratas normotensas Wistar Kyoto (WKY) de la misma edad 

cambia según la duración de la isquemia. Cuando la isquemia fue de 35 min el tamaño del 

infarto de ambas cepas fue similar (aproximadamente 30-35%). Sin embargo, cuando la 

isquemia se prolongó hasta 50 min el tamaño del infarto en las SHR fue superior al observado 

en las WKY (58% vs 42%). Es decir, se puso en evidencia que las SHR adultas jóvenes 

presentan una tolerancia menor y consecuentemente un daño miocárdico mayor que las ratas 

WKY cuando el período de isquemia se prolongó.

-El daño oxidativo provocado por la isquemia-reperfusión fue mayor en las SHR, evidenciado 

por el aumento de la peroxidación lipídica (TBARS) en los corazones hipertróficos comparado 

con los corazones de las ratas WKY. Podemos entonces decir que, en las SHR, a pesar de que 

la actividad de SOD aumentó y el GSH disminuyó, estos cambios no fueron suficientes para 

impedir el daño oxidativo. En cambio en las ratas WKY la modificación de dichos sistemas 

antioxidantes (que fueron menores que en las SHR) pudieron compensar la producción de las 

ROS y evitar el daño oxidativo.

-Si bien en ambos protocolos de isquemia-reperfusión y en las dos cepas (WKY y SHR) la 

actividad citosólica de la enzima SODMn aumentó, estos aumentos fueron mayores en la cepa 

SHR. Estos resultados sugieren que en los corazones hipertróficos la reperfusión produce una 

mayor proporción de mitocondrias con formación o apertura del poro de permeabilidad 

transitoria (mPTP).

-El preacondicionamiento isquémico (Pl) ejerció un efecto protector frente a las dos isquemia 

realizadas (35 y 50 min) en ambas cepas de ratas, evidenciado por un tamaño de infarto menor 

una mayor recuperación postisquémica de la función cardíaca. En este sentido, un hallazg 

novedoso de este trabajo fue que en los corazones hipertróficos de las SHR fue necesaria I 

aplicación de un mayor número de ciclos preacondicionantes (en nuestro caso 3) cuando I 

isquemia fue de mayor duración.

-El Pl preservó el contenido de GSH y disminuyó la actividad de la enzima SODT en 

ambas cepas, sugiriendo una menor producción de las ROS en corazones
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preacondicionados con respecto a los no preacondicionados. Sin embargo, la 

peroxidación lipídica disminuyó sólo en las SHR. Esto estaría indicando que los cambios 

de los sistemas antioxidantes en las SHR fueron suficientes para evitar el daño oxidativo y 

que esto no fue así en las WKY.

-El aumento de la actividad de la SODMn observado durante la isquemia-reperfusión disminuy 

en los corazones preacondicionados, lo que sugiere que en estos corazones la cantidad d 

mitocondrias con permeabilidad aumentada (mPTP abiertos) fue menor.

-En corazones hipertróficos la disminución del tamaño del infarto obtenido con el Pl frente 

a períodos isquémicos de 35 y 50 min fue atenuado por el bloqueo de la óxido nítrico 

sintetasa y por la inhibición de la apertura de los canales mitocondriales de K+ 

dependientes de ATP (mitoK+-ATp). Estos resultados indican que el NO y los mitoK+-ATP 

participan en la vía intracelular de cardioprotección del Pl. En cambio, en los corazones 

normotróficos de las WKY, el NO y los mitoK+-ATp aparecen involucrados en el Pl sólo 

cuando la isquemia fue de 50 min.

-Los cambios de los sistemas GSH y SODT producidos por el Pl también fueron anulados 

en presencia de los bloqueantes L-NAME y 5-HD, indicando la participación del NO y los 

mitoK+-ATp en dichos efectos. En forma similar a lo detallado anteriormente dichos 

mediadores participan del Pl en la preservación de los sistemas antioxidantes frente a las 

dos isquemias en las SHR y sólo en la de 50 min en las ratas WKY.

-Los cambios de la actividad citosólica de SODMn fueron similares a los de los parámetros 

mencionados anteriormente. La disminución de la actividad de la enzima obtenida con el 

Pl en ambas isquemias y en SHR fue dependiente de la producción de NO y de la 

apertura de los mitoK+-ATp. Esto indica que ambos participan en la menor apertura del 

mPTP producida por el Pl. En cambio esa dependencia sólo fue evidente en las WKY 

cuando el período de isquemia fue de 50 min.

-En ambas cepas, WKY y SHR, el tratamiento con MPG (atrapante de las ROS) ejerció 

un efecto cardioprotector diminuyendo el tamaño del infarto y preservando los sistemas 

antioxidantes. La menor actividad citosólica de SODMn con este tratamiento sugiere que 

la apertura del mPTP fue menor.
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Por lo tanto, concluimos que los corazones de las SHR comparado con el de las 

ratas normotensas WKY presentan mayor daño miocárdico cuando la isquemia es 

de mayor duración. Aún en estas condiciones el preacondicionamiento isquémico 

(Pl) es capaz de protegerlos disminuyendo la muerte celular y preservando los 

sistemas antioxidantes. Este efecto cardioprotector del Pl en ambas cepas y frente a 

isquemias más prolongadas involucra la participación del NO y de los mitoK+-ATP 

cuya apertura llevaría a la disminución de la formación y/o apertura del poro de 

permeabilidad transitoria de la mitocondria. Por otra parte, el efecto cardioprotector 

del MPG, que fue similar al obtenido con el Pl, coloca a las ROS como 

determinantes de la pérdida de la integridad mitocondrial y de las alteraciones 

observadas en nuestro modelo de isquemia-reperfusión.
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