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RESUMEN

El infarto agudo de miocardio es una de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados y se produce por un desbalance entre el aporte y la demanda de oxigeno a un
determinado territorio del musculo cardiaco. El restablecimiento del flujo sanguineo también
produce dafio celular y los principales responsables de este dafio en una primera etapa son la
sobrecarga de calcio y la generacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno. En este
trabajo nos centramos en el dafio producido por estas epecies reactivas.

El uso de antioxidantes para disminuir el dafio por estrés oxidativo en la reperfusion ha
sido explorado en una serie de modelos, con informacion contradictoria dependiendo del
antioxidante y del protocolo utilizado. Mientras algunos autores han reportado una mayor
viabilidad celular y una disminucion en la produccion de agentes oxidantes en cultivo de
cardiomiocitos adultos sometidos a hipoxia o hipoxia/reoxigenacion usando dosis de 50 uM de
dehidroascorbato, otros han reportado que el uso de ascorbato en protocolos de
precondicionamiento isquémico en corazon de cerdo puede incluso anular el efecto protector
de esta maniobra.

El objetivo principal de esta tesis fue estudiar el efecto del &cido ascorbico
administrado previo a la isquemia y durante el tiempo que durd la reperfusion, sobre el dafio
que se produce durante esta Ultima etapa, para describir su efecto en este periodo. Se trabajo
con corazones aislados de rata, perfundidos en un sistema de Langendorff y sometidos a
diferentes protocolos de isquemia global seguida de reperfusion, en presencia y ausencia de
estos agentes antioxidantes. En nuestro modelo, el &cido ascorbico mejora parcialmente la
actividad contrdctil, evita parcialmente la disminucion del contenido total de glutation, sin
modificar la concentracion de isoprostanos en el efluente. Ademas, evita la degradacion del
receptor de ryanodina, pero no de mitofusina 2 ni de eNOS, y no tiene efecto sobre la
incorporacion de NEM-Biotina ni sobre la carbonilacion de proteinas.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) is one of the main causes of death in developed
countries. The AMI is caused by an imbalance between the supply and demand of oxygen by
the cardiac muscle. The reestablishment of the blood flow generates cellular damage. The
agents responsible of cellular damage in the early stage are calcium overload and the
generation of reactive oxygen and nitrogen species. In this study, we focused on the damage
caused by the reactive oxygen and nitrogen species.

The use of antioxidants agents to diminish the damage by oxidative stress in the
reperfusion has been studied under different models with contradictory results. Some
researchers have reported higher cellular viability and a reduction on the production of
oxidative agents under laboratory conditions. On the other hand, several studies have reported
that ascorbate can nullify the protective effect of antioxidants under an ischemic
preconditioning protocol.

The main objective of this work was to study the effect of ascorbic acid, administered
prior to the ischemic episode, and on the damage produced on the reperfusion stage. We used
a Langendorff apparatus with isolated rat hearts under different global ischemic protocols
followed by reperfusion. We then applied two different treatments one with and other without
antioxidants agents. Our results showed that ascorbic acid has a protective effect by improving
the contractile activity, maintaining the total glutathione content and by preserving the
isoprostane release. In addition, our findings showed that the ascorbic acid avoids the
degradation of the ryanodine receptor but not the degradation of mitofusin 2 or eNOS. We did
not find an effect of ascorbic acid over the NEM-Biotine incorporation or over the protein

carbonylation.



1.- INTRODUCCION

El infarto agudo de miocardio es una de las principales causas de muerte en los paises
desarrollados, siendo su principal causa la oclusion trombética de un vaso dentro del sistema
de las arterias coronarias. La isquemia miocardica aparece cuando el aporte de oxigeno al
corazén es insuficiente para cubrir sus necesidades metabdlicas. De inmediato se inician
alteraciones funcionales y bioquimicas que —de mantenerse el insulto isquémico- conduciran a
la muerte celular [Bond et al, 1991; Lemasters et al, 1996]. La terapia de reperfusion es la
Unica maniobra que puede salvar al musculo isquémico, sin embargo durante su primera etapa
gatilla una cascada de eventos que para la célula son nocivos, generando mas dafio celular, que
se traduce en mayor tamafio de infarto y contribuye a la disfuncion ventricular caracteristica
de esta patologia. Se habla de esta manera del dafio por isquemia y reperfusion (IR). El dafio
en este periodo de reperfusiéon esta determinado principalmente por sobrecarga intracelular
con calcio y por la produccién descontrolada de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno
(ROS y RNS, respectivamente) [Misra et al, 2009; Perrelli et al, 2011].

Especies reactivas y estrés oxidativo

Un radical libre es una molécula que tiene un electron desapareado en su orbital
externo, lo cual las vuelve inestables y reactivas [Gutteridge y Halliwell, 2001]. Entre estas
moléculas nos encontramos con radicales libres del oxigeno tales como el anién superoxido
(0O27), generado por varios mecanismos como la oxidacion del NADPH por parte de la
NADPH oxidasa, oxidacion de la xantina o hipoxantina por parte de la xantino oxidasa,
oxidacion de NADH, NADPH, o FADH; por el sistema de transporte de electrones de la
mitocondria, autooxidacion de monoaminas, flavinas y hemoglobina en presencia de metales
de transicion, reduccion del O, por parte del citocromo P450 y reduccién de O, por parte de la
enzima oOxido nitrico sintasa (NOS) cuando hay deficiencia de cofactores o de su sustrato L-
arginina. Entre los radicales libres del nitrogeno estd el éxido nitrico (NO), producido
principalmente por la actividad de la NOS. Estos radicales libres pueden ser transformados en

otras especies reactivas no radicalarias tales como el peroxido de hidrégeno (H20,) o el



peroxinitrito (ONOQO). Los ROS y RNS involucran de esta manera a especies radicalarias y
no radicalarias. Estos compuestos son muy importantes y en concentraciones fisiologicas
participan en una serie de mecanismos de sefializacion intracelular, diferenciacion celular y
procesos mitoticos, entre otros. Hablamos de estrés oxidativo (EO) cuando hay un desbalance
entre la presencia de pro-oxidantes y antioxidantes en las células en donde, a consecuencia de
la alta produccion de ROS y RNS, éstos se transforman en un agente citotoxico y dafiino
[Gutteridge y Halliwell, 2001; Fang et al, 2002; Elahi et al, 2009].

Cuando se restablece el aporte de oxigeno al inicio de la reperfusion, éste participa en
la generacion de gran cantidad de estos compuestos. Las mayores fuentes de ROS y RNS en el
miocardio reperfundido son: la xantino oxidasa, la NAD(P)H oxidasa, la NOS, los citocromos
mitocondriales, la ciclooxigenasa, lipooxigenasa y la hemoglobina [Kuzkaya et al, 2003;
Landmesser et al, 2003; Penna et al, 2009]. Los mecanismos por los que el EO causa dafio en
un tejido son variados y van desde la modificacion de proteinas y lipidos hasta cambios en la
expresion génica y activacion de vias proapoptdticas. Es bien sabido que los aminoécidos de
las proteinas pueden sufrir diferentes modificaciones al exponerse ante agentes oxidantes. Hay
modificaciones oxidativas reversibles como la S-glutationilacién, la S-nitrosilacion e
irreversibles como la carbonilacion, la nitracion, y la ruptura de enlaces peptidicos. Este
cambio en el estado de oxidacién de las proteinas se traduce en un cambio funcional y puede
transformarse ademas en una sefial de degradacion para esa proteina modificada [Donoso et al,
2011].

Los ROS y RNS también pueden capturar electrones de los lipidos en las membranas
celulares. En la mayoria de los casos esto afecta los acidos grasos poliinsaturados, debido a
que contienen mdultiples dobles enlaces entre los cuales se encuentran los grupos metileno
(-CH2-) que poseen atomos de hidrogeno particularmente reactivos. La reaccion se inicia por
ROS como radical hidroxilo (OH"), el cual reacciona con un hidrégeno para formar agua y un
acido graso radical. El acido graso radical es una molécula inestable, de modo que reacciona
rapidamente con oxigeno molecular, creando un acido graso radical peroxil el cual a su vez
reacciona con otro acido graso dando lugar a un acido graso radical diferente y a un peréxido
lipido o un perdxido ciclico si ha reaccionado consigo mismo. Este ciclo continGa ya que el
nuevo acido graso radical se comporta de la misma manera [Fukuzawa, 2008; Traber y
Stevens, 2011].



Isoprostanos como marcadores de Estrés Oxidativo

La peroxidacion no enzimatica del acido araquidonico da lugar a la formacion de
isoprostanos F2, por lo que también son considerados productos de lipoperoxidacion.
Aumentan su concentracion en varias patologias y debido a su mecanismo de formacion,
caracteristicas estructurales y estabilidad, son considerados como uno de los marcadores mas
confiables de peroxidacion lipidica in vitro [Jourdan et al, 1999], en modelo animal [Mao et
al, 2013] y en estudios en humanos [Barden et al, 1996; Kijima et al, 2001; Rodrigo et al,
2008]. Si bien estos productos son estructuralmente parecidos a las prostaglandinas (PG,
también derivadas del &cido araquiddnico) difieren de estas Ultimas en la orientacion cis de las
cadenas laterales (las PG presentan cadenas laterales en posicion trans) y ademas en que son
sintetizadas formando parte de un fosfolipido y posteriormente liberadas por accién de una
fosfolipasa, a diferencia de las PG que son sintetizadas exclusivamente a partir de &cido
araquidonico libre. La medicion de estos compuestos puede realizarse por un inmunoensayo

mediado por enzima [Milne et al, 2008; Rodrigo et al, 2013].

Sistema del glutation como indicador del estado rédox

El tripéptido glutatién en su forma reducida (GSH) es el antioxidante que se encuentra
en mayor concentracion dentro de las células. Actia como cofactor de la Glutation Peroxidasa
(GPx) para detoxificar H,O, y ademas puede eliminar ROS y RNS por vias no enzimaticas. El
pool de GSH mitocondrial es una forma de proteccion en contra del dafio oxidativo por
reaccionar de manera directa con ROS y RNS, y a la vez porque es un dador de electrones
para enzimas antioxidantes. También protege en contra de toxinas a traves de la glutation S-
transferasa, la cual convierte xenobioticos electrofilicos y productos de peroxidacion lipidica
[Shelly, 2013]. El glutation se encuentra en cantidades variables dependiendo del tipo celular
y el compartimiento subcelular, y principalmente en su forma reducida. El glutation oxidado
(GSSG) por su parte, es variable en cantidad y depende de la condicion rédox del tejido [Hurd
et al, 2005; Raza, 2011].
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Mitocondrias vy dafio por isquemia y reperfusiéon

Se estima que en una mitocondria en condiciones fisioldgicas el 2-4% del oxigeno
consumido durante el transporte de electrones no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa,
con la consecuente formacion de O,". Sin embargo, cuando la respiracién mitocondrial se
interrumpe como ocurre durante un proceso isquémico, la produccién de O, es mayor y en
presencia de NO aumentan las concentraciones de ONOQO". Luego y principalmente durante
los primeros minutos de la reperfusion, la produccion de ROS y RNS por parte de la
mitocondria aumenta de manera dramatica, siendo ella uno de los mayores determinantes del
EO de este periodo [Misra et al, 2009; Boengler et al, 2011]. De manera inversa, una de las
caracteristicas del EO a nivel cardiovascular es que altera tanto la funcién como la dinamica
mitocondrial (procesos de fusion y fision), fendbmenos que a su vez controlan actividades tales
como sintesis de ATP, mantencion del ADN mitocondrial, metabolismo, proliferacion, y
muerte y sobrevida celular [Zheng y Xiao, 2010]. Estos fendmenos de dindmica mitocondrial
estdn mediados por algunas proteinas presentes en la membrana externa tales como la
Mitofusina 2 (MFN-2). Esta demostrado que un upregulation de MFN-2 en respuesta a EO es
capaz de gatillar muerte celular en células musculares lisas de la vasculatura y cardiomiocitos,
mientras que su disminucion se asocia a fenémenos proliferativos [Guo et al, 2007; Shen et al,
2007]. A nivel miocéardico ademas, el EO inducido con H,0,, el infarto, y los fendmenos de
IR son suficientes para elevar la expresion de MFN-2 con la consiguiente apoptosis [Zheng y
Xiao, 2010]. Los mecanismos de fragmentacion de las mitocondrias durante los procesos
isquémicos no son del todo conocidos, pero se piensa que el EO podria tener aqui un rol
importante. Apoyando esta teoria, células tubulares renales sometidas a isquemia con un
pretratamiento con antioxidantes pueden prevenir estos fendmenos de fision mitocondrial
[Ong y Hausenloy, 2010]. De la misma manera, la sobreexpresion de MFN-2 antes de un
proceso de IR tiene roles protectivos y disminuye los fendmenos de muerte celular en cultivos
[Ong y Hausenloy, 2010]. Wu et al demostraron (2010) en cultivo de células neoplasicas
pulmonares que el EO mitocondrial afecta la dinamica mitocondrial inhibiendo la fusion,
aumentando asi los fendmenos apoptoéticos. En ese mismo estudio, la exposicion a
dehidroascorbato (la forma totalmente oxidada del ascorbato de sodio) en concentraciones
entre 100-400 uM anul6 el EO inducido por laser, asi como también la fisiobn mitocondrial,
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confirmando el rol del EO sobre la dindmica mitocondrial y la importancia de los agentes
antioxidantes como protectivos [Wu et al, 2010].

Oxido nitrico sintasa

Las NOS son un grupo de enzimas (algunas constitutivas y otras inducibles) todas ellas
con dos dominios cataliticos, uno oxigenasa y uno reductasa. Estos dos dominios normalmente
funcionan en forma acoplada produciendo a partir de L-arginina, NO vy citrulina [Forstermann
y Sessa, 2012]. Su actividad depende del nivel de fosforilacion de determinados residuos,
NADPH vy tetrahidrobiopterina (BH4). La forma activa de la enzima es un homodimero
estabilizado por BH4 quien también es sustrato para la donacién de electrones [Rochette et al,
2013]. Cuando la biodisponibilidad de L-arginina disminuye, o la razén entre BH4 y BH2
(tetrahidrobiopterina y dihidrobiopterina) disminuye -por aumento de la forma oxidada-, la
enzima se desacopla y en vez de producir NO genera O, ", aumentando el contenido de ROS.
Esto es un hecho clave ya que la BH4 es una molécula particularmente susceptible de ser
oxidada en condiciones de EO, factor preponderante en la reperfusion [Kone et al, 2003;
Kuzkaya et al, 2003; Landmesser et al, 2003].

A nivel cardiaco y en condiciones fisiologicas, distintas isoformas de NOS han sido
descritas en diferentes compartimentos intracelulares. La isoforma endotelial (eNOS) por
ejemplo estéa presente a nivel de los tdbulos T (invaginaciones de la membrana del sarcolema)
y de las caveolas (regiones de membrana plasmatica enriquecidas en lipidos), pero también
estd expresada en las células endoteliales del corazon [Forstermann y Sessa, 2012]. La
isoforma neuronal (nNOS) por su parte, esta expresada a nivel de reticulo sarcoplamatico. Se
ha reportado también en la cara interna de la membrana mitocondrial interna la presencia de
una NOS mitocondrial (mtNOS), la que produce NO en concentraciones nM [Zaobornyj y
Ghafourifar, 2012]. Cuando se produce la reperfusion, las concentraciones de calcio
intramitocondrial aumentan y eso se asocia a una mayor actividad de esta enzima, lo que -
junto a una mayor disponibilidad de O, - llevaria a un aumento en la concentracién de NO y
luego de ONOO" , un marcador de dafio por IR que causa modificaciones oxidativas de
componentes mitocondriales y liberacion de proteinas proapoptoticas al citoplasma. En este
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contexto, la mayor produccién de NO se asocia también a la apertura del poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial, inhibicién de la cadena transportadora de electrones a nivel del
complejo 111 (aumentando la produccion de O,7) y por consiguiente, inhibicién reversible del
complejo | por S-nitrosilacion de residuos tioles, entre otras. En su conjunto, todos estos
efectos conducen a disfuncion mitocondrial, que se traduce en menor produccion de ATP y
mayor produccion de ROS y RNS [Zaobornyj y Ghafourifar, 2012].

Receptor de ryanodina en el dafio por isquemia y reperfusion

El receptor de ryanodina (RyR2) es un canal de calcio de estructura homotetramérica
presente en la membrana del reticulo sarcoplasmico. Participa en el acoplamiento excitacion-
contraccion, y una vez que se activa, su probabilidad de apertura depende de factores tales
como presencia de Mg,", iones y ATP, pH y del estado rédox, ademéas de una serie de
proteinas con funcion reguladora [Fauconnier et al, 2013]. Esta bien descrito en la literatura
que los eventos de IR favorecen no solo los cambios oxidativos asociados al RyR2 —que
contribuyen a la sobrecarga de calcio tipica de este periodo- sino que también aumenta la
degradacion de éste por proteasas cisteina dependientes tales como las calpainas, y también
por el sistema del proteosoma, contribuyendo estos dos mecanismos a la disminucién en el
contenido de RyR?2 tipica de IR [Pedrozo et al, 2010; Singht et al, 2012; Fauconnier et al,
2013].

Acido ascorbico

El acido ascorbico (AA) es una de las vitaminas con propiedades antioxidantes mas
importante para la célula. Es una lactona en la que los grupos hidroxilos asociados al doble
enlace funcionan como agentes con alto potencial reductor, lo que le permite incluso participar
en la reduccion directa del oxigeno, funcionando asi como sustrato donante en las reacciones
de las peroxidasas [Rodrigo y Miranda, 2010]. El mecanismo molecular de accion de esta

vitamina la sitGa en un nivel antioxidante de alta jerarquia, pues inhibe la formacion de O,", y
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es el agente que reduce los radicales fenoxilos formados durante la actividad de la vitamina E,
restableciéndola. Asi, estas dos vitaminas actdan interrumpiendo la reacciéon en cadena de
formacion de ROS y RNS a nivel de membrana atrapandolos y reduciéndolos. Esto las
diferencia mecanisticamente de los antioxidantes preventivos entre los que se encuentran las
enzimas peroxidasas, cuyo rol es evitar la iniciacion de la secuencia de reacciones de
oxidacion [Lane y Lawen, 2009; Mandl et al, 2009].

El dehidroascorbato (DHA) corresponde a la forma oxidada del AA una vez que éste
cedio dos electrones. Puede entrar a la célula a través de transportadores especificos (SVCT)
pero también puede moverse a través de la membrana por los transportadores de glucosa
(GLUT). Una vez dentro de la célula, es rapidamente reducido a ascorbato [Rodrigo y
Miranda, 2010].

Guaiquil et al reportaron en 2004 que el DHA es capaz de inhibir la muerte celular en
cardiomiocitos sometidos a hipoxia/reoxigenacion en un modelo in vitro, donde también
demostraron que los cardiomiocitos acumulan ascorbato principalmente a través del transporte
de DHA vy que la captacion de DHA estaria principalmente mediada por transportadores de
glucosa [Guaiquil et al, 2004]. Cisternas et al (2014) por su parte describieron que las
neuronas pueden captar vitamina C ya sea como AA o como DHA. El AA captado por la
neurona es rapidamente oxidado a DHA y esto se asocia a una disminucidn transitoria en los
niveles de glutation intracelular, conducente a estrés oxidativo. Los niveles de glutation son
prontamente restablecidos a través de modificaciones en el metabolismo energético neuronal,
aumentando la actividad del ciclo de las pentosas y de esta forma, generando mayores niveles
de NADPH que permiten incrementar la actividad de la glutation peroxidasa [Cisternas et al,
2014].

Ascorbato de sodio en la actividad de NOS

Existen evidencias en células endoteliales (en un modelo de hipertensién en ratas) que
tanto el AA como la vitamina E evitan la produccién de O, proveniente del desacoplamiento
de la NOS y de la actividad de la NADPH oxidasa, disminuyendo el EO y logrando asi

disminuir la disfuncién endotelial caracteristica de esta patologia. En este estudio, realizado en
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cultivo de células de musculo liso vascular obtenidos de anillos de aorta de rata, se registrd
aumento en la actividad de eNOS tras incubarlas en presencia de 10-100 umol/L de ascorbato
de sodio [Ulker et al, 2003]. Por otro lado, existe una cantidad importante de trabajos que
indican que existen una dependencia entre las concentraciones de AA y de BH4 [Mortensen y
Lykkesfeldt, 2014] y en un modelo in vitro de fluido cerebroespinal se demostré que
concentraciones milimolares de AA son necesarias para mantener la BH4 en su forma
reducida lo que se traduce en una mayor actividad fisiologica de las NOS [Howells y Hyland,
1987].

N-acetil cisteina

La N-acetil cisteina (NAC) es un precursor del aminoécido cisteina que tiene
reconocidas propiedades antioxidantes. De hecho, la cisteina es el principal factor limitante en
la produccion de glutation y numerosos estudios han demostrado que su aporte por via oral
mejora los niveles de defensas antioxidantes a través de un aumento en la concentracion de
glutation [Atkuri et al, 2007]. Sin embargo su efecto protector esta dado también por su accién
como atrapador de ROS gracias a la presencia de su grupo tiol. Existen evidencias que
muestran que la utilizacion de NAC en modelos in vivo de IR en rata, disminuye el tamafio de
infarto y los niveles de apoptosis, asi como de indicadores de EO en circulacion. [Santus et al,
2014; Sentiirk et al, 2014; Schmitt et al, 2015].

Considerando que durante los primeros minutos de reperfusién se produce un gran
aumento en la produccion de ROS las cuales se asocian a dafio y muerte celular, asi como
también a alteraciones funcionales, y teniendo en cuenta la capacidad del AA para evitar la
formacion de ROS y para inactivar rapidamente a estos productos, contribuyendo a minimizar
el dafio en membranas, proteinas y en ultima instancia en la sobrevida celular, surge la
necesidad de investigar el papel que podria cumplir este compuesto en el dafio por reperfusion

en el infarto agudo de miocardio. De acuerdo a ello, se plantea la siguiente hipotesis:
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2.- HIPOTESIS

“El AA en concentraciones milimolares, evita el estrés oxidativo y protege del dafio producido

por isquemia-reperfusion en corazon aislado de rata”.

3.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del uso de AA en el dafio producido por isquemia y reperfusion

en un modelo de corazén aislado de rata.

4.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar el efecto del AA sobre el tamafio de infarto y la recuperacién de la contractilidad
después de un evento de isquemia y reperfusion.

Actividades desarrolladas en este objetivo:

a) Se midi6 el tamafio de infarto después de 30 minutos de isquemia y 60 minutos de
reperfusion, en presencia y ausencia de AA (entre 1 y 10 mM) o DHA (50 uM).

b) Durante todo el desarrollo del experimento se midid: desarrollo de presion en el ventriculo

izquierdo (DPV1), presién de fin de diastole (PFDVI) y la maxima y minima derivada (dP/dt).

2.- Evaluar el efecto del AA en el dafio oxidativo producido por la isquemia y reperfusion.
Actividades desarrolladas en este objetivo:

En corazones en presencia de AA y/o NAC, después de isquemia y reperfusion se cuantifico:
a) El contenido de glutation reducido y oxidado en homogenizado de tejido cardiaco

b) La concentracion de 8-isoprostano en el perfundido del corazdon obtenido durante la
reperfusion.

c) El contenido de grupos SH libres de las proteinas obtenidas de los homogenizados de

corazones de los distintos protocolos.
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d) El contenido de tres proteinas que se degradan durante la isquemia y reperfusion: una del
reticulo sarcoplasmatico (el receptor de ryanodina), una de la membrana externa mitocondrial

(MFN-2) y una citoplasmatica (eNOS) en homogenizado de tejido cardiaco.

5.- MATERIALES Y METODOS

Modelo de estudio

En esta tesis se trabajo con un modelo de corazdn aislado de rata macho Sprague-
Dawley (peso entre 250-300 gr), perfundido en forma retrégrada segin el protocolo de
Langendorff. Para la extraccion del corazon los animales fueron sometidos a anestesia total
con pentobarbital sddico intraperitoneal (50 mg/Kg de peso), para luego ser fijados en
posicién supina en una plataforma adecuada para el procedimiento. Posterior a una
costotomia, se levantd la pared torécica y se procedié a la extraccion del corazon, previa
canulacion de la aorta. Una vez canulado y aislado, el corazon rapidamente se conecto al
aparato de perfusion, recibiendo solucion Krebs-Henseleit (en mM: NaCl 118; NaHCO3 25;
KCI 4,75; MgS0O, 1,2; KH,PO, 1,18; Glucosa 11; y CaCl;, 1,4) burbujeada con una mezcla
CO,/0; (5% y 95%, respectivamente) y mantenida a 37°C. Se procedi6 entonces al corte y
extraccion de las auriculas, bloqueo de la via de conduccion atrio-ventricular e instalacion de
un marcapasos en la pared ventricular izquierda, para luego insertar un balén de llenado
regulable en el ventriculo izquierdo el cual a su vez estaba conectado a un transductor que
registro los cambios de presion del ventriculo. El baldn se llend hasta conseguir a una presion
de fin de diastole entre 5 y 10 mmHg. La manguera de flujo de solucién Krebs-Henseleit se
conectd también a un transductor que registrd la presion de perfusion del corazon durante el
desarrollo del experimento. Se trabajé a flujo constante entre 10 a 14 mL/min, para lograr una
presion de perfusion de alrededor de 70 mmHg. La frecuencia cardiaca se ajust6 a 4 Hz (240

ciclos por minuto) con un marcapaso instalado en la pared del ventriculo.
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Protocolos experimentales:

Los corazones fueron sometidos a un protocolo basico con un periodo de estabilizacion
de 20 minutos, luego a una de isquemia global de 30 minutos (I30) y después una de

reperfusion de 60 minutos de (R60). Los grupos experimentales fueron los siguientes:

Para tamanfo de infarto y recuperacién de contractilidad:

Grupo IR: Corazones estabilizados por 20 min, isquemia 30 min, reperfundidos 60 minutos.
Grupo IR AA: Igual que el grupo IR, pero 10 minutos previo a la isquemia se le adiciond 1,5
6 10 mM AA a la solucién de Krebs (con control de pH) y se mantuvo hasta el final del
experimento.

Grupo IR DHA: Igual al grupo anterior pero se utiliz6 DHA en concentracion de 50 uM
Grupo IR NAC: Igual que el grupo IR, pero 10 minutos previo a la isquemia se le adicion6 1
mM de NAC y se mantuvo hasta el final del experimento.

Grupo IR NAC + AA: lgual que el grupo IR, pero 10 minutos previo a la isquemia se le
adicion6 1 mM de NAC junto con ascorbato de sodio 1 mM, combinacion que se mantuvo
hasta el final del experimento.

Terminado el protocolo se midi6 el tamafio del infarto.

Grupos experimentales para analisis bioquimico:

Grupo C 110: Corazones perfundidos durante 110 minutos con solucion Krebs.

Grupo C AA: Igual que el grupo anterior pero perfundidos con AA 1,56 10 mM.

Grupo IR: Definido anteriormente.

Grupo IR AA: Definido antes.

Grupo IR NAC + AA: Definido antes.

Terminado el protocolo experimental el corazén se congelé en nitrogeno liquido y se

almaceno a -80°C hasta posterior analisis.
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Tamano de infarto

Para determinar el tamafio de infarto se utilizé el método del trifeniltetrazolium (TTC)
1% en buffer fosfato pH 7.0, que tifie el tejido no infartado. Una vez terminado los 60 minutos
de reperfusion, el corazon se perfundié con una solucion de TTC durante 15 minutos a un
flujo de 2 mL/min, posteriormente se coloco 30 min a 0°C, y se cort6 en rebanadas. Luego del
corte, cada rebanada fue fijada en una solucién de formalina al 10% para posteriormente ser
escaneada y en esa imagen se medio el area infartada (area no tefiida) y el area total de la
rebanada. Se medi60 ademéas el grosor de cada rebanada para calcular los volimenes
respectivos. El tamafio del infarto se expres6 como el porcentaje, en volumen, de la zona sin

teflir (zona infartado) respecto del volumen total (zona de riesgo) [Domenech et al, 1998].

Preparacion de homogenizados

Una vez terminado el protocolo el corazén se comprimié rapidamente con una pinza
plana y se congeld en nitrogeno liquido. Luego de esto se tritur6 en un mortero hasta
convertirlo en polvo, que se almacené a -80°C hasta la preparacion del homogenizado. Estos
homogenizados se prepararon tomando 0,1g de tejido por 0,4 mL de buffer (20 mM MOPS-
Tris pH 7; 0,3 M sacarosa: 1% NP-40; 0,1% SDS; 2mM EDTA; 2mM EGTA) al que se le
agregé inhibidores de proteasas (en concentracion final: leupeptina 1ug/mL, pepstatina A
lug/mL) y se homogeniz6 con un politrdn. Posteriormente esta muestra se centrifugoé a una
velocidad de 1000 x g por 20 minutos a 4°C (para eliminar restos celulares) y el sobrenadante

(homogenizado) se alicuot6 y se almacend a -80°C hasta posterior analisis.

Determinacién de 8-isoprostanos

Se determind la concentracion de 8-isoprostano en el efluente recolectado del corazon,
usando el Cayman’s 8-isoprostane EIA Kit (Cayman Chemical Company). Los resultados se

expresaron como ng de 8-isoprostano/mL efluente.
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Determinacién de Glutatién

Se determind la concentracion de GSH total utilizando el método espectro-fotométrico
de Griffith. Los resultados se expresaron como nmol de glutation/mg de proteina [Griffith,
1980].

Determinacién de proteinas

Se realizé de acuerdo al método de Hartree [Hartree, 1972].

Determinacién de gqrupos SH

Las proteinas provenientes de los distintos protocolos experimentales se trataron con
NEM-Biotina 1 mM, por 2 horas a temperatura ambiente y protegidas de la luz, y luego se
detuvo la reaccion con glutatién (1mM). Las proteinas se separaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida al 10% en condiciones no reductoras, se transfirieron a membranas de
PDVF, se incubaron con estreptavidina peroxidasa, luego se agregé el sustrato de la enzima y
se obtuvieron las imagenes luminiscentes en un equipo de adquisicion de imagenes (Chemi-
doc, Bio-Rad) y se compararon los distintos perfiles [Hill et al, 2009]. Las sefiales se
normalizaron por la sefial de GAPDH.

Cuantificacion de Proteinas por Western Blot

Las proteinas provenientes de los distintos protocolos se separaron por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 10% para MFN-2 y eNOS y en gradiente 4-8% de acrilamida
para el receptor de ryanodina, luego se transfirieron a membrana de PDVF para ser incubadas

con los distintos anticuerpos [Domenech et al, 2003].

Andlisis estadistico y calculo del tamario de la muestra

Debido a que las muestras no tienen un mismo tamafio muestral en cada uno de los
experimentos, se decidié hacer un ANOVA con un test no paramétrico (Kruskal-Wallis),
seguido de un post test de Dunn. Se rechazo la hipotesis nula con un valor de P < 0,05.
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Criterios de exclusion

Fueron excluidos los corazones que durante el periodo de estabilizacion desarrollaron
una presion intraventricular menor a 60 mmHg, o una presion de perfusion inferior a 50

mmHg [Skrzypiec-Spring et al, 2007].
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6.- RESULTADOS

6.1.- EI AA en el tamafio de infarto en corazon aislado de rata: Para evaluar el efecto del
AA sobre el dafio por IR en miocardio, se sometio a los distintos grupos de corazones aislados
y previamente estabilizados en un sistema de Langendorff a un periodo de isquemia de 30
minutos seguido de una reperfusion de 60 minutos. Luego se determiné el tamafio del infarto
perfundiendo los corazones con TTC, que es un colorante que tiene afinidad sélo por
miocardio viable, dejando de color blanco las zonas infartadas. En la Figura 1A se muestra
una imagen representativa de dos corazones sometidos a IR, con y sin AA. Nuestros resultados
muestran que el tamafio de infarto del grupo IR sin tratamiento es de 41,17 + 8,8 (N=6), de
manera similar a datos obtenidos en la literatura [Riquelme et al, 2016]. Ninguno de los
grupos tratados con AA ya sea solo (23,7 = 6%; N=3) o en combinacién con NAC (18,5 +
7,7%; N=3) reducen significativamente el tamafio de infarto respecto del grupo IR, que si
resultdé menor en el grupo que se trat solo con NAC 1 mM (16,7 £ 6,5%; N=3) (Figura 1B).
Para confirmar lo anterior, debemos aumentar el N muestral. Adicionalmente se probaron
concentraciones de AA 10 mM (66 = 12,1%; N=3) y 5 mM (44 £ 18,2%; N=4), sin que
modificaran el tamafio de infarto en relacion al grupo IR (datos no mostrado). El anélisis de
nuestros resultados en su conjunto sugieren que la presencia de AA no logra tener efectos

cardioprotectores.
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Figura 1: EI AA no disminuye el tamafio de infarto en corazén aislado de rata sometido a isquemia-
reperfusion. (A) se muestran tres rebanadas representativas de dos corazones tefiidos por el método de TTC.
Avrriba un corazén IR y abajo un corazon que recibié AA. La zona roja corresponde a miocardio viable y la regién
blanca a miocardio infartado. En (B) La barra gris corresponde al grupo IR y las barras negras a los grupos IR
tratados con agentes antioxidantes. Para cada grupo se graficé el valor promedio mas el EMS; Kruskal-Wallis,
post test de Dunn, * p < 0,05 v/s Control.
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6.2.- EI AA es capaz de mejorar parcialmente el desarrollo de presion del ventriculo
izquierdo (DPVI), pero no revierte la caida del +dP/dT inducida por isquemia-
reperfusion en corazén aislado de rata: Se midieron los cambios que se producen en la
recuperacion de funcion del ventriculo izquierdo posterior a un episodio de IR. En el grupo
Control, el DPVI al final de la reperfusion fue de 78,6 + 14,2 mm Hg (N=5), y disminuyo a
8,8 £ 2,2 mm Hg en el grupo sometido a IR (N=12). El grupo IR con AA (29,7 + 18,5 mm Hg;
N=7) no muestra diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo Control,
mientras que los dos grupos que recibieron NAC, ya sea solo (39,4 + 18,1 mm Hg; N=7) o en
combinacion con AA (34 £ 18,5 mm Hg; N=8) muestran una mayor recuperacion del DPVI
en comparacion al grupo IR sin tratamiento (Figura 2A).

La primera derivada con respecto al tiempo (+dP/dt) es otro parametro hemodindmico
importante que mide la velocidad de contraccion del ventriculo izquierdo. En el grupo Control
alcanza un valor de 2929 £+ 1109 mm Hg/s (N=7). Cuando los corazones son sometidos a IR,
este valor baja a 408 £ 97 mm Hg/s (N=12). El grupo tratado con AA, con un valor de 985 £
390 mm Hg/s (N=6) tiene un promedio menor al grupo Control, en tanto que los grupos
tratados con NAC, ya sea solo (1150 + 294 mm Hg/s; N=6) o con AA (2057 + 1313 mm Hg/s;
N=7) se observan aumentados respecto al grupo IR sin tratamiento (Figura 2B).

En conjunto, estos resultados sugieren que habria un beneficio relativo asociado al uso
de AA. Por si solo no parece aumentar el DPVI probablemente debido a la comparacion de
grupos con N muestrales bajos. Si esta presente NAC, ya sea solo o con AA, si se evidencia
una diferencia estadisticamente significativa versus el grupo IR. Por otro lado el AA por si
solo no modifica la +dP/dt, pero su accion mejora en presencia de NAC, ya que al co-

administrados generan una diferencia respecto del grupo IR sin tratamiento.
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Figura 2: El AA por si solo recupera parcialmente el desarrollo de presién con corazones sometidos a is-
guemia-reperfusion, pero no mejora el +dP/dt. En (A) y (B): La barra blanca representa al grupo Control, la
barra gris corresponde al grupo IR y las barras negras a los grupos IR tratados con agentes antioxidantes. Cada
barra representa el valor promedio mas el EMS; Kruskal-Wallis, post test de Dunn, * p < 0,001 v/s Control; ¢ p <
0,05 v/ Control; # p < 0,05 v/s IR sin tratamiento. Para ambos gréaficos, los valores se obtuvieron inmediatamente

antes de terminar el protocolo.
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6.3.- EI AA logra revertir de manera parcial la disminucion de GSH en corazones de rata
aislados y sometidos a IR: Posterior al estudio del efecto del AA sobre el tamafio del infarto
y las variables hemodinamicas, se investigd cual era su efecto sobre algunos indicadores de
EO en homogenizado de tejido miocardico. Considerando que el glutation es un importante
sistema antioxidante en la célula y que se ha reportado que los corazones sometidos a IR
muestran una disminucion de la relacion entre GSH/GSSG [Okazaki et al, 2011], se procedio
a cuantificar la concentracion total de GSH. La concentracion promedio (en nmol/mg de
proteinas) en el grupo Control fue de 39,6 + 5,3 (N=12), mientras que el grupo sometido a IR
disminuye el contenido de glutation a 26,6 + 6,3 (N=11). El contenido promedio de glutation
del grupo sometido a IR y tratado con AA sube a 37,5 + 7,3 (N=4), y a 34,6 £ 11,9 en el grupo
IR tratado con NAC (N=5). El grupo tratado con la mezcla de antioxidantes presenta un
promedio de 50,9 + 7 (N=4) siendo mayor al grupo IR (Figura 3). Analizados en conjunto, los
datos indican que el AA tiene un efecto moderado manteniendo el contenido de glutation, y
que el AA 'y el NAC tienen un efecto aditivo sobre el contenido de glutatidn total respecto del

grupo IR.
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Figura 3: El AA revierte de manera parcial la disminucién de GSH inducida por IR. La barra blanca
representa al grupo Control, la barra gris corresponde al grupo IR sin tratamiento y las barras negras a los grupos
IR tratados con agentes antioxidantes. Cada barra representa el valor promedio mas el EMS. Kruskal-Wallis, post
test de Dunn, * p < 0,01 v/s Control, # p < 0,01 v/s IR NAC AA
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6.4.- EI AA utilizado en concentracion 10 mM aumenta la concentracion de 8-
isoprostanos en el efluente de corazén aislado de rata sometido a IR: Para estudiar el
efecto del AA sobre el dafio oxidativo en membranas, se evalud la liberacion de un marcador
estable y reproducible que refleja el efecto del EO sobre las membranas, los isoprostanos
[Rodrigo et al, 2013]. Para esto se usé el kit Cayman’s 8-isoprostane EIA de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

La concentracion promedio de 8-isoprostanos en el efluente del grupo Control fue de
2,6 £ 1 ng/mL (N=7), no se modifico cuando se midio a los 15 minutos de reperfusion en
corazones no tratados con antioxidantes (2,2 + 1,2 ng/mL; N=7), ni tampoco a los 60 minutos
de reperfusion en el mismo grupo (6,7 £ 3 ng/mL; N=3). El grupo que recibié AA 1 mM a los
15 minutos de reperfusion presenta una concentracion promedio de 3,4 + 1,8 ng/mL (N=6),
sin mostrar diferencias estadisticamente significativas respecto de los grupos anteriormente
descritos. Sin embargo, cuando los corazones se reperfunden con AA en concentracion de 10
mM, la concentracion de isoprostanos aumenta a (22,2 + 7,3 ng/mL; N=6), siendo mayor al
grupo control y al grupo IR sin antioxidantes medido a los 15 minutos (Figura 4). Nuestros
datos sugieren que en este modelo, el AA tiene un efecto dosis dependiente sobre el dafio
oxidativo sobre las membranas. A dosis bajas no modifica la liberacion de isoprostanos pero a

concentraciones altas podria estar aumentando el dafio oxidativo sobre las membranas.
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Figura 4: EI AA 10 mM aumenta la concentracion de 8-isoprostanos en el perfundido de corazon. La barra
blanca representa al grupo Control a los 65 minutos de experimento, la barra gris al grupo IR a los 15 minutos de
reperfusion y la barra azul en el grupo IR a los 60 de reperfusion. Las barras negras a los grupos IR que si
recibieron AA, y medido a los 15 minutos de reperfusion. En todos los grupos, se representa el promedio mas el
EMS. Kruskal-Wallis, post test de Dunn, * p < 0,001 v/s IR AA 10 mM.

29



6.5.- EI AA no modifica el contenido de proteinas carboniladas en corazon aislado de
rata sometido a IR: Para evaluar el dafio oxidativo de IR especificamente sobre proteinas,
estudiamos el nivel de carbonilacion, teniendo en cuenta que reportes previos ya habian
indicado que protocolos de IR aumentan la carbonilacion en proteinas mitocondriales [He et
al, 2016]. Para esto se utilizaron homogenizados de corazon de rata, preparado en un buffer
con inhibidores de proteasas y fosfatasas. El sobrenadante se alicuoto y en él se determind la
concentracion de proteinas. Posteriormente se realizo electroforesis en geles comerciales que
permitieron normalizar por la totalidad de proteinas de la muestra y luego se hizo un Western
blot contra proteinas carboniladas en el mismo gel. El valor de la sefial de cada carril se
corrigio por su cantidad de proteinas totales.

El contenido promedio en el grupo IR fue de 1,3 £ 1,3 (N=6). En el grupo IR AA fue
de 0,6 £ 0,2 (N=4), para el grupo IR NAC fue de 1,3 + 1,1 (N=6), y en el grupo IR NAC+AA
fue de 1,5 £ 1,3 (N=5). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los grupos (Figura 5). En su conjunto los datos sugieren que el AA no modifica

significativamente el nivel de carbonilacion de proteinas en los distintos protocolos utilizados.
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Figura 5: EI AA no modifica el contenido de proteinas carboniladas. En (A), un Western blot representativo
de la intensidad de la sefial en los diferentes carriles. Se normalizé por las proteinas totales cargadas. (B) Se
observa el promedio mas el EMS corregido por proteinas totales en cada uno de los grupos analizados. La barra
blanca corresponde al grupo Control, la barra gris al grupo IR y las barras negras a los grupos IR tratados con
antioxidantes. Kruskal-Wallis.
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6.6.- EI AA no logra modificar por si solo ni asociado a NAC la incorporacion de NEM-
Biotina a las proteinas de homogenizado de corazon aislado de rata sometido a IR:

Teniendo en cuenta que los grupos tioles de las proteinas son particularmente susceptibles de
dafio por EO, y que durante los episodios de IR varias proteinas del cardiomiocito ricas en
grupos tioles se ven afectadas por la sobreproduccion de ROS [Eaton et al, 2002], se investigo
el rol que tienen la IR y el tratamiento con antioxidantes sobre la cantidad de grupos SH en las
proteinas de corazones sometidos a diferentes tratamientos. Para esto se procedié a incubar
alicuotas provenientes de homogenizados de corazon en un medio con NEM-Biotina de
acuerdo a la metodologia explicada previamente en la seccién materiales y métodos, y la sefial
de cada una de las muestras se normaliz6 por su sefial de GAPDH. El contenido promedio en
el grupo Isquemia fue de 1,9 £ 0,6 (N=4), en el grupo IR fue de 1,8 = 0,8 (N=4), en el grupo
IR AA fue de 1,9 = 0,4 (N=4), en el grupo IR NAC (N=3) fue de 1,4 + 0,4, y en el grupo IR
NAC+AA fue de 1,8 £ 1,1 (N=5). No se encontraron diferencias significativas entre los
grupos analizados ni respecto del Control (Figura 6). En su conjunto, nuestros datos indican
que cuando se cuantifica la totalidad del carril correspondiente a cada muestra, no se aprecia

diferencia entre los distintos tratamientos.
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Figura 6: EI AA no modifica por si solo ni asociado a NAC la incorporacion de NEM-Biotina a las
proteinas de homogenizado de corazén. (A) Western blot caracteristico para la cuantificaciéon de NEM-Biotina.
La intensidad de sefial de los carriles es similar en todos los grupos analizados. (B), La barra blanca corresponde
al grupo Control, la azul al grupo Isquemia, la barra gris corresponde al grupo IR sin tratamiento y la negra a los
grupos IR con tratamiento antioxidante. Para cada grupo de grafica el contenido promedio de NEM-Biotina
normalizado por GAPDH mas el EMS. Kruskal-Wallis.
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6.7.- EI AA no logra revertir la disminucién en el contenido de MFN-2 inducido por IR
en homogenizado de corazon de rata sometido a IR: Teniendo en cuenta que la disfuncién
mitocondrial induce EO, se estudio una proteina que participa en la regulacion de la funcion y
la dindmica mitocondrial, MFN-2, ya que reportes previos indican que su contenido disminuye
en modelos de isquemia cerebral [Peng et al, 2015]. Para esto se hizo una electroforesis y
posteriormente un Western blot para cuantificar los niveles de MFN-2. Se us6 GAPDH como
control de carga. En el grupo de corazones que fueron sometidos a IR el contenido promedio
bajo a 0,49 + 0,2 (N=4) v/s el Control (N=10), y lo mismo ocurre en el grupo IR con AA (0,5
+ 0,2; N=4) (Figura 7B). El analisis de estos datos indica que en este modelo, la degradacion
de MFN-2 se produce por un mecanismo gque no es modificado por el AA.
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Figura 7: El AA no logra revertir la disminucion en el contenido de MFN-2 inducido por IR. (A) un
Western blot representativo donde se observa la disminucion en la intensidad de las bandas respecto del Control
en los grupos IR e IR AA. Se ocup6 GAPDH como control de carga. (B) el contenido promedio normalizado por
GAPDH + SEM en los diferentes grupos analizados. La barra blanca corresponde al Control, la gris al grupo IR,
y la negra al grupo IR con AA. Kruskal-Wallis, post test de Dunn, * p < 0,05 v/s Control 110.
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6.8.- EI AA no logra revertir la disminucion en el contenido de eNOS que induce IR:
Teniendo en cuenta que eNOS participa de manera normal en la mantencién del tono vascular
y que el AA en concentraciones similares a las usadas en nuestro trabajo se reflejan en una
mayor actividad biologica [Mortensen y Lykkesfeldt, 2014], se evaluo el contenido de eNOS
en corazones de rata sometidos a IR. En la Figura 8B se aprecia que IR (N=4) disminuye el
contenido de eNOS a 0,6 £ 0,2 en relacion al Control (N=6). El tratamiento con AA no logra
revertir esa disminucion (0,7 £ 0,2, N=4). Estos datos nos sugieren que el mecanismo de
degradacion de eNOS durante un episodio de IR no es afectado por el AA en las

concentraciones y por el tiempo usado en este estudio.
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Figura 8: El AA no revierte la disminucién en el contenido de eNOS que induce IR. (A) Un Western blot
caracteristico donde se pueden ver las distintas intensidades de banda en relacién al Control. Se ocupé GAPDH
como control de carga. El grupo IR NAC no fue incluido en el grafico por la alta variabilidad que tenia. (B) El
contenido promedio normalizado por GAPDH mas EMS de cada uno de los grupos analizados en este trabajo. La
barra blanca corresponde al Control, la barra gris al grupo IR y la barra negra al grupo IR que recibié AA.
Kruskal-Wallis, post test de Dunn, * p < 0,05 v/s Control 110.
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6.9.- El AA revierte parcialmente la disminucién en el contenido de RyR2 inducido por
IR en corazon aislado de rata: Finalmente quisimos investigar qué ocurria con el RyR2,
teniendo en cuenta que participa en fendmenos de sobrecarga de calcio en el cardiomiocito
durante la reperfusion, que tiene grupos SH muy susceptibles de modificacion oxidativa, y
porque reportes previos indican que los fendmenos de IR lo dafian por mecanismos especificos
de degradacidn proteica [Pedrozo et al, 2010]. La IR (N=10) disminuye el contenido de RyR2
a 0,6 £ 0,1 respecto al Control (N=12), y el tratamiento con AA (0,9 + 0,2; N=3) revierte
parcialmente esta situacion (Figura 9). Nuestros datos sugieren que el AA tiene un efecto

benéfico asociado a los mecanismos que participan de la degradacion del RyR2.
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Figura 9: El AA revierte parcialmente la disminucion en el contenido de RyR2 inducido por IR. (A) Un
Western blot tipico donde se observa la intensidad de banda en los grupos analizados. Se normalizé por GAPDH.
(B) se ve el valor promedio del contenido de RyR2 normalizado por GAPDH mas el EMS en los diferentes
grupos analizados. La barra blanca corresponde al Control, la gris al grupo IR, y la negra al grupo IR con AA.
Kruskal-Wallis, post test de Dunn, * p < 0,05 v/s Control 110
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DISCUSION

Los resultados indican que en nuestro modelo, el AA muestra un efecto protector
moderado sobre las variables hemodinamicas estudiadas, mejorando el desarrollo de presion
aunque sin un efecto muy marcado sobre la velocidad de contraccién. Bioquimicamente
hablando, los datos obtenidos indican que es capaz de mejorar el contenido de glutation, sin
modificar la concentracion de 8-isoprostano en el efluente -cuando se usa en concentracion de
1 mM-, que no tiene mayor efecto sobre indicadores de dafio oxidativo sobre proteinas
(carbonilacién e incorporacion de NEM-Biotina) y que si bien protege contra la degradacion
del RyR2, no tiene efectos sobre la degradacién de MFN-2 ni de eNOS. Por otro lado,
utilizado en concentracion 10 mM, aumenta la liberacién de isoprostanos al efluente.

La vitamina C ha mostrado tener efectos cardioprotectores en modelos de fibrilacién
ventricular y shock eléctrico en rata [Tsai et al, 2011], en oclusion coronaria en ratas y en
cultivo de cardiomiocitos [Guaiquil et al, 2004]. El tamafio de infarto se ha usado como un
indicador de cardioproteccion, y en el caso de la vitamina C, Guaiquil et al (2004)
demostraron efectos cardioprotectores usando DHA (trabajando en isquemia regional in vivo)
en ratas. Okazaki et al (2011) por su parte, en un modelo de rata diabética utilizaron los
mismos antioxidantes que en el presente trabajo (aunque con protocolos diferentes),
encontrando una disminucién del tamafio del infarto en el grupo de ratas diabéticas tratadas
con AA pero no en el grupo de ratas control tratadas con este antioxidante, proponiendo que el
efecto benéfico de estos antioxidantes depende del balance nitroso-redox que exista en la
célula, y que este efecto so6lo se evidencia cuando existe una condicion previa de EO. Por otro
lado algunos autores han reportado incluso que su uso puede revertir el efecto protector del
precondicionamiento isquémico en modelos de isquemia regional in situ en cerdos [Skyschally
et al, 2002] o en conejos [Tsovolas et al, 2008]. En el modelo utilizado en el presente estudio,
los corazones recibieron AA sélo por 10 minutos previo al periodo isquémico, a diferencia del
trabajo realizado por Okazai (AA 1 mM, perfundido 30 minutos antes del periodo de isquemia
global), lo que podria generar una disminucion aguda y moderada de antioxidantes previo al
periodo de isquemia, situacion a la que se le han descrito efectos benéficos a traves de

mecanismos precondicionantes [Skyschally et al, 2002].
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Como precursor de glutation, el NAC ha probado efectos protectivos en una serie de
modelos. Se ha evidenciado que atenua el dafio por I/R en corazon diabético [Okazaki et al,
2011; Wang et al, 2013], mejora los parametros de funcionalidad y los indicadores de
inflamacién en un modelo in vivo de dafio por IR renal en rata [Nitescu et al, 2006], disminuye
el EO y marcadores proinflamatorios en pacientes humanos sometidos a cirugia con bypass
cardiopulmonar [Orhan et al, 2006] y recientemente y en modelo de corazén aislado de rata,
que disminuye el tamafio de infarto, los niveles de apoptosis y marcadores de EO [Sentiirk et
al, 2014]. En un estudio previo con un modelo similar al nuestro en que se utiliz6 NAC como
agente cardioprotector, no se logré evidenciar este efecto como una diminucién del tamafio del
infarto. Sin embargo en dicho estudio el NAC fue administrado en concentraciones de 0,1 mM
(una décima parte de lo utilizado por nosotros) previo al periodo isquémico [Okazaki et al,
2011]. Se ha descrito en modelos de corazon aislado de conejo que el NAC tiene efectos
protectores dosis dependientes [Ferrari et al, 1991] lo cual permitiria explicar la diferencia de
resultados entre los obtenidos por nuestro estudio y por Okazaki et al (2011). Por otro lado un
muestral bajo aumenta la dispersion y hace mas dificil establecer una significancia estadistica.
Si se compara sélo el grupo IR con el IR AA en un t test si arroja diferencias significativas,
por lo que creemos que aumentando el N muestral podriamos llegar a tener significancia
estadistica.

El mecanismo por el cual el AA produciria proteccion seria mediante el aumento
moderado de ROS, asociado al agotamiento de glutation intracelular. En 2002 Skyschally et al
propusieron que el cambio en la concentracién de ROS asociado a vitamina C podria
modificar la sefializacion asociada a muerte o sobrevida celular en el tejido cardiaco. El
principal metabolito captado por cardiomiocitos es DHA [Guaiquil et al 2004], y ese DHA
consume glutatién para reciclado a ascorbato [Cisternas et al, 2014]. En nuestro modelo, la
totalidad del oxigeno contenido en la solucion Krebs esta disuelto en agua a diferencia de la
sangre donde se transporta casi de manera exclusiva unido a Hemoglobina. Esto podria
implicar una mayor probabilidad de autooxidacion del ascorbato con la consecuente formacion
de DHA o de radical ascorbilo, por lo que estas condiciones podrian estar sometiendo a la
célula a un agente que promueve el agotamiento de defensas antioxidantes y de esta manera
gatillar sefiales de sobrevida dependientes de un aumento moderado de ROS en el tejido

miocardico.

38



El contenido de glutation disminuye durante el dafio por reperfusion [Haramaki et al,
1998] v el tratamiento con AA y NAC ha mostrado tener efectos benéficos asociado a esto
[Okazaki et al, 2011]. Gao et al (2002) utilizaron un modelo de corazén aislado de rata para
evaluar el efecto del AA 1 mM sobre el contenido de glutation en el tejido miocardico
sometido a I/R, sin encontrar diferencias en el contenido de GSH entre el grupo que recibio
AA 'y aquel que solo recibio el vehiculo, sin embargo en el citado trabajo, el AA se administrd
solamente durante el periodo de reperfusion, a diferencia del nuestro. El tamafio de muestra
utilizado en nuestro trabajo (4-5, para los grupos con antioxidantes) difiere del utilizado por
Gao et al (10), por lo que seria interesante aumentar el nimero de observaciones para poder
hacer un anélisis mas profundo de los resultados, y poder avanzar hacia una descripcion de los
mecanismos que podrian estar operando en la preservacién del contenido de glutation
observada en nuestro trabajo.

El nivel de isoprostanos en diferentes tejidos y liquidos biol6gicos es un marcador
robusto del dafio de membranas causado por el EO, y un aumento de su concentracion en estas
muestras se ha asociado a una serie de patologias o condiciones donde el EO esta presente
[Milne et al, 2008]. Mao et al (2013) en un modelo de isquemia regional en corazon de rata
diabética describié que el uso de NAC co-administrado con alopurinol reduce los niveles de
F2 isoprostanos tanto en tejido cardiaco como en plasma, a las dos horas de reperfusién en
ratas diabéticas, llegando a igualarse al grupo control. Ademas, se ha reportado en pacientes
humanos con obstruccidn coronaria total que los niveles de isoprostano plasmatico aumentan
transitoriamente posterior a la angioplastia, no asi en aquellos que tenian oclusion coronaria
parcial [Kijima et al, 2001]. Otro estudio en pacientes humanos infartados y tratados con
vitamina C previo a la realizacién de angioplastia muestra que los niveles de isoprostanos
urinario aumentan posterior a la angioplastia hasta llegar a un peak a los 60-90 minutos y que
luego comienzan a disminuir [Guan et al, 1999]. En nuestro trabajo no encontramos diferencia
estadisticamente significativa en la concentracion de isoprostanos en los grupos IR medidos a
los 15 y 60 minutos, pero se aprecia una tendencia clara y probablemente aumentando el N
muestral si habra significancia. Interesantemente, la concentracién de isoprostanos medida a
los 15 minutos de reperfusion en el grupo tratado con AA 10 mM es mayor en relacion al
grupo control (medido a los 65 minutos) y al grupo IR medido a los 15 minutos. Como se
comentO anteriormente, si el AA al ser captado como DHA y metabolizado de manera
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intracelular genera agotamiento de glutation dosis dependiente, una concentracion alta de AA
favorecera una mayor deplecion de glutation, y teniendo en cuenta que el glutation es esencial
para mantener a la vitamina E en su estado reducido via reciclaje de vitamina C
[Kalyanaraman, 2013], podriamos estar favoreciendo el dafio en membranas biologicas y por
lo tanto mayor probabilidad de auto peroxidacion de fosfolipidos y formacion de estos
mediadores.

Altos niveles de oxidacion en grupos SH han sido encontrados en cardiomiocito
cultivado con agentes oxidantes, especificamente afectando a proteinas del aparto contractil
[Kalész et al, 2015]. Ceconi et al (2000) describié en un modelo de corazon aislado de conejo
que el contenido de grupo SH disminuye en isquemia y en la reperfusion en relacién a los
corazones en medios aerobicos, aunque por un método de absorbancia, diferente a la
determinacion realizada en este trabajo a traves de Western blot [Ceconi et al, 2000]. En
nuestros datos, no encontramos diferencia en la cantidad de SH libres al evaluar la
incorporacion de NEM biotinilado a las proteinas provenientes de los distintos protocolos,
posiblemente debido a que sélo algunos grupos SH de algunas proteinas se modifican, y al
evaluar la incorporacion total de NEM, estos cambios no logran ser detectados.

La carbonilacion de proteinas se ha considerado un marcador de EO en distintas
condiciones, especies y 6rganos [Arreguin et al, 2012; Fedorova et al, 2013], incluyendo dafio
por IR en corazon [Aksentijevi¢ et al, 2014]. He et al [2016] demostrdé que un agente que
protege contra el dafio por I/R es capaz de atenuar el nivel de carbonilacion a nivel
mitocondrial en corazones sometidos a I/R a los 30 minutos de reperfusién. Se han encontrado
también menores niveles de carbonilaciéon en tejido miocardico de pacientes sometidos a
cirugia cardiaca con circulacion extracorpdrea que habian recibido suplemento dietario con
vitamina C [Castillo et al, 2010]. Kumar et al (2013) report6 un aumento en el nivel de
carbonilacion en corazones aislados de raton sometidos a isquemias de 20 minutos seguidas de
reperfusion de 5 6 30 minutos, aungque no especifica si hizo cuantificacion total de grupos
carbonilos [Kumar et al, 2013]. Para evaluar el efecto en la carbonilacion de proteinas
debemos aumentar el nimero de experimentos debido a la alta dispersion de los resultados,
que probablemente se ven afectados también por el hecho de estar cuantificando el carril con
todas las proteinas celulares lo que no permitiria identificar aquellas que tienen mas

probabilidad de carbonilarse.
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En este trabajo hemos observado que el contenido de RyR2 disminuye por la IR, de
modo similar al reporte de otros autores, ya sea en corazén de rata [Temsah et al, 1999; Singh
et al, 2004] o en cardiomiocito neonatal [Pedrozo et al, 2010]. En 2004, Sanvicens et al
describieron que el uso de un antioxidante (CR-6) -un scavenger, tal como los agentes
utilizados en este trabajo- era capaz de disminuir la actividad de las calpainas, y entre los
mecanismos que proponen para este efecto esta la proteccion de proteinas del reticulo contra
ROS [Sanvicens et al, 2004]. Por su parte en 2008, Toh et al describieron en neurona en
cultivo que el estrés oxidativo es capaz de aumentar la actividad de las calpainas. De esta
manera, un posible mecanismo por el cual el AA protege al RyR2 podria ser por una menor
activacion de calpainas secundaria a atrapamiento de ROS, lo cual es sustenado por la
preservacion del contenido de glutation dado por AA en esta tesis.

Entre las limitaciones que tiene este trabajo, esta en primer lugar un tamafio muestral
que no es igual en las distintas determinaciones que se realizaron, lo cual aumenta la
variabilidad y dismsinuye la probabilidad de encontrar significancia. Por otro lado, como ya se
comento, el hecho que la totalidad del oxigeno esté diluido en la solucién Krebs, podria estar
afectando el estado rédox con que el AA llega al corazon y entonces quizas estariamos
favoreciendo la generacion de un ambiente con mayor tendencia a la oxidacion. Considerando
estos dos puntos, el AA muestra efectos protectivos en algunas de las variables estudiadas, por
lo que se requieren mas estudios para aclarar el mecanismo por el cual estaria generando

proteccion.
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CONCLUSIONES

1.- El AA mejora el DPVI en relacion al grupo IR

2.- El AA tiene un efecto moderado mejorando el contenido de glutation total en corazén de

rata sometido a IR.
3.- El AA tiene un efecto dosis dependiente sobre la liberacion de 8-isoprostanos medidos a
los 15 minutos de reperfusion. En concentracion de 1 mM no modifica su liberaciéon pero

cuando se administra en concentraciones de 10 mM, si lo hace.

4.- El AA no modifica la incorporacion de NEM-Biotina o la carbonilacion de proteinas en

este modelo.

5.- EI AA es capaz de evitar parcialmente la disminucion del RyR2, sin modificar el contenido
de MFN-2 ni eNOS.
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