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Resumen

Dexmedetomidina (Dex) es un agonista alfa2 adrenérgico altamente selectivo utilizado
como coadyuvante en anestesia. Se ha descrito que ademas de su efecto sedante, Dex
pre-condiciona el corazén frente a isquemia-reperfusion (IR). Sin embargo, no se ha
establecido con claridad el mecanismo farmacolégico implicado en la proteccién
miocérdica con Dex y si este mecanismo se lleva a cabo de forma directa o indirecta en el
cardiomiocito. El endotelio y la via 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS)/6xido nitrico
(NO)/ proteina kinasa dependiente de GMP ciclico (PKG) han sido descritos como
factores clave para disminuir el dafio por reperfusion. Los objetivos de este trabajo se
enfocaron en estudiar si la via eNOS/NO/PKG es responsable del efecto cardioprotector
inducido por Dex y si este pre-condicionamiento en el cardiomiocito requiere la presencia
del endotelio. Para evaluar esto, se utilizaron corazones aislados de rata en sistema
Langendorff y fueron tratados con Dex (10 nM) durante 25 min y se determiné la
formacion de dimeros de eNOS vy la produccion de NO. Posteriormente, los corazones
fueron sometidos a 30 min de isquemia global y 120 min de reperfusion. Ademas, la
participacion de la via eNOS/NO/PKG fue evaluada. Dex indujo la activacion de eNOS y
generacion de NO. Asimismo, Dex disminuy6é el tamafio de infarto (16 +10%) en
comparacion a los corazones no tratados y sometidos a IR (42 + 12%) y mejord los
parametros funcionales del ventriculo izquierdo al final de la reperfusion, pero este efecto
se revirtio cuando Dex fue co-administrada con los inhibidores de la via eNOS/NO/PKG.
Ademaés, Dex no redujo la muerte celular en cardiomiocitos de rata adulta sometidas a IR
simulada (sIR) (65 + 8%) en comparacion a las células control (63 + 8%). Sin embargo,
Dex disminuy6 la muerte celular co-cultivando cardiomiocitos con células endoteliales pre-
tratadas con Dex (39 + 6 %). Por lo tanto, los resultados sugieren que Dex induce su
efecto precondicionante cardiaco activando la via eNOS/NO/PKG y este efecto

farmacoldgico requiere la interaccion del cardiomiocito con el endotelio.
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Summary

Dexmedetomidine (Dex) is a highly selective alpha2 adrenergic receptor agonist used as a
coadjutant in anesthesia. It has been described that Dex acts not only as a sedative, but it
can also pre-condition the heart against ischemia-reperfusion (IR). However, the
pharmacological mechanisms that mediate the myocardial protection with Dex and
whether this action happens directly or indirectly on the cardiomyocyte, remains to be fully
elucidated. The endothelium and the nitric oxide synthase (eNOS)/nitric oxide (NO)/cyclic
GMP dependent kinase (PKG) pathway have been described as key factors to reduce
reperfusion injury. The aims of this work are focused on studying if the eNOS/NO/PKG
pathway is responsible for the cardioprotection induced by Dex and whether this pre-
conditioning happens directly on the cardiomyocyte or requires the presence of the
endothelium. To evaluate this, isolated rat hearts using the Langendorff system were
treated for 25 min with Dex 10 nM and the formation of eNOS dimers and production of
NO was assessed. Then, the hearts were subjected to 30 min of global ischemia, followed
by 120 min of reperfusion. Also, the role of the eNOS/NO/PKG was studied. Dex triggered
the activation of eNOS and generation of NO. Moreover, Dex reduced the infarct size (16
+10%) compared to untreated hearts (42 + 12%) and improved the functional parameters
of the left ventricle at the end of reperfusion, but this effect was reversed when Dex was
co-administered with the eNOS/NO/PKG inhibitors. Also, Dex did not reduced cell death
on adult rat cardiomyocytes subjected to simulated IR (sIR) (65 + 8%) compared to
control cells (63 + 8%). However, Dex reduced cell death when cardiomyocytes were co-
cultured with endothelial cells pre-treated with Dex (39 £ 6 %). Therefore, our results
suggest that Dex induces its cardiac pre-conditioning effect activating the eNOS/NO/PKG
pathway and this pharmacological effect requires the interaction between the

cardiomyocyte and the endothelium.
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1. Introduccidén

1.1. Infarto del miocardio

El infarto del miocardio es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
pudiendo ser un evento menor en una enfermedad crénica o manifestarse como un
evento catastréfico que resulte en muerte subita o en deterioro hemodindmico severo. El
criterio para su diagnostico se basa en la historia clinica del paciente, deteccion de niveles
de biomarcadores cardiacos (preferentemente troponinas), sintomas de isquemia,
alteraciones electrocardiograficas especificas o evidencia imagenoldgica de pérdida de

funcién de miocardio viable o movimiento anormal de la pared ventricular [1].

El término infarto del miocardio refleja la muerte por necrosis de cardiomiocitos generada
por una isquemia prolongada, la cual se define como un desbalance entre el suministro y
demanda de la perfusién, es decir, de oxigeno y nutrientes [2]. Si los cardiomiocitos se
someten a breves periodos de isquemia, éstos no mueren, lo cual se define como la fase
reversible de la isquemia. Sin embargo si ésta se prolonga, los cardiomiocitos entran en lo
gue se conoce como la fase irreversible, ya que la consecuente reperfusion no revierte el
dafio generado por la isquemia [3, 4]. Entre los sintomas de isquemia se encuentran dolor
en el pecho y/o brazo en respuesta a un esfuerzo o en reposo. El malestar puede
prolongarse por alrededor de 20 min y puede asociarse a disnea, nausea, vomito o

mareos [2].

1.2. Alteraciones moleculares en isquemia-reperfusion (IR) cardiaca
Los procesos de isquemia se caracterizan por una baja severa o absoluta de los niveles
de oxigeno en los tejidos, lo cual genera un predominio de la glicélisis anaerobia por

sobre el metabolismo aerébico mitocondrial en las células dafiadas por isquemia.

14



Posteriormente, el aumento de la concentracion intracelular de lactato y la disminucion del

pH por acumulacion de protones (H") llevan a una inhibicién de la glicdlisis [5].

El metabolismo de los nucleétidos de adenina se altera durante la isquemia, generandose
una deplecion de ATP cuya magnitud depende de la severidad de la isquemia. Estas
bajas en los niveles de ATP y nucledtidos de adenina se deben a una inadecuada
velocidad de produccién de ATP en relacion a la demanda de energia del corazén y tiene
como consecuencia, una disminucién de la contractibilidad del miocardio, hasta llegar a
un estado acontractil del tejido. EI ADP acumulado se degrada a AMP y éste, en
adenosina, la cual difunde hacia el extracelular, generando la pérdida del 40% del pool de

adenosina en la célula [6].

La acidosis metabdlica inducida por la isquemia favorece la activacion del intercambiador
de Na'/H", que transporta protones hacia el espacio extracelular y mueve Na* hacia el
citosol, produciendo su acumulacion. Sin embargo, el Na* no puede ser expulsado, ya que
la Na'/K* ATPasa se encuentra inhibida producto de la falta de ATP. Las concentraciones
de K en el espacio extracelular aumentan, como consecuencia de la inhibicion de la
Na'/K* ATPasa y el eflujo de este idén hacia el extracelular, siendo este Gltimo evento, un
mecanismo regulador del equilibrio osmoético [6-9]. La actividad del intercambiador
Na‘'/Ca®*, que usualmente transporta calcio hacia el exterior de la célula, se encuentra
inhibida o revertida, producto de la disminucién del gradiente de Na', generandose una
acumulacion de Ca** en el citosol. El incremento de las concentraciones intracelulares de
Ca’* también se favorece por la despolarizacion de la membrana inducida por la isquemia,
lo que permite la apertura de los canales de calcio tipo-L, generando un mayor influjo de

1Ca** en el cardiomiocito [10].
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A pesar de que la mayor cantidad de especies reactivas del oxigeno (ROS, por su sigla en
inglés) se generan durante la reperfusion, durante la isquemia se produce anion

superoxido a través de los complejos | y 11l de la mitocondria [11].

La reperfusion, por definicién, alivia o reduce el dafio generado por la isquemia, en la
medida de que ésta ocurra pronto tras la oclusién de la arteria coronaria. Ssin embargo, si
la isquemia es prolongada, la reperfusion puede resultar en una serie de complejos
fendmenos que pueden tener efectos perjudiciales en el cardiomicito [12, 13]. Durante la
reperfusion, se genera una restauracion parcial del contenido de ATP, proveniente de la
fosforilacion de ADP a ATP. Ademas, al retornar el oxigeno a las células isquémicas, se
produce un marcado aumento en la produccién de ROS. El miocardio isquémico presenta
una pérdida de enzimas con actividad antioxidante. Ademas, contiene grandes cantidades
de hipoxantina, que es convertida a xantina por la xantina-oxidasa, lo cual puede llevar a
la formacién de anién superéxido y radical hidroxilo, que en grandes cantidades, ejercen

un efecto dafiino en la célula [6, 11].

El dafio del miocardio en procesos de isquemia y reperfusion involucra aumento de las
concentraciones de Ca®" y de las ROS intracelulares, aumentando la peroxidacion de la
membrana celular, lo que llevaria a la pérdida de la integridad de la célula, con un
consecuente mayor ingreso de Ca®* a ésta. Luego de que se inicia la reperfusion, el tejido

cardiaco puede funcionar normal, atontado o morir por necrosis o apoptosis [10].

En procesos de isquemia y reperfusion, se activan mecanismos que pueden convertir a la
mitocondria en la causa de la muerte del cardiomiocito por apoptosis 0 necrosis. Este
efecto es mediado por la apertura de un poro no especifico ubicado en la membrana

interna de la mitocondria, llamado poro de transicion de permeabilidad mitocondrial
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(PTPM). Este megacanal multiproteico conecta la matriz mitocondrial con el citoplasma.
Las condiciones generadas en la isquemia que favorecen su apertura son el incremento
en el Ca® intra-mitocondrial, la deplecién del pool de adenina y la rapida y extensa
formacion de ROS. Finalmente, el retorno a los niveles normales del pH en la célula
durante la reperfusion gatilla la apertura del poro, generando la pérdida de la
permeabilidad de la membrana interna, lo cual se traduce en dos grandes consecuencias.
En primer lugar, se genera una edematizacion de la mitocondria, llevando a la ruptura de
la membrana externa mitocondrial con la consecuente liberacion de proteinas como
citocromo- ¢ y otros factores que median la muerte celular por apoptosis. En segundo
lugar, la membrana interna se hace permeable a protones, lo que lleva a un
desacoplamiento de la fosforilaciébn oxidativa, causando que la ATP sintasa revierta su
direccién y genere la hidrdlisis del ATP. La consecuente baja de ATP genera una
disrupcién de la homeostasis del metabolismo y la activacion de fosfolipasas, nucleasas y
proteasas que llevaran a la muerte celular por necrosis si el PTPM no se cierra a tiempo

[14, 15].

1.3. Cardioproteccion y pre-condicionamiento

El dafio por isquemia del miocardio solia considerarse irreversible, sin embargo, en la
actualidad se ha mostrado que al someter el tejido cardiaco a estrés por falta de oxigeno
o al privarlo de sustratos, por periodos cortos, se activan mecanismos endégenos de
sobrevida celular. Estos mecanismos moleculares favorecen condiciones fisiol6gicas de
adaptacion a la isquemia, fenébmeno que es conocido como “atontamiento” o hibernacion
del miocardio [16]. En 1986, Murry et al mostraron que es posible hacer que el miocardio
sea menos susceptible al dafio por isquemia y reperfusion dado que protegieron al
corazon, sometiéndolo a breves periodos de isquemia antes de exponerlo a una isquemia

prolongada, fendbmeno que se denominé como pre-condicionamiento isquémico (Pl). El
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tamafio de infarto se redujo aproximadamente a un 25% respecto a los corazones no
tratados con este PI [17]. La forma clasica de PI (pre-condicionamiento temprano) ocurre
inmediatamente terminada la maniobra pre-condicionante, sin embargo, también se ha
descrito una segunda ventana de pre-condicionamiento (pre-condicionamiento tardio),
que se lleva a cabo entre las 24 a 72 h y se relaciona con la expresion de genes que
codifican para la expresion de proteinas de sobrevida celular [18]. Asimismo, Zhao et al
describieron en el afio 2003, que aplicando los mismos breves ciclos de isquemia
inmediatamente después de una isquemia de larga duracion, también era posible reducir
el dafio por IR, fendbmeno que se conoce como post-condicionamiento isquémico (PostCl)

[19].

En cuanto a los mecanismos que median los efectos del Pre y PostCl, se ha mostrado
que durante la reperfusion se activan cascadas de sefializacion de proteinas pro-
sobrevida entre las cuales destacan la fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K) y las proteinas
kinasas AKT y ERK1/2. Esta via se denomina RISK (Reperfusion Injury Salvage Kinases)
[20]. Sin embargo, dicha activacién no es suficiente para generar cardioproteccion y se
requiere un estimulo farmacoldgico para aumentar la activacion de la via RISK [21].
Ademas, también se ha descrito la participacion de otras proteinas como PKC-¢, PKG,
p70S6K y GSK-3B. En ese contexto, se ha indicado que adenosina, bradikinina y opioides
actian en paralelo para gatillar un estado de pre-condicionamiento a través de la
activacion de la proteina kinasa C (PKC). Mientras que adenosina se vincula
directamente a PKC, los opioides y bradikinina lo hacen a través de una compleja via de
sefializacion: PI3K-AKT, éxido nitrico (NO), guanilato ciclasa soluble (sGC), canales de
potasio dependientes de ATP (K-ATP) y activacion de la PKC por sefalizacion redox. La

proteccion se deriva de la inhibicion de la formacion del PTPM a través de la activacion de
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las kinasas de sobrevida AKT y ERK1/2, cuya inhibicién del PTPM se ejerce por medio de

la fosforilacion de GSK-38 [20, 22].

A pesar de que actualmente existe evidencia de que tanto el pre-condicionamiento como
el post-condicionamiento tendrian una potencial aplicacion en contextos clinicos, tales
como la cirugia cardiaca [23], son maniobras invasivas y de dificil ejecucién en la practica

clinica.

En 1993 se describi6é el precondicionamiento isquémico remoto (RIPC, por su sigla en
inglés). El RIPC consiste en generar breves ciclos de IR en un tejido u érgano lejano (ej.:
extremidades superiores o inferiores), permitiendo proteger el miocardio a la distancia.
Después de 20 afios de investigacion, el mecanismo por el cual se genera el RIPC, aldn
no se establece con claridad. En dicho contexto, actualmente se consideran tres variables
interrelacionadas: A) El estimulo de RIPC promueve la liberacién de autacoides en el
tejido remoto que activan una via neuronal aferente. B) Un factor humoral transmitido por
la sangre y una via neuronal dirigida hacia el 6rgano blanco y C) Un tejido blanco sobre el
cual el factor circulante activa cascadas de sefalizacion celular descritas como
cardioprotectoras en Pre y PostCl [24, 25]. En la actualidad existe evidencia de que el
factor que media el RIPC puede ser el factor derivado del estroma-1a (SDF-1a) [26],
nitritos [27], miRNA-144 [28] y exosomas [29]. Ensayos clinicos han probado el efecto
beneficioso del RIPC en la proteccién frente al infarto del miocardio, sin embargo, dichos
estudios se consideran una prueba de concepto, a la espera de los resultados de otros

ensayos clinicos a gran escala que actualmente se llevan a cabo [23].
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1.4. Interaccion endotelio-cardiomiocito y su papel en la proteccién frente a IR
cardiaca

Los cardiomiocitos corresponden aproximadamente al 75% del volumen total del corazén,
pero en cantidad de células equivalen a menos del 40% [30], por cuanto el corazon
también estd compuesto de fibroblastos, células endoteliales y células musculares lisas
[31]. En dicho contexto, las células endoteliales superan en nimero a los cardiomiocitos.
Ademas, la distancia entre un cardiomiocito y la célula endotelial mas cercana es de 1 um,
lo cual establece un radio de difusién de alrededor de 3-12 ym de cada célula endotelial
hacia los cardiomiocitos [30, 31]. Esto permite que una molécula de sefalizacion celular,
como el NO, se genere en el endotelio y pueda difundir a los cardiomiocitos, ya que a
pesar de tener una vida media de 20 s, puede difundir en un rango entre 150-300 um en
un lapso de 4-20 s [30]. La interaccién entre el endotelio y el cardiomiocito tiene un papel
importante en la proteccion frente a IR. En dicho sentido, la presencia de células
endoteliales es un factor clave en la proteccion de cardiomiocitos sometidos a IR in vitro

[32].

1.5. Cardioproteccion por la via eNOS/NO/PKG

El NO se sintetiza en el corazén a partir de una familia de enzimas conocidas como éxido
nitrico sintasa (NOS). Existen tres isoformas de las NOS: neuronal (nNOS,) endotelial
(eNOS) e inducible (iNOS) [33, 34]. Las tres isoformas comparten 50 a 60% de homologia
a nivel de aminoacidos. Tienen un extremo N-terminal con dominios de unién a hemo,
L-arginina y tetrahidrobiopterina (BH4), una regién central de unién a calmodulina (CaM) y
un C-terminal con dominios de union a NADPH, FAD y FMN [34]. eNOS es una proteina
de 135-kDa que se encuentra unida a la membrana plasmatica por medio de miristoilacion
y palmitoilacion en la regién N-terminal de la proteina y puede ser regulada

dinamicamente a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional. La forma
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activa de la eNOS consiste en dos subunidades idénticas que forman un homodimero [34,

35).

La sintesis de NO se genera a traves de la conversion de L-arginina + O2 a
NO + L-citrulina. Esta reaccion depende de cofactores como BH4 y NADPH. En ausencia
de BH4, la NOS se desacopla y genera anion superdxido en lugar de NO [36]. Mas alla
del rol fisiol6gico del NO como agente vasodilatador, éste posee propiedades
antiinflamatorias, antiaterogénicas, antiapoptéticas, antiproliferativas y antiplaquetarias
[35]. Actualmente, se postula que el NO ejerce un papel importante en proteccion frente a

procesos de IR cardiaca, por cuanto éste atenuaria el dafio en el miocardio [37].

En el contexto de lo indicado, los dadores de NO en conejos sometidos a isquemia y
reperfusion cardiaca generan precondicionamiento tardio [38]. Asimismo, la
administracion durante 7 dias de nitritos en la dieta de ratones mostré restaurar los
niveles fisiolégicos de NO e inducir cardioproteciéon frente al dafio por IR [39]. Estos
antecedentes concuerdan con la hipotesis que afirma que el NO actia en la segunda
ventana de pre-condicionamiento (24 a 72 h) [40]. Cabe mencionar que también se ha
descrito atenuacién del dafio miocardico de ratas en fase temprana, en un modelo de IR
ex-vivo por medio de la preservacion de la eNOS y de la produccion de NO inducida
farmacologicamente por liriodenina [41]. En dicho sentido, eNOS es una enzima que
ejerce un papel protector en el pre-condicionamiento temprano [42, 43], mientras que

INOS se ha evidenciado como un factor pre-condicionante tardio [44, 45].

El NO también puede activar a la sGC y generar GMP ciclico (cGMP) y éste, a su vez,
activa a la proteina kinasa dependiente de cGMP (PKG). La sGC es una proteina

heterodimérica con una subunidad a y una subunidad B. La isoforma mas prevalente es el
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heterodimero a1B1. EI NO se une al dominio hemo protoporfirina-1X ubicado en la region
N-terminal de la subunidad B1. La unidén del NO genera la activacién de los dominios
cataliticos de las subunidades a y B, que producen grandes cantidades de cGMP a partir
de GTP. Es importante indicar que el cGMP es degradado por la fosfodiesterasa-5, lo que

lleva a la inactivacion de la PKG [46, 47].

PKG es un homodimero de dos subunidades idénticas. Existen dos tipos de PKG: PKG | y
PKGII con masas de 75y 85 kDa, respectivamente. La primera es el isotipo prominente
en el sistema cardiovascular y existen dos isoformas, a y . Cada subunidad de la PKG
contiene: (1) un dominio N-terminal que media la homodimerizacion, supresién de la
actividad kinasa en ausencia de cGMP y un dominio de interacciéon con otras proteinas,
(2) un dominio regulatorio que contiene dos sitios no idénticos de unién a cGMP y (3) un
dominio catalitico con actividad serina/treonina kinasa. La union de cGMP al dominio
regulatorio induce un cambio de conformacion que libera la inhibicion del sitio catalitico
por el N-terminal y permite la fosforilacion de proteinas sustrato, tales como: VASP,
fosfolambano (PLB), receptor para IP3 (RIP3), receptor de rianodina (RyR), troponina,
receptor de tromboxano A2, canales de calcio tipo L y canales de potasio dependientes de
calcio, fosfatasa de la cadena liviana de la miosina y los canales de potasio dependientes

de ATP, éstos Ultimos se encuentra rio abajo de la PKC épsilon [48].

Los incrementos de la concentracion intracelular de cGMP y la consecuente activacion de
PKG se han descrito como posibles blancos terapéuticos en IR, ya que la PKG regula la
homeostasis del Ca**, promueve la apertura de los canales de potasio dependientes de
ATP y genera el reclutamiento de Bcl-2, que es una proteina con efectos antiapoptoéticos
[47]. Se ha mostrado ampliamente que el inhibidor de la fosfodiesterasa-5, sildenafil,

atenta el dafio al miocardio en modelos de isquemia y reperfusion cardiaca in vitro y ex
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vivo y que este efecto es mediado por la PKG y una cascada de sefalizacién que
involucra la activacion de AKT, ERK1/2, GSK-33, Bcl-2 y la apertura de canales de

potasio dependientes de ATP [49-51].

1.6. Pre-condicionamiento farmacolégico: Dexmedetomidina

Dexmedetomidina (Dex) es un agonista a2-adrenérgico, de caracter lipofilico y con mayor
afinidad por los receptores a2-adrenérgicos que la clonidina. Su mecanismo de accién
consiste en inhibir a la adenilato ciclasa, disminuyendo los niveles de cAMP. Este farmaco
inhibe la transmisién central noradrenérgica, efecto que es propio de los agonistas a2, por
lo que es ampliamente utilizado como coadyuvante en anestesia. Existen 3 isotipos de
receptor a2-adrenérgico: a, b y c. En el sistema cardiovascular, Dex genera un efecto
bifasico en la presion arterial, generandose primero una vasoconstriccion dependiente de
los receptores a2b post-sinapticos y una posterior disminucion en la presién arterial y
frecuencia cardiaca, atribuible a la simpatolisis gatillada por la estimulacion de los

receptores a2a [52-59].

Existe evidencia que Dex tiene un efecto pre-condicionante, por cuanto redujo el dafio del
miocardio y mejord la funcién ventricular en un modelo ex-vivo de isquemia-reperfusion
cardiaca global. Este efecto aparentemente pre-condicionante se le atribuyé a la
respuesta bifasica del farmaco, cuya vasoconstriccion pudo haber tenido un efecto similar
al pre-condicionamiento isquémico [60]. Asimismo, se ha demostrado que Dex protege del
dafio del miocardio en un modelo de IR regional y se determin6 que la administracion del
farmaco estimulé la fosforilaciéon de proteinas de la via RISK: PI3K, AKT, ERK 1/2 y
eNOS, siendo el efecto protector anulado al co-administrar Dex con un inhibidor de PI3K o
el antagonista del receptor a2-adrenérgico yohimbina. También se establecid que los

subtipos de receptor a2 adrenérgico a y ¢ se expresan en el cardiomiocito, sugiriendo un
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posible efecto directo sobre el miocardio, en lugar de ser atribuible al sistema nervioso

[61].

En resumen, es importante sefialar que se ha descrito que Dex estimula la produccion de
NO en células endoteliales [62-64]. Asimismo, Dex genera la fosforilacion de eNOS en la
serina 1177 y dicho evento se asocia con su activacién [34]. Sin embargo, no existen
reportes que relacionen esta via transduccional con la proteccion generada por Dex en IR

cardiaca y el papel del endotelio en dicho efecto.

2. Hipétesis: La reduccién del dafio miocardico por isquemia-reperfusion generada por

dexmedetomidina, requiere la participacion del endotelio y es mediada por activacion de la

via oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)/6xido nitrico (NO).

3. Objetivo general: Determinar el papel del endotelio y la via eNOS/NO en la atenuacion

del dafio por isquemia-reperfusion cardiaca generada por dexmedetomidina en la rata.

4. Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Evaluar si dexmedetomidina activa a eNOS y aumenta los niveles

de NO en corazon aislado de rata.

Objetivo especifico 2: Investigar si la via eNOS/NO media el efecto pre-condicionante de

dexmedetomidina en isquemia - reperfusion cardiaca en corazon aislado de rata.
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Objetivo especifico 3: Determinar si el pre-condicionamiento generado por

dexmedetomidina en el cardiomiocito requiere la presencia del endotelio.

5.- Materiales y métodos

5.1 Reactivos:

Anticuerpo contra GAPDH, L-NG-nitroarginine methyl ester (L-NAME), 2phenyl-4,4,5,5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO), (9S,10R,12R)-2,3,9,10,11,12-hexahydro-10-
methoxy-2,9-dimethyl-1-oxo-,12epoxy 1Hdiindolo [1,2,3-fg:3',2',1-kl] pyrrolo[3,4-i] [1,6]
benzodiazocine-10-carboxylic acid, methyl ester (KT5823), cloruro de trifeniltetrazolio,
laminin, M-199 e insulina fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St Louis, MO).
Dexmedetomidine.HCI fue obtenida de Hospira, Chile. Anticuerpo contra eNOS fue
comprado de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Anticuerpo contra iNOS fue
adquirido de BD transduction laboratories El kit colorimétrico para Oxido Nitrico fue

comprado en Abcam (Cambridge, MA).

5.2 Animales

El presente estudio se ajusta a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
publicada por los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (8va Edicién, 2011) y
fue aprobado por el Comité de Etica Institucional. Las ratas fueron obtenidas del Bioterio

de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

5.3.- Modelo ex vivo de isquemia reperfusion global:
De acuerdo al protocolo de perfusién retrograda con sistema Langendorff [65], ratas
Sprague-Dawley (250-350 @) se anestesiaron con pentobarbital (80 mg/kg IP).

Posteriormente, se realizé una esternotomia y se administré heparina 100 U/kg, i.v. Los
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corazones fueron rapidamente extraidos de la cavidad toracica, montados en una camara
de corazén con temperatura controlada y perfundidos de forma retrograda a través de la
aorta ascendente, con una solucién tampdn Krebs Henseleit que contiene (en mM) NaCl
(128,3), KCI (4,7), CaCl, (1,35), NaHCO; (20,2), NaH,PO, (0,4), MgSO, (1,1), glucosa
(11,1), a pH 7,4 a 37° C, al equilibrarse con una mezcla de 95% O2 y 5% CO2. Las
temperaturas del perfusado se mantuvieron a 37° C. Un balon de latex se insertd en el
ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral, se conecté a un transductor de presion
(Puente Amp ADInstruments ML221, Australia) y se llend con solucion salina para
producir una presion diastdlica final del ventriculo izquierdo (PFD) de 5-10 mmHg. Con el
fin de realizar la isquemia global del corazén, se detuvo la bomba de infusién peristéltica,
lo que resulté en el cese absoluto del flujo coronario.

Los corazones se estabilizaron durante 20 min, se sometieron a una isquemia global de
30 min, y 120 min de reperfusién, en algunos se midié el tamafio del infarto y otros se

congelaron a -80° C para posterior analisis.

5.4.- Protocolos experimentales:
Para evaluar si Dex activa eNOS y genera NO, y para probar si la via eNOS/NO/PKG
media el efecto pre-condicionante del farmaco, se asignaron ratas para los distintos

grupos experimentales (Figura 1).
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Modelo ex vivo
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Fig. 1. Protocolo experimental para experimentos en sistema Langendorff. Corazones
aislados de rata se asignaron aleatoriamente a los distintos grupos experimentales. Control:
perfusion de buffer Krebs-Henseleit durante 30 min. Dex: tratamiento con Dex (10 nM) durante 25
min. Dex/L-NAME: tratamiento con L-NAME (100 nM) durante 30 min y cco-administracién de Dex
(10 nM) durante 25 min. Dex/PTIO: tratamiento con PTIO (100 nM) durante 30 min y co-
administracion de Dex (10 nM) durante 25 min. Dex/KT5823: Tratamiento con KT5823 (1 uM)
durante 30 min y co-administracion de Dex (10 nM) durante 25 min. Posterior a los tratamientos,
todos los corazones fueron sometidos a 30 min de isquemia global y 120 min de reperfusion. La
flechas blancas indican determinacién de nitritos, flechas grises muestran analisis de muestras por
Western blot y flechas negras muestran determinacion de tamafio de infarto y funcién del ventriculo
izquiedo

5.5. Medicion de tamafio de infarto:

Al final de la reperfusion en el modelo ex vivo, los corazones se perfundieron con 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1% (Sigma Chemical) en tampén fosfato, ajustado a pH 7,4, a 37°C
[66]. Posteriormente se conservaron a -20°C por 1 h. Luego, se cortaron los corazones en
rebanadas y suspendidos en formalina al 10% durante toda la noche para su fijacion. Al

dia siguiente, las rebanadas se ubicaron de forma ordenada respecto a la forma del

corazén entre dos placas de vidrio, con un espaciador de 1,5 mm, y se escanearon para
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finalmente ser medidos mediante planimetria utilizando el software Image J. El tamafio del
infarto se expresé como volumen infartado (area no tefiida) respecto del volumen total del

corazon (sumatoria de los volumenes de cada rebanada).

5.6. Medicién de la funcion del ventriculo izquierdo:

La funcién del ventriculo izquierdo se determindé en el modelo ex vivo. La presion
desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI), la presion de fin de diastole (PFDVI), el
maximo de positivos y negativos de la derivada de la presion del VI (+dP/dt max, -dP/dt
min), la frecuencia cardiaca (FC) y la presion de perfusion (PP), se midieron y registraron
continuamente durante todo el periodo experimental. Los datos recogidos se guardaron y
analizaron en un ordenador personal utlizando el software PowerLab (ML866

ADInstruments, Australia) [61].

5.7. Obtencién de homogenizados de tejidos:

Los ventriculos de ratas adultas congelados en nitrégeno liquido se homogeneizaron en
tampon frio con inhibidores de fosfatasas y proteasas (en mM): MOPS-Tris pH 7 (20),
Sacarosa (300), EDTA (2), EGTA (2) NasV0,4 (10), NaF (80), NasP,0O; (20), Nonidet P-40
del 1% (v/v), SDS 0,1% (v/v) y los inhibidores de proteasas leupeptina y pepstatina
(1:2000), pH final 7,4. Luego las muestras se homogenizaron en Douncer vidrio-teflon y
posteriormente, se centrifugaron a 1000 x g durante 20 min a 4° C. Posteriormente, se
determind la concentracién de proteinas por el método de Hartree [67]. Las fracciones

solubles se guardaron congeladas a -80° C, para posterior andlisis por Western blot.

5.8. Western blot y determinacion de dimeros de eNOS e iNOS:
La dimerizacion de eNOS se evalud utilizando electroforesis de baja temperatura (LT-

SDS-PAGE) segun la técnica descrita [68]. Los niveles de la forma dimerizada de eNOS e
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iINOS en los ventriculos de ratas adultas se determinaron por Western blot, al final del
periodo de precondicionamiento farmacolégico y previo a los periodos de isquemia y
reperfusion. Para la electroforesis y el analisis de Western blot, los lisados de los tejidos
se ajustaron por proteinas (20 ug), separadas por LT-SDS-PAGE (8%). Los geles se
mantuvieron previamente a 4°C y la cAmara de electroforesis se mantuvo en una fuente
con hielo, de manera tal que se mantuviese la temperatura del gel (<10°C) hasta ser
transferidos a membranas de PVDF. Posteriormente, las membranas se bloquearon con
BSA al 5% p/v en TBS-Tween 0,2% por 1 h. Las membranas se incubaron con
anticuerpos contra la forma total (1:1000) de eNOS e INOS, asi como también un
anticuerpo contra GAPDH como control de carga (1:20000). Después de un periodo de
incubacién adicional con los correspondientes anticuerpos secundarios anti IgG de conejo
0 ratdén, conjugado a peroxidasa de rabanito (1:5000), la union especifica se detecto
mediante quimioluminiscencia (ECL). La intensidad de la sefal de las bandas se

cuantifico por densitometria usando el software Image J.

5.9. Determinacidn de nitritos por reacciéon de Griess:

Se cuantifico la concentracion de nitritos (marcador de NO [69]) en el efluente coronario a
distintos tiempos (0, 5, 10 y 20 min post administracion de Dex y 5 min post lavado con
buffer Krebs-Henseleit) por medio de la reaccion de Griess, utilizando el kit ab65328 Nitric

Oxide Assay Kit Colorimetric (Abcam).

5.10. Cultivo primario de cardiomiocitos de rata:

Ratas adultas Sprague-Dawley (250-350 g) se anestesiaron con pentobarbital (80 mg/kg
IP), y los corazones se aislaron y perfundieron de forma retrograda a través de la aorta.
Los cardiomiocitos se aislaron administrando una infusién de colagenasa tipo Il, segun la

técnica descrita [70]. Luego, las células se sembraron en placas con laminina e incubadas
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durante 16 — 24 h a 37°C en condiciones de 95% oxigeno y 5% CO,. Las células se
mantuvieron en medio M-199 (M7653, Sigma) suplementado con 10% de suero fetal de

ternero y 1% penicilina — estreptomicina (Sigma).

5.11. Co-cultivo de cardiomiocitos de rata adulta con células HUVEC:

Células HUVEC se sembraron en insertos con poros de 4 um (Millipore) para placas de 6
pocillos en medio EBM-2 suplementado con EGM™ -2 SingleQuots™ y se mantuvieron en
incubador durante 24 h. Posteriormente, los insertos se incubaron con o sin Dex 10 nM
durante 5 min. Posteriormente, se trasladaron a placas con cardiomiocitos y co-cultivados
durante 15 min. Finalmente, los cardiomiocitos se sometieron a I/R in vitro por 3 h de

isquemia y 1 h de reperfusion.

5.12. Células HUVEC primarias y formacién de L-citrulina:

Cordones umbilicales humanos fueron obtenidos inmediatamente posterior a la entrega
de embarazos normales de ultimo término del Hospital Clinico de la Pontificia Universidad
Catolica en Santiago, Chile. El aislamiento de células HUVEC fue realizado segun la
técnica ya descrita [71]. Las células fueron cultivadas hasta el pasaje 2 en M-199,
suplementado con D-glucosa 5 mM, suero newborn calf 10%, suero fetal calf 10%, L-
glutamina 3,2 mM y penicilina-estreptomicina 100 U/ml. Las células fueron cultivadas con
el mismo medio conteniendo suero newborn calf 1% durante 12 h previo a los
experimento para determinar formacién de L-citrulina.

El contenido intracelular de L-citrulina fue determinado en cardiomiocitos de rata adulta y
HUVECSs primarias utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) [72]. Ambos
tipos celulares fueron pre-tratados durante 30 min con o sin L-NAME (100 uM) y
yohimbina (10 pM), que es un antagonista a2- adrenérgico. Luego, las células fueron

estimuladas con Dex (10 nM) durante 20 min en buffer HEPES, conteniendo (in mM):
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HEPES (50), NaCl (100), KCI (5), CaCl, (2,5), MgCl, (1) suplementado con L-arginina (100
pMM). Posteriormente, cardiomiocitos de rata adulta y HUVECs fueron homogenizadas y el
contenido de proteinas fue determinado utilizando un método de Lowry modificado. El
contenido de L-citrulina fue evaluado segun el protocolo ya descrito [71], utilizando una
columna analitica (C18: 4,6 mm x 250 mm) (HiQsil; KYA Tech, Jap6n) acoplada a un
sistema HPLC (PU2089s; Jasco, Tokyo, Japén) y la fluorescencia fue medida a longitudes

de onda de excitacion y emision de 340 y 455 nm, respectivamente.

5.13. Apertura de PTPM:

Los experimentos de apertura del PTPM se realizaron segun el protocolo descrito en [73].
Cardiomiocitos aislados de rata adulta se incubaron por 20 min con 3 pM
tetrametilrodamina (TMRM), cation lipofilico que se localiza en la mitocondria. TMRM se
prepar6 en metanol, previo a su dilucién en buffer Tyrode, conteniendo (en mM): NacCl
(137), KCI (5,4), MgCI2 (0,4), CaCI2 (1), glucose (10), Hepes (10) pH 7,4. Luego, las
células se incubaron en presencia o ausencia de Dex (10 nM) durante 5 min. La
iluminacion con laser del fluoréforo fue realizada a través de microscopia confocal con un
laser de 543 nm, lo cual induce estrés oxidativo en la mitocondria y apertura del PTPM, la
cual se asocia a una liberacién de la tincion roja TMRM desde la mitocondria hacia el

citosol, resultando en un aumento de la fluorescencia celular.

5.14. IR simulada in vitro:

Cardiomiocitos de rata adulta se incubaron con una solucion que simula las alteraciones
gue se generan durante isquemia, conteniendo (en mM): NacCl (128), NaHCO; (2,2), KCI
(14,8), MgSO0, (1,2), K,HPO, (1,2), CaCl, (1), acido lactico (10) (pH 6,4). Posteriormente,
las placas con cardiomiocitos se introdujeron en una cAmara de hipoxia que contenia 95%

N2 y 5% CO, durante 3 h. Luego, las células se mantuvieron en un incubador durante 1 h
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con medio norméxico, conteniendo (en mM): NaCl (118), NaHCO; (22), KCI (2,6), MgSO,

(1,2), K;HPO4(1,2), CaCl; (1), glucosa (10) (pH 7,4) [29].

5.15. Muerte celular:
La muerte de cardiomiocitos se evalué determinando la incorporacién de ioduro de
propidio con microscopia fluorescente, segun protocolo descrito por Vicencio et al, 2015

[29].

5.16 PCR atiempo real (QPCR):

Cardiomiocitos de rata adulta fueron estimulados con Dex 10 nM durante 0.5, 1, 2y 3 h.
PCR a tiempo real fue realizado utilizando SYBR Green (Applied Biosystems), segun el
protocolo ya descrito [74]. Los datos obtenidos para cada transcrito fueron normalizados a
rRNA 18S como control interno, usando el método 2-AACt. Los partidores utilizados
fueron los siguientes:

- eNOS (rata) sentido GATGTGGCTGTCTGCATGGATCT

eNOS (rata) antisentido GTCACTTTGGCCAGCTGGTAACT

- INOS (rata) sentido TTGGTACATGGGCACCGAGATTG

INOS (rata) antisentido CAGCTGCATTGATCTCGGTGACA

5.17. Anédlisis estadistico:

Los resultados se muestran como imégenes representativas o como el promedio + SEM
de al menos 3 experimentos independientes. Los datos se analizaron utilizando t test o
ANOVA de una o dos vias con post-test de Tukey o Bonferroni, respectivamente. Las

diferencias se consideraron significativas con P<0.05.
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6. Resultados

6.1 Dexmedetomidina activa la via eNOS/NO en corazon aislado de rata adulta

Para estudiar si Dex activa eNOS y estimula la produccion de NO, corazones aislados de
rata adulta se trataron con una infusion de Dex 10 nM durante 25 min y posteriormente se
generd un lavado de 5 min con buffer Krebs-Henseleit. Los resultados muestran que Dex
aumento la produccién de nitritos a los 5, 10 y 20 min de administracion del farmaco en
comparacion a corazones no tratados (Fig 2A), y éste aumento se mantuvo al menos
hasta los 5 min de terminada la infusion de Dex (Fig 2B). Para confirmar los resultados, se
evalué la dimerizacion de eNOS e iINOS (estado activo de la enzima [34, 75]) por Western
blot utilizando electroforesis de baja temperatura (LT-SDS-PAGE) y se observé que Dex
indujo mayor formacion del estado dimérico de eNOS en comparacion al grupo Control
(Fig. 2C). La formacion de dimeros de iNOS se mantuvo inalterada en ambos grupos (Fig.
2D). Por lo tanto, los resultados sugieren que Dex activa la via eNOS/NO en corazon

aislado de rata adulta.
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Fig. 2. Dex aumenta la dimerizacion de eNOS y produccién de nitritos en corazones
aislados. A: Concentracién de nitritos a distintos tiempos en corazones controles (circulos
blancos),y tratados con Dex (circulos negros); cada punto corresponde al promedio + EMS de 3a 6
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Dex, las barras representan el valor promedio + SEM de 4 y 6 determinaciones. (C) Panel superior:

Western blot representativo de dimeros de eNOS en homogenizados de corazén. En el panel
inferior se muestra la cuantificacién de los dimeros de eNOS normalizados por GAPDH, las barras
representan el promedio + SEM de 3 determinaciones. (D) La misma descripcion de C, aplicada a
iINOS.*P<0,05, **P<0,01 vs Control. Los datos se analizaron por t test pareada con dos colas (A y

B) y no pareado de una cola, seguido por post-test de Mann-Whitney (C).
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6.2 Dexmedetomidina reduce el tamafio de infarto a través de un mecanismo
dependiente de la via eNOS/NO/PKG

Con el fin de evaluar el papel de la via eNOS/NO en el efecto pre-condicionante de Dex,
corazones aislados de rata adulta se trataron con Dex 10 nM durante 25 min en presencia
o ausencia de L-NAME 100 nM (inhibidor de NOS) y PTIO 100 nM (atrapador de NO).
Posteriormente, los corazones se expusieron a 30 min de isquemia global y 120 min de
reperfusion y se midié el tamafio de infarto. Dex redujo el tamafio de infarto (16 +10%)
respecto a los corazones no tratados (42 + 12%, P<0.05, n=5) y este efecto se revertio
por la co-administracion de L-NAME y PTIO (42 + 7% y 48 + 13%, respectivamente, n=4,
n.s. con respecto a corazones no tratados) (Fig 3). Para explorar el mecanismo rio debajo
de la via eNOS/NO implicado en la cardioproteccion con Dex, ésta se co-administré con
KT5823 1 pM (inhibidor de PKG) y se observd que la reduccion del tamafio de infarto
también se revirtié al inhibir PKG (44 + 16, N=4, n.s. con respecto a corazones no

tratados) (Fig. 3).

35



60 (4)
3 (4)
g 50 - B} (4)
Y
C
©
z% 30 - *
= (9)
= 20 1
10
O -
IR + + + + +
Dex - + + + +
L-NAME = - + = =
PTIO - - - - -
KT5823 = & 2 s i

Fig. 3. Dex reduce el tamafio de infarto a través de la via eNOS/NO/PKG en corazones
aislados de rata adulta sometidos a IR. Imagenes representativas de rebanadas de corazén
(panel superior). Porcentaje promedio de tamafio de infarto en grupos IR, Dex, Dex/L-NAME,
Dex/PTIO y Dex/KT5823 posterior a 30 min de isquemia global y 120 min de reperfusién. Los
corazones se tifieron con TTC 1% al final de la reperfusion. El nimero de experimentos se muestra
en cada barra (panel inferior). *P<0,05 vs. IR, Dex/L-NAME, Dex/PTIO y Dex/KT5823. Los datos se
analizaron por ANOVA de una via, seguido de post-test de Tukey. Las barras de los graficos
representan el promedio + SEM.
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6.3 Dexmedetomidina mejora la recuperacion de la funcion ventricular en IR
cardiaca a través de un mecanismo dependiente de la via eNOS/NO/PKG

Para confirmar estos resultados, se determiné la recuperacién de la funcién del ventriculo
izquierdo. Los resultados muestran que Dex mejora la recuperaciéon de PDVI, PFDVI,
+dP/dtmax, y -dP/dtmin al final de la reperfusiébn en comparacion a corazones no tratados
(Fig 4 A-D). Sin embargo, la co-administracion de Dex con los inhibidores de la via
eNOS/NO/PKG revierten la recuperacion de PDVI, PFDI y +dP/dtmax. En conjunto, estos
resultados sugieren que Dex protege frente IR cardiaca por un mecanismo dependiente

de la via eNOS/NO/PKG.
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Fig 4. Dex mejora los pardmetros hemodinamicos a través de la via eNOS/NO/PKG en
corazones aislados de rata adulta sometidos a IR global. Valores promedio de parametros que
miden recuperacion funcional del ventriculo izquierdo (A) PDVI, (B) PFDVI, (C) +dP/dt max,
(D) -dP/dt min, (E) PP y (F) FC de los grupos I/R, Dex, Dex/L-NAME, Dex/PTIO y Dex/KT5823 en
condiciones basales al final de la reperfusién (n = 3-5 experimentos independientes). *P<0,05 vs
IR, Dex/L-NAME, Dex/PTIO y Dex/KT5823. *P<0,05 vs IR. $P<0,05. Los datos se analizaron
utilizando ANOVA de dos vias, seguido de post-test Bonferroni. Las barras de los graficos
representan el promedio + SEM.
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6.4 Dexmedetomidina no protege de la muerte celular en cardiomiocitos sometidos
aslIR

Para evaluar si Dex ejerce su efecto protector de forma directa en el cardiomiocito, se
evaluo la capacidad del farmaco de retrasar la apertura del PTPM, que es un factor clave
en el inicio de la muerte celular en reperfusion [14, 15, 76]. Para evaluar ésto,
cardiomiocitos de rata adulta se incubaron con TMRM 3 pM durante 20 min.
Posteriormente, se estimularon con Dex 10 nM durante 5 min y se determind el tiempo de
apertura del PTPM utilizando microscopia confocal. Los resultados muestran que Dex no
retrasé la apertura del PTPM (Fig 5A). Asimismo, la muerte celular de cardiomiocitos
sometidos 1 h de isquemia y 3 h de reperfusion in vitro (simulada) se elevé al 63 + 8% en
comparacion a la condicién de normoxia (18,7 + 0,3%) y Dex 10 nM no redujo estos
valores (65 = 8%, n.s. vs sIR, n= 3) (Fig. 5B). Por lo tanto, los resultados sugieren que

Dex ejerce su efecto cardioprotector por una via indirecta sobre el cardiomiocito.
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Fig. 5. Dex no retrasa la apertura del PTPM ni reduce la muerte celular en cardiomiocitos. (A)
cardiomiocitos de rata adulta (CAR) se incubaron con TMRM (3 pM) durante 20 min y fueron
tratados con o sin Dex (10 nM) durante 5 min y la apertura del PTPM se evalud utilizando
microscopia confocal (n = 3 experimentos independientes). (B) Imagenes representativas de CRA
tratados con o sin Dex (10 nM) durante 15 min y sometidas a 3 h de isquemia simulada y 1 h de
reperfusién. Insulina (10 nM) se utiliz6 como control positivo (izquierda). La muerte celular se
evalué cuantificando el porcentg!'e de células positivas a ioduro de propidio (IP+) (derecha) (n = 3
experimentos independientes). "'P<0,001 vs normoxia.*P<0,05 vs sIR and sIR + Dex. Los datos se
analizaron utilizando ANOVA de una via, seguido de post-test de Tukey. Las barras de los graficos
representan el promedio + SEM.
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6.5 Dexmedetomidina requiere la presencia del endotelio para proteger al
cardiomiocito frente a sIR

El papel de la interaccion entre el endotelio y el cardiomiocito en el precondicionamiento
con Dex se estudio co-cultivando cardiomiocitos de rata adulta con células HUVEC pre-
tratadas con o sin Dex 10 nM durante 15 min. Luego, los cardiomiocitos se sometieron a
sIR y se determind la cantidad de células positivas a yoduro de propidio utilizando
microscopia fluorescente. El co-cultivo de células endoteliales con cardiomiocitos no
disminuyd la muerte celular (64 + 10% n.s. vs sIR n=4). Sin embargo, cuando las células
endoteliales se pre-trataron con Dex 10 nM durante 5 min, previo a su co-cultivo con
cardiomiocitos, la muerte celular se redujo significativamente respecto a sIR (39 + 6 %
P<0,05, n=4) (Fig 6). Con el fin de complementar los resultados obtenidos y explorar los
posibles mecanismos asociados a la proteccion celular con Dex dependiente del
endotelio, se estimularon cardiomiocitos con Dex 10 nM durante 0.5, 1, 2y 3 h y se
evaluaron los niveles de mRNA de eNOS e iNOS. Los resultados muestran que Dex no
aumentd la transcripcion de ninguna de las dos isoformas de la NOS evaluadas en el
cardiomiocito (Fig 7A,B). Luego, se evalué la activacion de NOS en respuesta a Dex en
cardiomiocitos y células endoteliales. Para estudiar esto, HUVECs primarias y
cardiomiocitos de rata adulta fueron estimuladas con Dex 10 nM co-administrada con o
sin L-NAME (100 pM) o yohimbina (10 puM) durante 20 min y la formacion de L-citrulina fue
medida utilizando HPLC. Los resultados sugieren que Dex activa a NOS a través de un
mecanismo dependiente del receptor a2-adrenérgico en el endotelio, mas no en el

cardiomiocito (Fig 7C,D).
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Fig. 6. Dex requiere del endotelio para reducir la muerte cellular en cardiomiocitos posterior
a sIR Imagenes representativas de CAR co-cultivadas durante 15 min con HUVECs (CE) pre-
tratadas con o sin Dex 10 nM durante 5 min. Transwells co-cultivados fueron removidos y los
cardiomiocitos se expusieron a sIR (panel superior). Cuantificacién del porcentaje de células IP+
(panel inferior) (n = 4 experimentos independientes). #P<0,0001 vs. normoxia. *P<0,05 vs. sIR,
sIR + co-cultivadas 15 min y sIR + Dex. Los datos se analizaron por ANOVA de una via, seguido
de post-test de Tukey. Las barras de los graficos representan el promedio + SEM.
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Fig. 7. Dex activa a NOS en el endotelio y no en el cardiomiocito a través de un mecanismo
dependiente de la activacion del receptor a2-adrenérgico (A) Niveles de mRNA de eNOS e
iINOS (B) en cardiomiocitos (CAR) estimulados con Dex 10 nM durante 0.5, 1, 2, y 3 h (n =3
experimentos independientes). (C) Cardiomiocitos y HUVECs primarias (CE) (D) fueron pre-
tratadas durante 30 min con L-NAME 100 pM o yohimbina 10 uM. Luego, CAR y CE fueron
estimuladas con Dex 10 nM durante 20 min y el contenido de L-citrulina se midié por HPLC. (n =3
experimentos independientes). **P<0.002 vs. Control, Dex + L-NAME y Dex + yohimbina. Los
datos se analizaron por ANOVA de una via, seguido de post-test de Tukey. Las barras de los
gréficos representan el promedio + SEM.
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7. Discusiodn

Los hallazgos mas importantes del presente trabajo muestran que Dex promovié la
activacion de eNOS y produccion de 6xido nitrico en corazén de rata adulta. Asimismo, el
mecanismo implicado en la reduccién del tamafio de infarto y mejora en la recuperacion
del ventriculo izquierdo posterior a IR generado por Dex, depende de la via
eNOS/NO/PKG. Ademas, los resultados muestran que Dex protege al cardiomiocito de
forma indirecta a través de un mecanismo que requiere la interaccion entre el endotelio y

el cardiomiocito.

7.1 Activacion de la via eNOS/NO inducida por dexmedetomidina

Los resultados muestran que Dex gatill6 la produccion de NO en el corazon (Fig. 2A-B).
Este hallazgo concuerda con lo descrito en estudios previos que muestran que Dex
promueve la generacion de NO en células endoteliales. [62, 64]. En dicho contexto,
Ibacache et al describieron que Dex estimula la fosforilacion de eNOS en Serl177 en el
miocardio [61], que es un sitio descrito como activador de la enzima [34]. Por otro lado, el
presente estudio mostro la activacion de eNOS determinando su estado dimérico (Fig.
2C), confirmando lo descrito por Ibacache et al. Ademas, Dex promovi6 la activacion de
eNOS, mas no de iNOS (Fig. 2D). Asimismo, Dex tampoco indujo un aumento de los
niveles de mRNA de iNOS en el cardiomiocito (Fig 7B), lo cual concuerda con la hipotesis
gue sostiene que eNOS se relaciona a fenémenos de pre-condicionamiento temprano [42,
43], mientras que la isoforma inducible de la NOS se asocia a la respuesta tardia o
gendmica, conocida como la segunda ventana de proteccion [40, 44, 45, 77]. Ademas,
cabe destacar que tanto la activacion de eNOS, como la produccion de NO en respuesta
a Dex, se mantuvieron 5 min posterior a la administracion de dicho farmaco, lo cual

confirma su caracter pre-condicionante.
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7.2. Pre-condicionamiento con dexmedetomidina mediante la via eNOS/NO/PKG

El efecto protector de Dex ha sido demostrado frente a IR renal, pulmonar, cerebral,
hepatica, intestinal, cardiaca y musculo esquelético [78-85]. Actualmente, existen algunos
estudios que han comenzado a dilucidar el mecanismo por el cual Dex ejerce su
proteccién. Al respecto, se ha observado que Dex reduce el dafio por IR renal modulando
la via JAK/STAT y en IR pulmonar, la via TLR4/MyD88/MAPK [80, 86]. Asimismo, en IR

cerebral, Dex redujo el dafio mediante la activacion de la via RISK [78].

En cuanto al corazén, se ha mostrado la importancia de los canales de K+ mitocondriales
dependientes de ATP [87] en la cardioproteccion generada por Dex. Asimismo, también
se ha descrito la participacion de la via RISK [61]. En el contexto de lo indicado, a pesar
de que la activacién de eNOS y generacion de NO en respuesta a Dex ya se encuentra
descrito [62, 64], no existen estudios publicados que vinculen esta via al efecto pre-
condicionante de Dex. Los resultados del presente trabajo muestran que el efecto
protector de Dex se pierde al inhibir eNOS y NO, lo cual fue confirmado mediante la
determinacion de tamafo de infarto (Fig. 3) y recuperacion de los parametros funcionales

del ventriculo izquierdo posterior a IR (Fig. 4A-D).

La descripcion detallada del mecanismo de accion de Dex puede ser fundamental para
asegurar su uso seguro. En dicho sentido, Dex es un agonista del receptor
a2- adrenérgico y como tal, se usa como sedante en anestesia [88]. En cuanto a su efecto
pre-condicionante cardiaco, su mecanismo aln no se encuentra completamente descrito.
En dicho sentido, cabe indicar que existe un estudio que muestra que Dex aumenta el
dafo por reperfusion cuando es administrado posterior y no previo a la isquemia [89]. A
raiz de este estudio, existe la hipétesis de que el efecto cardioprotector de Dex puede

depender del momento en el que se administre [90]. La presente investigacion sustenta
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esta idea, ya que se ha descrito que el NO es protector frente a IR [91, 92]. Sin embargo,
cuando se incrementa la biodisponibilidad del NO durante condiciones pro-oxidantes,
tales como la reperfusidon, éste puede reaccionar con anion superoxido y generar
peroxinitrito, que puede tener efectos toxicos en el tejido cardiaco [93-95]. Esto puede
sugerir que Dex deberia ser administrada antes de la isquemia como un agente pre-
condicionante, en lugar de utilizarse cuando el dafio por reperfusibn ya se ha

desencadenado.

Ademas, este estudio profundiz6 el mecanismo rio abajo de la via eNOS/NO, evaluando
la implicancia de PKG. Al respecto, cabe sefialar que el NO puede proteger el miocardio
de manera dependiente [96] o independiente de PKG [97]. Los resultados de este trabajo
muestran que Dex requiere PKG para ejercer su efecto protector. En la via dependiente
de PKG, el NO activa a sGC, promoviendo la sintesis de cGMP para activar PKG. Al
respecto, se ha observado que la cardioproteccion mediada por la activacién de sGC
requiere la expresion de PKG en el cardiomiocito. [98]. Esto apoya la hipétesis de la
presente investigacion por cuanto Dex aumenta la produccion de NO en el endotelio y

este podria difundir hacia el cardiomiocito, activando PKG.

La via NO/PKG genera vasodilatacion [99], lo cual puede mejorar la perfusion del tejido
isquémico. En el contexto de lo indicado, el trabajo de Okada et al mostré que el flujo
coronario disminuyd durante la administraciéon de Dex, a pesar de que dichos valores
regresaron a ser similares al control poco después y se mantuvieron asi durante la
reperfusion [60]. Alternativamente, PKG puede proteger a través de mecanismos
independientes de la vasodilatacion. Por ejemplo, PKG puede reducir la muerte celular en
IR activando cascadas de sefializacion celular que pueden retrasar la apertura del PTPM

[49, 51, 100].
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7.3 Dexmedetomidina protege al cardiomiocito de IR de forma indirecta a través del
endotelio

El estudio con Dex de lbacache et al mostré que los receptores a2-adrenérgicos se
expresan en el endotelio y los subtipos a2A y a2C, se expresan en el cardiomiocito [61].
Este hallazgo hizo que la hipétesis inicial del presente estudio sostuviera que Dex ejercia
un efecto protector directo en el cardiomiocito. Al respecto, los resultados indican que Dex
no retraso la apertura del PTPM ni redujo la muerte celular (Fig. 5A y B). Sin embargo, la
presencia de células endoteliales si permitié que Dex pre-condicionara los cardiomiocitos
frente a IR, sugiriendo un efecto indirecto sobre éstos (Fig. 6). Este resultado fue
complementado con el hallazgo que muestra que Dex activa a NOS en células
endoteliales, mas no en cardiomiocitos (Fig 7C,D). En dicho sentido, el mecanismo de
accion asociado a los receptores a2-adrenérgicos se relaciona a proteina Gi y disminucion
de los niveles de cAMP [101], sin embargo, también se ha descrito que estos receptores
pueden promover la activacibn de proteinas como AKT o ERK a través de la
transactivacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) [102-104].
Ademas, también se ha reportado que Dex puede generar relajacion o contraccion arterial
a través de la activacién de los subtipos de receptor a2A o a2B, respectivamente [63].
Por lo tanto, esta evidencia sugiere la posibilidad de que los efectos de Dex pueden
depender del tipo celular o el subtipo de receptor a2-adrenérgico.

En complemento a lo indicado, cabe destacar que a pesar de que los cardiomiocitos
corresponden a la mayor parte del volumen del corazén, son superados numéricamente
por células endoteliales [30], lo cual permite el contexto ideal para la interaccion entre
ambos tipos celulares. En ese sentido, se ha probado la importancia del endotelio en la
proteccion de cardiomiocitos frente a IR [32]. Ademas, también se ha mostrado que la
presencia de células endoteliales es importante para generar proteccion farmacoldgica,

siendo un factor clave en la proteccién con isoflurano de cardiomiocitos sometidos a IR
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[105]. En ese contexto, considerando la evidencia de que la interacciébn entre estas
células cardiacas es importante para la proteccion en IR, los hallazgos concuerdan con la
idea de que las estrategias de pre-condicionamiento deben considerar todo el corazén y
no solo el cardiomiocito [31]. La Fig. 8 resume los principales hallazgos de este trabajo y

el modelo propuesto.

Modelo actual Modelo Propuesto

Dex

Pre-condicionamiento
cardiaco

Endotelio

+ eNOS/NO |

Cardioproteccion

Fig. 8 Modelo Propuesto. El modelo que se propone a partir de los hallazgos de este trabajo,
sugieren que Dex se une a su receptor en el endotelio, generando NO, el cual a su vez, difundiria
hacia el cardiomiocito, para activar PKG y gatillar cardioproteccion frente a IR cardiaca.

7.4. Limitaciones del estudio
Las limitaciones mas importantes de este estudio fueron las siguientes: 1) Se mostré que

Dex activa la via eNOS/NO. Sin embargo, no se mostraron evidencias de la activacion de
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PKG. Al respecto, cabe sefalar que se probd que al inhibir PKG, se pierde la
cardioproteccion con Dex, pero los resultados estarian reforzados si ademas se mostrara
que el farmaco activo esta proteina y estudios futuros pueden clarificar este punto. 2) Los
resultados de este estudio muestran que Dex pre-condiciona al miocardio por un
mecanismo dependiente de eNOS/NO y se discute que considerando la naturaleza
protectora del NO en condiciones basales, pero potencialmente perjudicial en condiciones
de estrés oxidativo, Dex deberia ser utilizada como una alternativa cardioprotectora solo
cuando es administrada previo y no posterior a IR. En dicho sentido, seria importante
confirmar los hallazgos de Mimuro et al [89] y probar que Dex aumenta el tamafio de
infarto cuando se administra al inicio de la reperfusiébn, complementando dichos
experimentos con uno que muestre aumento de proteinas nitradas (marcador de
peroxinitrito) en aquellos corazones estimulados con Dex o bloqueando la generacion de
anién superéxido y evaluando si esto inhibe el dafio que pueda generar Dex en la
reperfusion. Ciertamente que dichos experimentos apoyarian los resultados de la
presente investigacion y reforzarian la idea de cuando es seguro usar Dex y cuando
podria estar contraindicada. 3) Los resultados muestran que Dex reduce la muerte celular
en cardiomiocitos de forma indirecta a traveés del endotelio, pero no explora la activacion
de PKG en el cardiomiocito posterior a su interaccién con células endoteliales pre-tratadas
con Dex. En el contexto de lo indicado, un experimento que muestre que al co-cultivar
células endoteliales pre-tratadas con Dex, generan la activacion de PKG en el
cardiomiocito reforzaria sustancialmente la hipétesis de que Dex activa la via eNOS/NO
en el endotelio y el NO difundiria al cardiomiocito para activar sGC/PKG, generando
cardioproteccion. Ademas, también es importante continuar explorando el mecanismo que
explique por qué Dex no activo a NOS en cardiomiocitos, pero si en el endotelio. En dicho

sentido, se requieren estudios detallados de inmunohistoquimica para establecer con
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mayor precision el patron de distribucion de los subtipos de receptores a2-adrenérgicos
en el endotelio.

Ademas, cabe sefialar las limitaciones que puede presentar el modelo ex vivo de corazén
aislado con sistema de Langendorff para establecer con claridad cual es el endotelio
involucrado en la cardioproteccion con Dex, por cuanto éste protocolo involucra la
insercion de un baldén de latex en el ventriculo izquierdo, lo cual puede generar dafio
mecénico en el endotelio del endocardio. En ese sentido, considerando que a pesar de
esta limitante, Dex ejerce su efecto pre-condicionante en este modelo, es posible que el
endotelio coronario, que no se ve afectado por esta aproximacion, sea el responsable de
la proteccién generada por Dex, sin embargo, se requieren mas estudios para establecer

este punto con claridad.
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8. Conclusiones

- Dex activa a eNOS, no iNOS y promueve la produccion de NO en corazén aislado

de rata adulta.

- El pre-condicionamiento farmacolégico con Dex protege el corazoén de IR global,
reduciendo el tamano de infarto y mejorando la recuperacién del ventriculo

izquierdo, a través de un mecanismo que depende de la via eNOS/NO/PKG.

- Dex no reduce la muerte celular, ni retrasa la apertura del PTPM de forma directa

en el cardiomiocito.

- La presencia del endotelio es fundamental para que Dex ejerza su efecto pre-

condicionante en cardiomiocitos sometidos a IR.

- Dex activa a NOS a través de un mecanismo dependiente del receptor a2-

adrenérgico en el endotelio, mas no en el cardiomiocito.
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