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RESUMEN

RESUMEN

La informacion respecto a la respuesta del corazon aislado de ratas hipertensas espontaneas
(SHR) a la isquemia-reperfusion y a los mecanismos de protecciéon descriptos para ratas
normotensas [pre y postacondicionamiento isquémicos (PI y PCI, respectivamente) y
farmacologicos], es escasa. Por lo tanto, la participacion de la via PI3K/Akt/GSK-3p y del poro
de permeabilidad transitoria de la mitocondria (PPTM) en los mecanismos responsables de la
muerte 6 la sobrevida de los cardiomiocitos de SHR, no estan debidamente aclarados.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar en corazones de SHR aislados y
perfundidos con la técnica de Langendorff los efectos de la isquemia global (IG, 45 min)-
reperfusion (R, 60 min), del PI y PCI y del tratamiento con CILi e IMI (inhibidores de GSK-
3B) sobre el tamaifio del infarto, el dafio oxidativo, la sensibilidad del PPTM al Ca2*, la
liberacién de citocromo c al citosol y la ultraestructura mitocondrial.

El protocolo de IG-R produjo un tamano del infarto de aproximadamente 50% del area de
riesgo y dano oxidativo, evidenciado por un aumento de la peroxidacion lipidica (TBARS), una
disminucion marcada del contenido de GSH y un aumento de la actividad de SODT y SODMn.
El contenido de P-GSK-3[ y P-Akt y la sensibilidad del PPTM al Ca2* disminuyeron, mientras
que la expresion de citocromo c en el citosol aumento6. La microscopia electronica revel6 que
la mayor parte de las mitocondrias estaban danadas, con edema y destruccion de sus crestas.
Las intervenciones PI y PCI y el tratamiento con los inhibidores de GSK-3[3 protegieron a los
corazones de SHR de los dafos antes mencionados. Por lo tanto, en los corazones
intervenidos y tratados se observé una disminucién del tamafio del infarto y del dafio
oxidativo evidenciado por la disminucién de la peroxidacién lipidica (TBARS), preservaciéon
parcial del contenido de GSH y disminucion de la actividad de SODT y SODMn. La expresion
de P-GSK3pB y de P-Akt y de la sensibilidad del PPTM al Ca2* aument6 mientras que el
contenido de citocromo c en el citosol disminuy6. Por microscopia electronica fue posible
encontrar en estos grupos la presencia de algunas mitocondrias con ultraestructura
conservada.

Los efectos beneficiosos del PI y PCI fueron anulados cuando la via de sefializacién de
PI3K/Akt fue inhibida con wortmanina. Las variables mencionadas retornaron a los valores

observados en los corazones isquémicos no tratados.
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De las relaciones examinadas surge que: a- el tamafio del infarto es mayor cuando la
peroxidacion lipidica aumenta y el contenido de GSH disminuye. En estas condiciones la
sensibilidad del PPTM al Ca2* es menor. La situaciéon opuesta se da en presencia de
intervenciones cardiorpotectoras. Por lo tanto, en ellas el tamafio del infarto es menor cuando
la peroxidacion lipidica disminuye y el contenido de GSH aumenta. En estas condiciones la

sensibilidad del PPTM al Caz2* tiende a recuperarse.

En base a los datos obtenidos se concluye que las alteraciones de la formacion
y/6 apertura del PPTM, participan y determinan la muerte 6 la sobrevida celular
en el corazon hipertréofico de SHR sometido a isquemia-reperfusion. Asi, la
disminucion del tamaio del infarto obtenida con las intervenciones y/o6
tratamientos utilizados fue el resultado de la disminucién del daiio oxidativo
intimamente asociada a la recuperacion parcial de la integridad mitocondrial -
menor apertura del PPTM- via P-Akt/P-GSK-3B. Otro hallazgo interesante fue
que la proteccion por el tratamiento con CILi (farmaco ampliamente utilizado en
psiquiatria) fue similar a la obtenida con las intervenciones de
acondicionamiento isquémico (PI y PCI). Por lo tanto, esta droga podria ser una
posible herramienta terapéutica para atenuar la injuria por isquemia y

reperfusion.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Information regarding to the response to ischemia-reperfusion in isolated hearts from
spontaneously hypertensive rats (SHR) as well as the effect of the protective mechanisms
described in normotensive rats (ischemic and pharmacological pre and postconditioning, IP
and IPC), is scarce. Therefore, the participation of PI3K/Akt/GSK-3B pathway and the
mitochondrial permeability transition pore (mPTP) in the mechanisms responsible for
cardiomyocyte death or survival are not properly clarified.

The objective of this investigation was to study in isolated hearts from SHR the effects of
global ischemia (GI, 45 min) and reperfusion (R, 60 min), and the actions of IP, IPC,
treatments with LiCl and IMI (GSK-3[ inhibitors) on infarct size, oxidative damage, mPTP
Ca2* sensitivity, cytochrome c release to the cytosol and mitochondrial ultrastructure.

The protocol of GI-R produced an infarct size of approximately 50%, increased oxidative
damage as evidenced by an increase of lipid peroxidation (TBARS), a decrease of GSH content
and an increase of Total SOD and MnSOD activity. The content of P-GSK-3 and P-Akt and
the mPTP Ca2*+ sensitivity decreased while the expression of cytochrome c in the cytosol
increased. Electron microscopy showed that most of the mitochondria were damaged,
presenting edema and destruction of the cristae.

IP, IPC and pharmacologic treatments with both GSK-3f inhibitors protected the hearts
against reperfusion injury. Therefore, in the hearts treated we observed a smaller infarct size
and reduced oxidative damage (decreased lipid peroxidation (TBARS), partial preservation of
GSH and decreased Total SOD and MnSOD activity) compared to non-treated ischemic
hearts. The P-GSK-3p and P-Akt expression and mPTP Ca2* sensitivity increased while the
cytosolic cytochrome c content decreased. By electron microscopy it was possible to find some
mitochondria with normal ultrastructure.

The beneficial effects of IP and IPC were canceled when the PI3K/Akt was inhibited with
wortmannin. All the parameters examined returned to the values observed in non-treated
ischemic hearts.

Analyzing the relationships: Infarct size vs. TBARS and GSH, and mPTP Ca2* sensitivity vs.
Infarct size and TBARS, it arises that: the Infarct size increased when lipid peroxidation

increased and GSH content decreased. Under these conditions the mPTP Ca2* sensitivity

[8]
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decreased. The opposite situation occurs in the presence of the cardioprotective interventions.
Therefore, the infarct size decreased when lipid peroxidation decreased and GSH content

increased. Under these conditions the mPTP Ca2* sensitivity tended to recover.

Based on the data obtained, we suggest that the alterations of formation and/or
opening of the mPTP participate and determine cell death or survival in the
hypertrophic heart of SHR subjected to ischemia-reperfusion. Thus, the
reduction in infarct size obtained with the ischemic interventions and /or
treatments derived from the decreased oxidative damage intimately linked to a
partial recovery of mitochondrial integrity- less mPTP opening- via P-Akt/P-
GSK-3[. Another interesting finding was that the protection by the treatment
with LiCl (drug widely used in psychiatry) was similar to that obtained with
ischemic interventions (IP and IPC). Therefore, this drug emerges as a potential

therapeutic tool in reducing the post-ischemic changes.

[9]
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La hipertension arterial es una afeccion muy frecuente en el mundo occidental, siendo el
principal factor de riesgo en la muerte relacionada con ataque cardiaco y/o accidente cerebro
vascular. Se la puede definir como la presion arterial sistélica (PAS) igual o superior a 140 mm
de Hg, y/6 una presion arterial diastélica (PAD) igual o mayor a 90 mm de Hg (Chobanian y
col., 2003). Se trata de un sindrome complejo genético y adquirido, con comprobadas
implicancias metabolicas y electroliticas. En el 90% de los casos la causa es desconocida y se
la conoce como “hipertensién arterial esencial”. La hipertension arterial esencial tiene un
patréon hereditario importante, que con frecuencia permite reconocer el antecedente en uno o
varios miembros de la familia (Tumberlake y col., 2001). Es el factor de riesgo mas importante
de la cardiopatia isquémica y muy especialmente del infarto del miocardio como asi también
de la enfermedad cerebro vascular, de la insuficiencia renal y de la insuficiencia arterial
periférica. La hipertension arterial en el hombre es usualmente un trastorno paulatino, cuya
prevalencia aumenta con la edad y varia marcadamente con el género y la raza. Se la asocia
también a ciertos habitos de vida, como pueden ser un elevado consumo de sal en la dieta, la
obesidad, el tabaquismo y la falta de ejercicio, actuando sobre una predisposiciéon genética.
Los genes especificos responsables de la hipertension arterial no han sido identificados, pero
se ha sugerido que una porcién sustancial de la variacién fenotipica en la presion sanguinea
esta determinada genéticamente. Los hipertensos con frecuencia desarrollan a largo plazo
otros factores de riesgo cardiovascular, incluyendo elevados niveles de colesterol, reducida
cantidad de lipoproteinas de alta densidad, diabetes mellitus, hipertrofia ventricular izquierda
y obesidad.

La hipertrofia cardiaca es el aumento anormal de la masa cardiaca que se diferencia a nivel
funcional, mecanistico, histoldgico y molecular del crecimiento embriogénico y postnatal
normal del corazén. Ocurre en general en respuesta a situaciones de sobrecarga
hemodinamica pudiendo de este compensar la sobrecarga de trabajo en los estadios iniciales.
Sin embargo, en estadios avanzados las propiedades diastolicas, y eventualmente sistélicas
del ventriculo izquierdo se deterioran, constituyendo la hipertrofia cardiaca uno de los
principales factores independientes de riesgo cardiovascular asociado al desarrollo de
arritmias, insuficiencia cardiaca y muerte (Levy y col., 1990; Schillaci y col., 2000). La causa
mas comun de hipertrofia cardiaca es la hipertension arterial.

Dada la importancia de estas patologias cardiovasculares los objetivos de este trabajo de Tesis

estuvieron dirigidos a estudiar los efectos de la isquemia-reperfusion y de distintas
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intervenciones en ratas hipertensas espontaneas (SHR), con la finalidad de hallar posibles

herramientas terapéuticas.

MARCO TEORICO

Mitocondria

Las mitocondrias son organelas citoplasmaticas de aspecto variable (tubular, ovalado,
esférico) cuyo tamafio oscila entre 0,5 — 1,0 um de didmetro y 1 — 7 um de longitud, con
funciones que engloban desde el abastecimiento energético a la célula (en forma de ATP),
hasta la regulacion citoplasmaética de los niveles de segundos mensajeros, tales como el Ca*2y
las especies reactivas del oxigeno (ROS).

En los cardiomiocitos ocupan aproximadamente entre un 30-40% del volumen celular
(Murphy y Steenbergen, 2007). Su capacidad de asociacién a microtibulos las convierte en
organelas moéviles y plasticas, capaces de desplazarse por el citoplasma y adquirir la
morfologia y localizacion celular mas adecuadas para que el aporte energético a la célula sea lo

maés eficiente posible.

Particulas de ATP-sintasa

Espacio intermembrana

Crestas
Ribosoma ¢

Granulos

Membrana interna
Membrana externa

Figura 1: Estructura de una mitocondria

Las mitocondrias presentan una estructura con dos compartimentos bien definidos, matriz y
espacio intermembrana, delimitados por dos membranas, interna y externa, con

caracteristicas morfolégicas y funcionales muy diferentes (Figura 1). En la matriz se localizan

[11]
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varias copias del genoma circular mitocondrial, los ribosomas y numerosos complejos
enzimaticos necesarios tanto para las funciones energéticas, como para la expresion y la
replicacion de genes. En el espacio intermembrana se localizan las enzimas que median el
transito de sustancias entre la matriz mitocondrial y el citosol, y alguno de estos complejos
presenta actividad quinasa. Del mismo modo, sus membranas ofrecen también diferencias
significativas. La membrana interna se caracteriza morfolégicamente por presentar unas
invaginaciones denominadas “crestas”, con multitud de complejos enziméaticos (los
componentes de la cadena transportadora de electrones, entre los cuales encontramos a la

ATP sintasa) y proteinas que regulan el paso de metabolitos (Figura 2).

ATP
SINTASA

[29;] [H0] »{
succinato
o ADP + P|

2H+ H* H*
0,3 0; S H,0,~ > -OH L3 H,0
e su;:rig:ido plzgrxoi::n? HZO hzt:x'lo o

Figura 2: Cadena de fosforilacion oxidativa de la mitocondria

La membrana mitocondrial interna resulta especialmente impermeable a iones gracias a su
alto contenido del fosfolipido cardiolipina, caracteristica esencial que le permite soportar el
gradiente electroquimico necesario para el desempeno de la funcién energética. Por el
contrario, la membrana externa carece de crestas mitocondriales y, en condiciones
fisiologicas, es permeable al paso de iones y de metabolitos con pesos moleculares inferiores a
6 kDa.

[12]
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Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (PPTM)

El PPTM (Figura 3) es un canal complejo que se forma en la membrana mitocondrial
conectando directamente la matriz con el citoplasma. Este megacanal inespecifico permite el
paso de moléculas de hasta 1,5 kDa, y estaria formado por tres proteinas: el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC), la Adenina Nucleétido Translocasa (ANT) y la Ciclofilina D
(CypD) (Muyphy y Steenbergen, 2007).

Estado impermeable Estado permeable

ca* 2

ROS

Figura 3: Esquema de los componentes del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM) mostrando los estados impermeable (o cerrado) y permeable (o abierto). VDAC: canal
anionico dependiente de voltaje; ANT: adenina nuclebtido translocasa; CypD: ciclofilina D. OM:
membrana mitocondrial externa. IM: membrana mitocondrial interna. Inhibidores del PPTM: acido
boncréquico (BKA) y ciclosporina A (CsA). Activador del PPTM: atractil6sido (ATR).

Canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC): es la proteina de mayor abundancia en la
membrana externa de la mitocondria. Posee un peso molecular de 36 kDa y puede existir en
distintos estados conformacionales de diferente selectividad y permeabilidad. Como su
nombre lo indica es sensible al potencial de la membrana pero no es selectivo a iones, y puede
transportar nucleétidos de adenina y Ca*2 entre otros metabolitos (Murphy y Steenbergen,
2007).

Adenina Nucleotido Translocasa (ANT): ubicada en la membrana interna de la mitocondria,
tiene un peso molecular de 32 kDa. Su funcion es transportar ADP y ATP a través de la

membrana interna mitocondrial y se une a CypD cuando se forma el poro.
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Ciclofilina D (CypD): Esta proteina tiene un peso molecular de 17 kDa, se encuentra en la
matriz mitocondrial y posee actividad peptidilpropil cis-trans isomerasa. Posee un rol clave en

la formacion del poro.
Isquemia- Reperfusion

La isquemia miocardica es, en la actualidad, la principal causa identificable de mortalidad y
morbilidad cardiovascular en las sociedades occidentales. Se produce por un desequilibrio
entre el aporte y la demanda de oxigeno. El dafio del miocardio depende de la duracion del

periodo isquémico, siendo mayor cuando éste es méas prolongado (Reimer y col., 1977).

ISQUEMIA
|

Acidosis intracelular
H+

| Extro
Activaciéon del
Na*/H+ Intra

l Na*

Aumento Na*,

l 3Na*

Extra
Activaciéon e s e
modo “inverso” IIE!I
Na+ /(:az+ Intra a2+

|

Aumento Ca2+;

Figura 4: Eventos que ocurren durante la isquemia

Durante la isquemia, la ausencia de oxigeno o su escasa presencia en los tejidos, determina
que el metabolismo aerdbico cese, dando lugar al metabolismo anaerébico glicolitico. En este
escenario, la demanda energética del cardiomiocito supera la energia aportada por la glicolisis
anaerObica y las reservas energéticas, con la posterior disminucion de ATP y la creciente

acumulacién de ADP (Jennings y col., 1985). La acumulacién de lactato y la disminucion del
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pH intracelular por acumulaciéon de H+, inhiben la glicolisis (Fleet y col., 1985). Ademas, la
acidosis intracelular produce activacion del intercambiador Na+/H+* que transporta H+ fuera
de la célula y Na+ hacia el interior (Tani y col., 1989; Levitsky y col., 2006). La acumulacion
intracelular de Na+ lleva a la activacion del intercambiador Na+/Ca2* en su modo reverso,
extruyendo Na+ al medio extracelular y promoviendo la entrada de Ca2+ al medio intracelular
(Tani y col., 1989; Eigel y col., 2004; Levitsky y col.,, 2006) (Figura 4). El Ca2+ libre
intracelular se eleva en las etapas tardias de la isquemia, provocando hipercontractura
miocardica (Steenbergen y col., 1987; Inserte y col., 2002).

En la mitocondria, la ausencia de oxigeno produce un desacople en la fosforilacion oxidativa
aumentando los niveles de acidos grasos no esterificados, como resultado del cese de su
oxidacion (Lopaschuk y col.,, 1990). La interrupcion del ciclo de Krebs, permite la

acumulacion de NADH en el citoplasma, con un incremento de la relacion NADH/NAD+.

REPERFUSION

Reactivacion del
Na*+/H+

i

Aumento Na+,

Activacion Na+/Ca2+

4
&~

Figura 5: Acontecimientos que ocurren durante la reperfusioén

La disminucion de la oxidacién produce la pérdida del potencial de membrana mitocondrial,

acompanado de la disminucion de la actividad del transportador de Ca2* mitocondrial. La ATP
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sintasa comienza a funcionar como ATPasa y contribuye a la reducciéon de aproximadamente
un 50% del ATP disponible.

La reintroducciéon de oxigeno (reperfusion) agrava la injuria isquémica. Por lo tanto, la
sobrevida de los cardiomiocitos depende de los cambios moleculares que se generen durante
la isquemia y durante la reperfusion (Halestrap y col., 2004; Levitsky, 2006; Piper y col.,
1998; Hausenloy y col., 2004). En los primeros minutos de la reperfusion el lactato disminuye
debido a su remocion por la circulacion sistémica o por su oxidacién a CO. y H.O, retornando
el pH a los niveles basales rapidamente. En la mitocondria, a nivel de la cadena
transportadora de electrones, se produce un dafio en la actividad de los complejos I y III,
generando especies reactivas del oxigeno (ROS). Este aumento en el desacople del
metabolismo mitocondrial, se manifiesta como un exceso de oxidacion de sustratos en
comparacion a la produccién de energia, disminuyendo la eficacia metabolica en los corazones
reperfundidos (Figura 5).

Aun cuando los eventos de isquemia y reperfusion involucran un gran nimero de moléculas y
procesos celulares, el dafio miocardico resulta fundamentalmente de dos sucesos
interrelacionados. El primero corresponde al aumento de Ca2* intracelular secundario a la
apertura o cierre de canales y la activacion de transportadores de membrana; el segundo se
debe al aumento de la produccién de ROS.

Las alteraciones miocardicas por isquemia-reperfusion dependen de la duracion de la
isquemia. Si la isquemia dura entre 15-20 minutos el dafio miocardico es reversible y se lo
denomina “atontamiento”, mientras que si la isquemia es mayor de 20 minutos ocurre la
muerte celular conocida como “infarto™ (Kloner y col., 1974; Jennings y col., 1990). La
reperfusion contribuye a esta lesion letal. La idea de la lesion por reperfusion fue introducida
por Jennings y col. (1990) quienes observaron alteraciones morfoldgicas significativas en la
reperfusion que incluyen la hinchazén de los cardiomiocitos, edema mitocondrial, depositos
de fosfato de calcio, hipercontractura y la pérdida de la organizacién del sarcémero. En dicho
trabajo los autores propusieron que la reperfusion podria acelerar la progresion de la injuria
y/6 contribuir a la generacién de nuevo dafio.

El aumento de la concentracion de Ca2+, el estrés oxidativo y la normalizacién del pH inducen
la muerte celular, que dependiendo de la disponibilidad de ATP, puede ser del tipo
“apoptosis” (niveles elevados de ATP) o “necrosis” (ausencia de ATP) (Kim y col., 2003; Piper

y col., 1998; Halestrap y col., 2004). En los tltimos anos se ha centrado la atencién en la
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mitocondria, ya que esta organela es considerada como el sitio donde convergen las diferentes
vias de senalizacion y que, gracias a la capacidad de regular la permeabilidad de sus
membranas, controla la liberacion al citoplasma de sefiales capaces de activar cascadas
proteicas que conducen a la muerte celular. Durante la isquemia el PPTM esta cerrado debido
a la acidosis generada, pero durante la reperfusion se establecen condiciones que favorecen su

apertura (Griffiths y Halestrap, 1995).

ISQUEMIA-REPERFUSION

/\

Insulto moderado Insulto severo

v v
Apertura transitoria del PPTM Aperturairreversible del PPTM
en algunas mitocondrias en la mayoriade las mitocondrias

\ v

Edema mitocondrialy ruptura de
la membrana externa en algunas
algunas mitocondrias

v

Liberacidon de factores apoptoéticos
ATP parcialmente mantenido por las

Edema mitocondrialy ruptura de la
membrana externa en la mayoria
de las mitocondrias

Liberacién de factores apoptadticos.
El nivel de ATP disminuye

mitocondriasintactas

l’ La muerte celular es ‘L
APOPTOSIS determinada por la NECROSIS

extension de la apertura
del PPTM

Figura 6: Cascadas que llevan a la muerte celular por isquemia-reperfusion

La sobrecarga de Ca*2 y el aumento de las ROS son los factores mas importantes que
desencadenan la formaci6on y/6 apertura del PPTM. Aperturas transitorias del mismo
permiten a la mitocondria liberar el exceso de Ca*2 de la matriz y consecuentemente disminuir
el dafio miocardico. En cambio, aperturas prolongadas provocan la permeabilizacion de las
membranas mitocondriales, facilitando la liberacion de ROS y factores pro-apoptoticos, entre

ellos el citocromo ¢ (Ott y col., 2007) provocando la muerte celular. En otras palabras, la
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apertura masiva del poro provoca un dano mitocondrial y miocardico irreversible (Di Lisa y

col., 2003; Crow y col., 2004; Halestrap y col., 2004) (Figura 6).

Especies Reactivas del Oxigeno (ROS)

Las ROS incluyen especies radicales y no radicales (Tabla 1). Por definiciéon, un radical es
una molécula o fragmento de molécula, que posee uno o mas electrones desapareados en su
orbital externo (van der Vliet y col., 1999). Esta propiedad le confiere una gran reactividad,
brindandole una alta afinidad para reaccionar con moléculas de su entorno extrayendo o

donando electrones con el fin de estabilizar sus orbitales externos.

Tabla 1. Principales especies reactivas del oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS)

Radicales no Radicales

ROS
Superodxido 0, Peroxido de hidrégeno H.0,
Hidroxilo HO* Hidroperoxidos ROOH
Alcoxi RO* Hipoclorito ClO
Peroxi ROO* Oxigeno singlete 10,
Lipido radical R’ Ozono O
Radical CO; -
carbonato

RNS
Oxido nitrico NO* Peroxinitrito ONOO-
Di6xido de NO. Aducto ONOOCO.-
nitrégeno peroxinitrito/CO-

El oxigeno molecular (O.) es en si mismo un radical libre, ya que posee una unica

configuracion electronica, con 2 electrones desapareados. Los dos 4&tomos de oxigeno forman
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un enlace covalente doble, aportando cada atomo dos electrones. La reduccion por un electréon
de la molécula de di-oxigeno da lugar a la unién de dicho electrén con uno de los electrones
desapareados, iniciando la produccion de ROS. La reactividad del di-oxigeno es relativamente
escasa debido a que los electrones apareados giran en sentido contrario neutralizidndose su
reactividad. Por accidn de las radiaciones ionizantes, el espin de un electron puede cambiar, lo
que le confiere propiedades paramagnéticas y una gran reactividad al oxigeno al
transformarlo en una molécula altamente reactiva llamada “oxigeno singulete”.

La reducciéon del oxigeno mediante la transferencia de un electréon, produce el “anion
superoxido (02" ) (Figura 7, 1). Existen diversas fuentes de produccion de O, siendo la més
importante la generada en la mitocondria en la cadena de transporte de electrones.
Aproximadamente 1-3% de todos los electrones generados en la cadena de transporte escapan

para generar O," y H.O. (Buonocore y cols, 2010).

] o,+e -0,
@ | 20, +2H—3L L Ho,+0,

3)| 0, +H,0, > O, + 20H"
@) | H,0,+Fe2 > Fe® 4 2-0H"
5)| 0,+Fe® > O, + Fe?*

Figura 7: Vias de produccién de ROS

El O.," es relativamente poco reactivo, pero potencialmente toxico, ya que puede iniciar
reacciones que dan lugar a otros intermediarios a su vez muy reactivos. De hecho, es
considerado como la especie primaria de las ROS, pudiendo interactuar con otras moléculas
para generar las secundarias (Valko y cols, 2007). La reduccién por ganancia de dos
electrones en el oxigeno molecular puede generar peroxido de hidréogeno (H.0.).

En los sistemas bioldgicos dos moléculas de O," reaccionan y dan como resultado H.O. y O,

(Figura 7, 2). Esta reaccion de dismutacién puede darse espontaneamente, siendo catalizada
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por la presencia de la enzima superoxido dismutasa (SOD) (Cheeseman y Slater, 1993). El
“radical hidroxilo” (*OH), la ROS mas reactiva, resulta de la combinacién del H.O. con el O,"
(Figura 7, 3) o de la descomposicion del H-O. en presencia de iones metalicos, como el Fe2*
(Figura 7, 4).

Existen también las especies reactivas derivadas del nitrégeno (RNS), dentro de las cuales las
mas relevantes son el éxido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOQO-), producto de la reaccion
entre NOy O, .

Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccién y la remocién de ROS
(Figura 8).

REMOCION
DE ROS

PRODUCCION
DEROS

Figura 8: Desequilibrio entre la produccién y la remociéon de ROS

Puede originarse por un exceso de sustancias pro-oxidantes, una deficiencia de agentes
antioxidantes, o la combinacién de ambos factores (Valko y col., 2007).

A elevadas concentraciones, las ROS producen dafo a estructuras celulares, acidos nucleicos
(Klaunig y Kamendulis, 2004), lipidos (Andreadou y col., 2009) y proteinas (Venardos y col.,
2007). El producto de este dafio molecular es, en general, mucho mas estable que las ROS y

por ello se utilizan como biomarcadores del estrés oxidativo.
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Los lipidos, y particularmente los acidos grasos poliinsaturados, son los méas susceptibles al
ataque de las ROS (Cheeseman y Slater, 1993). Este proceso, denominado “peroxidacion
lipidica”, consiste en una reaccion en cadena que comienza con el secuestro de un hidrégeno
de un acido graso que asi es convertido en un radical libre (radicales alquilo, peroxilo e
hidroperoxilo) y que a su vez secuestra el hidrégeno de otro 4cido graso y asi sucesivamente.
Esto da lugar a la formacién de un gran niimero de especies reactivas que atacan, sobre todo,
grupos “aldehido”, siendo el malondialdehido el producto mas abundante de la peroxidaciéon
lipidica. Este compuesto es el marcador de estrés oxidativo mas ampliamente utilizado como
indicador de dano lipidico (Halliwell, 2000). La peroxidacion de las membranas lipidicas
produce alteraciones de sus propiedades biofisicas, de su grado de fluidez y puede conducir a
la inactivacion de los receptores de membrana que en conjunto alteran la funcion celular
(Montuschi y col., 2004).

La célula, tiene varios mecanismos para restablecer el equilibrio entre las formas oxidadas y
reducidas (ambiente redox). El mayor mecanismo implicado en esta regulacion se basa en la
induccion por las ROS de un aumento en la expresion de enzimas antioxidantes. Las proteinas
y aminoacidos también contribuyen al restablecimiento del estado redox (Droge, 2002).

El estrés oxidativo tiene un papel muy importante en la fisiopatologia de la injuria
miocardica por isquemia-reperfusion y por ello ha sido implicado en los mecanismos del
atontamiento miocardico, en la alteracion microvascular, en las arritmias y en la muerte
celular (Griendling y FitzGerald, 2003; Papaharalambus y Griendling, 2007; Ravingerova y
col., 1999; Kalaycioglu y col., 1999).

Durante la isquemia, atin en los modelos de isquemia global, la concentraciéon de oxigeno no
desciende inmediatamente a cero, de tal manera que en el inicio es posible que se generen
ROS, lo que ha sido observado en cardiomiocitos y en corazones aislados (Becker, 2004;
Becker y col., 1999; Kevin y col., 2003). Sin embargo, los niveles de ROS durante la isquemia
son escasos y desempefian un papel importante en la sefalizacion de cascadas
cardioprotectoras (Carmody y Cotter, 2001; Vanden Hoek y col, 1998).

Las ROS son producidas en grandes cantidades en los primeros minutos de la reperfusion
(Hare y Stamler, 2005; Mason y col., 2000) y contribuyen a la muerte celular (Becker, 2004;

Murphy y Steenbergen, 2008; Ambrosio y col., 1991).
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Sistemas Antioxidantes

Estos sistemas comprenden a todas aquellas sustancias que, hallandose presentes en bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retardan o previenen la
oxidacion de dicho sustrato. Los sistemas antioxidantes se dividen en dos grupos: enzimaticos
y no enzimaticos. Los antioxidantes enzimaticos estan representados por las isoformas de
SOD, glutatién peroxidasa (GPx) y catalasa. La SOD cataliza la dismutacién del O, en H.O, y
O.. Su actividad fue descripta por primera vez por McCord y Fridovich en 1969. Se distinguen
2 isoformas en funcién del ion metélico de transicion que encontremos en su estructura:
CuZn-SOD, presente en el citosol y en el medio extracelular, y Mn-SOD, ubicada en la

mitocondria (Figura 9).

20," + 2H*>—>H,0, + O,

Cu?*: Actividad catalitica
Zn?*: Estabilidad estructural
Codificada en el cromosoma 21

Citoplasmatica
Extracelular

Mn2* Mn2* Mn?*: Actividad catalitica
Termosensible

Codificada en el genoma nuclear
Mitocondrial

Figura 9: Isoformas de la enzima superéxido dismutasa

La GPx es la principal enzima eliminadora de hidroperéxidos organicos. La mayor parte se
encuentra en el citosol, aunque también estd presente en la matriz mitocondrial (Ketterer
1986). Existen dos isoformas y ambas requieren glutation como dador de electrones.

La catalasa, al igual que la GPx, participa en la eliminacion del H.O. (Chance y cols, 1979) y se

encuentra fundamentalmente en los peroxisomas.
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Entre los sistemas antioxidantes no enzimaticos estan las vitaminas E y C, carotenoides,
ubiquinona y se destaca el glutation, un tripéptido formado por los aminoacidos acido L-
glutdmico, L-glicina y L-cisteina (Glu-Gly-Cys) (Figura 10).

En su forma reducida (GSH) presenta un grupo tiol libre (-SH), que corresponde a la cisteina
y es el que interviene en las reacciones redox (Vifia y col., 1992). Las células eucariotas tienen
3 grandes reservorios de GSH: el citosol (85-90%), las mitocondrias (10%) y un pequeno
porcentaje en el reticulo endoplasmatico (Lu, 2009). El GSH puede actuar sobre las ROS en

forma directa o a través de reacciones enzimaticas.

Glutation GSH

coo
& 0
I l
CH— CHe— CHy — c——NH e . -
\ C MH CHe— CO0
MH=z TH

ZHz

|

Acido glutamico Cisteina Glicina

Figura 10: Estructura quimica del glutation reducido (GSH)

Estrategias cardioprotectoras del daiio por isquemia-reperfusion

Preacondicionamiento Isquémico

Numerosos trabajos sefialan como un efectivo mecanismo cardioprotector al fenémeno
llamado preacondicionamiento isquémico (P, Figura 11), descripto por Murry y col. en
el afno 1986. Esta intervencidon consiste en la aplicacion de breves episodios de isquemia
seguidos de reperfusion, aplicados previamente a una isquemia més prolongada, con el
objetivo de disminuir las alteraciones ocasionadas por la isquemia-reperfusion (Yellon y col.,

1998; Yellon y Downey, 2003).
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l l Isquemia Reperfusién

Figura 11: Esquema del PI

La gran reproducibilidad de este fenémeno, utilizando una amplia variedad de protocolos
experimentales, hizo que el PI sea considerado un mecanismo muy importante para la
cardioproteccion. Debido a que el PI requiere una intervencion que tiene que ser
implementada antes del inicio de la isquemia, su aplicacion clinica ha sido, en gran parte,
restringida a situaciones especificas, como la cirugia cardiaca, el trasplante cardiaco o incluso
la angioplastia, en las que la injuria isquémica puede ser prevista.

Si bien los mecanismos del PI no estan totalmente dilucidados, trabajos previos demuestran la
presencia de miultiples vias de sefalizacion que regulan el balance critico entre la muerte y la
sobrevida celular durante la isquemia-reperfusion. Se ha descrito la existencia de una “fase
trigger 0 gatillo™ que estaria representada por la liberacién de ligandos cardioprotectores y su
fijacion a receptores de membrana para activar vias de senalizacion intracelular. Una de las
vias que lleva a la proteccion es la de la fosfoinositol- 3-quinasa (PI3K) (Mocanu y Yellon,
2007), también conocida como la via de salvataje de las lesiones de reperfusion, conocidas
como RISK. Esta via se compone de un receptor tirosina quinasa (RTK) que se activa
mediante uno de los siguientes ligandos: factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento de tipo insulina (IGF) y factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). La
activacion de RTK involucra a la PI3K, que se compone de dos subunidades: 110ay p85 y que
fosforila al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) para dar fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3), que recluta y permite la activaciéon de la quinasa Akt (también llamada PKB). Akt es
fosforilada por una proteina quinasa fosfoinositico-dependiente (PDK1y PDK2) que la activa.
A su vez, Akt fosforila a la glucdgeno sintetasa quinasa-38 (GSK-3[3) y la inactiva (Tong y col.,
2002). Otras quinasas, tales como la proteina quinasa C (PKC) pueden ser activadas y asi
promover la proteccion y la supervivencia celular (Liu y col., 1994; Downey y col., 2007;
Garcia-Echeverria y Sellers, 2008). En isquemia-reperfusion la activacién de PI3K protege a

través de fosforilar e inactivar proteinas pro-apoptoticas y evitar la liberacion del citocromo c
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al citosol, conservando el potencial de membrana mitocondrial (Hausenloy y Yellon, 2004;

Hausenloy y col., 2004).

Postacondicionamiento isquémico

La existencia del dano letal por reperfusion es fuertemente apoyada por evidencias de la
reduccion del tamafio del infarto que se consigue mediante intervenciones que se aplican al
inicio de la reperfusion. En este sentido, Zhao y col. (2003) mostraron que la aplicacion de
breves periodos de isquemia seguidos de reperfusion, al inicio de la reperfusion, era capaz de
reducir el tamafio del infarto. Este fen6meno, llamado postacondicionamiento
isquémico (PCI, Figura 12), ha proporcionado una herramienta que puede ser aplicada en el
momento de la reperfusion, lo cual facilita su implementacion en pacientes con infarto agudo

de miocardio (Laskey, 2005; Staat y col., 2005; Thibault y col., 2008; Zhang y col., 2007).

Isquemia Reperfusién

Figura 12: Esquema del PCI

En estos estudios se demostré6 que si en la angioplastia se interrumpe la reperfusion
miocardica con ciclos de 1 min de inflaciones y deflaciones del globo, la perfusién miocardica
mejora, el tamano del infarto se reduce y la fraccion de eyeccion ventricular izquierda mejora.
Sin embargo, se requiere de mayor investigacién para determinar si verdaderamente el PCI
tiene la capacidad de mejorar los resultados clinicos.

En cuanto a los mecanismos de proteccion, existen estudios que muestran que el PIy el PCI
utilizan vias de sefalizacién similares, y que ligandos involucrados en el PI, tales como la
adenosina, también son capaces de inducir el PCI (Hausenloy y Yellon, 2007). Evidencias
recientes sugieren que el objetivo de las quinasas que participan en dichas vias es la inhibicién
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna, a través de la inhibicion de la

apertura del PPTM (Juhaszova y col., 2004; Davidson y col., 2006; Bopassa y col., 2006;
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Obame y col., 2008; Argaud y col., 2005; Smith y col., 2006; Feng y col., 2005; Pagel y col.,
2006).

Aunque el mecanismo por el cual las quinasas inhiben al PPTM no esta claro, se han
propuesto y demostrado varios que podrian actuar en conjunto. Estos incluyen la generaciéon
de NO (Burwell y Brookes, 2008), la apertura de los canales mitocondriales de K+
dependientes de ATP (mitoKATP) (Murphy y Steenbergen, 2008; Costa y col., 2006), la
fosforilacion y/o formacién de complejos con proteinas citosdlicas, como PKC (Baines y col.,
2003; Weiss y col., 2003) y la inhibicion a través de la fosforilacion en el residuo Serg de GSK-
3P (Juhaszova y col., 2004; Davidson y col., 2006; Bopassa y col., 2006; Obame y col., 2008).
También ha sido descripto que dentro de las maniobras de proteccion del pre y
postacondicionamiento isquémicos esta la disminucién de la produccién de ROS (Kin y col.,

2004; Pennay col., 2008).

Preacondicionamiento y postacondicionamiento farmacoloégicos

El conocimiento de las quinasas involucradas en las vias de proteccion del PI y PCI constituye
una base so6lida para la basqueda de técnicas y agentes farmacologicos, cuya accidon estaria
ligada a la activacion y /6 inactivacion de algunos de los elementos participantes de dichas
cascadas, para disminuir los dafios por reperfusion.

Downey y col. (2007) mostraron que la estimulacion de receptores de membrana
dependientes de proteina Gi desencadena la ruta de activaciéon de quinasas que limitan el
riesgo miocardico producido por los procesos de isquemia-reperfusion. Hausenloy y Yellon
(2004) han revisado recientemente diversos agentes farmacoldgicos que activan la via RISK
cuando se administran durante la reperfusién miocardica. Por ejemplo, cuando se administra
insulina, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), factor de crecimiento
transformante 31 (TGF-f1) o cardiotrofina-1 en la fase temprana de la reperfusion, se observa
reducciéon del tamafio del infarto y de la apoptosis. Ademas, las quinasas p42/p44 MAPK
(también conocidas como ERK1/2) activadas por fosforilacion, se correlacionan
temporalmente con la administracion de los agentes antes mencionados y su eficacia en la
reduccion de tamano del infarto, lo que llevo a la conclusion de que la capacidad de proteccion
tiene que ver con la via RISK (Baxter y col., 2001, Brar y col., 2001, Sack y Yellon, 2003;

Hausenloy y Yellon, 2004). Cuando se administra estatinas durante la reperfusiéon temprana,
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tales como atorvastatina (un hidroxilo-3-metilglutaril (HMG) co-enzima-A (CoA) reductasa)
también se induce la cardioproteccion (Bell y Yellon, 2003a). La reduccion resultante en el
tamano del infarto se asocié con un aumento de los niveles de P-Akt y de la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial (NOSe) conocidas como uno de los blancos de Akt (Bell y Yellon,
2003b). Gross y col. (2004) y Weihrauch y col. (2005) encontraron que los opioides fosforilan
la GSK-3B (Ser9) inactivindola y de esta manera promoviendo la proteccion de los
cardiomiocitos.

Del mismo modo, la activacion farmacologica de los mitoKATP puede atenuar el dafio del
miocardio inducido por isquemia-reperfusion mediante el control de la formacién de ROS.
Asi, varios estudios han demostrado que la apertura del mitoKATP por diazoxido es
cardioprotectora (Garlid y col., 1997; O'Rourke, 2004), aunque todavia existe controversia con
respecto a los mecanismos subyacentes. Finalmente, varios abridores farmacologicos de los
mitoKATP, tales como bimakalim, cromakalim, apricalium, el nicorandil y el pinacidil,
también inducen cardioproteccién (Yao y Gross, 1994; Yao y col., 1997; Grover y Garlid,
2000).

En los dltimos afios se ha centrado la atencion en la GSK-3B. Esta quinasa de residuos
serina/treonina constitutivamente activa, aislada hace mas de 2 décadas, fosforila e inactiva a
la glucogeno sintetasa (Frame y Cohen, 2001). Ejerce, ademas, otros multiples efectos,
actuando a nivel de mas de cuarenta sustratos, jugando un rol importante no sélo en el
metabolismo del glucégeno, sino también en la proliferacion, crecimiento y muerte celular
(Harwood, 2001). En el sistema cardiovascular, esta enzima participa de la génesis de
hipertrofia de los cardiomiocitos y de la muerte celular (Hardt y Sadoshima, 2002).

En contraste con la mayoria de las serina/treonina quinasas, la actividad de la GSK-3f3 se
reduce por fosforilaciéon y aumenta por desfosforilacion. La actividad de esta enzima es
determinante en el umbral para la formacion y/o apertura del PPTM, disminuyendo su
apertura cuando estd fosforilada en el residuo Serg (Juhaszova y col., 2004). Uno de los
mecanismos recientemente descritos es el de su localizacion en distintos compartimentos
celulares. Aunque GSK-33 sea considerada una proteina citoplasmatica, ésta puede
translocarse al nicleo y también se ha descrito su localizacion mitocondrial (Bijur y Jope,
2003; Jope, 2003; Jope y Johnson, 2004). Sin embargo, la fosforilaciéon, por distintas
quinasas y en distintos residuos, es el mecanismo mas conocido de regulaciéon de la actividad

de la enzima. La fosforilacion en el residuo Serg puede ser mediada por PI3K/Akt, proteina
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quinasa A (PKA) 6 PKC y lleva a su inhibicién por bloqueo del centro activo de la quinasa
(Jope y Johnson, 2004; Zurashvili y col., 2013). Por otra parte, la autofosforilacion 6 la

fosforilacion en el residuo tirosina 216 llevan a la activacion de la quinasa.

Figura 13: Estados activo e inactivo de GSK-3[3 y Akt. Accidon del Litio

El litio (Li) ha sido usado en la clinica por mas de 60 afios y todavia es una de las drogas
primarias empleadas en el tratamiento de desordenes bipolares (Altamura y col., 2011).
Diversos trabajos muestran que el tratamiento con Li disminuye el dafio cerebral
postisquémico (Li y col., 2011; Xu y col., 2003). Si bien el mecanismo protector contra la
injuria por reperfusion ejercido por el Li no estd completamente dilucidado, dicha droga
parece poseer dos funciones inhibitorias: una es la inhibicion directa de la actividad de GSK-
3P por inhibicién competitiva con el Mg2* y la otra es la inhibicion indirecta de la GSK-3f3 a
través de favorecer su fosforilacion (Jope, 2003) (Figura 13). El tratamiento con Cloruro de Li
y otros inhibidores de GSK-3[ también resultaron ser beneficiosos en modelos de isquemia-
reperfusion miocardica realizados en corazones de ratas hiperlipidémicas (Yadav y col., 2010)

y de ratas normotensas (Faghihi y col., 2008).
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Estudios previos realizados en corazones aislados muestran que el tratamiento con
ciclosporina A (CsA, ver Figura 3), un inhibidor de la formacién del poro, mejora la funciéon

miocardica postisquémica y disminuye el tamano del infarto (Griffiths y Halestrap, 1993).

La rata hipertensa espontanea (SHR) como modelo de hipertension

La cepa SHR es usada como modelo experimental de hipertension esencial (Folkow y col.,
1970). La linea fue desarrollada en la década del 60 en la Universidad de Kyoto (Japén) a
partir de un grupo de ratas exocriadas de la cepa Wistar seleccionando aquellos animales de
PAS mayor a 150 mm Hg (Okamoto y col., 1963). En forma similar a lo que se observa en los
humanos, los machos de la linea SHR desarrollan la enfermedad en forma mas severa y
prematura y por lo tanto son el modelo de eleccién mas adecuado. Esta cepa ha sido utilizada
por mas de 30 anos para la prueba de nuevos farmacos anti-hipertensivos (Frohlich, 1986;
Dickhout y Lee, 1998).

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se demostré que las SHR desarrollan
hipertensioén arterial a partir de los 40 dias de edad y la hipertrofia cardiaca es significativa a
partir de los 4 meses (Alvarez y col., 2008). En este trabajo también se puso de manifiesto la
presencia de un dano oxidativo importante en esta cepa de ratas.

La respuesta hipertrofica o remodelamiento hipertrofico, es el resultado de la estimulacion de
maultiples vias de sefalizacion intracelular que alteran la transcripcion génica (Frey y col.,
2004 a; Frey y col, 2004 a) promoviendo modificaciones a nivel celular y molecular que se
manifiestan mediante una serie de cambios morfolégicos y funcionales. Trabajos previos
describen que la respuesta hipertrofica lleva a la alteracion de genes que codifican proteinas
involucradas en la homeostasis del Ca2+ y del Na+ (Feldman y col., 1993; Johnatty y col.,
2000).

Los animales hipertréficos presentan distinto comportamiento frente a la isquemia-
reperfusion dependiendo del disefio experimental usado y especialmente de la edad de los
animales. Los animales seniles muestran una susceptibilidad al dafio por isquemia y/o
reperfusion aumentada (Allard y col., 1994; Snoeckx y col., 1993). Sin embargo, cuando se
usan animales adultos jovenes, con moderada hipertrofia cardiaca, 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
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(Hoffmeister y col., 1998) recuperacién postisquémica con respecto a corazones de ratas
normales. En un trabajo reciente realizado en nuestro laboratorio demostramos que la
tolerancia a la isquemia-reperfusion de las SHR adultas jévenes es menor y la muerte celular
es mayor que en las ratas normotensas cuando el periodo de isquemia es méas prolongado
(Fantinelli y col., 2013).

En cuanto al PI, en una investigacion previa se describe la pérdida de esta protecciéon en
condiciones patologicas, una de las cuales es la hipertension arterial (Balakumar y col., 2009).
Existen también otros trabajos que muestran los efectos beneficiosos del PI en el miocardio
hipertroéfico (Pantos y col., 1996; Boutros y Wang, 1995; Nakagawa y col., 1997). Sin embargo,
los mediadores responsables de dicha proteccion no han sido totalmente identificados. En el
estudio reciente realizado por Fantinelli y col. (2013) se pone en evidencia la participacion del
NO y de los mitoKATP en el PI.

Con respecto a los efectos del PCI en SHR existen datos recientes contradictorios: un trabajo
demuestra la accién beneficiosa de esta intervenciéon (Penna y col., 2010) mientras que otro
no la encuentra (Wagnery col., 2013).

Analizando la participacion de GSK-3p y Akt en los procesos de isquemia-reperfusion en
animales hipertréficos la documentacion es escasa. Al respecto Barillas y col. (2007)
demuestra en conejos hipertensos que la presencia de la forma fosforilada de ambas quinasas
aumenta la tolerancia a la isquemia-reperfusion, no existiendo datos respecto a su
participacion en el Py en el PCI.

Si bien la participaciéon del PPTM en la isquemia-reperfusion, como asi también en el P1y PCI
ha sido previamente documentada en animales normotensos, no esta clara esta informacion

en animales hipertensos y especificamente en la cepa SHR.
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Hipotesis
En el miocardio hipertrofico de las ratas hipertensas espontaneas (SHR), la formacién y/6
apertura del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria (PPTM) inducida por la

isquemia-reperfusiéon es atenuada por las intervenciones pre y postacondicionamiento

isquémicos y el tratamiento con inhibidores de la GSK-3.

Objetivos

Objetivo general

Estudiar la participacién del PPTM en la respuesta a la isquemia y reperfusion miocardica en
SHR

Objetivos especificos
1.-Estudiar los efectos de la isquemia-reperfusion sobre la muerte celular, la funci6n
miocardica y el dafno oxidativo en el corazon aislado y perfundido segliin la técnica de

Langendorff.

2.- Evaluar los efectos de las intervenciones, preacondicionamiento isquémico (PI) y

postacondicionamiento isquémico (PCI)

3.- Examinar la participacion de GSK-38 en el P1y PCI

4.- Estudiar los efectos del tratamiento con inhibidores de GSK-3.

5.- Determinar la participaciéon de PI3K/Akt en las intervenciones y tratamientos.

6.- Evaluar parametros estructurales y funcionales de mitocondrias aisladas de corazones

sometidos a las distintas intervenciones y tratamientos.
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ANIMALES

Se utilizaron ratas machos hipertensas espontaneas (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 guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio publicado por el Instituto Nacional de la Salud (NIH) de Estados Unidos

(publicaciéon nro. 85-23, revisada en el afio 1996).

Obtenciéon del corazon aislado

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sodico (60 mg/kg i.p.) Se les abrio
rapidamente el torax, se aisl6 la aorta, y se cortaron las conexiones cardiacas liberando al
corazon de tejido conectivo y adiposo, sacandolo del animal. La aorta se ligd con hilo de lino a
una canula colocada en un sistema de perfusion segun la técnica de Langendorff (Fig.14). Estas
maniobras se realizaron en un tiempo no mayor de 50 seg para evitar el deterioro del
preparado. La composiciéon del Ringer fue: NaCl 120 mM, CaCl. 1.35 mM, KCI 4.7 mM, MgSO,
1.2 mM, NaCO3;H 20 mM y dextrosa 11.1 mM, el cual fue termostatizado a 37°C y equilibrado

con una mezcla gaseosa de 95%0. - 5% CO., para obtener un valor de pH de aproximadamente

7.40.

Perfusién de corazones aislados de rata

Luego de un breve periodo de estabilizacién, se produjo el bloqueo auriculo-ventricular
dafiando con una fina aguja el tejido conductivo del septum auricular. La estimulacion
eléctrica se realizd a través de dos electrodos que fueron suturados a la pared ventricular
derecha para mantener la frecuencia cardiaca constante en un valor de 280 + 10 lat/min. Para
evaluar la actividad mecanica de los corazones se coloc6 un balon de latex atado a un tubo de
polietileno en el ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral. El extremo opuesto del tubo
fue conectado a un transductor de presién (AD Instruments), que permitié6 medir la presién
del ventriculo izquierdo (PVI). El globo de latex y el tubo de polietileno se llenaron con un
volumen de agua suficiente para lograr una presidon diastdlica final (PDF) de entre 8-12

mmHg, volumen que se mantuvo constante durante todo el experimento. La presion de
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perfusion coronaria fue monitoreada en el punto de canulacion de la aorta y ajustada a
aproximadamente entre 60-70 mmHg. El flujo coronario, controlado por una bomba
peristaltica fue de aproximadamente entre 10-12 ml/min en todos los grupos experimentales.
La PVI fue adquirida usando un conversor analdgico-digital y el programa de adquisicion
Chart V4.2.3 (AD Instruments). A través de esta sefial se obtuvieron los parametros mecanicos

necesarios para evaluar la funcién miocardica.

Figura 14: Imagenes de un corazon aislado y perfundido segun la técnica de Langendorff

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES (Figura 15)

1 - Control (C)

Perfusion durante 140 min.

2 - Control Isquémico (CI)
a) Estabilizacion (E): 35 min
b) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.

c¢) Reperfusion (R): 60 min.
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3 - Preacondicionamiento Isquémico (PI)
a) Estabilizacion (E): 20 min.

b) 1ciclo de I-R: 5 min I /10 min R

¢) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.
d) Reperfusiéon (R): 60 min.

4 - Postacondicionamiento isquémico (PCI)
a) Estabilizacion (E):35 min

b) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.

c¢) 3 ciclos de I-R: 30 seg. I / 30 seg. R

d) Reperfusiéon (R): 60 min.

5 - Tratamiento con Cloruro de Litio -3mM- (inhibidor no especifico de GSK-3f
previamente a la isquemia (CILi Pre )

a) Estabilizacion (E): 25 min

b) Cl Li: 10 min

c¢) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.

d) Reperfusion (R): 60 min.

6 - Tratamiento con Cloruro de Litio -3mM- en el inicio de la reperfusiéon (CILi
Post)

a) Estabilizacion (E): 35 min

b) Isquemia global normotérmica (I): 45 min

c¢) CILi: 3 min

d) Reperfusiéon (R): 60 min

7 - Tratamiento con 5-Yodo-Indirubin-3-Monoxime (IMI) -1pM- , inhibidor
especifico de GSK-3f, previamente a la isquemia (IMI Pre)

a) Estabilizacion (E): 25 min

b) IMI: 10 min

c¢) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.
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d) Reperfusiéon (R): 60 min.

8 - Tratamiento con 5-Yodo-Indirubin-3-Monoxime (IMI) -1uM-, al inicio de la
reperfusion (IMI Post)

a) Estabilizacion (E): 35 min

b) Isquemia global normotérmica (I): 45 min.

¢) IMI: 3 min

d) Reperfusion (R): 60 min.

9 - Preacondicionamiento Isquémico en presencia de Wortmanina -100 nM- (PI
+ Wortm)

a) Estabilizacion (E): 5 min.

b) 15 min Wortmanina

c¢) 1ciclo de I-R: 5 min. I /10 min. R

d) Isquemia global normotérmica (I): 45 min

e) Reperfusion (R): 60 min

10 - Postacondicionamiento Isquémico en presencia de Wortmanina -100 nM-
(PCI + Wortm)

a) Estabilizacion (E): 20 min.

b) 15 min Wortmanina

c¢) Isquemia global normotérmica (I): 45 min

d) 3 ciclos de I-R: 30 seg. I / 30 seg. R

e) Reperfusion (R): 60 min.

Estos protocolos experimentales se realizaron por triplicado. Una serie fue utilizada para la

determinacion del tamafo del infarto. Otra fue procesada para medir pardmetros bioquimicos.

La tercera serie fue utilizada para el aislamiento de mitocondrias.
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Cc

cl E I R
Pl E - R
PCI E I || R

CILi Pre E e R
CILi Post E I R
IMI Pre E —— ] R
IMI Post E - R
Pl + Wortm E [ e — R
PCI + Wortm E {_} E I R

Figura 15: Protocolos experimentales
PARAMETROS MEDIDOS

Presion arterial sistolica

Este parametro se control6 semanalmente en la cola de las ratas en forma indirecta usando el
método pletismografico (Byrom y Wilson, 1938) y siguiendo las modificaciones detalladas en el

trabajo realizado por Fritz y Rinaldi (2007).

indice de Hipertrofia
El indice de hipertrofia (IH) fue calculado como el cociente entre la masa del ventriculo

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

Al término del periodo de reperfusion el corazon fue retirado del sistema de Langendorff y el
ventriculo izquierdo (VI), una vez pesado, se congel6 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 solucién 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 tinéndolas de color rojo. Solo las células que conservan
actividad deshidrogenasa, pueden retener este colorante. En consecuencia, las células que se
encuentran vivas, quedaran tenidas de color rojo, mientras que las células muertas no se
tefiiran, permitiendo asi la diferenciacion del tejido infartado (Figura 16). Los trozos de
corazon fueron guardados en formalina al 10% por 24 horas luego de lo cual se escanearon vy,
usando un programa de analisis de imagenes (Scion Image 1.62), se determinaron las areas de
infarto y las areas de riesgo. El area total de infarto pesada se calcul6 como (A1 x P1) + (A2 x
P2) + (A3 x P3) + (A4 x P4) + (A5 x P5) + (A6 x P6), donde Al es el area de infarto de cada
trozo y Pi es la masa respectiva. Como en esta preparacion el corazon entero constituye el area
de riesgo (AR), el area total de riesgo pesada fue calculada de la misma forma que el area total
de infarto pero teniendo en cuenta el area total de cada trozo. El tamaio del infarto se expreso

como porcentaje de AR.

c 9090 99

Figura 16: Trozos de VI tefiidos con TTC

Funcién miocardica sistblica y diastblica

La funcién sistélica fue evaluada a través de la presion desarrollada del VI (PD) y la maxima
velocidad de desarrollo de la presion del VI (+dP/dtmax). La PD se calcul6 restando a la
presion pico la PDF. La +dPdtmax fue el maximo valor positivo de la primera derivada de la

PVI en funcion del tiempo. La funciéon diastoélica fue evaluada a través de la PDF. La
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resistencia coronaria (RC)se evalu6 a través del cociente presion de perfusion (PP) y flujo

coronario (FC).

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Preparacion del homogenato del tejido cardiaco

Al final de la reperfusion, luego de finalizado cada uno de los protocolos experimentales, los
corazones se retiraron del sistema de Langendorff. Una porcién del ventriculo izquierdo (VI)
fue homogeneizada en la proporcion de 1 g de tejido en 5 ml de buffer compuesto por KPO,H.
25 mM y CIK 140 mM a pH = 7.4. El tejido fue homogeneizado durante 1 min. a temperatura
entre 0-2 °C con el homogenizador Polytron. Una alicuota del homogenato fue centrifugado 10
min. a 3000 rpm y el sobrenadante fue utilizado para la determinacion de la concentracion de
sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Otra alicuota fue usada para medir el
contenido de glutation reducido (GSH). El homogenato remanente fue centrifugado a 12000 x
g por 5 min a 4° Cy el sobrenadante se guard6 a -70 °C para la determinacion de la actividad
citosolica de superoxido dismutasa dependiente de Mn (MnSOD). Para realizar estas
determinaciones los distintos grupos experimentales fueron repetidos, ya que no se pueden

utilizar los corazones usados para medir el tamafio del infarto.

1.- Evaluacion del dafio oxidativo v sistema de defensa antioxidante

- Sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico (TBARS) (Buege y Aust, 1978)

Para la estimacion de la peroxidacion lipidica se utiliz6 la determinacion de TBARS. El ensayo
consistio en lo siguiente: a 0.5 ml del sobrenadante se le agrego6 1.5 ml de 4cido tricloroacético
(TCA) al 10%, 1.0 ml de acido tiobarbitarico al 0.67 % y 0.5 ml de agua bidestilada. La
preparacion se agit6 10 seg. y se incub6 a 100 °C durante 15 min. Al término de este periodo
se observo la formacién de un producto de color rosado. Las muestras fueron enfriadas y
centrifugadas 10 min a 2500 rpm. En el sobrenadante obtenido se ley6 la absorbancia a 535
nm contra un blanco con mezcla de reaccion y sin muestra. Los resultados fueron expresados
como nmoles por mg de proteina (nmoles/ mg de prot.), utilizando el coeficiente de extincion

de 1.56 x 105 M cm.
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- Contenido de glutatiéon reducido (GSH) (Sedlak y Lindsay, 1958)

Para la determinacion del contenido de GSH se midieron los grupos sulfhidrilos no unidos a
proteinas. El fundamento de la reaccion consiste en que el 5,5 -ditiobis-2-acido nitrobenzoico
(DTNB) es reducido por los grupos sulthidrilos a 2—nitro-5 mercaptobenzoico, que es de color
amarillo intenso. El ensayo consistié en lo siguiente: a una alicuota (820 ul) del homogenato
se agreg6 180 ul de TCA al 28 %. Las muestras se agitaron y luego se centrifugaron 10 min a
7.000 rpm. A 250 ul del sobrenadante se le agregaron 250 ul de TCA al 5 %,1 ml de Tris HCI a
una concentracion de 0.4 M (pH = 8.9) y 25 ul del colorante DTNB preparado en metanol a
una concentracion final de 10 mM. Se midi6 la absorbancia a 414 nm dentro de los 5 min de
agregado el DTNB contra un blanco con la mezcla de reaccion sin muestra. Se realizé una
curva de calibracion usando distintas concentraciones de GSH. Los resultados obtenidos se

expresaron como pug por mg de proteina (ug/mg proteina).

- Actividad citosdlica de la enzima Superoéxido Dismutasa (SOD) (Beuchamp y Fridovich,
1971)

La actividad de SOD se determiné utilizando el sistema hipoxantina - xantina - azul de
tetrazolio (NBT) a través de la inhibicién de la produccion del formazan a una temperatura de
25 °Cy pH = 10.2. La mezcla de reaccion contiene 10 pl del sobrenadante, 780 ul de buffer
KH.PO,-KOH (50 mM), 100 pl de EDTA (10 mM), 10 ul 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 periodo se inici6 la reacciéon con el agregado de 100 pl
de xantina oxidasa (0.66 U/ml). Las muestras se incubaron 30 minutos a 25 °C. Luego de este
periodo, y para finalizar la reaccion, se agregaron 300 pul de CuCl. en una concentraciéon 1mM.
Se ley6 la absorbancia a 560 nm cada 30 segundos durante 5 minutos y los resultados
obtenidos se expresaron como porcentaje de inhibicion por mg de proteina (% inh/mg prot.).
Para medir la actividad citos6lica de MnSOD se realiz6 el ensayo descripto anteriormente

después de tratar a la muestra con 5 mM de KCN para inhibir a la enzima Cu-Zn SOD.
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2.-Expresion de las formas fosforiladas de la enzima glucégeno sintetasa quinasa-3p (GSK-3[3)

v de la proteina quinasa especifica de Serina/Treonina (Akt 6 PKB) por Western Blot

Otra porcion del VI fue homogeneizada en frio en un buffer para el ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) compuesto por 300 mM sacarosa, 1 mM DTT, 4 mM EGTA,
20 mM TRIS pH 7.4, 1% Triton X, 10% protease cocktail, 25 uM FNa, 1 uM Ortovanadate.
Luego la muestra fue centrifugada a 1000 x g por 15 min a 4 °C para remover ntcleos y restos
celulares. El sobrenadante fue seguidamente centrifugado a 10 000 x g por 30 min y luego a
100 000 x g por 1 hora. 60 ug de proteinas de la fraccion obtenida fueron sembradas en un gel
de poliacrilamida con dodecilsulfato s6dico para la corrida electroforética (SDS-PAGE) y
transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) durante 2 horas. El teiido
con Ponceau S confirmé el uso de la misma cantidad de proteina en todas las muestras
sembradas en el gel. Luego las membranas fueron bloqueadas con 5% de leche descremada en
solucion salina conteniendo TRIS (pH 7.5) y 0.1 % Tween (TBS-T) e incubadas toda la noche a
4°C con anticuerpos anti—-pSer9g GSK-3p (1:1000, Santa Cruz Biotechnology) y anti-Akt
(1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Luego las membranas fueron lavadas 4 veces por 10 min
en una solucion salina con buffer TRIS y Tween 20 (TBS-T) antes del agregado del anticuerpo
secundario policlonal de conejo (1:5000, Santa Cruz Biotechnology). Las bandas fueron
analizadas por un sistema de quimioluminiscencia (ECL Plus; Amersham Biosciences). La
senal de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada (GAPDH) usando el anticuerpo especifico
(anti-GAPDH) fue usada como control.

3.- Expresion de citocromo c en las fracciones citosélica v mitocondrial por Western Blot

El sobrenadante resultante de la centrifugacién de 10 000 x g, correspondi6 a la fraccion
citosolica y el residuo a la fraccién mitocondrial. Este residuo fue re-suspendido y otra vez
centrifugado a 10 000 x g por 30 min (Baines y col., 2003). Las mitocondrias lavadas fueron
entonces resuspendidas. 100 pg de proteina mitocondrial y 60 pg de la citosolica fueron
sembradas en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sb6dico para la corrida
electroforética (SDS-PAGE), y se siguié el protocolo descripto anteriormente. Se us6 el
anticuerpo anti-citocromo C (1:1000, Invitrogen). Las senales de GAPDH y canales aniénicos

dependientes de voltaje (VDAC) usando los anticuerpos especificos (anti-GAPDH y anti-
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VDAC) fueron wusadas como control de las fracciones citos6lica y mitocondrial,

respectivamente.

4.- Concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue evaluada por el método de Bradford (Bradford, 1976)

usando la albaumina de suero bovino como estandar.

Aislamiento de mitocondrias

Al término de la reperfusion el VI fue utilizado para el aislamiento de las mitocondrias por
centrifugacion diferencial (Mela y Seitz, 19779). El VI fue inicialmente lavado en una soluci6on
fria de aislamiento (SA) compuesta por 75 mM sacarosa, 225 mM manitol y 0.01 mM EGTA
neutralizada con el buffer Trizma a pH 7.4. Luego se lo trozo, se descarto la solucion de
lavado y se reemplazé6 por SA nueva (5 ml), transfiriendo esta suspension a un
homogeneizador de mano. Antes de comenzar el proceso de homogeneizacion se agregd 0.8
mg de una proteasa (bacterial, tipo XXIV, Sigma, llamada primeramente Nagarse). El proceso
de homogeneizacion total no llevé mas de 14 min realizado en 2 etapas de 7 min cada una (con
el agregado de 5 ml de SA fresca cada vez). El homogenato fue cuidadosamente transferido
después de cada etapa a un tubo de centrifuga de policarbonato. Después de una
centrifugacion de 5 min a 480 xg para descartar tejido no roto y restos celulares el
sobrenadante fue centrifugado a 7 700 xg por 10 min para sedimentar a las mitocondrias.
Este sedimento fue lavado 2 veces con SA y un ultimo enjuague con SA sin EGTA

centrifugando cada vez a 7 700 xg por 5 min.

1-_Determinacién de la sensibilidad del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM) al Ca2*

La habilidad de la mitocondria para resistir el hinchamiento fue evaluada incubando

mitocondrias aisladas en una solucion conteniendo (en mM): 120 KCl, 20 MOPS, 10 Tris- HCI
y 5 KH.PO, ajustada a pH = 7.4 (Baines y Col 2003). Aproximadamente 0.3 mg de la
suspension mitocondrial energizada con 6 mM de succinato, fueron incubados durante 5 min
y luego tratados con 200 uM de CaCl.. Si el poro de permeabilidad transitoria de la
mitocondria se abre en presencia de Ca2+ los solutos entran libremente a la matriz

mitocondrial provocando la hinchazén de la organela. Este cambio es observado como
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disminucion de la dispersion de luz y fue seguido usando un espectrofluorémetro Hitachi
F4500 con control de temperatura y agitaciéon continua a 520 nm como longitud de onda de
excitacion y emision. La disminucion de la dispersion de la luz fue calculada para cada

muestra como la diferencia entre la observada antes y después del agregado de CaCl..

2- Ultraestructura mitocondrial

Una muestra de la suspensiéon mitocondrial fue usada para examen de la ultraestructura de la

mitocondria usando un microscopio electréonico de transmision H-600.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Para comparar los datos entre
dos grupos experimentales se utiliz6 la prueba de t-Student. Para la comparacién de mas de
dos grupos se utiliz6 analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test de Student-
Newman-Keuls. En todos los casos el valor de 0,05 se consider6 como el limite de

significacion estadistica.
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La Tabla 2 muestra los datos de peso corporal (PC), peso del corazon (PCo), relacién PCo/PC,

presion arterial sistolica (PAS), y los valores basales de la presion diastolica final (PDF) y la

presion desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI) en los grupos: Control (C), control

isquémico (CI), preacondicionamiento isquémico (PI), postacondicionamiento isquémico

(PCI) y en los tratados con CILi, IMI y wortmanina.

Tabla 2

GRUPO PC (g) PCo (g) PCo/PC PAS PDF PDVI
(mmHg) (mmHg) (mmHg)

C 336 £12 1.50 £ 0.04 45+0.1 216 +£5 10+ 1 91 +£1

CI 328£6 1.53 £0.07 4.7+0.2 210+ 8 13£2 88+ 6

PI 329 £13 1.43 £0.04 44+02 208 £9 12=+1 87+7

PCI 325 £13 1.52 £0.07 4.7+0.2 213+4 101 89+ 6

CILi Pre 3285 1.46 £ 0.05 45+02 220+ 7 12=+1 87 +4

CILi Post 325 £10 1.46 £0.03 45+02 217+ 6 101 91 £2

IMI Pre 330 £3 1.54 +£0.03 4.7+0.1 215+4 12=+1 90 £ 1

IMI Post 322 £10 1.52 £0.05 4.7+0.2 209 =7 11=+1 89 +4

PI+W 340 12 1.60 = 0.07 47+0.2 218+ 6 10£2 86 £ 8

PCI+W 332 +6 1.52+0.05 4.6+0.2 212+5 11=+1 86 £ 8
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Como se muestra en la Tabla 2 los pesos corporales de los animales usados, los pesos
cardiacos, los niveles de PAS y de IH, asi como los datos hemodinamicos de los corazones
aislados pertenecientes a todos los grupos experimentales fueron similares, no observandose

diferencias significativas entre ellos.

Efectos de la isquemia-reperfusion y del preacondicionamiento y

postacondicionamiento isquémicos

Tamano del Infarto

En la Figura 1 se muestran los valores promedio de los tamafios del infarto medidos al final
del periodo de reperfusion de corazones de SHR pertenecientes a los grupos C, CI, PI y PCI.
En el grupo C el valor promedio fue de 1,6 + 0,3 % (n=7). Cuando los corazones fueron
sometidos a 45 min de isquemia global y 60 min de reperfusién (grupo CI) el tamafo del
infarto fue de 51 + 4 % (n=7). La aplicaciéon de los ciclos breves de isquemia antes de la
isquemia prolongada (grupo PI) 6 al inicio de la reperfusion (grupo PCI) redujeron
significativamente el tamafno del infarto, siendo los valores de 34 £+ 1 % (n=7)y 36 + 4 %

(n=7), respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Tamafo del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo (AR), en C: grupo
control; CI: grupo control isquémico; PI: Preacondicionamiento Isquémico y PCI:
Postacondicionamiento Isquémico. * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.
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Funcidn sistolica v diastdlica

La perfusion durante 140 min de los corazones del grupo C no modific6 la contractilidad
respecto a la observada al final del periodo de estabilizaciéon (20 min). Sin embargo, en los
corazones sometidos al protocolo de isquemia-reperfusion la PDVI se recuperd escasamente
(aproximadamente 1%). Similares valores de PDVI fueron observados al final de la
reperfusion cuando el PIy PCI fueron aplicados. Es decir, que el deterioro de la contractilidad
postisquémica no fue prevenido ni atenuado por ambas intervenciones. La funcion diastélica,
medida a través de la PDF, aumento significativamente durante la reperfusion en el grupo CI
hasta un valor de 86 + 8 mmHg al final de dicho periodo. En los grupos PIy PCI, los valores
de PDF al final de la reperfusiéon no fueron estadisticamente diferentes del obtenido en el
grupo CI (106 + 7y 91 + 10 mmHg para PI y PCI, respectivamente). La presion de perfusion
de los grupos CI, PI y PCI aument6 durante la reperfusién desde aproximadamente 71 a 130
mmHg. Como el flujo coronario se mantuvo constante durante todo el experimento, los
cambios de la presion de perfusion se debieron a cambios en la resistencia coronaria. Por lo
tanto, la RC aument6 4.8 + 0.6 mmHg/ml x min al final de la isquemia-reperfusion y este

aumento se mantuvo en los corazones pre y postacondicionados.

Evaluacion del dafio oxidativo y sistema de defensa antioxidante

-Sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico (TBARS):

La peroxidacion lipidica fue estimada a partir de la determinacion de TBARS. La
concentracion de TBARS del grupo C fue de 0,22 + 0,03 nmoles/mg prot (n=7) y aumento
significativamente en el grupo CI (0,46 + 0,04 nmoles/mg prot, n=7). Ambas intervenciones
cardioprotectoras (PI y PCI) disminuyeron dichos niveles y las TBARS alcanzaron los valores

de 0,26 + 0,05 (n=7) y 0,28 + 0,03 nmoles/mg prot (n=7), respectivamente (Figura 18).
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Figura 18: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos C, CI, PI
y PCI. * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

-Glutation reducido (GSH):

El contenido de GSH en los corazones del grupo C fue de 3,66 + 0,37 ug/mg prot y
disminuy6 en aquellos sometidos a isquemia-reperfusion (grupo CI) a 0,94 + 0,15 pug/mg
prot. Las intervenciones preservaron parcialmente los niveles de GSH, siendo los valores de

2,06 + 0,31y 1,77 + 0,18 ug/mg prot en los grupos P1y PCI, respectivamente (Figura 19).
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Figura 19: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en pug/mg de proteina, en los grupos C,
CIL, P1y PCI. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

[46]



RESULTADOS

-Actividad citosoélica de Superoéxido Dismutasa Total (SOD T):

La actividad citosolica de la SODT fue de 4,45 + 0,75 % inhibicion/mg prot en el grupo Cy
aumento significativamente en el grupo CI, siendo el valor de 9,54 + 0,22 % inhibicion/mg
prot. Con las intervenciones los valores disminuyeron a 5,78 + 0,78 % inhibicién/mg prot en

el grupo PIy 6,45 + 0,75 % inhibicién/mg prot en el grupo PCI (Figura 20).
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Figura 20: Actividad citoso6lica de SOD total (SODT), expresada como porcentaje de inhibicion por
mg de proteina, en corazones de los grupos C, CI, PI, PCI. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con
respecto a CI.

-Actividad citosélica de Superoxido Dismutasa dependiente de Manganeso (SODMn):

La actividad citosdlica de SODMn fue de 4.45 £ 0.63 % inhibicion/mg de proteina en el
grupo C. Aument6 en el grupo CI a 10.02 + 0.38 % inhibicion/mg prot y este valor
disminuyo en los corazones intervenidos, siendo los valores de 6.96 + 0.93y 7.5 £ 0.41 %

inhibicion/mg prot en los grupos P11y PCI, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21: Actividad citos6lica de SOD Mn, expresada como porcentaje de inhibiciéon por mg de

proteina, en corazones de los grupos C, CI, PI, PCI. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con
respecto a CI.

Expresion de P- GSK-3[3 v P-Akt

La expresion de P-GSK-3f disminuy6 en el grupo CI (41 + 3%) y este valor aumenté en los
corazones pre y postacondicionados. Los valores fueron de 63 + 1 % y 65 + 2 % en los grupos

PIy PCI, respectivamente (Figura 22).
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Figura 22: Expresion de P-GSK-33/GAPDH, expresado como porcentaje del valor obtenido en el
grupo C (100 + 2%), en los grupos CI, PI, PCL. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a
CL

[48]



RESULTADOS

La expresion de P-Akt disminuy6 en el grupo CI (56 + 2%) con respecto al valor hallado en
los corazones controles no isquémicos. Este valor aument6 en los corazones pre y
postacondicionados. Los valores fueron de 67 + 1 % y 72 £ 2 % en los grupos PI y PCI,

respectivamente (Figura 23).
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Figura 23: Contenido de P-Akt/GAPDH, expresado como porcentaje del valor obtenido en el grupo C
(100 £ 2%), en los grupos CI, PI, PCI. * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

Sensibilidad del PPTM al Ca2+:

El agregado de Ca2* a las suspensiones mitocondriales produce dispersién de la luz. El cambio
de dispersiéon de la luz que ocurre entre el tiempo 0 y los 5 min es una medida de la
sensibilidad del PPTM al Ca2* (Figura 24). Como se observa en la figura a continuacion la

menor sensibilidad al Ca2+ la poseen las mitocondrias del grupo CI y la mayor las del grupo C.
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Figura 24: Registros tipicos de los cambios de fluorescencia producidos por el agregado de Ca2+ a
mitocondrias aisladas de los grupos C, CI, PI y PCI.

Los valores medios se muestran en la Figura 25. Las mitocondrias aisladas de los corazones
perfundidos pero no sometidos a isquemia (grupo C) mostraron una disminucién de la
dispersion de la luz de 0,74 + 0,07 unidades arbitrarias (u.a.) (n=6) ante el agregado de Ca2*.
La isquemia de 45 min seguida de reperfusion durante 60 min empeoro6 la respuesta de las
mitocondrias al Ca2* y la dispersion de la luz disminuy6 a 0,06 + 0,01 u.a. (n=6). En los
corazones pre y postacondicionados la sensibilidad del PPTM al Ca2* mejord
significativamente, siendo los valores de 0,23 + 0,03 u.a. (n=6) en el grupo PI y de 0,29 +

0,03 u.a. (n=6) en el grupo PCI (Figura 25).
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Figura 25: Cambio de la dispersion de la luz, expresado en unidades arbitrarias (u.a.), por el
agregado de 200uM de Cl.Ca, a mitocondrias aisladas de corazones de los grupos C, CI, PI, PCI. * p <
0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

Ultraestructura mitocondrial (Figura 26)

En el grupo control (C) se observan mitocondrias con ultraestructura normal, con escaso
edema y preservacion de las crestas. La aplicacion del protocolo de isquemia-reperfusion
provocd muerte celular, acompanada por un elevado grado de edematizacion y destruccion de
las crestas mitocondriales (CI). En los corazones pre y postacondicionados (PI y PCI) se
observan algunas mitocondrias con ultraestructura normal, persistiendo la presencia de

edema significativo y organelas danadas.
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Figura 26: Fotomicrografia de microscopio electrénico (x 25000) de mitocondrias aisladas
pertenecientes a corazones de los grupos control (C), control isquémico (CI), preacondicionado (PI)y
postacondicionado (PCI).

La aplicacion de 45 min de isquemia global y 60 min de reperfusion a corazones

aislados de SHR, comparado a los controles no-isquémicos, produjo:

1-Aumento del tamaiio del infarto

2-Disminucion abrupta de la funcion sistélica miocardica

3- Aumento de la rigidez diastodlica y de la resistencia vascular
4-Aumento del daio oxidativo

5-Disminucién de P-GSK-3p y P-Akt

6.-Disminucion de la sensibilidad del PPTM al Caz-.

7-Alteracion de la ultraestructura mitocondrial.
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Las intervenciones PI y PCI produjeron:

1-Disminucion del tamaifio del infarto
2-No modificaron la recuperacion postisquémica de la funcion miocardica y
vascular
3- Disminucion del daio oxidativo evidenciado por:
# Disminucion de la peroxidacion lipidica.
# Preservacion parcial del contenido de GSH.
# Disminucion de la actividad de SODT y SODMn.
4- Aumento de la expresion de P-GSK3p y de P-Akt.
5- Aumento de la sensibilidad del PPTM al Caz2+.

6- Conservacion parcial de la ultraestructura mitocondrial.

Participacion de la glucogeno sintetasa quinasa 3 (GSK-3p) en isquemia-

reperfusion en el PI1 y PCI.

Siendo la GSK-3B una enzima clave en las cascadas de proteccion, los datos que a
continuacion se detallan son los obtenidos inhibiendo dicha enzima con un inhibidor no
especifico como el ClLi y otro especifico como el 5-Yodo-Indirubin-3-Monoxime (IMI). La
administracion de dichos inhibidores fue realizada antes de la isquemia de 45 min (grupos

ClILi Pre e IMI Pre) y en los primeros 3 min de la reperfusién (grupos ClLi Post e IMI Post).

Tamano del Infarto

En la Figura 27 se muestran los valores promedio de los tamafios de infarto medidos al final
del periodo de reperfusién en corazones de ratas SHR pertenecientes a los grupos CI, CI Li
Pre, IMI Pre, Cl Li Post e IMI Post. En el grupo CI el valor fue de 51 + 4 %, el cual disminuy6
significativamente con el tratamiento con los inhibidores. Los valores fueron de 36 + 2 %

(n=6) para el grupo CILi Pre y de 37 + 3 % (n=6) para el grupo CILi Post. Resultados
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similares se obtuvieron con el tratamiento con IMI, obteniéndose valores de 33 + 1 % (n=6)

para el grupo IMI Prey 36 + 2 % (n=6) para el grupo IMI Post.
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Figura 27: Tamafio del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo (AR), en CI: grupo
control isquémico; CILi e IMI PRE: CILi e IMI administrados antes de la isquemia; ClLi e IMI POST:
administradas al inicio de la reperfusion. * p< 0,05 con respecto a CI.

Funcidn sistdlica v diastolica

La recuperacion postisquémica de la funcién miocardica observada en los corazones tratados
con CILi e IMI fue similar a la obtenida en los corazones CI. Al final del periodo de reperfusion
la PDVI y la +dP/dtmax adquirieron valores del orden del 1 al 1.5 % de los valores
preisquémicos. La PDF mostr6 valores de aproximadamente 115 mmHg en todos los grupos
tratados, que fueron similares a los observados en el grupo isquémico no tratado. La presion
de perfusion de los 4 grupos tratados (CILi Pre, CILi Post, IMI Pre e IMI Post) aument6
durante la reperfusion alcanzando valores similares a los obtenidos en el grupo CI
(aproximadamente 130 mmHg). Al término de la reperfusién (60 min) la resistencia
coronaria aument6 y adquiri6 valores similares a los del grupo CI (aproximadamente 5

mmHg/ml x min~).
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Evaluacion del dano oxidativo y sistema de defensa antioxidante

-Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

La concentracion de TBARS obtenida en los corazones pertenecientes al grupo control
isquémico (0,57 +* 0,04 nmol/mg prot) fue significativamente disminuida por la
administracion antes 6 después de la isquemia de ambos inhibidores de GSK-3f (Figura 28).
Los valores fueron de 0,37 + 0,05 nmol/mg prot en el grupo CILi Pre (n=6), 0,29 + 0,05
nmol/mg prot en el grupo IMI Pre (n=6), 0,38 + 0,04 nmol/mg prot en el grupo CILi Post
(n=6) y 0,29 + 0,06 nmo/mg prot en IMI Post (n=6). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos tratados con CILi e IMI.
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Figura 28: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos CI, CILi
(PRE y POST) e IMI (PRE y POST). * p< 0,05 con respecto a CI.

-Glutation reducido (GSH)

El contenido de GSH obtenido en los corazones del grupo CI (0,94 + 0,15 pumol/mg prot)
aumento significativamente en los grupos tratados con ClLi e IMI. Los valores hallados fueron
de: 1,55 + 0,17, 2,07 + 0,16, 2,12 + 0,7y 2,25 + 0,33 umol/mg prot para los grupos CILi
Pre, IMI Pre, CILi Post e IMI Post, respectivamente (Figura 29).
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Figura 29: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en pg por mg de proteina, en los
grupos CI, CILi (PRE y POST) e IMI (PRE y POST).* p < 0,05 con respecto a CI.

-Actividad citosolica de Superoéxido Dismutasa Total (SOD T):

La actividad citosélica de la SOD total (SOD T) disminuy6 significativamente en los grupos

tratados con ambos inhibidores de la GSK-3f con respecto al valor observado en el grupo CI

(Figura 30).
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Figura 30: Actividad citosélica de SOD total (SOD T), expresada en porcentaje de inhibicién por mg
de proteina, en los grupos CI, CILi (PRE y POST) e IMI (PRE y POST). * p < 0,05 con respecto a CI.
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Los valores obtenidos fueron de 9,54 + 0,22 % inhibicién/mg prot para el grupo CI, 5,77 +
0,16 y 6,71 £ 0,34 % inhibiciébn/mg prot para los grupos CILi Pre e IMI Pre. En los
corazones pertenecientes a los grupos CILi Post e IMI Post los valores fueron de 6,79 + 0,37

y 6,77 £ 0,47 % inhibicién/mg prot, respectivamente.

-Actividad citosoélica de Superoéxido Dismutasa dependiente de Manganeso (SODMn):

La actividad citosdlica de SODMn disminuy6 significativamente con los tratamientos con CILi
e IMI. En el grupo CI el valor fue de 10,02 + 0,38 % inhibicion/mg prot. En los corazones
tratados los valores fueron: 6,58 + 0,30 y 6,95 + 0,34 % inhibicién/mg prot en los grupos
ClILi Pre y CILi Post respectivamente, y 6,97 + 0,36 y 7,08 + 0,62 en IMI Pre e IMI Post

respectivamente (Figura 31).
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Figura 31: Actividad citoso6lica de SOD Mn, expresadas como porcentaje de inhibicion por mg de
proteina, en corazones de los grupos CI, CILi (PRE y POST) e IMI (PRE y POST). * p < 0,05 con
respecto a CI

Expresion de P- GSK-3[3 v P-Akt

La expresion de P-GSK-3f8 disminuy6 en el grupo CI (41 £+ 3 %) y este valor aumento

significativamente en los corazones tratados con CILi e IMI. Los valores fueron de 84 + 2 % y
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84 + 1 % en los grupos en los cuales las drogas fueron administradas previamente a la

isquemiay de 85 + 3 % y 82 + 1 % en aquellos en los que la infusion de ambos bloqueantes

de GSK-3p fue realizada al comienzo de la reperfusion (Figura 32).
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Figura 32: Expresion de P-GSK-33/GAPDH, expresada como porcentaje del valor obtenido en el
grupo C (100 + 2 %), en los grupos CI, CILi e IMI PRE y CILi e IMI POST. * p < 0,05 con respecto a CI
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Figura 33: Expresion de P-Akt/GAPDH, expresada como porcentaje del valor obtenido en el grupo C
(100 £ 3 %), en los grupos CI, CILi e IMI PRE y CILi e IMI POST. * p < 0,05 con respecto a CI
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La expresion de P-Akt disminuyo en el grupo CI (56 + 2 %) con respecto al valor hallado en
los corazones controles no isquémicos. En los corazones tratados previamente a la isquemia 6
al inicio de la reperfusion con CILi e IMI la expresion de P-Akt aumentd. Los valores fueron de

82 + 1%y 80+ 1% para los grupos PREyde 85 £+ 1% y 78 + 1 % para los grupos POST
(Figura 33).

Sensibilidad del PPTM al Ca2+:

En las mitocondrias de corazones tratados con cualquiera de los dos inhibidores de GSK-3p se

observo un aumento significativo en la sensibilidad del PPTM al Caz2*. El grupo CI exhibi6 un
decaimiento de la dispersion de la luz de 0,06 + 0,01 u.a. En los grupos tratados los valores
fueron de 0,35 + 0,05y 0.24 + 0.03 u.a. en los grupos ClILi e IMI PRE y de 0,27 + 0,04
y 0,18 + 0,04 u.a. para los grupos ClLi e IMI POST, respectivamente (Figura 34).
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Figura 34: Cambio de la dispersiéon de la luz, expresado en unidades arbitrarias (u.a.), por el
agregado de 200 uM de Cl.Ca, en corazones de los grupos CI, CILi (PRE y POST) e IMI (PRE y POST).
* p < 0,05 con respecto a CI.

Ultraestructura mitocondrial:

En la Figura 35 se observa el efecto de los tratamientos con ClLi e IMI Pre y Post sobre la
ultraestructura de las mitocondrias aisladas de dichos grupos experimentales. Como se
muestra en dicha figura ambos inhibidores de GSK-3 mejoraron el aspecto morfolégico de
las mitocondrias respecto de lo observado en los corazones isquémicos sin tratamiento,

detectandose mitocondrias con ultraestructura normal.

[59]



RESULTADOS
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Figura 35: Fotomicrografia de microscopio electronico (x 25000) de mitocondrias aisladas

pertenecientes a corazones de los grupos tratados con CILi e IMI previamente a la isquemia (CILi e IMI
Pre) 6 al comienzo de la reperfusion (CILi e IMI Post).

Nuestros resultados muestran que, el tratamiento previo a la isquemia (Pre) 6 al
inicio de la reperfusion (Post) con los inhibidores de GSK-3p, CILi e IMI,
produjo:
1-Disminucion del tamafno del infarto
2-No modifico la recuperacion postisquémica de la funciéon miocardica y
vascular
3- Disminucion del daino oxidativo evidenciado por:
4 Disminucion de la peroxidacion lipidica
& Preservacion parcial del contenido de GSH
# Disminucion de la actividad de SODT y SODMng4- Aumento de la expresion
de P-GSK3p y de P-Akt
5- Aumento de la sensibilidad del PPTM al Caz+

6- Conservacion parcial de la ultraestructura mitocondrial
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Papel de PI3K/Akt en isquemia-reperfusion y en el pre y

postacondicionamiento isquémicos (PIy PCI)

Tamano del Infarto

En la Figura 36 se muestran los valores correspondientes a los tamafos de infarto para el
grupo CI y para los grupos pre y postacondicionados, en presencia y ausencia de wortmanina,
inhibidor de PI3K/Akt. En el grupo CI el valor promedio fue de 51 + 4 % y este valor
disminuy6 significativamente en los grupos PI: 34 + 1 % y PCI: 36 + 4 %. El tratamiento con
wortmanina (W) anulo el efecto cardioprotector del PIy PCI, obteniéndose tamafios de infarto
similares a los observados en los corazones controles isquémicos. Estos valores fueron: 58 + 77
% en el grupo PI + W (n=6), y de 49 + 1 % (n=6) en el grupo PCI + W. El agregado de W a

corazones del grupo CI (n=6) no modific6 el tamano del infarto (49 + 2 %).
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Figura 36: Tamano del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo (AR), en los grupos CI,
PI, PI + W, PCI y PCI + W * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

Funcidn sistolica v diastblica

La recuperacion postisquémica de la funcién miocardica observada en los corazones tratados

con W fue similar a la obtenida en los grupos PI y PCI. Al final del periodo de reperfusién la
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PDVI y la +dP/dtmax adquirieron valores del orden del 1% de los valores preisquémicos. La
PDF mostroé valores de aproximadamente 110 mmHg en todos los grupos tratados. La presion
de perfusion de los grupos PI+W y PCI + W aumenté durante la reperfusiéon alcanzando
valores similares a los obtenidos en el grupo CI (aproximadamente 130-140 mmHg). Al final
de la reperfusion la resistencia coronaria aument6 y adquiri6 valores de aproximadamente 5
mmHg/ml x min. El agregado de W a corazones del grupo CI no modifico la respuesta

contractil y vascular.

Evaluacion del dano oxidativo y sistema de defensa antioxidante

-Sustancias reactivas al acido tiobarbitiirico (TBARS)

En la Figura 37 se muestra que la concentracion de TBARS aument6 cuando los corazones
fueron tratados con W, anulando el efecto protector del PI y PCI sobre la peroxidacién
lipidica. Los valores fueron: 0,69 + 0,05 nmol/mg prot en el grupo PI + Wy 0,65 + 0,03
nmol/mg prot en el grupo PCI + W, que fueron significativamente mayores que los obtenidos

en los grupos PI y PCI, respectivamente.
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Figura 37: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos CI, PI,
PI + W, PCI,y PCI + W. * p< 0,05 con respecto a CI; # p< 0.05 con respecto a P1y PCI.
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-Glutation reducido (GSH):

Como mostramos anteriormente el PI y el PCI preservaron parcialmente los niveles de GSH
con respecto al observado en el grupo CI. Cuando estas intervenciones fueron realizadas en
presencia del inhibidor de PI3K/Akt, los contenidos de GSH fueron similares a los del grupo
CI (Figura 38).
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Figura 38: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en pg por mg de proteina, en los
grupos CI, PI, PI1 + W, PCl y PCI + W. * p< 0,05 con respecto a CI; # p< 0.05 con respecto a Py PCI.

-Actividad citosoélica de Superoéxido Dismutasa Total (SOD T):

La actividad citosoélica de la SOD Total (SODT) disminuy6 en los grupos PI y PCI con respecto
a lo observado en el grupo CI (5,78 + 0,78 y 6,45 *+ 0,75, respectivamente vs. 9,54 + 0,22
% inhibicion/mg prot). El tratamiento con W previo a la aplicacion de ambos protocolos
cardioprotectores produjo un aumento de la actividad de SODT. Los valores fueron de: 10.05
+ 0.57 y de 10.17 + 0.55 % inhibicion/mg prot para los grupos PI + W y PCI + W,

respectivamente (Figura 39).
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Figura 39: Actividad citosdlica de SOD total (SODT), expresada como porcentaje de inhibicién por
mg de proteina, en corazones de los grupos CI, PI, PI + W, PCI y PCI + W. * p < 0,05 con respecto a CI;
# p< 0.05 con respecto a P1y PCI.

-Actividad citosélica de Superoxido Dismutasa dependiente de Manganeso (SODMn):

El aumento de la actividad citos6lica de SODMn obtenido en los corazones controles

isquémicos (grupo CI) disminuy6 significativamente con los protocolos de P1y PCI.
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Figura 40: Actividad citosblica de SODMn, expresada como porcentaje de inhibicion por mg de
proteina, en corazones de los grupos CI, PI, PI + W, PCI y PCI + W. * p < 0,05 con respecto a CI; # p<
0.05 con respecto a P1y PCI.
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Cuando ambas intervenciones fueron realizadas en presencia de la inhibicion de PI3K/Akt
con W la actividad de SODMn retorn6 a niveles similares a los observados en el grupo CI. Los
valores fueron de: 11.11 + 0.45y 9.96 + 0.84 % inhibicion/mg prot para los grupos PI +W'y
PCI + W, respectivamente (Figura 40).

Expresion de P- GSK-3[3 v P-Akt

La expresion de P-GSK-3f aument6 significativamente en los corazones sometidos a los
protocolos de PI y PCI. Cuando estas intervenciones fueron realizadas en presencia de
wortmanina, los niveles de P-GSK-3f alcanzaron valores similares a los obtenidos en el grupo
CIL. Los valores fueron de: 43 + 2 % y 41 £+ 2 % para los grupos PI + Wy PCI + W,

respectivamente (Figura 41).
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Figura 41: Expresion de P-GSK-33/GAPDH, como porcentaje del valor obtenido en el grupo C (100 +
2 %), en los grupos CI, PI, PI+W, PCI y PCI+W. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a
P16 PCI.

La expresion de P-Akt aument6 en los grupos PI y PCI con respecto a lo hallado en el grupo
CI. El tratamiento con W previo a la aplicacién de los protocolos de PI y PCI disminuy? la
expresion de P-Akt. Los valores fueron de: 9 + 1 % y 12 + 2 % para los grupos PI + Wy PCI +

W, respectivamente (Figura 42).
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Figura 42: Expresion de P-Akt/GAPDH, expresado como porcentaje del valor obtenido en el grupo C
(100 + 3 %), en los grupos CI, ClLi e IMI PRE y CILi e IMI POST. * p < 0,05 con respecto a CI; # p<
0,05 con respecto a PI1 6 PCI.
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Figura 43: Cambio de la dispersion de la luz, expresado en unidades arbitrarias (u.a.), por el
agregado de 200 uM de Cl.Ca, en corazones de los grupos CI, PI, PI+W, PCI y PCI+W. * p < 0,05 con
respecto a CIL. # p< 0,05 con respecto a P1 6 PCI# p< 0,05 con respecto a PI 6 PCI
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En las mitocondrias de corazones tratados con W previo a la aplicacion de los protocolos de PI
y PCI se observo una disminucién significativa de la sensibilidad del PPTM al Ca2+ (Figura
43). El decaimiento de la dispersion de la luz fue de 0.08 + 0.02 y 0.07 + 0.01 u.a. para los

grupos PI + Wy PCI + W, respectivamente.

Ultraestructura mitocondrial

En la Figura 44 se observa el efecto del tratamiento con W. La inhibicion de PI3K/Akt anul6
los efectos beneficiosos del PI y PCI observandose, de manera similar a lo obtenido en el
grupo CI, la presencia de edema mitocondrial, la destruccion de las crestas y pérdida de la

integridad de dicha organela.

Figura 44: Fotomicrografia de microscopio electréonico de mitocondrias aisladas pertenecientes a
corazones de los grupos PI + W (x 25000) y PCI + W (x 20000).
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Nuestros resultados muestran que, el tratamiento con wortmanina (inhibidor de
PI3K/Akt) previo a los protocolos de PIy PCI, anula el efecto cardioprotector de

estas intervenciones, observandose:

1-Aumento del tamaifio del infarto
2-No produjo cambios en la recuperacion postisquémica de la funciéon
miocardica y vascular
3- Aumento del daiio oxidativo evidenciado por:
4 Aumento de la peroxidacion lipidica
# Disminucion del contenido de GSH
& Aumento de la actividad de SODT y SODMn
4- Disminucion de la expresion de P-GSK3p y de P-Akt.
5- Disminucion de la sensibilidad del PPTM al Caz+.

6- Alteracion de la ultraestructura mitocondrial

Medida del contenido de citocromo c¢ en las fracciones citosélica y

mitocondrial

Como se muestra en la Figura 45 el contenido de citocromo c en la fraccion citosolica aument6
en el grupo de corazones controles isquémicos, siendo el valor de 137 + 1 % comparado con lo
obtenido en el grupo C (100 + 2 %). Todas las intervenciones disminuyeron
significativamente la liberaciéon de citocromo c. Los valores fueron de: 118 + 4 %, 122 + 3 %,
116 + 3 %, 117 + 4 %, 120 + 2 % y 122 + 2 % para los grupos PI, PCI, ClILi Pre y Poste IMI
Pre y Post, respectivamente. El tratamiento con W aument¢ la liberacion de citocromo c hasta
valores similares a los observados en el grupo CI (142 + 2 % y 145 + 2 % para los grupos

PI+W y PCI+W, respectivamente).
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Figura 45: Expresion de citocromo ¢/GAPDH en la fraccion citosoélica, como porcentaje del valor
obtenido en el grupo C, en los grupos C, CI, PI, PCI, CILi e IMI Pre, ClLi e IMI Post, PI+W y PCI+W. *
p < 0,05 con respecto a CI; # p< 0,05 con respecto a PI 6 PCI. (n =4)
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Figura 46: Expresion de citocromo ¢/VDAC en fraccion mitocondrial, como porcentaje del valor
obtenido en el grupo C, en los grupos C, CI, PI, PCI, CILi e IMI Pre, CILi e IMI Post, PI+W y PCI+W. *
p < 0,05 con respecto a CI; # p< 0,05 con respecto a PI 6 PCI. (n =4)
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El contenido de citocromo c en la fraccién mitocondrial mostr6 una disminucion muy
marcada en el grupo CI (10 + 1 %) (Figura 46). Aument6 en todos los grupos intervenidos
excepto en el grupo PI. Los valores fueron de: 22 + 2 %, 37+ 1%, 31+ 1%,42+ 2% y 45
+ 1 % para PCI, ClLiPre, ClLiPost, IMIPre e IMIPost, respectivamente. La inhibicion de
PI3K/Akt en el grupo PCI retorno6 los niveles de citocromo ¢ a un valor similar al obtenido en
el grupo CI (8 + 1 %).

Relaciones entre variables en las distintas intervenciones

El analisis de los datos mostro la presencia de correlaciones positivas (Tamaio del Infarto vs.
TBARS) y negativas (Tamano del Infarto vs. GSH y Sensibilidad del PPTM al Ca2* vs. Tamatio
del Infarto y TBARS) estadisticamente significativas.

¢ Tamano del Infarto vs. TBARS
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Esta recta (r=0.77) demuestra la existencia de una dependencia entre ambos parametros e

indica que cuando la peroxidacion lipidica aumenta es posible obtener un mayor tamano de

infarto.
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¢ Tamano del Infarto vs. GSH
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Esta recta (r=0.71) muestra que el tamano del infarto es menor cuando el antioxidante GSH se
preserva y posee niveles mayores.

Del analisis de las 2 relaciones (Tamano del Infarto vs. TBARS y GSH) surge que la muerte
celular producida por isquemia-reperfusion depende del dafio oxidativo y que la atenuacion

de la misma esta en relacion directa con las modificaciones de dichos parametros.
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¢ Sensibilidad del PPTM al Ca2+ vs Tamaino del infarto
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Las 2 tultimas relaciones establecen que la respuesta de las suspensiones mitocondriales
depende del tamano del infarto y de la peroxidacion lipidica. Es decir, que la sensibilidad del

PPTM al Ca2+ disminuye cuando ambas variables aumentan. En otras palabras, cuando la
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muerte celular y el dano oxidativo son mayores, las mitocondrias responden escasamente a los

estimulos aplicados, en este caso al Ca2*.
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Los resultados de este trabajo de tesis muestran que, en corazones aislados de ratas
hipertensas espontaneas (SHR), el pre y postacondicionamiento isquémicos (PI y PCI)
disminuyen el tamafio del infarto y el dafio oxidativo producido por 45 min de isquemia global
y 60 min de reperfusion. Efectos beneficiosos similares fueron obtenidos mediante el
tratamiento con los inhibidores de la GSK-3p. Segiin nuestros datos la cardioproteccion dada
por todas las intervenciones aparece asociada a la menor liberaciéon de citocromo c al citosol.
Este evento indica que la atenuacion de la formacién y/6 apertura del poro de permeabilidad
transitoria de la mitocondria (PPTM) desempeifia un papel importante en la disminucién del
dafio irreversible producido por la isquemia-reperfusion.

Numerosos trabajos utilizando animales normotensos muestran que el efecto cardioprotector
del PI y PCI ocurre como resultado de la activacion, a partir de receptores de superficie, de
diferentes cascadas de senalizacion que incluyen el grupo de quinasas de salvataje (RISK,
Hausenloy y Yellon, 2007) y de factores activadores de sobrevida (SAFE, Lecour, 2009). Estas
vias convergen en la mitocondria, organela que cumple un rol central en la cardioproteccion
endogena que resulta de ambas intervenciones (Perrelli y col., 2011). La mitocondria no s6lo
participa en la traduccion de sefales producidas por las ROS, sino que también es efectora de
la proteccion, la que se manifiesta como una reducida probabilidad de apertura del PPTM
durante la reperfusiéon (Juhaszova y col., 2004; Davidson y col., 2006; Bopassa y col., 2006;
Obame y col., 2008; Argaud y col., 2005; Smith y col., 2006; Feng y col., 2005; Pagel y col.,
2006; Hausenloy y col., 2009). En este sentido, un trabajo reciente realizado por Ruiz-Meana
y col. (2014) demuestra el papel clave de la mitocondria y menciona el mecanismo de
“preacondicionamiento mitocondrial” contra el dano oxidativo y el deterioro de la funcion
energética de dicha organela que se producen en la isquemia-reperfusion (Ruiz-meana y col.,
2014). En animales hipertensos la efectividad del PI y PCI ha sido cuestionada. Resultados
recientes muestran en un modelo experimental utilizando corazones hipertroficos de SHR que
el PCI no ejercio accion beneficiosa (Wagner y col., 2013).

Investigaciones previas realizadas en animales normotensos muestran que la inhibicion de la
GSK-3B mediante la fosforilacion en el residuo Serina 9 juega un papel importante en
diferentes intervenciones cardioprotectoras (Nishino y col., 2008; Miura y Miki, 2009). Esta
importancia podria atribuirse al hecho de que GSK-3p es sustrato de varias quinasas y, por lo
tanto, en ella convergen miltiples vias de senalizacion. Trabajos previos realizados en

corazones de ratas hiperlipidémicas (Yadav y col., 2010) y en corazones de ratas normotensas
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utilizando diversos modelos de isquemia-reperfusion, muestran que la inhibicion de GSK-3[3
es beneficiosa (Faghihi y col., 2008; Gross y col., 2004; Obame y col., 2008). Entre los efectos
beneficiosos de la fosforilacion de GSK-3[ est4 la elevacion del umbral de la apertura del
PPTM (Juhaszova y col., 2009), que segtin estudios previos se abre en los primeros minutos
de la reperfusion. En nuestro modelo experimental, y utilizando los corazones hipertroficos de
SHR, el PI y PCI, asi como el tratamiento con ambos inhibidores de GSK-3f (CILi e IMI), -
administrados antes de la isquemia 6 al inicio de la reperfusion- produjeron al final de los 60
min de reperfusién un aumento de los niveles de P-GSK-33 comparado al hallado en los
corazones controles isquémicos (CI). Es decir, que en nuestras condiciones, la inactivacion de
GSK-3B ejerce un efecto “pre y postacondicionante”, produciendo una disminucién del
tamafio del infarto similar al obtenido con el PI y PCI. Por lo tanto, la atenuacion de la muerte
celular observada en los corazones pre y postacondicionados isquémicos y en aquellos
tratados con ClLi e IMI es mediada por un mecanismo dependiente de P-GSK-3[3. En estos
datos es interesante destacar las acciones beneficiosas logradas con el CILi lo que convierten a
esta droga en una herramienta promisoria para atenuar el dafio por isquemia-reperfusiéon en
animales hipertensos.

La necrosis estad marcada por distintos cambios morfoldgicos, que incluyen hinchazon celular
y mitocondrial, dafio de la membrana plasmatica y pérdida de ATP. La pérdida de la
integridad celular y liberacién del contenido celular produce una segunda reaccion
inflamatoria con potenciales consecuencias patologicas (Whelan y col., 2010). Inicialmente la
necrosis era considerada una muerte pasiva y accidental. Evidencias recientes sugieren que
dicho proceso esté regulado por una serie de eventos que suceden en forma controlada. Es por
ello que varios términos han sido introducidos para describir esta forma de necrosis, tales
como necrosis programada, necroptosis y muerte celular independiente de caspasas (Russell y
col., 2004). Una serie de mecanismos han sido propuestos en la iniciacion y ejecucion de la
necrosis, incluyendo receptores de muerte, sobrecarga de Ca2+ y apertura del PPTM
(Vanlangenakker y col., 2008; Kroemer y col., 2007). Este altimo hecho también ha sido
implicado en la redistribucion citosol/espacio intermembrana mitocondrial de citocromo ¢
durante la isquemia-reperfusion (Kim y col.,, 2003; Loor y col., 2011). El anélisis de la
ultraestructura mitocondrial por microscopia electréonica evidencié que la mayor parte de las
mitocondrias procedentes de los corazones controles isquémicos poseian la membrana

danada, estaban edematizadas y tenian sus crestas destruidas. Esto se correspondi6 con la
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escasa respuesta del PPTM al Ca2+ y el aumento de la liberacion del citocromo c al citosol y la
disminucién marcada de dicha sustancia en la fraccién mitocondrial. Estos cambios fueron
atenuados en los corazones pre y postacondicionados y de manera similar, en los corazones
tratados con CILi e IMI. Asi, en las muestras obtenidas de estos corazones al final de los 60
min de reperfusion, se observaron algunas mitocondrias con ultraestructura normal, una
parcial recuperacion de la sensibilidad del PPTM al Ca2*, una disminucién del contenido de
citocromo ¢ en el citosol y un aumento simultineo de dicha sustancia en la fraccion
mitocondrial.

Si bien se ha descripto que las modificaciones del PPTM ocurren al inicio de la reperfusion,
nuestros datos muestran que estos cambios se extienden hasta el final del periodo de
reperfusion. Estos resultados, sumados a los anteriormente mencionados, también obtenidos
a los 60 min de reperfusion, sugieren que niveles elevados de P-GSK-3[3 estarian asociados a
la preservacion parcial de la integridad mitocondrial, atenuando la formaciéon del PPTM. Esta
conclusion estaria avalada por una investigacion previa, realizada por Zhai y col. (2011),
quienes mostraron que el estado de fosforilacion de GSK-3[3 persiste desde los 30 min hasta
las 4 horas de reperfusion. Por lo tanto, el nivel de P-GSK-3[ hallado al final de la reperfusiéon
estaria implicado en la disminuciéon del PPTM a ese tiempo y a la consecuente liberacion de
citocromo c. Entonces, ambos eventos estarian vinculados a la limitacion del tamano del
infarto observado en los corazones intervenidos.

Entre las quinasas capaces de activar a GSK-3p esta la PI3K/Akt (Pap y Cooper, 1998), que
participa de la cardioproteccién contra la injuria por reperfusion (Zhu y col., 2006). Un
aumento en la actividad de Akt lleva a la fosforilacion/inactivacion de GSK-3[3, mientras que
una disminucion conduce a la desfosforilaciéon y activacion de GSK-3p. En los corazones
controles isquémicos el nivel de P-Akt disminuyd y la expresion de P-GSK-3B disminuyd
mientras que en aquellos corazones intervenidos y/6 tratados se observé la situacién inversa.
El tratamiento con wortmanina anul6 la proteccion del PI y PCI, indicando la participaciéon de
PI3K/Akt en la disminucién de la muerte celular observada en los corazones intervenidos.
También mostramos que la inhibicion de dicha quinasa disminuy¢ el nivel de P-Akt y el de P-
GSK-3[. Por lo tanto, estos datos destacan el papel importante de la via Akt/GSK-3p en
isquemia-reperfusién en SHR y estan de acuerdo con estudios previos realizados en conejos
hipertensos (Barillas y col.,, 2007) y en ratas hipertensas con accidente cerebrovascular

(SHRSP, Yano y col., 2011). La inhibicién de PI3K/Akt aumento la liberacion de citocromo c al
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citosol, disminuyendo su contenido en la fraccion mitocondrial. Si consideramos que esta
liberacion tiene lugar por la apertura del PPTM, como ha sido descripto previamente,
nuestros datos sugieren que Akt participa en la disminuciéon de la muerte celular a través de la
inhibicion de la formacién y/6 apertura del PPTM, reteniendo el citocromo ¢ dentro del
espacio intermembranoso mitocondrial. Esta conclusion tiene relaciéon con lo obtenido en la
respuesta de las mitocondrias aisladas al Ca2+. En los experimentos en los cuales Akt fue
inhibida la sensibilidad del PPTM al Ca2* disminuy0, alcanzando valores similares a los
observados en corazones controles isquémicos. Esto fue asociado al hallazgo de mitocondrias
con ultraestructura alterada en las fotos de microscopia electrénica.

El estrés oxidativo ha sido involucrado en la isquemia-reperfusiéon (Griendling y FitzGerald,
2003; Papaharalambus y Griendling, 2007; Ravingerova y col., 1999; Kalaycioglu y col., 1999)
y también en el origen de la hipertension (Newaz y Nawal, 1999; Vaziri y Sica, 2004). Trabajos
previos (Leichtweis y Ji, 2001; Slodzinski y col., 2008) muestran que la produccion abrupta de
ROS que ocurre tempranamente durante la reperfusion esta directamente relacionada con la
disminucion de la reserva de GSH intracelular. El glutation representa el antioxidante de
menor peso molecular que actiia reciclando los grupos tiol en las células de los mamiferos y de
esta manera, desempefia un papel central en la defensa celular contra el dafio oxidativo. Otros
sistemas antioxidantes como SOD también estan contribuyendo a lograr la disminucién en los
niveles de ROS. En los corazones controles isquémicos, se obtuvo un aumento de la
peroxidacion lipidica -aumento de TBARS- que se correlacion6 con una disminucion del
contenido de GSH y de la actividad de SOD (SODT y SODMn). En los corazones pre y
postacondicionados y en aquellos tratados con ambos inhibidores de GSK-38 la
lipoperoxidacion disminuyd mientras que el contenido de GSH y la actividad de SOD fueron
parcialmente restauradas. Estos datos indican la presencia de un dafo oxidativo en los
corazones de SHR sometidos a isquemia-reperfusion, el cual fue atenuado por las
intervenciones y los tratamientos aplicados. Ademas sugieren que una menor produccion de
ROS podria tener lugar en los corazones de los grupos PI, PCI, ClLi e IMI. Considerando que
las ROS pueden causar la apertura del PPTM (Halestrap, 2009) la recuperacion parcial de la
integridad y de la respuesta al Ca2* observada en mitocondrias aisladas de corazones
intervenidos y tratados apoyan la hipdtesis de que, en estas condiciones, se estaria
produciendo y/6 liberando una menor cantidad de ROS. Por otro lado, y de acuerdo con lo

sugerido por un trabajo previo (Jin y col, 2005), la deteccién de actividad de SODMn en el
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citosol estaria indicando un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Es
decir, que la disminucion de la actividad de dicha enzima observada en los grupos
intervenidos (PI, PCI, CILi e IMI) es otra demostraciéon de la acciéon beneficiosa de los
mismos a nivel mitocondrial y refuerza la hipoétesis planteada. Recientemente (Martindale y
Metzer, 2014) se demostré que durante la reperfusion, ademés del estrés oxidativo, se
produce inestabilidad de la membrana e hinchamiento mitocondrial, eventos que inducen la
entrada de Ca2+ a la mitocondria y la despolarizacion de la membrana mitocondrial. Una
menor concentraciéon de Ca2* mitocondrial podria también explicar los efectos beneficiosos
observados en los corazones intervenidos. Sin embargo, nuestros datos no nos permiten
descartar esta posibilidad.

La asociacion entre estrés oxidativo y muerte celular esta avalada por las correlaciones
anteriormente descriptas. Una de ellas establece la correlacion positiva entre el tamano del
infarto y la concentracion de TBARS - parametro usado como indice de la peroxidacion
lipidica - , indicando que cuando el dafio oxidativo es mayor se obtiene un mayor infarto.
Simultaneamente, hallamos una correlacién inversa (6 negativa) entre el contenido de GSH y
el tamano del infarto, que muestra que elevados niveles de GSH estan asociados a menores
infartos. Es decir, ambas variables (TBARS y GSH) presentaron cambios opuestos debidos
posiblemente a una relacion causa-efecto. Ademas esto sugiere que cuando la intervenciéon
y/6 tratamiento es capaz de disminuir la produccion de ROS, el dano oxidativo seria menor,
las defensas antioxidantes se preservarian -tendientes a mantener su concentracion normal- y
la muerte celular disminuiria. Estos resultados son acompafniados por cambios en la actividad
de SOD, la cual fue menor en los corazones pre y postacondicionados y en aquellos tratados
con los inhibidores de GSK-3[3. Todos estos datos sugieren que la formacién de lipoperéxidos
es una de las posibles causas de injuria por isquemia-reperfusion y que la atenuacion del
estrés oxidativo —mediante una disminuciéon de liberacién y/6 produccion de ROS y/6 un
mantenimiento 6 mejoramiento de los antioxidantes enddgenos- podria ser uno de los
mecanismos implicados en la cardioprotection obtenida en las intervenciones y tratamientos
aplicados a los corazones hipertroficos de SHR. Esta disminucién del estrés oxidativo
mediada por el PI, el PCI, y los tratamientos con CILi e IMI, fue acompanada por una menor
liberacion de citocromo c, sugiriendo la participacion del estrés oxidativo en la determinacién
de la integridad de la mitocondria y de la consecuente muerte celular. El estrés oxidativo

también ha sido implicado en los cambios de la morfologia mitocondrial. Por lo tanto, la
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disminucion del dano oxidativo participa en la atenuaciéon de los desorganizacién, dispersion
y edematizacion observada en las fotomicrografias de microscopio electronico de las
mitocondrias extraidas de corazones controles isquémicos.

¢Cual es el mecanismo por el cual la via Akt/GSK-3[ afecta la formacion del PPTM? Aunque
nuestros datos no nos permiten dilucidar las acciones de estos mediadores cardioprotectores,
estudios previos muestran que P-GSK-3[p interactia con ANT (Nishihara y col., 2007;
Terashima y col., 2010) y es capaz de fosforilar VDAC conduciendo a la ruptura de la unién de
la hexoquinasa II y VDAC (Pastorino y col., 2005; Das y col., 2008; Nishihara y col., 2007).
También Akt es capaz de fosforilar directamente a la hexoquinasa II e inducir la unién con
VDAC (Miyamoto y col., 2008) y asi mantener la integridad mitocondrial y promover la

sobrevida celular.
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Las principales conclusiones que derivan del presente trabajo de tesis se resumen a

continuacion:

-La aplicacion de 45 min de isquemia global y 60 min de reperfusiéon a corazones aislados de
SHR produjo un tamafio del infarto de aproximadamente 50% del area en riesgo, y la
recuperacion de la funcion sistolica fue del orden del 1%, con un aumento de la rigidez
diastodlica y de la resistencia vascular. Estos resultados fueron acompanados por un aumento
del dano oxidativo, evidenciado por un aumento de la peroxidacion lipidica (TBARS), una
disminucion marcada del contenido de GSH y un aumento de la actividad de SODT y SODMn.
Al mismo tiempo, se observé una disminucion en el contenido de las formas fosforiladas de
GSK-3B y Akt y de la sensibilidad del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM) al Ca2+*. También obtuvimos un aumento de la expresion de citocromo c en la fraccion
citosolica y una disminucion en la mitocondrial, indicando liberacion de dicho compuesto, lo
que se correlacion6 con la ultraestructura mitocondrial, observandose la presencia de edema y
destruccion de las crestas de dichas organelas.

-Las intervenciones, pre y postacondicionamiento isquémicos (PI y PCI) produjeron una
disminucion del tamafio del infarto y del dano oxidativo. Este tltimo fue determinado por la
disminucion de la peroxidacion lipidica, la preservacion parcial del contenido de GSH y la
disminucion de la actividad de SODT y SODMn. También se obtuvo un aumento de la
expresion de P-GSK3[ y de P-Akt y de la sensibilidad del PPTM al Ca2*, una disminucién de
la liberacién de citocromo c¢ y en las fotografias de microscopio electréonico se observaron
algunas mitocondrias con ultraestructura conservada.

-Los tratamientos previos a la isquemia 6 al inicio de la reperfusion con los inhibidores de
GSK-3[ produjeron efectos beneficiosos, observandose en los corazones tratados un tamatio
de infarto menor comparado con los corazones no tratados. Estos resultados fueron
acompanados por una disminuciéon del dafio oxidativo, evidenciado por la disminucién de la
peroxidacion lipidica, la preservacion parcial del contenido de GSH y la disminucién de la
actividad de SODT y SODMn. El nivel de expresion de las formas fosforiladas de las enzimas
GSK-3f y Akt, asi como la sensibilidad del PPTM al Ca2* aumentaron en presencia de ambos
inhibidores de GSK-3[. En los corazones tratados se encontraron algunas mitocondrias con

ultraestructura normal y menor liberacion de citocromo c.
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-El tratamiento con wortmanina (inhibidor de PI3K/Akt) anul6 el efecto cardioprotector del
PIy PCI, observandose un aumento del tamaio del infarto y del dafio oxidativo (aumento de
TBARS, disminucion de GSH y aumento de la actividad de SODT y SODMn). La sensibilidad
del PPTM al Ca2* disminuy6 y no se encontraron mitocondrias con ultraestructura normal,
observandose un alto grado de edematizacion y destruccion de las crestas. Esto fue
acompanado por un aumento significativo en el contenido de citocromo c en el citosol.

-De las relaciones Tamaio del Infarto vs. TBARS y GSH y Sensibilidad del PPTM al Caz2* vs
Tamafio del Infarto y TBARS surge que: el Tamano del Infarto es mayor cuando la
peroxidacion lipidica aumenta y el contenido de GSH disminuye. En estas condiciones la
sensibilidad del PPTM al Ca2* es menor. La situacion opuesta se da en presencia de
intervenciones cardioprotectoras. Por lo tanto, en ellas el tamafio del infarto es menor cuando
la peroxidacion lipidica disminuye y el contenido de GSH aumenta. En estas condiciones la

sensibilidad del PPTM al Ca2* tiende a recuperarse.

En base a los datos obtenidos se concluye que las alteraciones de la formacion
y/6 apertura del PPTM, participan y determinan la muerte 6 la sobrevida celular
en el corazon hipertrofico de SHR sometido a isquemia-reperfusion. Asi, la
disminucion del tamano del infarto obtenida con las intervenciones y/6
tratamientos utilizados fue el resultado de la disminucién del daiio oxidativo
intimamente asociada a la recuperacion parcial de la integridad mitocondrial -
menor apertura del PPTM- via P-Akt/P-GSK-3 (Figura 47).

Otro hallazgo interesante fue que la proteccion por el tratamiento con CILi
(farmaco ampliamente utilizado en psiquiatria) fue similar a la obtenida con las
intervenciones de acondicionamiento isquémico (PI y PCI). Por lo tanto, esta
droga podria convertirse en una posible herramienta terapéutica para atenuar

las alteraciones cardiacas postisquémicas en animales hipertensos.
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CARDIOPROTECCION

Figura 47: Esquema del mecanismo propuesto para el preacondicionamiento isquémico (PI), el
postacondicionamiento isquémico (PCI) y el tratamiento con los inhibidores de GSK-3f (CILi e IMI).
RG: Receptor acoplado a proteina G
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