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I RESUMEN:

Introduccion. La maniobra que reduce el dafio producido durante el infarto agudo del
miocardio es la reperfusion arterial coronaria. Paradojicamente, el restablecimiento del
flujo coronario puede producir dafios adicionales sobre el miocardio, condicion que se
conoce como dafio letal inducido por reperfusion. El estrés oxidativo, entre otros factores,
esta implicado en la lesion por reperfusibn miocardica, por lo tanto se acepta que
mantener el equilibrio intracelular entre el sistema oxidante y antioxidante proporcionara
proteccion contra el dafo por reperfusion. Se siguen investigando diversas estrategias
cardioprotectoras, entre las cuales destaca la maniobra del post-acondicionamiento (PC)
con lo que se han demostrado beneficios en estudios de intervencionismo coronario
percutdneo. Dicha maniobra reduce la lesién por reperfusion a través de mecanismos
complejos; sin  embargo, la contribucion del sistema antioxidante en el

postacondicionamiento no se ha estudiado completamente.

Objetivo: Determinar la contribucion del sistema antioxidante en la cardioproteccion
conferida por el post-acondicionamiento a tiempos cortos de reperfusion y tras una

reperfusion prolongada.

Metodologia: Se utilizaron corazones de 60 ratas Wistar macho de aproximadamente
400 g. Los corazones de los animales se disecaron y se montaron en el aparato de
perfusiéon de Langendorff y se siguieron los siguientes protocolos experimentales. Los
corazones del grupo control se perfundieron continuamente durante 110 minutos; los del
grupo isquémico, se sometieron a una isquemia total durante 30 minutos; el grupo
isquémico-reperfundido, recibié reperfusion durante 60 minutos tras el periodo de
isquemia; a los grupos post-acondicionados, se les aplicaron 3 ciclos de 30 segundos de
reperfusion, seguidos por 30 segundos de re-oclusion, tras la isquemia y antes de la
reperfusion. Uno de ellos recibid6 5 minutos de reperfusion y el otro, 60 minutos de
reperfusion. Se obtuvieron muestras del tejido miocardico y se determinaron marcadores
de estrés oxidativo, como oxidacién de proteinas y lipoperoxidacién. También se
determind la cantidad relativa, expresion y actividad de las enzimas antioxidantes SOD

Cu-Zn (superéxido dismutasa dependiente de Cu-Zn), SOD Mn (Superéxido dismutasa



dependiente de Manganeso), Cat (Catalasa) y Gpx (Glutation Peroxidasa), asi como el
contenido de glutation total y reducido. El andlisis estadistico se realizé mediante la

prueba de ANOVA, se considero significativa una p<0.05.

Resultados: Encontramos que en corazones donde se aplicé la maniobra de post-
acondicionamiento se recuperd significativamente el trabajo cardiaco, medido como
presion ventricular izquierda (PVI) y el doble producto (DP: frecuencia cardiaca x presion
ventricular izquierda) a tiempos de reperfusion cortos (PC5) y también tras la reperfusion
prolongada (PC60). La carbonilaciébn de proteinas y los niveles de malondialdehido,
marcadores de estrés oxidante disminuyeron en los corazones post-acondicionados, en
correlacion con un aumento significativo de la actividad de la superdxido dismutasa CuZn
(P < 0.05, PC60 vs. IR60) y de un incremento en el estado redox, medido como la
relacion entre glutation reducido y oxidado (GSH: GSSG) (P < 0.05 PC60 vs. IR60). Al
aplicar un inhibidor no-selectivo de la SOD, el dietiltiocarbamato (DETC), disminuyé la
proteccion conferida por el post-acondicionamiento. Estos resultados indican que los
antioxidantes no enzimaticos contribuyen de manera importante en el efecto protector del
post-acondicionamiento y al parecer toma relevancia cuando actia de manera

concertada con otros mecanismos activados por el post-acondicionamiento.

Conclusiones:

Concluimos que en un modelo agudo de isquemia y reperfusion prolongada, el
post-acondicionamiento es una maniobra que recupera la funcién mecéanica del corazén,
evitando los efectos deletéreos del estrés oxidativo. Esta condicibn parece estar
relacionada con el aumento en la actividad de la SODCu-Zn y con la accién antioxidante
del GSH.



I ABSTRACT

Background: Coronary artery reperfusion is the only mechanism that has been shown to
reduce myocardial damage after acute myocardial infarction. Paradoxically, restoration of
coronary blood flow can cause additional damage to the myocardium, a condition known
as reperfusion-induced lethal damage. Therefore, cardioprotective strategies, like post-
conditioning are being intensively studied. Although post-conditioning has demonstrated
clinical benefits on percutaneous coronary interventions, the molecular mechanisms by

which this cardioprotective strategy acts are not completely understood.

Objective: To determine the contribution of the antioxidant machinary in post-
conditioning-exerted  cardioprotection  after  short and long  reperfusion.

Methodology: Sixty male Wistar rats weighting approximately 400 g were used in this
study. Hearts were mounted in the Langendorff perfusion system and the following
protocols were applied. Control hearts were continuously perfused during 110 minutes;
the ischemic group was subjected to global ischemia during 30 min; the ischemic-
reperfused group was reperfused during 60 minutes after ischemia; post-conditioned
groups received three cycles of 30 seconds occlusion-reperfusion after ischemia and
before short (PC5) or long (PC60) reperfusion. Cardiac tissue samples were obtained to
determine oxidant stress markers, e.g. protein carbonylation and lipoperoxidation. Also
the relative content, expression level and enzymatic activity of SOD Cu-Zn, SOD Mn, Cat
and Gpx, and the ratio GSSH:GSSG ratio were evaluated. The statistical analysis was
performed by ANOVA considering significance at P <0.05.

Results: PC significantly increased the left ventricular developed pressure (LVDP) and
the double product (DP: heart rate x LVDP) at both early (PC5) and long reperfusion
(PC60). Necrotic tissue diminished to 10.8% in PC60 hearts as compared with 49% of
infarct size measured in IR60 hearts (P < 0.05 vs. IR60); also protein carbonylation and

malondialdehyde levels decreased in correlation with a significant augment in CuZn
superoxide dismutase (CuzZnSOD) activity (P < 0.05, PC60 vs. IR60) and increased
glutathione redox state (GSH: GSSG) (P < 0.05 PC60 vs. IR60). Diethylthiocarbamate



(DETC), a non-selective SOD inhibitor, significantly diminished PC-protection when
administrated during all the protocol. However, administration of this inhibitor only during
reperfusion had no effect on PC-induced cardioprotection. These results indicate that
non-enzymatic antioxidants account for the protective effect of PC, modifying the oxidant
stress caused by ischemic reperfusion in rats. The contribution of CuZnSOD activity in the
observed cardioprotective effect is less clear, and could be relevant if acting in concert

with other PC-activated mechanisms.

Conclusions:  We conclude that in an acute model of ischemia and prolonged
reperfusion, the maneuver of post-conditioning recovers the mechanical function of the
heart, avoiding the deleterious effects of oxidative stress. This condition appears to be

related to increased activity of the SODCu-Zn and the antioxidant action of GSH.



IV INTRODUCCION

En correlacion con el aumento del sobrepeso y la obesidad en México, se ha
incrementado la mortalidad por el infarto del miocardio, ocupando el segundo lugar
porcentual con 11% después de la Diabetes Mellitus. Esta entidad es responsable del
15% de mortalidad en nuestro pais, ya que el INEGI ha documentado 65,000 muertes
so6lo en el 2010 (INEGI,SS defunciones 2010).

La reperfusion arterial coronaria es la Unica maniobra que reduce el dafio producido
durante el infarto del miocardio. Paradojicamente, el restablecimiento del flujo coronario
puede producir dafios adicionales sobre el miocardio isquémico, condicidbn que se
conoce como dafio letal inducido por reperfusion (Yellon et al., 2007).

Los mecanismos descritos para explicar el dafio por reperfusién son muy diversos,
podemos mencionar la pérdida de energia como resultado del desbalance entre el
suministro de oxigeno y la demanda metabolica (Ferrari et al., 1993), la alteracion de la
homeostasis i6nica (Tanaka et al. 2002) y la generacion de radicales libres (Penna et al.,
2009). El estrés oxidativo inicia como resultado del desbalance entre la produccién de
radicales libres y defensas antioxidantes, asocidndose con destruccion de lipidos,

proteinas y acidos nucleicos.



V. MARCO TEORICO

1. DANO POR REPERFUSION: ASPECTOS EXPERIMENTALES Y TRADUCCION
CLINICA

La traduccién clinica del dafio por reperfusién en los pacientes es el aturdimiento
miocardico. EIl desarrollo de este fendmeno en una angioplastia primaria es mas severo
cuanto mayor ha sido el tiempo de isquemia previo a la reperfusiéon. En nuestro pais, el
Registro Nacional de Intervenciones Cardiovasculares de la Sociedad de Cardiologia
Intervencionista de México del 2010 al 2011, documenté que las indicaciones del
procedimiento de intervencionismo coronario fueron en un 59% los sindromes coronarios
agudos: 31% infarto agudo con elevacion del segmento ST, y 28% sindrome coronario
agudo sin elevacion del segmento ST, 4% se encontraban en choque cardiogénico y 6%
requirieron apoyo hemodinamico. Se registraron 43 complicaciones, entre las mas
frecuentes la del fendmeno de no reflujo. La mortalidad dentro de la sala de
hemodinamia fue del 5%. En 2011, Palacios y sus colaboradores documentaron que
dicha mortalidad era del 46% en pacientes que ingresaban a la sala de hemodinamia en
choque cardiogénico.

En los estudios de la funcion ventricular después de un infarto agudo del miocardio
se ha demostrado una recuperacién tardia de ésta después de la reperfusion, que puede
variar de 7 a 10 dias. En la cirugia cardiaca se produce una disminucion de la funcion
contractil después de restablecer la circulacion normal posterior al uso de la bomba de
circulacién extracorpérea (Hausenloy et al., 2012). En la mayoria de los casos esta
disfuncion es reversible en 24-48 h, periodo durante el cual pueden presentarse arritmias
ventriculares y choque cardiogénico. En grupos de alto riesgo, el aturdimiento
posquirdrgico puede tener efectos adversos en la morbimortalidad (Goldberg et al.,
2006). En 2006, Goldberg y sus colaboradores observaron el desarrollo de ritmo
idioventricular acelerado en 10 de 12 pacientes reperfundidos con estreptocinasa
intracoronaria. Multiples estudios han mostrado que la aparicion de ritmo idioventricular
acelerado es mas frecuente con la reperfusion que durante el episodio isquémico, por lo
gue la aparicion de ritmo idioventricular acelerado se considera un criterio clinico de

reperfusion.



Por otra parte, la reperfusion en los infartos inferiores se asocia con bradicardia
sinusal e hipotension arterial sistémica mediante el denominado reflejo de Bezold-
Jarisch. Esto se explica por la afeccion de la arteria del nodo sinusal. Otro caso de dafio
por reperfusion se da en la angina de Prinzmetal, en dicha patologia, los periodos de
isquemia mas breves seguidos por reperfusion se asocian a arritmias letales y explica los
eventos de muerte subita cardiaca arritmica que se han demostrado en pacientes al
ceder el espasmo coronario, al igual que en pacientes con isquemia silente y angina

inestable.

La evidencia experimental sugiere que en los primeros minutos de la reperfusion
se mimetiza lo que ocurre durante la respuesta inflamatoria. En ambos casos, hay
activacion de neutrofilos, asi como activacion de células endoteliales; conforme avanza el
tiempo de reperfusiébn hay reclutamiento de neutréfilos que de inicio se adhieren al
endotelio y finalmente migran al parénquima. Estos mecanismos son inducidos por
radicales libres de oxigeno, y pueden dar lugar al fenémeno de no reflujo el cual,
angiograficamente se manifiesta como un estancamiento del medio de contraste en
ausencia de diseccién coronaria, trombo, espasmo coronario grave o estenosis residual
significativa en la arteria intervenida, siendo consecuencia del dafio endotelial y de la
disminucién de la secrecién basal de 6xido nitrico (NO®). La deplecién del 6xido nitrico
extracelular por radicales superdxido y la contraccion celular coronaria por disfunciéon en
la liberacidn del calcio por el reticulo sarcoplasmatico durante el estrés oxidativo (Niccoli
et al.,, 2009; Pasceri et al., 2005), puede provocar vasoconstriccion y la formacion de
micro-trombos en el lumen de vasos pequefios. Las células endoteliales sintetizan
mediadores pro-inflamatorios (factor de necrosis tumoral a [FNTa], interleucina 6 [IL-6],
IL-8) asi como especies reactivas de oxigeno, que en pocos minutos causan dafo tisular
irreversible (Sheng et al., 2007; Reffelmann et al., 2002). Las consecuencias de todo
esto son la disfuncion contractil segmentaria postisquémica y trastornos letales del ritmo
cardiaco. Por lo tanto, la investigacion de estrategias de cardioproteccion es

preponderante para esta categoria de pacientes.



2. MECANISMOS DE DANO POR REPERFUSION

2.1. Estrés oxidante y especies reactivas de oxigeno.

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas que se forman en procesos
donde interviene el oxigeno. Los radicales libres que se originan a partir del oxigeno son
llamadas especies reactivas del oxigeno (ERO), mientras que los radicales libres que se
originan mediante la reaccion del oxigeno con el nitrégeno, son considerados una
subclase de radicales libres y son llamadas especies reactivas de nitrégeno (ERN).
Varias enzimas y procesos bioquimicos pueden producir especies reactivas de oxigeno y
especies reactivas de nitrégeno. Las principales fuentes de ERO/ERN en el sistema
cardiovascular son los siguientes: la xantina oxidorreductasa, la NADPH oxidasa, la
sintasa de oxido nitrico (SON) y los citocromos mitocondriales (Jaburek et al., 2006). La
hemoglobina también puede considerarse como una fuente de radicales libres.

El estrés oxidativo se asocia con modificaciones de los fosfolipidos de la
membrana y de proteinas que conducen a la peroxidacién y a la oxidacion de
grupos tiol (Jaburek et al., 2006). Las principales especies reactivas de oxigeno se

presentan en la tabla I.

Radicales No Radicales

Superéxido (0, ) Oxigeno singulete (*O,)
Hidroxilo (OH) Peroxido de Hidrégeno (H,0; )
Peroxilo (RO,) Ozono (0O)

Hidroperoxilo (HO,) Anién peroxinitrito (ONOO)

Tabla I: Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

2.2 . Especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno formados en la isquemia

reperfusion

La generacion de especies reactivas de oxigeno en el corazén ocurre durante la

isquemia y la reperfusion. En modelos de isquemia tisular global en cardiomiocitos
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aislados, la concentracién de oxigeno no se abate por completo, por lo tanto, se
considera que existe una produccion inicial de especies reactivas de oxigeno durante la
isquemia (Becker 2004). Se ha propuesto que las especies reactivas de oxigeno en la
isquemia pueden jugar un papel importante de sefializacién (Yue et al., 2000; Zweier J
et al., 2006; Chen et al., 2007).

2.2.1 Compartimento citosélico:

Se ha propuesto que la acumulacion de xantina oxidasa y de sus sustratos:
hipoxantina y xantina durante el periodo de isquemia, pueden ser relevantes para
producir la lesion de las células durante la posterior re-oxigenacion, puesto que llegara el
oxigeno necesario para la enzima con la consecuente produccion de radicales libres de

oxigeno (Raedschelders et al., 2012)

Xantina oxidasa

Xantina + Agua + 20, — - Acido Urico + 20, , H202

Durante la fase de reperfusion, el flujo sanguineo se reinstaura llegando de
nuevo oxigeno de forma importante a las células. El exceso de Ca*" citoplasmatico
estimula proteasas, que activan en el citosol el paso de xantina-D (deshidrogenasa) a
xantina-O (oxidasa) en presencia de NADPH (Halliwell et al., 1991) La xantina oxidasa
es la mayor fuente biologica de produccién de superdxidos en tejidos post-isquémicos.
En los tejidos normoxicos la forma sintetizada es la xantina deshidrogenasa. La xantina
deshidrogenasa no puede transferir electrones al oxigeno molecular para formar peréxido

de hidrégeno o superéxido, pero puede reducir el NAD" (Nicotinamida adenin nucleétido).

Xantina + Agua + NAD*—Xantnadeshidrogenasa . acido Urico + NADH + H*

En condiciones de baja concentracion de oxigeno como ocurre en la fase de
isquemia sucede la transformacion de xantina—deshidrogenasa en xantina-oxidasa y ésta
utiliza el oxigeno molecular en lugar del NAD™ produciendo O," y H,O,, sintetizando los
radicales libres citosolicos (Halliwell et al.,1987). El ani6on superéxido y otras especies

reactivas de oxigeno pueden oxidar las fibras del miocardio ya dafiados por la isquemia,
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lo que favorece la apoptosis. En la reperfusion, el O, reacciona con el 6xido nitrico (NO*®),

formando peroxinitrito (ONOO-).

El O,” puede ser trasformado por la SOD a H,0O,, que en presencia de Fe’* o

Cu?*, puede transformarse por la reaccién de Fenton en el radical hidroxilo (OH®).
2.2.2 Compartimento mitocondrial:

Se ha descrito que la génesis de la lesion por isquemia/reperfusion esta
intimamente ligada a la funcion mitocondrial. Los eventos principales asociados al dafio
por reperfusion son: la ruptura de la membrana mitocondrial externa, la sobrecarga de
calcio intramitocondrial y la produccion de especies reactivas oxigeno. Se ha
propuesto que los sitios productores de ERO en la mitocondria son los complejos
respiratorios (I y 1ll), la monoaminooxidasa (MAO) y el p66Shc (Zweier, 2006).

También se ha descrito que el aumento de calcio mitocondrial promueve la
formacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (Figura 1). La sobrecarga
de calcio estimula a las deshidrogenasas del ciclo de Krebs (Stone et al., 1992),
provocando un incremento en el flujo de electrones de la cadena respiratoria, lo que
produce un aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno a partir del ciclo
Q (Griffits et al., 1998). EI calcio también estimula directamente a la sintasa de 6xido
nitrico (SON), con lo que aumenta la producciéon de ON®, que inhibe al complejo Ill y IV
de la cadena respiratoria (Brookes et al., 2004). Debido a esto los electrones en la
cadena no tienen salida, aumentando la produccién de especies reactivas de oxigeno a
nivel del sitio Q. Ademéas el ON® y el Ca?* pueden inhibir el complejo I, lo que
incrementa aun mas la generacion de especies reactivas de oxigeno (Nauta et al., 1991).
La inhibicion de la cadena respiratoria terminara afectando la maquinaria contractil.

El calcio también puede disociar al citocromo C (cyt C) de la membrana interna y
a altas concentraciones provocar la apertura del poro de transicion mitocondrial (MPTP)
(Halestrap, 1999). Las condiciones asociadas a la reperfusion, como la produccion de
especies reactivas de oxigeno, la normalizacion del pH y el incremento en la entrada

intramitocondrial de Ca?*, crean un escenario ideal para la apertura de MPTP (Rasola et
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al., 2007; Zorov et al., 2009), aunque también se ha reportado que la apertura de MPTP
puede ocurrir durante la isquemia (Costa et al., 2008),

La salida del citocromo C al citosol inicia la cadena de apoptosis. En este
sentido, Zorov y colaboradores, trabajando con cardiomiocitos aislados de ratas adultas,
observaron la liberacion de esta proteina, en asociacion con la apertura del MPTP y con
un incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno en las mitocondrias
(Zorov et al., 2000). Por lo tanto, el dafio al miocardio durante la isquemia/reperfusion
puede incrementarse, con un aumento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno, secundario a la sobrecarga celular y mitocondrial de Ca**, contribuyendo a la
activacion  del MPTP 'y a una menor disponibilidad de NO°.

Membrana
Externa

._) Caz*g- —>ON-*
APOPTOSIS

°c @

A
QOQH' - ﬁﬁ
QH,
CICLO Q
NAD™

caz —> (%2

Membrana

Cardiolopina Interna

NADH

Figura 1: Mecanismos de generacién de radicales libres.

Al estimular el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ATC) por el Ca* (1), se incrementa el flujo de
electrones en la cadena respiratoria, el Ca2+ también estimula a la SON y se produce ON' (2), el
cual puede inhibir el complejo respiratorio en el complejo IV (3). Esto ocasiona el incremento de
ERO a través del ciclo Q (4). En conjunto, el ON" y el Ca** pueden inhibir el complejo I. EI Ca*
también puede disociar el citocromo C (cit-c) de la cardiolipina en la membrana interna (6) y esto
ocasiona que haya apertura del PTP y liberacion del cit-c a través de la membrana externa (7). La
subsecuente inhibicion del complejo Il (8) puede incrementar ain mas la generacion de ERO a
través del ciclo Q. El complejo 1l fue omitido en la figura para dar més claridad a la misma. Tomado
de Brookes et al.(2004)
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coronarias breves (Linquist et. al 1988) asi como en respuesta a la sobrecarga
hemodinamica (Delcayre, 1988).

3.ENZIMAS ANTIOXIDANTES

3.1 Superdéxido dismutasa: La superoxido dismutasa (SOD) es una
metaloproteina que cataliza la reaccion de conversion de O,  mediante su
transformacion en H,O,, el cual puede ser convertido a su vez por las actividades de
catalasa o glutation peroxidasa (Halliwell et al., 1991).

Se han identificado tres clases de SOD aisladas en mamiferos (Tanno et al.,
2010) La SOD CuZn contiene un cofactor con dos atomos metalicos, uno de Cu y otro
de Zn. La SOD Mn tiene como cofactor manganeso. Otras SODs presentan cofactores
mononucleares de fierro o niquel. Las SODs presentan homologias en cuanto a sus
secuencias y estructura tridimensional. Ademas poseen residuos quelantes idénticos en

el sitio activo (Liou et al., 1993). La presencia del cobre y del zinc en esta

metaloenzima le permite reducir al ion superoxido.

Reduccion: M™ + 0,°” + 2H" — M™Y* + H,0,. M = Metal

3.2 Catalasa: Es una enzima tetramérica con cuatro subunidades idénticas de 60 kDa
dispuestas tetraédricamente y que contiene cuatro grupos de ferro-protoporfirina por
molécula. Es una de las enzimas conocidas mas eficientes, tanto que no puede ser

saturada por H,O, a ninguna concentracion.

Cataliza la conversion de H,O, en H,O y O, para proteger a las células del H,0,

gue se genera en su interior (Halliwel et al., 1985)

2H,O, - >2H,0 + Os.
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En animales, el H,O, se detoxifica mediante las actividades de la catalasa y la
glutation peroxidasa. Aunque la catalasa no es esencial para algunos tipos de células en
condiciones normales, tiene un importante papel en la adquisicion de tolerancia al estrés
oxidativo en la respuesta adaptativa de las células miocardicas (Pendergrass et al. 2011)
Oz y H20;

3.3 Glutatién peroxidasa: Esta formada por cuatro subunidades idénticas, y
cada una de ellas contiene un residuo de seleno-cisteina, que es esencial para su
actividad enzimatica. La glutation peroxidasa (GPx) comparte su sustrato con la
catalasa, pero ademéas puede reaccionar de manera efectiva con lipidos y otros
hidroperéxidos organicos, catalizando su reduccion (ROOH y H,0;) usando glutation
reducido (GSH) y asi contribuye a la proteccion de las células de mamiferos contra el

dafo oxidativo. (Brigelius, 1999).

ROOH + 2GSH - > ROH + GSSG + H,0.

Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GPx en mamiferos. Aunque su
expresion es ubicua, el nivel de cada isoforma varia dependiendo del tipo de tejido, en

corazoén la isoforma predominante es la Gpx-1 (Holtzman 2007).

La neutralizacion de las ERO ocurre en la mitocondria por accion de la SOD Mn
y en el citosol por la SOD CuZn, GPx y catalasa. Se ha propuesto que el ciclo rédox del
glutatiéon es la mayor fuente de proteccion contra bajos niveles de estrés oxidativo, sin
embargo, la accion de catalasa es mas importante contra el estrés oxidativo severo
(Figura 3) (Halliwell, 1995).
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Figura 2: Principales Sistemas antioxidantes en el corazén de rata. H.O, :Perdxido de hidrégeno; Hidroxilo: OH'" ;
SOD Cu-Zn: Superéxido dismutasa cobre zinc: SOD Mn: Superéxido dismutasa de manganeso; GSH: Glutation
reducido; GSSG: Glutation oxidado; Oz" : Ion superdxido; GPx-1: Glutatién Peroxidasa 1; GR: Glutation
Reductasa.

3.4 Hipotesis de la Regulacion transcripcional y actividad enzimatica de las

enzimas antioxidantes en la isquemia- reperfusion.
3.4.1 Regulacion Transcripcional:

Muchos de los genes regulados por la hipoxia en las células de los mamiferos
son regulados transcripcionalmente por el factor inductor de hipoxia (HIF). EI complejo
del HIF-1 es un heterodimero compuesto por una subunidad beta expresada
constitutivamente, y por una subunidad alfa. El nivel y la actividad transcripcional de este
complejo son regulados en forma precisa por la concentracion celular del oxigeno. Bajo
concentraciones de oxigeno normales, la proteina es destruida por el proteosoma,
mientras que con concentraciones bajas de oxigeno, el HIF-la se estabiliza
dimerizandose con HIF- para formar un activador transcripcional efectivo (Kakinuma,

2001). El dimero se une a secuencias especificas del ADN y activa la transcripcion de
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varios genes involucrados en el metabolismo, la proliferacidén, la supervivencia, la
eritropoyesis y la biologia vascular (Shultz, 1999; Caramaelo, 2006). En este sentido, el
Nrf2, es un factor de transcripcién que induce la expresion de genes para proteinas fase
Il, que protegen a las células contra el dafio generado por estrés oxidante (Dreger et al.,
20009).

3.4.2 Regulacién de la actividad enzimatica:. La regulacién enzimatica se refiere a la
posibilidad que tienen las enzimas de variar la velocidad de las reacciones que catalizan
al producirse determinados cambios en el medio. Los cambios de velocidad se deben a
cambios cuantitativos o cualitativos de los centros activos, y atendiendo a esto las formas
bésicas de la regulacion enzimatica se manifiestan por variacion en la cantidad o la
actividad de las enzimas. De acuerdo a la informacién previa se ha descrito en respuesta
a la hipoxia un incremento en la actividad de las enzimas productoras de radicales libres

como la xantina oxidasa y un decremento en la actividad de las enzimas antioxidantes.

4. ESTRATEGIAS CARDIOPROTECTORAS

4.1 El Post-acondicionamiento miocardico

En el estudio del miocardio isquémico-reperfundido, tan variados son los
mecanismos de dafio, como la estrategias descritas para su proteccion. De manera
experimental, se han investigado estrategias cardioprotectoras farmacolégicas como los
blogueadores de los canales de calcio y los flavonoides, con discretos resultados
(Haramaki,1993; Yoon, 1985; Garcia G. et al., 2005; Garcia G. et al., 2006), mientras
gue las estrategias mecénicas como el pre y el post-acondicionamiento han resultado
més efectivas. Este Ultimo consiste en la proteccion contra el dafio por reperfusion por la
adaptacion del corazén a la hipoxia crénica, mediante una serie de oclusiones breves
antes de una isquemia prolongada y del restablecimiento del flujo coronario, lo cual
aumenta la recuperacion de la funcion cardiaca y reduce el tamafio del infarto (Yellon

2005). Los dos protocolos se presentan en la Figura 3.
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Figura 3 : Estrategias mecéanicas de proteccion contra el dafio por reperfusiébn miocardica. a) Isquemia-
Reperfusién sin cardioproteccion, b) Pre-acondicionamiento, c¢) Post-acondicionamiento. I=lsquemia durante 30
segundos, R=Reperfusiéon durante 30 segundos.

En sus inicios, a la aplicacion del post-acondicionamiento se le denominé
reperfusién tardia y no le dio plena importancia (Okamoto, 1986). Mucho después, se
demostré en perros que la aplicacion de una serie de ciclos cortos de reperfusion y
oclusion de la arteria coronaria, justo antes de la reperfusion, pero después de una
isquemia relativamente prolongada, son tan efectivos como el pre-acondicionamiento
para limitar el tamafio del infarto (Zhao et al., 2003). La técnica consistio
especificamente, en la aplicacion de 3 ciclos de 30 segundos de reperfusidon, seguidos
por 30 segundos de re-oclusion, después de 60 minutos de isquemia, obteniendo una
reduccién en el tamafio del infarto miocardico. Dependiendo de la especie, modelos y
otros factores, el post-acondicionamiento ha demostrado reducir el tamafio del infarto de
~ 20-70% en comparacion con controles emparejados (Otani et al., 1984; Haramaki et
al., 1993; Zhao et al., 2003). En mudltiples modelos y especies, el post-
acondicionamiento puede reducir la apoptosis, la necrosis, la disfuncion endotelial y la
activacion endotelial, por lo tanto también disminuye la adhesion de leucocitos al
endotelio y la inflamacion por los radicales libres (Niccoli et al., 2009; Luna P. et al.,
2010).

También se ha observado una reduccion en la incidencia de arritmias por

reperfusion. Galagudza et al. (2004) documentaron que la recanalizacion percutanea de
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la arteria coronaria mediante angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP)
indujo un ritmo idioventricular, al interrumpir de manera repetida el flujo varias veces y la
restauracion del ritmo sinusal una vez que se restaurd la circulacién coronaria.

En el trabajo realizado por Halkos et al. (2004) en cirugia de revascularizacion con
perros se evalud el post-acondicionamiento isquémico obteniendo cardioproteccion
(reduccion del 10 al 15% en el tamafio del infarto); este estudio se confirmo6 en pacientes
post-operados de cirugia de cambio valvular y de revascularizacion coronaria (Luo et al.,
2010).

Otros estudios en pacientes han confirmado los hallazgos experimentales en
modelos animales; por ejemplo, en pacientes con infarto agudo del miocardio (Staat et
al. 2005), se aplico esta técnica de acuerdo con lo descrito por Galagudza et al. (2004),
guienes encontraron que la aplicacién del postacondicionamiento en ratas convierte la
fibrilacién ventricular persistente en ritmo sinusal. En el protocolo realizado por Laskey
(2005), a 17 pacientes se les realiz6 angioplastia estandar con 90 segundos de inflado
del globo ininterrumpido y se comparé con 17 pacientes a los que se les realizd
angioplastia con post-acondicionamiento. Se observo una reduccién mayor del desnivel
positivo del ST en el ultimo grupo. Por su parte, Thibault y colaboradores documentaron
en un ensayo clinico controlado una diferencia del 7 al 10% en la fraccion de expulsion
del ventriculo izquierdo en aquéllos pacientes en quienes se realizé la maniobra de post-
acondicionamiento durante la angioplastia primaria en comparacion con aquéllos en
guienes no se realiz6 dicha maniobra (Thibault et al. 2008).

Sin embargo los mecanismos por los cuales esta maniobra cardioprotectora actlia no

se conocen del todo.

4.2 Hipotesis de laregulacién de la cardioproteccion por los radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno generadas por el pre-acondicionamiento isquémico
y farmacoldgico actian como desencadenantes de la proteccion cardiaca (Tsutsumi et
al. 2007), sin embargo, la participacion de especies reactivas de oxigeno en el post-
acondicionamiento isquémico y farmacologico in vivo e in vitro se encuentra en estudio.
Por ejemplo, en un modelo in vivo, se sometieron los corazones de ratones a 30 minutos
de isquemia coronaria, seguidos de 2 horas de reperfusion. A dos grupos se les realizo

post-acondicionamiento mecanico o farmacologico con isofluorano, otros grupos fueron
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tratados con 2-mercaptopropionil glicina (MPG) un atrapador de ROS, 10 minutos antes
o después del post-acondicionamiento mecanico o farmacoldgico. Se obtuvo una
reduccion significativa del tamafio del infarto en comparacién con el grupo control en los
animales post-acondicionados, pero el efecto protector se perdié con la administracion
previa al post-acondicionamiento de MPG, pero no después del postacondicionamiento.
Estos datos sugieren que las especies reactivas de oxigeno son un efector importante
del dafio por reperfusion, pero que también juegan un papel importante como moléculas
sefalizadoras en la cardioproteccion conferida por post-acondicionamiento en miocitos

cardiacos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha sugerido que en condiciones de reperfusion hipdxica tras periodos de post-
acondicionamiento, la cardioproteccion esta relacionada con una disminucién de
peréxido en mitocondrias, por lo que se intuye que los sistemas antioxidantes estén
involucrados. No se ha determinado que sucede con la produccion de enzimas
antioxidantes en respuesta a las especies reactivas de oxigeno que se producen durante
los periodos de postacondicionamiento, por lo que nos propusimos estudiarlas y
determinar cual podria ser la relacibn entre su produccion y los mecanismos que
pudieran neutralizar las especies reactivas de oxigeno antes de llegar a un dafio

miocardico irreversible por la reperfusion.
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VI METODOLOGIA

1. HIPOTESIS
Durante el post-acondicionamiento, las especies reactivas de oxigeno
producidas en una fase inicial inducen la activacion de mecanismos de cardioproteccion,
gue incluyen la sobre-expresion de proteinas antioxidantes. Asi, la maquinaria
antioxidante se encontrara aumentada al momento de la reperfusion prolongada,
logrando atenuar el dafio producido por la sobreproduccién de especies reactivas de

oxigeno y contribuyendo a la cardioproteccion por post-acondicionamiento.

2. OBJETIVOS
2.1 General: Determinar los cambios en los niveles de expresion y actividad de las

enzimas antioxidantes y en el estado redox de corazones post-acondicionados.

2.2 Particulares:

a) Establecer los tiempos de post-acondicionamiento que promuevan la proteccion del
tejido cardiaco sometido a isquemia y reperfusion prolongadas.

b) Obtener muestras de ARNm de corazones normoxicos, reperfundidos y sometidos a
post-acondicionamiento mediante técnicas establecidas.

c) Determinar la pureza de tales preparaciones, mediante analisis de geles de agarosa.
d) Determinar por PCR la expresion de los genes que codifican para las proteinas
antioxidantes antes indicadas.

e) Determinar la sobre-expresion de estas proteinas mediante inmunodeteccion.

f) Medir la actividad enzimatica de las enzimas antioxidantes.

g) Medir los niveles de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en los

diferentes protocolos experimentales.
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3. JUSTIFICACION Y RELEVANCIA:

La posible aplicacion clinica del post-acondicionamiento isquémico es de suma
importancia, por lo que el estudio de los mecanismos que derivan de esta estrategia
cardioprotectora, se ha convertido en el foco de estudio de diversos grupos, incluido el
nuestro. De confirmarse la hipétesis planteada, los resultados obtenidos en este trabajo,

contribuiran para la aplicacion de nuevos tratamientos en la isquemia miocéardica aguda.

4. TIPO DE DISENO: Experimental

5. MUESTRA:
Se utilizaron 90 ratas Wistar sanas de 400 g para la realizacién del protocolo
experimental. Se requirieron de otras 10 ratas Wistar para la mediciébn en células

miocardicas de los valores basales de las enzimas antioxidantes. Total: 100 ratas.

6. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Se incluyeron corazones de ratas Wistar sanas y se excluyeron todos aquellos
corazones en los que se documentaron trastornos del ritmo cardiaco (Fibrilacion

ventricular, taquicardia ventricular, fibrilacion auricular) antes de iniciar el experimento.

7. VARIABLES:
7.1 Variable de Interés: Isquemia:
Definicién conceptual: Desequilibrio de difusion y perfusién de O, en un tejido, en este
caso tejido miocardico de rata.
Definicion operacional: Periodo de ausencia de flujo de la solucion de perfusién a
través de las arterias coronarias.

Tipo de variable: Cualitativa nominal

7.2 Variable de resultado: Enzimas antioxidantes y estrés oxidante
Definicion conceptual: El estrés oxidante es la produccion de especies reactivas de
oxigeno causadas por diversas condiciones ambientales adversas. Las enzimas

antioxidantes son proteinas dotadas de propiedades cataliticas que mantienen en
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niveles aceptables las concentraciones de especies quimicas conocidas como radicales
libres.

Definicion operacional: La glutation peroxidasa cataliza la degradacion de H,O, y de
peréxidos organicos utilizando el GSH como co-sustrato, la SOD cataliza la dismutacion
de O, a O,y H,0O, y la catalasa cataliza la degradacion de H,0,,

Medicién: Mediante determinacién de marcadores de estrés oxidante; lipoperoxidacion
y carbonilacién de proteinas y PCR, analisis de western blot y ensayos de actividad de
las enzimas antioxidantes.

Tipo de Variable: Cuantitativa continua.

7.3 Maniobra de Intervencién; protocolo de post-acondicionamiento:

Definicion conceptual: Maniobra de cardioprotecciéon al inicio de la reperfusion
coronaria.

Definiciébn operacional: Maniobra realizada durante los primeros cinco minutos
después de un tiempo determinado de suspension de la solucién de perfusion en el
corazén aislado (isquemia) consistente en la reapertura de la solucion de perfusion
(reperfusion) durante 30 segundos Yy después isquemia (30 segundos) durante cinco
ciclos.

Tipo de Variable: Cualitativa dicotomica.

8. RECURSOS MATERIALES Y HUMANOS
En el Departamento de Bioquimica del Instituto Nacional de Cardiologia,
Ignacio Chavez, se contd con la infraestructura necesaria para llevar a cabo los
experimentos de corazon aislado, para extraer y determinar la pureza de las muestras de
RNA de los corazones controles, reperfundidos y post-acondicionados mediante
electroforesis en geles de agarosa, asi como para realizar pruebas de la expresion

diferencial de proteinas, mediante ensayos de RT-PCR e inmunodeteccion.

23



VIl DESARROLLO EXPERIMENTAL:

1.- Extraccion de corazén de rata Wistar y montaje en el sistema de reperfusion

Langendorff:

Se utilizaron ratas Wistar macho de entre 400-450 g, que se anestesiaron con
pentobarbital sodico (60 mg/Kg). Cinco minutos después, una vez anestesiado el
animal, se hizo diseccion roma y se identifico la vena femoral profunda donde se
inyectaron 500 U de heparina no fraccionada con el fin de evitar trombos intracavitarios
e intracoronarios que destruirian la preparacion. Acto seguido se inicid la incision del
abdomen hasta el cuello, retirAndose el esterndén por completo y exponiendo toda la
cavidad toracica. Rapidamente se retird el corazon de la cavidad, teniendo especial
cuidado de cortar la aorta en un punto distal a la primera rama del cayado de manera
que se pudiera introducir la cdnula de perfusion 5 a 10 mm sin riesgo de ocluir el orificio
de las coronarias o atravesar la valvula aédrtica. Desde la remocion completa del
corazdén hasta el inicio de la perfusion transcurrieron aproximadamente 30 a 90
segundos. La actividad cardiaca se normaliz6 a los pocos segundos. Después el
corazén se mont6 en el aparato de perfusion de corazon de Langendorff (Figura 4).

El principio basico de esta preparacion radica en la posibilidad de perfundir las
arterias coronarias usando una canula de perfusion retrograda posicionada en la aorta
donde, gracias a una presion de perfusiéon adecuada del liquido nutriente, se mantiene
cerrada la valvula aodrtica y el flujo se desvia en su totalidad hacia el orificio de las
coronarias, nutriendo la masa ventricular, sin existir llenado ventricular. Los corazones se
perfundieron via aorta, en modo retrogrado con un flujo constante de 12 ml/min con
medio Krebs-Henseleit, que contiene 118 mM NacCl, 4.75 mM KCI, 1.18mM KH2PO4,
1.18 mM MgS047H20, 5M de CacCl,, 25 mM de NaHCO3, 5.5 mM de glucosa y 100uM
de octanato de sodio. La solucién se oxigena al 95% Yy 5% de CO, a temperatura de
37°C. El trabajo cardiaco se midié introduciendo un balén de latex en el ventriculo
izquierdo al que se conectd un transductor de presion. Los corazones se estabilizaron
durante 20 minutos con medio Krebs-Henseleit antes de someterlos a una isquemia total

de 30 minutos y a reperfusién durante 60 minutos.
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Figura 4 Sistema de Perfusion Retrégada de Langendorff: 1) Fuente de Oxigeno; 2) solucién nutriente de Krebs-
Henseleit; 3) frasco de Mariotte; 4) sistema regulador de temperatura constante; 5) bafio a temperatura
constante; 6) bomba de circuito externo; 7) filtro de burbujas; 8) colateral hermética para la administracion de
farmacos en el liquido de perfusién coronaria; 9) canula de perfusion retréogada sujetada a la aorta; 10) catéter de
polietileno ubicado en el ventriculo izquierdo para el registro del flujo coronario; 11) catéter de polietileno del
baldn intraventricular; 12) balén de latex ubicado en el ventriculo izquierdo; 12) colateral con columna de solucidn
nutriente; 14) tansductor electrénico que registra la presion del ventriculo izquierdo; 15) transductor electrénico
que registra la presién de perfusion; 16) altura de la columna de solucién nutriente, presion de perfusién en cm de
agua. Tomado de (Yethus, 2000).

La maniobra de post-acondicionamiento se aplicé a un grupo de ratas después de
la isquemia. Esta consistid en la aplicacion de cinco ciclos de isquemia y cinco de
reperfusion con duracion de 30 segundos cada una. Los grupos experimentales se

describen en la figura 5.

Después se procedio a la obtencion de muestra del tejido celular miocardico. Al
término del periodo de isquemia-reperfusion, los corazones fueron desmontados y se
obtuvieron homogenados. La proteina de las diferentes fracciones se cuantificé por el

método de Lowry (1951).
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30min |  30min | 60 min

C PERFUSION
! | isquemia
IR60 m REPERFUSION
PCs | ISQUEMIA |
PCH0 m REPERFUSION
PEN m REPERFUSION

Figura 5 Diagrama de los grupos experimentales en el estudio: C = perfusion durante 90 minutos, | = isquemia
durante 30 minutos; R5 = isquemia durante 30 minutos y 5 minutos de reperfusiéon, R60 = isquemia durante 30
minutos y 60 minutos de reperfusiéon, PC5 = isquemia, post-acondicionamiento y 5 minutos de la reperfusion; PC60=
isquemia,post-acondicionamiento y 60 minutos de la reperfusion, PBN = isquemia, fenil-N-tert-butil-nitrona (cuadrado
azul) y 60 minutos de la reperfusion.

2.-Oxidacion de proteinas: Con el fin de evaluar el estrés oxidativo en el tejido
miocardico, se utilizé el Kit OxyBlot™ de International Incorporated (California, U.S.A.).
Se homogeneizo el tejido de corazén en PBS, pH 7.0, con 1 mM PMSF y 50 mM de
ditiotritol (DTT), para evitar la oxidacion de las proteinas después de la lisis celular.
Entonces, se tomaron dos alicuotas de cada muestra (20 microgramos) que se
transfirieron a tubos Eppendorf, donde se desnaturalizaron mediante la adicién de una
concentracion final al 6% de dodecil sulfato sdédico (SDS). Una alicuota se derivatizé a
2,4 dinitrofenilhidrazona (DNP), con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), mientras que la
alicuota utilizada como control negativo se incubé con el mismo volumen de soluciéon
control. Luego, las muestras se neutralizaron y se separaron por SDS-PAGE, se

transfierieron a membranas de PVDF y luego se incubaron con anticuerpos anti-DNP
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(1:150) en 1% de BSA / PBS-T. Después se utllizaron anticuerpos secundarios para la

deteccién de la sefial (Figura 6).

DINITROFENIL HIDRAZONA
(DNP)

\ 4

ESTRES OXIDATIVO ——— PROTEIN.—\Sm
HIDROXINONENALES s \

RADICALESLIBRES CARBONILO

DINITROFENIL HIDRAZINA
(DNPH)

Inmunodeteccion con anti-hidrazina

Figura 6. Deteccion de proteinas carboniladas.

3.- Determinacién de malondialdehido: El malondialdehido (MDA) es un importante
subproducto téxico de la peroxidacion de lipidos al igual que el 4-hidroxi-nonenal (4-
HNE). La medicion de estos aldehidos se ha usado ampliamente como un indicador de
la oxidacion de lipidos in vitro e in vivo (Esterbauer et al., 1990). Bajo condiciones de
acidez y baja temperatura, el 1-metil, 2-fenilindol (1M2F) puede reaccionar con el MDA y
con el 4-HNE y producir un cromoforo estable con una méxima intensidad de
absorbancia a 586 nm. Se prepard la mezcla de reaccion, al tubo blanco se afiadid
amortiguador de fosfatos 20 mM pH 7.4, solucién 15.4 mM de 1M2F 15.4, acetonitrilo:
metanol (3:1) y HCI; a los tubos estandares se les afiadié concentraciones conocidas de
TMPO (malondialehido bis —dimetil acetal), solucion 15.4 mM de 1M2F en acetonitrilo:
metanol (3:1) y HCI; finalmente se afiadid a la muestra aproximadamente 1mg de
proteina del tejido cardiaco, HCI y solucién de acetonitrilo: metanol (3:1). Una vez

realizada la mezcla de reaccion se incub6 40 minutos a 45°C, se centrifugé a 3000 g por
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5 minutos. Finalmente se determiné la densidad 6ptica (DO) en un espectrofotometro a
586 nm versus la curva estandar con TMPO. Los resultados se expresan en nmol MDA

/mg de proteina.

4.-Medicion de la cantidad relativa de enzimas antioxidantes glutation peroxidasa,
superoxido-dismutasa y catalasa mediante western blot: Al final de los diferentes
tratamientos (Figura 5), los corazones de las ratas fueron congelados rapidamente y
almacenados en nitrégeno liquido. Se homogenizo el tejido de corazén en PBS, pH 7.0,
con 1 mM PMSF y se centrifugaron para eliminar los desechos celulares. Se midio el
contenido de proteina por el método de Lowry (1951) y las muestras se desnaturalizaron
para separar las proteinas por SDS-PAGE en condiciones reductoras; después se
transfirieron a membranas de PVDF y luego se incubaron con anticuerpos primarios
especificos para la SOD CuZn (0.2 ug/ml) de Abcam (Ab 16.831), la SOD Mn (dilucién
1:1000) de Abcam (Ab8867), para catalasa (Abcam, RbAb 52477, diluciéon 1:1000) y de
la glutatién peroxidasa (Abcam, Ab 22604, dilucién 1:2,000), respectivamente. Después
se incubaron las membranas con anticuerpos secundarios conjugados con fosfatasa
alcalina (1:25,000) (Zymed Laboratories Inc., CA) y la sefial fue detectada con el kit para
quimioluminiscencia Inmobilon (Millipore, MA). EIl control de carga se determiné
mediante la incubacion de las membranas contra un anticuerpo monoclonal anti-GAPDH
(1,0 mg / ml) (Abcam, Ab9485). Las imagenes finales se analizaron con el Software J
Image; expresando los resultados como intensidad relativa, haciendo la normalizacién

correspondiente con el control de carga (GAPDH).

5.- Medicién cualitativa de la transcripcion de los genes de las enzimas antioxidantes

mediante PCR.

El acido ribonucleico (ARN) total fue aislado se aislo del tejido cardiaco utilizando el
RNeasy minikit (Ciencias de QIAGEN, Germantown, EE.UU.). EI ARN se cuantific6 con
densidad optica a 260 nm (OD 260). A continuacion, con 2 uyg de ARN se obtuvo cDNA

utilizando la enzima transcriptasa reversa (Invitrogen kit). El cDNA resultante se amplificd
por PCR utilizando los siguientes primers: para SOD CuZn (forward: 5 - GCG AGC CTG
AAG GAT TAA AT -3" y reverse: 5- GCG CCA TGT TTC TTA GAG T -3, para SOD Mn
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(forward: 5- GCGACCTACGTGAACAATCTGAACG-3 y reverse: 5-
TCAATCCCCAGCAGTGGAATAAGGC -3, de la catalasa (forward: 5-AGC TTG CCA GCC
CGC ACA AG -3  yreverse 5'- CAC GCG AGC GTA ACG GGG AC -3 para GPX1 (forward:
5°- TGC AAT CAG TTC GGA CAT CA -3" y reverse: 5-CAC CAC ATT CTCCTT GCAC -3
y para GAPDH forward 5-AATGCATCCTGCACCACCAACTGC -3' y reverse 5'-
GGAGGCCATGTAGGCCATGAGGTC-3'. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
paso de desnaturalizacion a 72°C, alineacion a 60°C y elongacion a 72°C (35 ciclos). Los
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2% que contenia bromuro de etidio
y el contenido se comparé con GAPDH. Las imagenes finales se analizaron con el Software
J Image; los resultados se expresaron como intensidad relativa, haciendo la normalizacion

correspondiente con el control de carga (GAPDH).

6. Medicion de la actividad de las enzimas antioxidantes.
Se homogeneizo el tejido (100 mg/ml) en amortiguador de fosfatos 75 mM, pH 7.0 y se

centrifugd a 20,000 g durante 25 minutos.

6.1. Medicion de glutation: Una vez obtenido el sobrenadante, la actividad se midié en
2 mL de amortiguador de fosfatos 75 mM, pH 7.0. Se agregaron las siguientes
soluciones: 50 pL de 60 mM de GSH, 100 pL de solucion de glutation reductasa (GR)
(30 U/mL), 50 pL de 0.12 mol/L NaN3, 100 pL de 15 mM NaEDTA, 100 pL de 3.0 mM de
NADPH, y 100 uL de fraccion citosélica. La reaccion comenzé al agregar 100 pL de 7.5
mmol/L de H,O, y se espero la conversion de NADPH a NADP™. Lo anterior se expresé
en cambios de absorbancia a 340 nm en intervalos de uno a cinco minutos. La actividad
de la GPx se expres6 en nanomoles de NADPH que se oxidé a NADP™ por minuto por
miligramo de proteina, con un coeficiente de extincién molar para NADPH de 6.22x10°
mM™*cm™ a 340 nm (Figura 7).
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NADPH + H*

Lectura en espectrofotometroa 340 nm

Figura 7. Actividad de glutation peroxidasa.

6.2 Glutation reductasa: La actividad de GR se midi6 mediante el método de Carlberg
y Mannervik (1975). El consumo de NADPH en la reaccién se midi6é a 340 nm.

6.3 Catalasa: Para medir la catalasa el tejido se homogeniz6 en amortiguador de
fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4 (100 mg/l1 ml), el homogenizado se centrifugd a
40,000 g durante 30 minutos. El sobrenadante (50 pL) se agregé a 2.95 mL de
amortiguador de fosfato de potasio 50 MM y pH mas 7.4 mM de H,O,; los cambios en la
absorbancia a 240 se siguieron de manera continua durante 5 minutos (Figura 8). La
actividad de la catalasa se registra en k (constante de la velocidad de reaccion)/

miligramo de proteina) (Tapia et al., 2008.)

Catalasa en la muestra

< D

°H,O, °H,O + O,

Lectura en espectrofotometro a 2012 nm
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Figura 8. Actividad de catalasa.

6.4 Medicion de la actividad de superéxido dismutasa en fracciones
mitocondriales y citosdlicas.

6.4.1 Aislamiento de mitocondrias y fracciones citosolicas:

Al final de los periodos de isquemia y reperfusion, los corazones fueron lavados con
solucién STE helada (sacarosa 250 mM, Tris-Na 10 mM, EDTA 1 mM a pH 7.4) y se
procedié al aislamiento de mitocondrias por centrifugacion diferencial como se reporta
por Chavez et al. (1985). Los corazones se picaron finamente con tijeras Metzenbaum
mantiéndolos todo el tiempo en un bafio de hielo. Los fragmentos obtenidos se lavaron
con la misma solucion STE para eliminar los restos de sangre. El tejido se incubd
durante 10 minutos a 4°C con esa misma solucion, suplementada con 2 mg de enzima
subtisilina por cada cada corazén en 10 ml de solucibn STE. Después el tejido se
centrifugd a 7,500 x g durante 10 minutos a 4°C, tras lo cual se decant6 el sobrenadante
gue contenia a la enzima. Luego el tejido se homogeniz6 en soluciéon STE sin enzima en
un homogeneizador tipo Potter. El total del homogenizado se centrifugé a 2,500 x g para
eliminar los restos de tejidos y nucleos celulares. El sobrenadante se centrifugé a 7,500 x
g durante 10 minutos para recuperar la fraccion mitocondrial. Las mitocondrias se
suspendieron en la misma solucién a la que se adicion6 albumina sérica bovina (BSA)
libre de acidos grasos al 0.1% y se incubaron durante 10 minutos a 4°C. La suspension
mitocondrial se centrifugd nuevamente a 7,500 x g durante 10 minutos y se resuspendid
en la misma soluciéon TSE sin BSA ni EDTA a pH 7.0. El sobrenadante de la primera
centrifugacion a 7,500 x g se recuperé y centrifugé a 45,000 x g durante una hora.
Finalmente se guardaron el sobrenadante y el precipitado a -70°C, mismos que

representan la fraccion citosdlica y de membrana plasmaética respectivamente.

6.4.2 Superoxido dismutasa: Para medir la actividad de la SOD, se utiliz6 un método
combinado de electroforesis y densitometria modificado de Beauchamp y Fridovich
(Pérez, et al., 2009). El ensayo se realiz6 en un gel de poliacrilamida al 8% con un

sistema para reducir azul de tetrazolio (NBT), el amortiguador de corrida se preparo6 sin
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SDS, con glicerina 0.192 mM y Tris 0.025 mM, pH 8.3. Se realizé el ensayo con
muestras de fraccion citosdlica y mitocondrial, en ambas fracciones se encuentran las
dos isoformas, predominando SOD Mn en la fraccién mitocondrial y SOD CuZn en la
fraccion citosolica.

Se agregaron a cada pozo 100 ug de cada muestra (fraccion citosdlica para el estudio de
SOD CuZn o mitocondrial para el estudio de SOD Mn), sin SDS y sin hervir, se incluyé un
carril para SOD (100 pg). Se corrié durante 4 h a 120 V, después se incubd el gel en NBT
2.45 mM en agua durante 20 minutos en oscuridad.

El gel se llevo a una solucién de 36 mM de fosfatos + EDTA + riboflavina durante 5
minutos. Se elimind el liquido y se expuso el gel a la luz hasta que oscurecid, finalmente
se lavo con agua. La riboflavina y el TEMED en gel en presencia de luz y oxigeno
producen ROS. EI NBT y la SOD compiten por ellos. EI NBT se reducira a un color azul,
en donde hay SOD el gel permanecera transparente (Figura 9). La SOD Mn tiene un
peso molecular de 24 kDa y la SOD Cuzn de 35kDa. Para el contenido de proteina en el
carril estandar, se realizo la equivalencia en U de actividad y con 130 ng se obtuvieron
9.6 U/mg de proteina, dicho carril se tom6 como referencia tanto para peso molecular

como para actividad de SOD.
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Figura 9. Actividad de SOD.

6.4.3.- Tiorredoxina reductasa (TrxR): Este ensayo se basa en la reduccién de &cido 2-
dinitrobenzoico (DTNB) con NADPH a acido nitrobenzoico (TNB) en ausencia y
presencia de aurotiomalato, el cual es un inhibidor especifico para la tiorredoxina
reductasa. Se utilizd el kit de ensayo de actividad de TrxR de mamifero de Cayman™.
Se midi6 en homogenados y se midié a 414 nm. Los valores se expresan en U/mg de
proteina. Los resultados se corrigieron tomando en cuenta las reducciones
independientes de DTNB no atribuidas a la tiorredoxina reductasa, como lo son las
debidas a glutation mediante la siguiente reaccion: TrxR+DTNB+NADPH+H"----> 2 TNB
+ NADP*

7. Glutation total: La cantidad de glutation total se determiné de manera directa, de
acuerdo a la técnica de deteccion mediante HPLC, expresando el resultado en nmol/mg

de proteina.

7.1. Medicién de glutation reducido (GSH): Ensayo fluorométrico con mCB
(monoclorobimano). Este método se basa en la capacidad del mCB de formar un aducto
estable fluorescente con el GSH, que puede ser medido fluorométricamente. Esta

reaccion es catalizada por la GST, el mCB por si mismo no es fluorescente (Fernandez
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Checa, 1990). Este método es suficientemente especifico y confiable para la
determinacién de GSH en el tejido (Kamencic, 2000). La medicién se realiza con un
espectrofluorometro Synergy HT. Se utilizaron placas de 96 pozos Costa # 3915. Se
prepard la mezcla de reaccién con amortiguador de Krebs Henseleit a pH 7.4, mCB 1
mM, GST 1 U/ml y la muestra del tejido. Se ley6 en el espectrofluorémetro a longitudes
de onda de excitacibn = 385 nm y de emisibn = 478 nm, durante un periodo de
incubacion de 30 minutos a 37°C, la lectura se realiz6 cada 15 minutos y se comparoé
contra una curva estandar de GSH. Los resultados se expresan en umol GSH/mg de

proteina.

VIl  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron de forma correspondiente mediante la prueba de t de
Student y ANOVA, seguido de la prueba de Tukey. Los valores menores a 0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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VIl RESULTADOS
1. Trabajo contractil en corazones aislados

Las preparaciones de corazOn aislado que no se sometieron a ningun tratamiento,
mantuvieron constante tanto la frecuencia cardiaca como la presion ventricular izquierda
(LVDP). EIl comportamiento del doble producto en el corazén aislado de ratas Wistar

sometidos a los diferentes protocolos se presenta en la Figura 10.

. ¢ L L

Doble Producto
(mmHg x latidos x min-1)

T T #‘—Q‘—‘?' T T T T T
20 40 60 80 100 120

Tiempo (minutos)

Figura 10. Comparacion entre el post-acondicionamiento y el efecto de PBN en el rendimiento del
miocardio en el corazén reperfundido. Grupo control (H); grupo isquémico-reperfundido (e); corazones
post-acondicionados (©) y corazones isquemicos-reperfundidos + PBN (A). Los datos representan la media
de siete experimentos + SD, excepto en el grupo con PBN donde n = 3. * P <0.05 vs control y PC60 por
ANOVA.
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El doble producto de los corazones en los que se realizé 30 minutos de isquemia y 60
minutos de reperfusion disminuyd desde los primeros cinco minutos de reperfusion (de
19,216+3,236 mmHg x latidos x min™ antes de la isquemia a 12,596+2,472 mmHg X
latidos x min™). A los 60 minutos de reperfusion, los valores disminuyeron ain mas a
8,469+1,173 mmHg x latidos x min™ .

Lo anterior contrastd de manera notable con los corazones en los que se realizo
la maniobra de post-acondicionamiento, en los cuales se registrd un doble producto de
20,910+2,381 y 22,697+1,176 mmHg x latidos x min? a los 5 y 60 minutos de
reperfusion, respectivamente la administracion del atrapador de radicales libres PBN
emula la cardioproteccion conferida por el postacondicionamiento miocardico al

registrarse un doble producto de 20,509+1,173 mmHg x latidos x min™* (Figura 10).

Al término de la reperfusion, no hubo diferencias significativas en el doble producto

de los corazones controles, PC60 y PBN.

2. Cuantificacion de malondialdehido y proteinas oxidadas

De cada uno de los grupos experimentales, se tomaron corazones para determinar
marcadores de estrés oxidante. El dafio oxidativo a proteinas y a lipidos se presenta en
la Figura 11. Se observo un aumento en la oxidacion de proteinas desde la isquemia,
gue se acentlo durante los primeros cinco minutos de la reperfusién y se mantuvo hasta
el final de la misma. En los corazones a los que se les aplicd la maniobra de post-
acondicionamiento, se aprecidé una reduccién significativa de la oxidacion en las
proteinas. También se observd un significativo incremento de malondialdehido en los
homogenados de los corazones reperfundidos donde no se realizd post-

acondicionamiento versus aquéllos corazones donde se practico dicha maniobra.
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Figura 11. Marcadores de estrés oxidante en homogenados de corazones post-acondicionados. A)
Autoradiografia representativa de proteinas carboniladas en los homogeneizados de miocardios post-
acondicionados. Se muestran los controles negativos, sin DPNH para cada muestra (-) y una imagen del
gel tefido con azul de Coumassie tras la inmunotransferencia. La cuantificacién de la sefal se hizo
como se describe en la seccion de métodos. * P <0,05 para todos los grupos excepto IR/60. B)
Contenido de malondialdehido en homogenados de corazones de ratas de los diferentes grupos
experimentales. ** P <0,05 respecto PC60.

3. Cantidad relativa de enzimas antioxidantes

La uUnica enzima que cambio significativamente (P<0.05) en corazones post-
acondicionados versus los corazones isquémicos-reperfundidos sin la maniobra
fue la SODCuzn (Figura 12). También se observé una tendencia en el aumento

de la cantidad relativa de SODMn, catalasa y Gpx-1 en el grupo PCG60, sin
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embargo no fueron significativas contra su respectivo grupo isquémico
reperfundido (IR60).
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Figura 12. Contenido relativo de enzimas antioxidantes en corazones post-acondicionados. Western blot
representativo y analisis densitométrico de tres muestras independientes de los grupos descritos en la
Figura 5. Las barras representan la media * la desviacion estandar de la intensidad de la sefial obtenida.
Los resultados obtenidos se normalizaron contra GAPDH. A) SOD CuZn; B) SOD Mn; C) catalasa; D) GPx1.
* P <0.05 vs IR60 por ANOVA

38



4. Expresiéon de enzimas antioxidantes:

También evaluamos los niveles de ARNm de las cuatro enzimas (Figura 13).
Encontramos un incremento de 1.4 veces en la transcripcion de SOD CuZn en corazones
PC60 comparado con corazones IR60 (P<0.05) (Figura 13A) y un incremento de 1.3
veces en los transcritos de GPx-1 corazones PC60 (P<0.05 vs. corazones IR60) (Figura
13D). No se encontraron diferencias entre estos grupos, en el caso de catalasa y de SOD
Mn entre los grupos reperfundidos versus aquellos grupos donde se realizé la maniobra

de post-acondicionamiento miocéardico.
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Figura 13: Niveles de ARNm de las enzimas antioxidantes en los corazones post-acondicionados. Se
presentan imagenes de los geles de agarosa de los grupos descritos en la Figura 5. Las barras
representan la media + la desviacidn estandar de la intensidad de la sefal obtenida de tres
experimentos diferentes. Los resultados obtenidos en la PCR se normalizaron contra GAPDH. A) SOD
CuZn; B)SOD Mn; C)catalasa; D) GPx-1. *P <0,05 vs IR60 por ANOVA.
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También se midi6 la actividad de las enzimas antioxidantes. Se encontré6 una
diferencia significativa entre los grupos de corazones post-acondicionados y los
isquémico-reperfundidos en el caso de SOD CuZn. La actividad fue de 47.3+2.6 U/mg de
proteina y 30 = 5.4 U/mg de proteina respectivamente. No se encontraron diferencias
entre estos grupos, en el caso de catalasa, GPx, GR, SOD Mn. La actividad de la

tioredoxina reductasa fue significativamente mayor en el grupo de corazones isquémicos

gue no fueron reperfundidos.

CATALASA

(K/mg
proteina)

SoD
CuZn(U/mg
proteina)

SOD Mn
U/mg
proteina)

GLUTATION
PEROXIDASA
(U/mg
protein)

GLUTATION
REDUCTASA
(U/mg
protein)

TIOREDOXINA
REDUCTASA

(U/mg protein)

0.04 +£0.01

3.7+2.38

44+2.2

0.19+0.04

0.02 +0.003

0.14 +£0.04

0.04+0.01

13.6+3.2

7.6+3.2

0.21 £0.04

0.01 +£0.003

0.21 £ 0.06**

0.04 +£0.02

20.1+£4.0

17.1+2.8

0.19 £0.05

0.01 +£0.004

0.11 £0.03

0.02+0.01

30.0+54

23.0+4.0

0.20+£0.03

0.02+0.01

0.12 £0.02

0.04 +£0.01

30.8+3.7

11.4+2.8

0.18 £0.05

0.01 +0.004

0.12 £0.05

0.03+0.01

47.3 + 2.6*

18.2+2.6

0.19+£0.03

0.01 +0.003

0.15+0.02

Tabla I. Actividades de enzimas antioxidantes en corazones post-acondicionados. La actividad se analizé
en fracciones citoplasmaticas por duplicado. En el caso de CuZn SOD y Mn SOD, la actividad enzimatica se
midié por el método mixto de electroforesis y densitometria .* P <0,05 vs IR60 y ** de | vs todos los
grupos por ANOVA.

En la Figura 14 se presentan geles representativos de la actividad enzimatica
de SOD Cuzn y SOD Mn en fracciones citosdlicas y mitocondriales de corazones
isquémicos reperfundidos versus post-acondicionados y se encontré un incremento al
final de la reperfusion (IR60) de ambas isoformas respecto a los controles, pero
incrementd 1.5 veces mas

solamente SOD CuZn se en los corazones post-

acondicionados (PC60) en comparacion a los corazones isquémico-reperfundidos.
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Figura 14: Gel representativo del ensayo de la actividad de SOD Cu-Zn y SOD Mn en corazones post-
acondicionados. Se muestra como control de carga la tincion con azul de Coumassie de la porcién del gel
que incluye a las SODs. El grafico representa la media + D.E. de tres experimentos diferentes. *P <0,05 vs
IR60 por ANOVA; ** Imagen que representa la actividad de SOD equivalente a 10 U totales cargadas en el
gel.
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6. Inhibicion de la superéxido dismustasa CuZn con acido dietilmetilcarbamico

Para evaluar la importancia funcional de la superoxido dismutasa de CuZn en la
cardioproteccion obtenida al realizar la maniobra de post-acondicionamiento miocardico,
se decidi6 experimentar con un grupo de corazones donde se perfundié &cido dietil
carbamico (ADMC). Se sabe que este compuesto inhibe de manera relativamente
especifica a las SODs. Descartamos que el ADMC tuviera efecto sobre los corazones
controles, pues algunos de ellos fueron perfundidos continuamente con el compuesto sin

gue hayamos observado que se comprometia la funcion cardiaca.

En los corazones post-acondicionados en los cuales se administr6 ADMC solo
durante la reperfusion, se registré6 una disminucion de 26,486+2,749 mmHg x latidos x
min™ antes de la isquemia a 17,937+1952 mmHg x latidos x min™) a los 60 minutos de

reperfusion.

Cuando se administr6 ADMC durante todo el protocolo, incluyendo la fase de
perfusion previa a la isquemia, los valores disminuyeron ain mas a 14,469+1,383 mmHg

x latidos x min™ al término de la reperfusion.

Se observé una disminucion parcial, pero significativa (P<0.05) del trabajo
cardiaco versus aquéllos corazones donde se realiz6 la maniobra de post-
acondicionamiento sin inhibidor, en los cuales se registré un doble producto de 22,197 +

1,176 mmHg x latidos x min™ a los 60 minutos de reperfusion

Lo anterior confirma la participacion parcial de la SOD CuZn en la cardioproteccién

derivada de la aplicacion de la maniobra. (Figura 15).
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Figura 15: Comportamiento del doble producto en corazones isquémico-reperfundidos en los cuales se
administré acido dietil-metil-carbamico en la solucion de Krebs Henseleit. Los datos representan la media y
desviacidn estandar de grupos de 3, excepto en los corazones controles donde se administré acido dietil-
metil-carbamico (ADMC) durante toda la perfusién donde n=2 (M). Corazones PC60 (A); PC60 + ADMC 1mM
durante todo el protocolo (©); PC60 + ADMC 1 mM sélo durante la reperfusion (v). *P<0.05 vs. control y PC

60. n=3.

7. Sistema antioxidante directo: glutatién total, oxidado y reducido.

Los hallazgos obtenidos en el sistema antioxidante directo (glutation total,

glutation reducido y glutatién oxidado) en el estudio de homogenados de corazén aislado

se presentan en la tabla 2. Respecto al glutation total, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos de corazones reperfundidos versus los corazones en

donde se realizo la maniobra de post-acondicionamiento miocardico.
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En el caso de glutation reducido si se observaron diferencias entre ambos grupos y

consecuentemente al realizar la diferencia entre el glutation total y el glutation reducido,

esto también se reflejé en el contenido de glutation oxidado. La relacion GSH/GSSH fue

mayor en el grupo donde se realizé la maniobra de proteccion miocardica (5 vs. 0.8

P<0.05).

GSH red

(umol/mg proteina)

GSSG

(umol/mg proteina)

Relacion

GSH/GSSH

0.004 + 0.0003

0.0006

0.003 £ 0.0006

0.0007

0.003 + 0.0004*

0.0013

0.002 +0.0001*

0.0025

0.003 +0.0003

0.0014

0.003 £ 0.002**

0.0006 **

Tabla 2: Cuantificacién de glutatién reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG). El glutatién total y
el glutation reducido se obtuvieron como se describe en la metodologia. La diferencia entre ambos
representa el glutation oxidado. La relacidn GSH / GSSH se calculé mediante la ecuacién GSH-

2GSSG / GSSG. * P <0.05 vs IR60 por ANOVA.
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8. Respuesta antioxidante en corazones post-acondicionados de ratas con

sindrome metabdlico

Ya que en la literatura se encuentra informacion controversial en relacién a la
efectividad de las maniobras de cardioproteccion en modelos animales donde se inducen
desérdenes metabdlicos como hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperglucemia,
decidimos realizar algunos experimentos en un modelo de ratas con sindrome
metabolico, para definir la eficacia de la maniobra de post-acondicionamiento miocéardico
en el modelo de corazén aislado. Los animales nos fueron donados por la Dra.
Guadalupe Bafios y el Dr. Mohammed el Hafidi, quienes han demostrado el

establecimiento de la patolologia en estos animales (Pérez I, 2008, 2009 ).

Por lo tanto, evaluamos la participacion de la hipertrigliceridemia como factor co-
morbido en la isquemia-reperfusion en ratas HTG en las cuales se realiz6 la maniobra de

post-acondicionamiento y en aquéllas donde no se aplicd dicha maniobra.

El doble producto de los corazones de ratas hipertrigliceridémicas a los que se
aplicé 30 minutos de isquemia y 60 minutos de reperfusién disminuyé de 26,317+4,680
mmHg x latidos x min™ antes de la isquemia a 2,347+1,466 mmHg x latidos x min™) al
término de la reperfusion. Este comportamiento difiere de manera significativa con los
corazones de ratas hipertrigliceridémicas en los que se realiz6 la maniobra de post-
acondicionamiento, en los cuales se registr6 un doble producto de 24,806+1,110 vy
22,697+1,338 mmHg x latidos x min™ antes de la isquemia y a los 60 minutos de
reperfusion respectivamente. En estos corazones, la recuperacion del trabajo cardiaco
fue mas lenta que la observada en los corazones de animales sin co-morbilidad
asociada, sin embargo finalmente llegé a ser del 90% respecto al valor de su grupo

control.
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Figura 16: Comportamiento del trabajo cardiaco en corazones isquémico-reperfundidos de ratas con
sindrome metabdlico. Control = animales con sindrome metabdlico perfundidos durante 120 minutos
con solucién de Krebs Henseleit. HTG+Pac60: corazones de ratas con sindrome metabdlico + Post-
acondicionamiento miocardico; HTG+ I/R60: Corazdn de ratas con sindrome metabdlico sometidas a
isquemia y reperfusion prolongada. * P<0.05 respecto al grupo control y a HTG+PA60. (*)P<0.05
respecto al grupo control y a HTG+IR/60.

En este modelo experimental, se obtuvo una reproducibilidad en relacion a la

diferencia de actividad enzimatica de la SOD CuZn, la cual fue significativamente

diferente, siendo 1.4 veces mayor en corazones post-acondicionados, versus aquellos

corazones reperfundidos en los cuales no se aplic6 la maniobra de cardioproteccion

(Figura 17).
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Figura 17. Actividad de algunas enzimas antioxidantes en corazones post-acondicionados de ratas
hipertrigliceridémicas. A) Catalasa; B) Glutatién Peroxidasa; C) Imagen representativa del ensayo de la
actividad enzimatica de SOD Cu-Zn. El grafico se realizd tras la cuantificaciéon de tres experimentos
diferentes, utilizando como referencia la sefial observada con 10 U de SOD cargadas en el gel. * P <0,05
vs. IR60 por ANOVA.
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También se obtuvo reproducibilidad en el

comportamiento del

sistema

antioxidante directo en los corazones aislados de ratas con sindrome metabdlico.

Nuevamente no se observaron diferencias en el glutation total entre los grupos de

corazones reperfundidos versus los corazones en donde se realiz6 la maniobra de

post-acondicionamiento miocérdico, pero si fueron significativas en el caso del GSH

(Tabla 3).

GSH

(umol/mg proteina)

GSSG

(umol/mg proteina)

Relacion

GSH/GSSH

HTG + IR60 0.0026 £ 0.00045

0.00109

HTG + PC60 0.0040% 0.00056

0.00051*

ANOVA.

Tabla 3: Cuantificacidén de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en corazones de
ratas hipertrigliceridémicas en protocolos de isquemia repefusion (HTG+ IR60) y
postacondicionamiento (HTG+ PC60). El glutation total y el glutatidon reducido se obtuvieron como
se describe en la metodologia. La diferencia entre ambos representa el glutatiéon oxidado. La
relacién GSH / GSSH se calculé mediante la ecuacion GSH-2GSSG / GSSG. * P <0.05 vs IR60 por
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IX  DISCUSION

Los reportes referentes al papel de los sistemas antioxidantes en la
cardioproteccion conferida por el post-acondicionamiento son escasos. En el 2005,
Serviddio demostro que la cantidad de glutation reducido (GSH) aumenta en cultivos de
cardiomiocitos sometidos a ciclos cortos de hipoxia/normoxia después de periodos
prolongados de hipoxia (Serviddio 2005). Se ha documentado en el mismo modelo
experimental, una menor produccion de radicales superoxido en cardiomiocitos con post-
acondicionamiento, en comparacion con cardiomiocitos que no se sometieron a los ciclos
de hipoxia/normoxia (2 uM/g de proteina versus 8uM/g de proteina), asi como una
disminucién en la concentracion de H,O, (7 uM/g de proteina versus 10 uM/g de
proteina) (He et. al 2005), lo que sugiere que en el post-acondicionamiento, el GSH es

relevante para contender contra el estrés oxidativo generado durante la reperfusion.

En este trabajo, observamos un incremento significativo en la carbonilacion de
proteinas de los corazones reperfundidos lo que implica un dafio oxidativo importante,
gue disminuyé en los corazones post-acondicionados. Otros experimentos que apoyan la
importancia del dafio por estrés oxidativo fueron aquéllos en donde se administro el
antioxidante a-fenil-ter-butil nitrona (PBN). Si bien este compuesto no es especifico,
actla principalmente anulando al OH- (Figura 1), en nuestros experimentos el PBN

mimetiz6 el efecto protector del post-acondicionamiento.

Es claro que la atenuacion del estrés oxidante forma parte de los mecanismos
activados por el postacondicionamiento. En este sentido, en el mismo modelo de
isquemia-reperfusién, aunque ligando el tronco de la arteria coronaria izquierda, se
encontrd que el post-acondicionamiento disminuy6 los niveles de MDA, de TNF alfa, la
actividad de caspasa 3 y el contenido de Bcl-2 (Kin et al, 2008), sin que se haya

establecido cuéles son los sistemas de defensa involucrados.

Otros trabajos han reportado la disminucion del ibn superéxido en zonas cercanas
al area de riesgo de los corazones postacondicionados en comparacion con los
corazones isquémico-reperfundidos (lliodromitis et al., 2006; Lauzier et al., 2008).

También se ha descrito que la actividad de aconitasa se preserva en mitocondrias
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aisladas de corazones postacondicionados, lo que sugiere una estrecha
interdependencia entre la integridad mitocondrial y la disminucion del estrés oxidativo
(Correa et al. 2008). Estudios recientes indican que el desacoplamiento moderado puede
tener un papel protector en la mitocondria dafada por la isquemia, disminuyendo la
produccién de especies reactivas de oxigeno y recaptura de calcio (Paillard et al., 2009);
en tanto otros grupos proponen que las sefales activadas por el postacondicionamiento

protegen a la mitocondria dafiada por la isquemia (Chen et al., 2007).

Por otra parte, hay que considerar el papel que las especies reactivas de
oxigeno juegan en la cardioproteccion, pues paraddjicamente, los radicales libres activan
mecanismos involucrados en la sintesis y activacion del sistema antioxidante. En un
estudio de vasoconstriccion mediada por angiotensina Il, se demostré que las especies
reactivas de oxigeno no son sélo toxicas sino también actian como segundos
mensajeros en las vias de transduccidn de sefiales cardioprotectoras (Penna et al. 2009),
aunque la identificacion del sitio de generacién de las especies reactivas de oxigeno, asi
como los mecanismos para la induccioén de las transduccion de sefales de proteccion, no
se conocen del todo. En los dltimos afios la importancia de la sefializacion de especies
reactivas de oxigeno es un tema importante de investigacion en diversos campos
(Raedscherlders et al., 2012).

Sorprendemente, poco se conoce acerca de la contribucién de las enzimas
antioxidantes en corazones postacondicionados. Un estudio reciente mostré6 que la
cardioproteccion conferida por el postacondicionamiento se asocié con una disminucion
en la actividad de la SOD, aun cuando los niveles de dicha enzima aumentaban con
respecto a los corazones isquémicos-reperfundidos (Penna et al.,, 2011). Por el
contrario, en nuestro estudio, encontramos un incremento significativo en la expresion,
cantidad y actividad de la superoxido dismutasa de CuZn y un menor consumo de
glutation reducido en los corazones post-acondicionados.  Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Hu et al. (2008), quienes describieron que la cantidad de
malondialdehido (MAD), que aumenté significativamente en un modelo de isquemia y
reperfusion in vivo al ligar la arteria descendente anterior durante 30 minutos, disminuyé
tras la aplicacién de la maniobra de post-acondicionamiento y se incrementé la actividad

de la SOD. Sin embargo, no definieron cuél de las dos isoformas de la SOD aumento su
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actividad. Una posible explicacién para esta discrepancia es que la actividad de las
isoenzimas esta compartamentalizada y la actividad de la SOD total como suma no

permite individualizar la medicidn de las isoenzimas involucradas.

Para comprobar la participacion de la SODCuZn en la cardioproteccién conferida
por el post-acondicionamiento, administramos durante la reperfusion el inhibidor de la
enzima, acido dietil-ditio-carbamato (ADEMC), que abatié el efecto de la maniobra
(Figura 7). La disminucion en la funciéon cardiaca del corazon postacondicionado se
observo cuando el 6rgano fue perfundido con el ADEMC durante todo protocolo, pero no
cuando dicho inhibidor fue administrado después de los ciclos del
postacondicionamiento. Nosotros concluimos que la contribucién de la SODCuZn a la
cardioproteccion es parcial y hay otros factores involucrados.

Por otra parte también observamos que al aumento de la SODCuZn no
correspondidé con un incremento concomitante de las actividades de la catalasa ni de la
Gpx, lo cual podria favorecer la acumulacién intracelular de H,O,. Al respecto, nuestros
resultados muestran que en los corazones postacondicionados la relacion GSH/GSSG
se encuentra incrementada. EIl GSH podria actuar directamente como atrapador de
radicales libres, o como donador de electrones para neutralizar peroxido de hidrogeno y

lipoperéxidos, evitando la acumulacion y el posible dafio por H,0..

La importancia de las SODs en condiciones de isquemia y reperfusion ya se ha
estudiado. Se sabe que la sobreexpresibn moderada de SODCuZn en células
endoteliales protege al corazén contra el dafio provocado por la isquemia-reperfusion en
ratones transgénicos TgN(SOD1)3Cje (Chen et al., 2000). En otro estudio, después de
transfectar ratones con adenovirus recombinantes, la sobreexpresion de SODCuZn y
SODMnN proporcionaron proteccion del dafio por la reperfusion cerebral con disminucién
de la induccion del factor nuclear kB (Kinouchi et al., 1991). Por otro lado, Jones y sus
colaboradores (2003) encontraron en el modelo de corazoén in vivo en rata, un incremento
durante la rerperfusion de la isoforma mitocondrial dependiente de Mn (SODMnN) después
de una isquemia prolongada. Asi mismo en cerebro, se ha documentado un incremento

en la actividad de SODMn y una disminucion en la de SODCuZn durante la reperfusion
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(Danielisova et al., 2007). En nuestro estudio se encontré un aumento de la actividad de
ambas isoformas durante la reperfusion, con respecto a los niveles del control.

También resulta interesante la observacion realizada en bacterias, de que el
contenido de GSH regula negativamente la transcripcion de SODMn (Gardner et al,
1981). ElI aumento del GSH en los corazones post-acondicionados podria afectar la
transcripcion de esta isoforma. Otra posible explicacion para el aumento en la expresion,
cantidad y actividad de SOD CuZn en nuestros experimentos, en comparacion con SOD
Mn, podria ser que existiera una menor demanda de la actividad de esta isoforma
localizada en la mitocondria, ya que se ha reportado que durante el post-
acondicionamiento se preserva la integridad y el funcionamiento mitocondrial (Correa et
al, 2008; Bopassa et al, 2006).

Por otra parte, la regulacién de la transcripcion de las isoformas SOD CuZn y
SOD Mn, es distinta: el gen de SOD CuZn se encuentra en el cromosoma 21 en humano
y 16 en rata (Zelko et al. 2002), y Spl, Erg 1 y AP2 son factores que estimulan su
transripcion (Kim et al., 1996, Mine et al.,, 1999). En tanto el gen de SOD Mn se
encuentra en el cromosoma 6 en humano y en rata y su transcripcion es estimulada por
Spl, pero inhibida por AP2 (Zhu et al., 1998).

Los elementos que promueven la transcripcion de SODCu Zn son la radiacion UV,
metales pesados, H,0,, ONy &cido araquidénico, mientras que la transcripcién de SOD
Mn es fuertemente promovida por TNF alfa, IL1 e IL6 (Warner et al., 1994), estos ultimos
factores se encuentran incrementados en corazones reperfundidos pero no en aquéllos
donde se realiz6 el postacondicionamiento (Hu et al., 2008, Kin et al, 2008) Otros
estudios sefialan que el aumento en la fosforilacién de ERK 1/2 esta asociado con la
disminucién en la cantidad de lactato deshidrogenasa, de creatina cinasa y con el
incremento de SOD total miocardica (Zhongua et al. 2008). Aunque en dichos estudios
no se exploraron de forma especifica los cambios en el aparato antioxidante, se ha
sugerido que ERK 1/2, podria estar relacionada con la activacion de Nrf2, factor de
transcripcion nuclear que se acumula en el ndcleo cuando se incrementan las ERO y se
une a su elemento de respuesta antioxidante (ARE) en el promotor de genes

involucrados en la respuesta antioxidante (Zahoor et. al,. 2007, Heping et al., 2005).
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El Nrf2 induce la transcripcion de SOD (Zhu, 2005) y de las enzimas implicadas
en la formacion del glutation como la gama glutamil cisteina ligasa (Suh et al., 2004). Por
otra parte, la PI3/Akt, utilizada por varios tipos celulares para la inhibicién de la apoptosis,
favorece la expresion de SOD Cu Zn via la activacion del factor nuclear NF«B, sugiriendo
que la activacion de esta via puede reforzar la capacidad antioxidante y dar proteccion
con el dafio oxidativo al favorecer la transcripcion de genes antioxidantes (Shah ZA et al.,
2007, Rojo et al.,, 2004). En ultima instancia, ademas, los radicales libres pueden
contribuir a la activacion del factor de transcripcion NFkb (Sasaki et al. 1999, Kabe et. al
2005, Kin, 2008). La proteina activadora 1 (AP1) es otro factor de transcripcién que
regula la expresion de enzimas antioxidantes como CAT, SOD Cu/Zn y GPx (Lucy et al.,
2001, Kim et al.,, 1996). Por otra parte debe considerarse la importancia de la
sefalizacion por las especies reactivas de oxigeno (Poyton et al., 2009 y Raedschelders

et al., 2012) en diferentes procesos.

En este estudio también exploramos el efecto del post-acondicionamiento en
ratas hipertrigliceridémicas sometidas a isquemia y reperfusion, para determinar si la co-
morbilidad asociada a esta patologia, afectaba la eficacia del post-acondicionamiento y
el comportamiento del sistema antioxidante. Encontramos que los cambios observados
en el comportamiento de SOD Cu-Zn el modelo de isquemia aguda, se presentan

también en el modelo de rata hipertriglicéridémica (Figura 9).

En relacion a los modelos con co-morbilidad utilizados para probar la eficacia del
post-acondicionamiento, nuestros resultados concuerdan con trabajos en ratas y conejos
hipercolesterolémicos (Ferdinand et al., 2007, Donato et al., 2006), sin embargo es
importante sefalar que la efectividad de la maniobra decrece de acuerdo a la
complejidad y grado de avance de dicha co-morbilidad (lliodromitis et al., 2006).
Respecto a la hiperglucemia e hiperinsulinemia, es pertinente mencionar que se ha
documentado la efectividad del post-acondicionamiento en pacientes diabéticos (Mewton
et al., 2003), lo cual no se relaciona con lo reportado en modelos animales (Valko et al.,
2007).

Es importante mencionar que hasta donde sabemos, no existen reportes sobre

la actividad del sistema antioxidante en corazones post-acondicionados de animales con
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una patologia co-morbida, por lo que los resultados mostrados en este estudio son la
primera aproximacion al respecto. En la figura 14, se resumen las posibles vias de
activacion y regulacion del sistema antioxidante durante la isquemia/reperfusion y el post-

acondicionamiento.

Tomamos en consideracion que el modelo de perfusion ex vivo de corazon de
rata tiene menos relevancia para la extrapolacion al aspecto clinico que el modelo in vivo.
No obstante, como ha sido demostrado en otros estudios, la proteccion del
postacondicionamiento no depende de factores celulares sanguineos sugiriendo un papel
preponderante de las células endoteliales y miocardicas (Yang et al., 2005), por lo que el
presente modelo es adecuado para estudiar el comportamiento del estrés oxidante en los
corazones postacondicionados.
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Figura 14: Diagrama de Flujo en la Cardioproteccidn por Postacondicionamiento

1.- Cinasas de salvamento activadas por proteinas G ligadas a receptor 2.-Activacién de Nrf2 por MEK/ERK 1/2 3.-
Posible papel de H,O, como factor de sefializacion en el postacondicionamiento 4.- Inhibicion de la cadena de
electrones como generadora de radicales libres e impedimento de la apertura del PTPm. 5.- Menor produccion de
radicales libres, proteccion de las reservas de GSH (creados en la isquemia) y atenuacion de la oxidacion en proteinas
por éste Ultimo en el corazén postacondicionado 6.- Cardioproteccion medidada por SOD Cu Zn  7.-Inhibicién de la
transcripcion de Nfif y de la liberacion de TNF-o.  por Nrf2
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X CONCLUSIONES

Concluimos que en un modelo agudo de isquemia y reperfusion prolongada, el
post-acondicionamiento es una maniobra que recupera la funcién mecéanica del corazon,
evitando los efectos deletéreos del estrés oxidativo. Esta condicion parece estar
relacionada con aumento en la actividad de la SODCu-Zn y con la accion antioxidante del

GSH. En un modelo de isquemia y reperfusion con co-morbilidad el patrén se mantiene.

En algunas situaciones clinicas en el momento de la reperfusion, la maniobra
mecanica del postacondicionamiento isquémico puede ser dificil de realizar. Dicho
protocolo podria ser posible de aplicar en un paciente con infarto de miocardio al que se
le realizara intervencion coronaria percutanea (ICP), o en el momento de la cirugia
cardiaca. Empero, en el caso de ICP de placas ateromatosas complejas, tipo C de la
American Heart Association, con abundante carga de trombo, es muy dificil llevarlo a
cabo. Por otra parte, en la cirugia de bypass coronario seria la repeticion de sujecion y
despinzamiento de la aorta ascendente para hacer la maniobra de
postacondicionamiento, lo cual, tiene alto riesgo de desprender placas de ateroma de la
pared adrtica y condicionar accidente cerebrovascular emboélico-isquémico. Por lo tanto,
el estudio de los mecanismos de accién de la maniobra de postacondicionamiento tiene
como objetivo el disefio del “postacondicionamiento farmacoldgico”, que retribuird en

una disminucion del indice de mortalidad relacionada al dafio por reperfusion.
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Xl PERSPECTIVAS

La presente informacion ha servido a nuestro grupo de trabajo, para iniciar en
investigaciones paralelas la busqueda de los mecanismos de transcripcion especificos
por los cuales se activaria la maquinaria antioxidante como respuesta a la mecano-
transduccion derivada del Post-acondicionamiento miocardico. La posibilidad de inducir
farmacolégicamente el Postacondicionamiento seria de primordial importancia. De
hecho, en la literatura, varios estudios experimentales se han centrado en los efectos de
farmacos cardioprotectores administrados en el inicio de la reperfusion. Algunos de estos
medicamentos son activadores de la PKC, la adenosina, la bradicinina, la eritropoyetina,
oxido nitrico y los opiaceos. Sin embargo, la estrategia de la adicion de farmacos que
puedan ser cardioprotectores durante la reperfusion aun no ha sido adoptada en la
practica clinica. Estos farmacos idealmente no deberan interferir con las primeras
condiciones redox (sefalizacion de ERO) provocado por las maniobras de

cardioprotecccion.
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Oxidant stress, among other effectors, is implicated in the sequel of myocardial reperfusion
injury. It is generally accepted that maintaining the balance between oxidant and antioxidant
signalling within the cell provides protection against reperfusion damage. The cardioprotective
strategy of postconditioning (PC) reduces reperfusion injury through complex mechanisms;
however, the contribution of the antioxidant system has not been fully investigated. In this study,
isolated rat hearts were subjected to PC after 30 min global ischaemia, and then to 5 min (IR5)
or 60 min of reperfusion (IR60). Postconditioning significantly increased the left ventricular
developed pressure and the double product (heart rate x left ventricular developed pressure) for
both early (PC5) and prolonged reperfusion (PC60, PC before 60 min of reperfusion). Necrotic
tissue diminished to 10.8% in PC60 hearts, compared with 49% of infarct size measured in IR60
hearts (P < 0.05 versus IR60). Also, protein carbonylation and malondialdehyde levels decreased
and were correlated with a significant augmentation in CuZn superoxide dismutase activity
(P < 0.05, PC60 versus IR60) and increased glutathione redox state (GSH:GS5G ratio; P < 0.05,
PC60 versus IR60). Diethylthiocarbamate, a non-selective superoxide dismutase inhibitor,
significantly diminished the protection afforded by PC when administered throughout the
protocol. However, administration of this inhibitor only during reperfusion had no effect on
PC-induced cardioprotection. These results indicate that non-enzymatic antioxidants account
for the protective effect of PC, modifying the oxidant stress caused by ischaemic reperfusion in
rats. The contribution of CuZn superoxide dismutase activity in the observed cardioprotective
effect is less clear, and could be relevant if acting in concert with other PC-activated mechanisms.
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Oxidative stress is one of the most important mechanisms
that contribute to myocardial damage during ischaemia
and reperfusion (Ferrari et al. 1991). The main sources
of reactive oxygen species (ROS) are xanthine—xanthine
oxidase (Chambers et al. 1985), NADPH oxidase (Misra
et al. 2009), complex] and III of the mitochondrial
electron transport chain (Chen er al 2003) and

&) 2012 The Authors. Experimental Physiology £ 2012 The Physiclogical Society

nitric oxide synthase (NOS). Physiologically, ROS are
maintained at normal levels by enzymatic antioxidants,
including superoxide dismutase (SOD), which transforms
superoxide anion (0,* ) to H,O,, catalase and glutathione
peroxidases (GPx), which reduce H,0, to H,0O, and
glutathione reductase (GR), which converts the oxidized
form of glutathione (GS5G) back to its reduced form
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(GSH). Reduced glutathione is the most abundant non-
enzymatic antioxidant present in the tissues (Meister,
1984; Pompella et al. 2003); it removes H,0O,, Oy
and alkoxy radicals (Baudry et al 2008), maintains
membrane protein thiols and acts as a substrate for GPx
and glutathione S-transferase (Townsend er al. 2003).
Other thiol-disulfide oxidoreductase systems, such as the
cytosolic protein thioredoxin-1, along with thioredoxin
reductase ( TrxR), reduce intramolecular or intermolecular
protein disulfides. The current picture is that cells
should be protected against ischaemia—reperfusion injury
if detrimental ROS are neutralized. Paradoxically,
antioxidant treatments against ROS-induced myocardial
damage have shown contradictory effects in different
experimental settings and in translational approaches
(Sochman er al. 1996; Dhalla er al. 2000; Besse et al. 2006,
Venardos et al. 2007; Correa et al. 2010).

In this sense, postconditioning (PC) has emerged
as a powerful strategy to contend against reperfusion
injury in ex vivo and #n wive animal models (Zhao
et al. 2003; Kin er al. 2004; Hausenloy & Yellon, 2008;
Correa et al. 2008a), as well as in some clinical studies
(Sorensson er al. 2010). Postconditioning consists of the
application of brief periods of ischaemia—reperfusion,
immediately before prolonged reperfusion, and results
in infarct size reduction. Several mechanisms have been
related to the cardioprotection, i.e. participation of
protein kinase C (Philipp et al. 2006), mitochondrial ATP-
sensitive K+ (mitoK,p)channels opening (Yang et al
2004), the inhibition of the mitochondrial transition pore
(Argaud et al. 2005) and glycolytic activation during
early reperfusion (Correa et al. 2008a). Surprisingly,
little is known about the activity of antioxidant enzymes
and redox balance during postconditioning. In this
respect, a recent report demonstrated that the activity
of SOD is downregulated by early acidosis in cardiac
ischaemic postconditioning (Penna er al. 2011), whereas
H.0; diminution and prevention of GSH oxidation has
been associated with hypoxic postconditioning (Serviddio
et al. 2005). In the present study, we sought to
establish a correlation between early and long-lasting
cardioprotection afforded by PC and changes of the
antioxidant machinery.

Methods
Ethical approval

This investigation was performed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institutes of Health (NIH publication
no. 85-23, revised 1996) and approved by the Ethical
committee of the National Institute of Cardiology Ignacio
Chivez.
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Reagents

Anti-CuZnSOD (Ab13498), anti-MnSOD (Ab8867), anti-
GPx (Abls798), anti-catalase (Ab52477) and anti-
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH;
Ab9485) polyclonal antibodies were purchased from
Abcam (San Francisco, CA, USA). Secondary antibodies
conjugated with alkaline phosphatase were from Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA).
OxyBlot™ protein gxidation detection kit was from
Millipore Chemicon™ (Billerica, MA, USA) and RNeasy
minikit from Qiagen Sciences (Valencia, CA, USA). The
TrxR Assay Kit was from Cayman Chemicals (Ann Arbor,
MI, USA).

Isolated heart preparations

Sixty male Wistar rats (400—450g) were anaesthetized
with sodium pentobarbital (60 mg kg~' 1.p.}, and complete
lack of pain response was assessed by determining pedal
withdrawal reflex. Then, sodium heparin was injected
(1000 U kg '), and 5 min later a midsternal thoracotomy
was performed. The heart was rapidly excised and
placed in ice-cold Krebs—Henseleit buffer solution (pH
7.4) containing (mm): 118 NaCl, 4.75 KCl, 1.18 KH,PO,,
1.18 MgS0,.7H: 0O, 2.5 CaCly, 25 NaHCO3, 5 glucose and
0.1 sodium octanoate, and mounted onto a Langendorff
heart perfusion system. Hearts (average weight 1 g) were
perfused retrogradely, via the aorta, at a constant rate flow
of 12 ml min—"' with Krebs—Henseleit solution, which was
continuously bubbled with 95% O, and 5% CO; at 37°C,
Cardiac performance was measured at a left ventricular
end-diastolic pressure (LIWVEDP) of 10 mmHg using a latex
balloon inserted into the left ventricle and connected to a
pressure transducer (de Jestis Garcia-Rivas ef al. 2005).

Throughout the experiment, left ventricular pressure
was continuously recorded wsing a computer data
acquisition system designed by the Instrumentation and
Technical Development Department of the National
Institute of Cardiology { México, Distrito Federal, México).
Heart rate (HR) was counted from the left ventricular
pressure waveform. Cardiac contractile function was
calculated by subtracting IVEDP from left ventricular
peak systolic pressure, yielding left ventricular developed
pressure (LVDP). The double product was calculated by
multiplying HR by LVDFP.

We included in this study hearts of healthy rats and
excluded all those in which heart rhythm disturbances
(ventricular fibrillation, ventricular tachycardia and/or
atrial fibrillation) were detected during equilibration of
the hearts in the isolated system.

Baseline characteristics of the isolated heart model, gas
analysis and pH of the perfusates were evaluated at several
time points and are presented in Fig. S1.
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Experimental groups

Krebs—Henseleit buffer was perfused for 30 min to allow
the heart to reach a steady state. The hearts were subjected
to global ischaemia for 30 min by turning off the pumping
system. The postconditioning manoeuvre consisted of
five cycles of ischaemia—reperfusion (30 s ischaemia and
30s reperfusion per cycle), followed by 5 or 60min
of reperfusion. The experimental groups are illustrated
schematically in Fig. 1, as follows: C, control hearts,
continuously perfused for 120 min; I, hearts subjected
to ischaemia for 30 min; [R5, hearts subjected to 30 min
ischaemia and 5 min of reperfusion; IR60, hearts subjected
to 30 min ischaemia and 60 min of reperfusion; PC3,
hearts subjected to 30min of ischaemia and to the
postconditioning manoeuvre; PC60, hearts subjected to
30 min of ischaemia, to the postconditioning manoeuvre
and 60 min of reperfusion; and PBN, hearts perfused with
3mu of the antioxidant N-tert-butyl-a-phenylnitrone
(PBN) for 5min after 30 min of ischaemia and then
reperfused for 55 min without the compound. Some hearts
were perfused with 1 mm diethylthiocarbamate (DETC),
a relatively specific inhibitor of SOD, throughout the
protocol or during reperfusion only. The dose used in these
experiments did not compromise control heart function
at any time during the 120 min continuous perfusion.

Measurement of infarct size

Infarct areas were evaluated with triphenyl tetrazolium
chloride, as previously described (Buelna-Chontal et al
2011). The differentially stained areas were measured
by densitometry, and necrotic tissue was expressed as a
percentage of the total cardiac mass (i.e. risk area).

Protein oxidation in postconditioned hearts

In order to evaluate oxidative stress in the postconditioned
hearts, we measured protein oxidation in homogenates
with the OxyBlot™ protein oxidation detection kit.
Briefly, heart tissue was homogenized in PBS (pH 7.0)
containing 1 mm phenylmethyl sulfonyl fluoride and
50 mm dithiothreitol to prevent further oxidation of
proteins after cell lysis. Then, two aliquots of each
sample (20 peg) were transferred to Eppendorf tubes and
denatured by adding a final concentration of 6% SDS. One
aliquot was derivatized to 2,4-dinitrophenylhydrazone
(DNP) with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), while
the aliquot used as the negative control was incubated with
the same volume of derivatization control solution. Then,
samples were neutralized and separated by SDS-PAGE,
transferred to polyvinylidene difluoride membranes
and incubated with rabbit anti-DNP antibodies (1:150
dilution) in PBS-Tween containing 1% bovine serum
albumin. Horseradish peroxidase-conjugated secondary
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antibodies (1:300 dilution) and a chemiluminiscent
reagent were used for signal detection.

Determination of lipid peroxidation products in
postconditioned hearts

Malondialdehyde (MDA) was measured as described by
Guerrero-Beltrdn er al. (2010). Briefly, 1 mg of cardiac
tissue protein was added to a medium containing 1-
methyl-2-phenylindole. The reaction was started by
adding 37% HCI and incubated for 40 min at 45°C. Then
the samples were centrifuged at 3000g for 5min, and
the optical density of the supernatant was measured. The
method is based on the formation of a stable chromophore
with a maximal intensity of absorbance at 586 nm. Results
are expressed in nanomoles of MDA per milligram of
protein.

Qualitative RT-PCR

Total ribonucleic acid (RNA) was isolated from cardiac
tissue using an RNeasy minikit. The RNA was quantified
by optical density at 260nm. Then, 2 pug of RNA
was transcribed using the enzyme reverse transcriptase
(Invitrogen kit). The resulting cDNA was amplified by
PCR using the following primers: for CuZnSOD, forward
primer, GCG AAG GAT CTG AGC TAA AT and reverse

30 min | 30min | 60 min

| |
FERFUSION

REPERFUSION |

S |
o [ R oo ]

Figure 1. Scheme of the experimental groups

Abbreviations: C, control hearts continuously perfused for 120 min; I,
hearts subjected to ischasmia for 30 min; IR5, hearts subjected to

30 min ischaemia and 5 min of reperfusion; IRE0, hearts subjected to
30 min ischaemia and 60 min of reperfusion; PC5, hearts subjected to
30 min of ischaemia, to the postconditioning manceuvre and to 5 min
of reperfusion; PC60, hearts subjected to 30 min of ischaemia, to the
postconditioning manoeuvre and to 60 min of reperfusion; and PBMN,
hearts perfused with 3 mm N-tert-butyl-e-phenylnitrone (PBN) for

5 min after 30 min of ischaemia and then reperfused for 55 min
without the compound. The postconditioning manceuvre consisted of
five cycles of ischaemiz—reperfusion (30 s ischaemia and 30 5

reperfusion per cycle).
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primer, GCG CCA TGT TTC TTA GAG T; for MnSOD,
forward primer, GCG ACC TAC GTG AAC AAT CTG AAC
G and reverse primer, TCA ATC CCC AGC AGT GGA ATA
AGG C; for catalase, forward primer, TTG AGC GCC CGC
CCA ACA AG and reverse primer, CAC GCG AGC ACG
GTA GGG AC; for GPx1, forward primer, TGC AAT CAG
TTC GGA CAT CA and reverse primer, ACC ATT CAC
CTC GCA CTT G; and for GAPDH, forward primer, AAT
GCA TCC TGC ACC ACC AAC TGC and reverse primer,
GGA GGC CAT GTA GGC CAT GAG GTC. The PCR
conditions were as follows: initial denaturation at 72°C,
alignment at 60°C and elongation at 72°C (35 cycles).
The PCR products were separated on 2% agarose gels and
compared against the GAPDH PCR product.

Content of antioxidant enzymes in postconditioned
hearts

At the end of the different treatments, some hearts
were quickly frozen and stored in liquid nitrogen.
Cardiac homogenates were obtained and protein content
was determined according to Lowry et al (1951).
Proteins (25 pug) were resolved in 12.5% SDS-PAGE
reducing gels and electroblotted into a nylon membrane.
Immunodetection was performed using specific primary
antibodies against CuZnSOD (0.2 pgml~—'); MnSOD
(0.2 pugml='); catalase (1:1000 dilution) and GPx
(1:2000 dilution). Secondary antibodies conjugated with
alkaline phosphatase (1:25,000 dilution) were used and
detected by using chemiluminiscent substrate for alkaline
phosphatase (Millipore). Control loading was determined
by incubating the membranes against GAPDH polyclonal
antibodies (1:2500 dilution).

Activity of antioxidant enzymes in postconditioned
hearts

Heart tissue homogenates were used to measure enzymatic
activities. Catalase activity was assayed by a method based
on the disappearance of 30 mm H;O; at 240 nm (Barrera
et al. 2003). The data were expressed as k per milligram
of protein, where k (first-order reaction) can be used as a
direct measure of the catalase concentration as described
by Aebi (1984). Glutathione reductase activity was assayed
using oxidized glutathione as substrate and measuring the
disappearance of g-NADPH at 340nm (Barrera er al.
2003). One unit of GR was defined as the amount of
enzyme that oxidizes 1 pumol of NADPH per minute.
Data were expressed as units per milligram of protein.
Glutathione peroxidase activity was measured using GR
and NADPH in a coupled reaction (Barrera et al. 2003).
The disappearance of NADPH was monitored at 340 nm.
One unit of GPx was defined as the amount of enzyme
that oxidizes 1 pmol of NADPH per minute. Data were
expressed as units per milligram of protein. Superoxide
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dismutase activity was assayed spectrophotometrically at
560 nm by a previously reported method using nitroblue
tetrazolium (NBT) as the indicator reagent (Barrera et al.
2003). The method is based on the oxidation of NBT to
formazan by superoxide anion, which is generated by
the reaction systemn xanthine—xanthine oxidase; in the
presence of SOD, the oxidation of NBT is inhibited.
The amount of protein that inhibited NBT reduction
to 50% of maximum was defined as one unit of SOD
activity. Results were expressed as units per milligram of
protein. Thioredoxin reductase activity was evaluated with
a TrxR kit. Results were expressed as units per milligram
of protein.

Preparation of cytosolic and mitochondrial fractions

At the end of ischaemia—reperfusion, a group of hearts
were dismounted from the Langendorff system and
placed in cold buffer solution, which contained 250 mm
sucrose, 10mm Tris=HCl and 1 mm EDTA (pH 7.4).
The hearts were minced and incubated for 10 min
with the same buffer, plus subtisilin A (2mg(g of
tissue) ') in an ice-bath. Then the tissue was washed,
suspended in the same buffer without the enzyme and
homogenized. Mitochondria and cytosol fractions were
obtained by differential centrifugation (Martinez- Abundis
et al. 2009).

In-gel activity assay

The in-gel activity assay was performed as described by
Tirosh er al. (2005). Briefly, mitochondrial or cytosol
samples were dissolved in PBS containing Triton X-100
{0.5%) and centrifuged for 5 min (5000g). Supernatants
(70 pg protein) were subjected to 10% PAGE. The in-gel
assay for MnSOD and CuZnSOD activity was performed
under non-denaturing conditions. The gel was incubated
in a staining solution containing 0.01% (w/v) riboflavin,
0.02% (w/v) EDTA and 50mm Tris buffer (pH 7.6)
for 10 min. The gel was then incubated in a solution
containing 0.025% (w/v) NBT and 0.02% EDTA in 50 mm
Tris buffer (pH 7.6) for an additional 10 min. Next, the
gel was exposed to ultraviolet light for 1 min and then
dried without heating and scanned. The densitometry
analysis was performed using the Image] (Java-based
image processing, NIH, Bethesda, MD, USA) program.
The MnSOD and CuZnSOD were identified as two
bands of approximately 80 and 30 kDa, respectively, and
compared against known amounts of SOD from bovine
erythrocytes.

Glutathione content

Total glutathione was obtained by reducing GS55G to
GSH in heart homogenates with 1 mm dithiothreitol
for 10min at 4°C. Parallel samples were incubated in
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Table 1. Left ventricular developed pressure and heart rate of the experimental groups before ischaemia and after early and

prelonged reperfusion

Left ventricular developed pressure (mmHg) Heart rate (beats min—")

Before At 5 min of At 60 min of Before At 5 min of At 60 min of
Group ischaemia reperfusion reperfusion ischaemia reperfusion reperfusion
Control 100.1+£1.9 91.6x1.15 101.8+12 250.0 £ 458 261.6 + 32.6 206.6 + 6.5*
IRS 1M11.6+11.6 333+10¢ - 2403 £ 443 54.0 + 27.7% -
IRG0 986+ 116 15.7 £ 6.6* 26.0 £ 13* 2246 £ 254 89.3 + 10.5% 28.4 1+ 19%+*
PC5 100.1+£1.9 90.2 £ 29.8 = 228.3 £ 491 2320+ 519 =
PCe0 1116+ 116 91.4+8 101.3+ 15 222.0% 208 245.0+ 29.5 199.0 + 31.5
PEN 986116 945+53 936+ 6.3 213.0+5.2 203.0+ 11.54 178.0 £ 12.7*

Values represent the means + SD of seven different experiments. *P = 0.05, **P = 0.005, ***P = 0.001 versus the same variable
before ischaemia. Abbreviations: IR5, hearts subjected to 30 minischaemia and 5 min of reperfusion; IRE0, hearts subjected to 30
min ischaemia and 60 min of reperfusion; PC5, hearts subjected to 30 min of ischaemia and to the postconditioning manoeuvre;
PC60, hearts subjected to 30 min of ischaemia, to the postconditioning manoeuvre and 60 min of reperfusion; and PBN, hearts
perfused with 3 mM of the antioxidant N-tert-butyl-e-phenylnitrone (PBN) for 5 min after 30 min of ischaemia and then reperfused

for 55 min without the compound.

non-reducing conditions to evaluate GSH only. The
samples were deproteinized with 3% perchloric acid
and centrifuged at 21,000g for 5min at 4°C. Reduced
glutathione was separated by HPLC (Waters, Milford,
MA, USA) in a reverse-phase C-18 column (Nucleosil 100
5 um; Alltech, Lexington, KY, USA) using an isocratic
run containing a mixture of 1% acetonitrile and 99%
trifluoroacetic acid solution (0.1% w/v in water) at a
rate of 1 mlmin—!. Samples were postcolumn derivatized
with 35,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) and detected
spectrophotometrically at 412 nm. Results are expressed in
nanomoles per milligram of protein. Oxidized glutathione
was determined as the difference between total glutathione
and GSH.

Statistical analysis

Data were analysed using unpaired Student’s rtest and
one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test,
using the Origin 5.0 program from OriginLab data
analysis and graphing software (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA). Values of P <=0.05 were
considered statistically significant. Infarct size (as a
percentage) was compared between groups using a two-
way ANOVA for repeated measures. Statistical analysis was
performed using GraphPad version 5.00, Trial (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Statistical significance was
defined at P = 0.05.

Results

Baseline and perfusate parameters of the
Langendorff preparation

Heart rate, LVDP (Table 1), +-dP/dt and —dP/dt (Fig.S1)
were maintained constant in Langendortf preparations
perfused for 120 min. Arterial P, did not change at any
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time, whereas P, and pH values increased during the first
30 min and then remain unchanged until the end of the
protocol (Fig. S1).

Cardiac performance and infarct size in
postconditioned hearts

The double
30min of
decreased

product of hearts subjected to
ischaemia and 60min of reperfusion
from the first minutes of reperfusion
(from  19,216.5 = 3236.8 mmHgbeats min~"  before
ischaemia to 12,596 & 2472 mmHg beats min—'). At
the end of reperfusion, wvalues decreased further
to 1469 4+ 1383 mmHgbeats min~', in remarkable
contrast to the hearts subjected to the postconditioning
manoeuvres, which maintained double products of
20,910 £2381 and 20,509 £ 1173 mmHg beats min—
after 5 and 60 min of reperfusion, respectively (Fig. 2).
Figure 2 also shows that administration of the radical
scavenger, PBN, reproduced the protection conferred by
postconditioning (20,509 £ 1173 mmHg beats min~").
There was no significant difference between the cardiac
performance of control, PCé0 and PBN-treated hearts
after reperfusion at any time.

The infarct size in the control group was less than
19%. The ischaemic heart necrotic area (22.5 £+ 13.7%)
was similar to that developed at early reperfusion (IR5),
while increased damage was observed in IR60 hearts
(49.2 4+ 16.2%). Infarct size was significantly less in
postconditioned heart groups (4.6 £1.6% in PC5 and
10.8 &+ 1.2% in PC60), as well as in the PBN-treated group
(7.1 + 6.1%; Fig. 3).

Protein oxidation and lipid peroxidation products in
homogenates of postconditioned hearts

Oxidative modification of proteins by oxygen free radicals
results in the introduction of carbonyl groups into
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Figure 2. Effect of PBN and postconditioning (PC) on the
double product (heart rate = left ventricular developed
pressure) of postischaemic hearts

After 30 min of equilibration in the Langendorff system, hearts
were subjected to global ischaemia for 30 min, PC and
prolonged reperfusion. Another group received 3 mm of PBN
during the first 5 min of reperfusion instead of PC. Filled
squares represent control hearts, filled circle
ischaemic—reperfused hearts, open triangles postconditioned
hearts (PC60) and open circles ischaemic-reperfused hearts +
PEN. Data represent the means = SD of seven experiments,
except for the group in which PNB was administered, where
n=3.*P = 0.05 versus control, PC60 and PBN.

protein side-chains. Carbonyl groups were derivatized to
DNP-hydrazone and detected with primary antibodies
specific to the DNP moiety of the proteins. Oxidative
modification of proteins was initiated during ischaemia
and increased dramatically in early reperfusion (IR3).
With a longer reperfusion time (IR60), the response
was slightly diminished, still higher than in ischaemia.
Conversely, in the postconditioned hearts, carbonylation
diminished after both 5 and 60 min of reperfusion; in
the latter group, the oxidative damage to the proteins

Ischaemia

Infarct size
(% risk zone)
5 & 3

]

Figure 3. Myocardial infarct size in PC hearts
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was almost undetectable (Fig.4A4). Lipid peroxidation
was assessed by measuring levels of MDA. Maximal
MDA production was detected at 5min of reperfusion
and remained high in the group subjected to 60 min
reperfusion. The MDA content in postconditioned hearts
was comparable to control levels (Fig. 4B).

The content of CuZnSOD, MnSOD, catalase and
GPx1 was compared in all groups (Fig. 5). A significant
increase related to postconditioning was observed only for
CuZnSOD content after prolonged reperfusion (Fig. 5A).
Other enzymes, such as catalase (Fig.5C) and GPx
(Fig. 5D), were slightly augmented in PCs0 hearts
compared with IR60 hearts, but the differences were not
statistically significant. We also evaluated the transcription
levels of the four enzymes. We found a threefold increase
in CuZnSOD transcription in PCA0 hearts compared with
IR60 hearts (P = 0.05; Fig. 6A) and a twofold increase in
GPx1 transcripts in PC60 hearts (P < 0.05 versus IR60
hearts; Fig. 6 D).

Activity of antioxidant proteins in postconditioned
hearts

Diminution of oxidative stress markers was correlated
with an increase in activity of CuZnSOD in PCe0
heart homogenates. Upregulation was 47.3+ 2.6 U (mg
protein)~") in PCé0 versus 3.7+ 2.8 U (mg protein)~")
in control hearts versus 30.0 £ 5.4 U{mg protein)~') in
IR60 hearts (Table 2). Using cytosolic and mitochondrial
fractions to determine in-gel activities, we confirmed
that ischaemia-reperfusion increases the activity of both
SOD isoforms; however, additional upregulation related
to postconditioning was observed only in the activity of
CuZnS0D (Fig. 7A).

0{ g{ aI 9; ﬁ%

IRG0 PC5 PCBD FBN

Data represent the means + SD of three experiments. *P = 0.05 versus C; 1P = 0.05 versus |; 1P < 0.05 versus

IRG0.
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Figure 4. Protein and lipid oxidant damage in homogenates from postconditioned hearts

A, representative image of protein carbonylation in homogenates derivatized with DNPH (+) and without DNPH (—).
Coomassie Blue staining of the gels used for immunoblotting was performed to detect changes in protein loading.
The ratio between staining and total luminescence signal for each sample is also shown. B, malondialdehyde
(MDA) content in postconditioned hearts. Data represent the means + SD of six experiments. *P < 0.05 versus
control (C), PC5 and P60; §P = 0.05 versus all groups.
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Figure 5. Relative content of antioxidant enzymes in postconditioned hearts

Representative Western blots of CuZn superoxide dismutase (CuZnSOD; A), MnSOD (B), catalase (C) and
glutathione peroxidase 1 (GPx1; D) normalized to glyceraldehyde 3-phosphate deydrogenase (GAPDH). The bars
represent the means + SD of three experiments. *P < 0.05 versus IR60.
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Functional role of SOD in postconditioning-conferred
cardioprotection

To determine whether upregulation of the level and
activity of CuZnSOD may play a physiological role in
protecting hearts against ischaemia—reperfusion injury,
we perfused DETC, a relatively specific inhibitor of
both S0ODs, throughout the reperfusion protocol. There
was a partial but significant decrease in cardiac double
product after DETC administration compared with
the postconditioned hearts (P < 0.05), demonstrating
a partial participation of SOD in postconditioning-
conferred cardioprotection. Interestingly, when DETC was
administered only during reperfusion, heart function was
augmented and did not show a significant difference from
postconditioned hearts (Fig. 8). To rule out any effect
of DETC on cardiac function, some hearts were perfused
continuously with DETC without further treatment. At the
doses used, DETC did not compromise cardiac function.

Measurement of GSH:GS5G ratio in homogenates
from postconditioned hearts

Homogenates from hearts subjected to ischaemia and
prolonged reperfusion showed lower GSH content than
control hearts, which is consistent with the idea that in
conditions of enhanced oxidative stress, GSH:GSSG ratio
diminution impacts on protein function by modification
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of critical thiol groups. Conversely, GSH content and
thereby the GSH:GSSG ratio was higher in the PC60 group
compared with the IR60 group (Table 3).

Discussion

Reactive oxygen species are attractive mechanistic targets
for cardioprotection. It has been suggested that at low
levels ROS modulate cardioprotective signalling pathways
(Penna et al. 2009), although the identification of the site
of ROS generation, as well as the mechanisms for the
induction of protective signal transduction, are not yet
known. Recent studies indicate that moderate uncoupling
could play a protective role in mitochondria damaged by
ischaemia, decreasing ROS production and mitochondrial
calcium uptake (Paillard et al. 2009), whereas other groups
propose that the targets of postconditioning protective
signalling are mitochondria damaged by ischaemia (Chen
et al. 2011). In contrast, cardioprotection is associated
with oxidant-injury contention (Kin et al. 2004). In this
regard, diminished O, levels were determined close to
the risk area of PC hearts as compared with ischaemic
and reperfused hearts (Iliodromitis et al. 2006). Lauzier
et al. (2008) reported that PC significantly reduced
dysfunction after reperfusion in isolated working hearts of
senescent mice, associated with a reduction in heart O,
staining, while PC in an in viveo model reduced the plasma
malondialdehyde content and decreased the generation
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Figure 6. Expression of antioxidant enzymes in postconditioned hearts
Representative PCRs of CuZnSOD (A), MnS0D (B), catalase (C) and glutathione peroxidase (GPx1; D) normalized
to GAPDH transcript. The bars represent the means + SD of three experiments. *P = 0.05 versus IRG0.
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Table 2. Activities of antioxidant enzymes in postconditioned hearts

Catalase CuZnsoD MnsSOD Glutathione Glutathione Thioredoxin

{k (mg (U (mg (U (mg peroxidase reductase reductase
Group protein)~')  protein)-')  protein)-') (U (mg protein)-'} (U (mg protein)-') (U {mg protein)-1)}
Control 0.04 £ 0. 3T+ 28 44 + 22 0,19 £ 0.04 0.02 + 0.003 014 + 0.04
Ischaemia 0.04 £+ 0.01 136 £+ 3.2 76+ 32 0.21 £ 0.04 0.01 + 0.003 0.21 + 0.061
IRS 004 £ 002 20140 171+ 28 0.19 £ 0.05 0.01 + 0.004 0.11 + 0.03
IR6D 002 £001 30054 230+ 40 0.20 £ 0.03 0.02 £ 0.004 0.12 £ 0.02
PCS 004 £ 001 308 £ 3.7 114+ 28 0.18 £ 0.05 0.01 £ 0.004 0.12 + 0.05
PCe0 0032 £001 473 £ 2.6* 182 + 26 0.19 £ 0.03 0.01 £ 0.003 0.15 + 0.02

Catalase, glutathione peroxidase, glutathione reductase and thioredoxin reductase activities were evaluated in
homogenates, CuZn superoxide dismutase (CuZnSOD) activity was evaluated in the cytosol and Mn superoxide dismutase
(MnSOD) in mitochondria from postconditioned hearts. Values represent the means + 5D of three different experiments
in duplicate.*P = 0.05 versus IR60 and {P = 0.05 versus all groups.

of superoxide radical in the myocardial area at risk (Kin
etal. 2008). Inaddition, aconitase activity was preserved in
mitochondria isolated from PC cardiac tissue, suggesting
a close dependence between mitochondrial integrity and
a diminution of oxidative stress (Correa et al. 20085).
Surprisingly, little is known about the contribution of
the antioxidant enzymes against oxidant damage in PC
hearts. A recent study showed that PC was associated
with significant decreases in total SOD activity with
respect to ischaemia-reperfusion, although increased
levels of the enzyme were detected (Penna et al
2011). Thus, the aim of the present study was to
provide further evidence on the endogenous antioxidant
status of postconditioned hearts. Our results showed
that PC-conferred protection was associated with a
significant diminution in malondialdehyde levels and
protein carbonylation. Furthermore, in contrast with
report of Penna et al. (2011), we found increases in

S
)
rr%%%

(U
8

CuZnS0D activity
B
1=

=

0

C I IR

IRG0 PC5 PCEO

Coomassie
staining

Coomassie

Figure 7. In-gel activity of CuZnSOD and MnSOD

transcription, protein levels and activity of CuZnSOD in
PC hearts after prolonged reperfusion.

A possible explanation for this discrepancy is that
the activity of compartmentalized isoenzymes measured
in Penna’s report would not necessary be reflected
in total SOD activity. Also, the complexity of the
antioxidant defense system working as an integrated
system, along with the different experimental conditions
employed, could account for such differences. Superoxide
dismutases are important antioxidant enzymes that
combat the toxicity of O, —. Their protective role against
myocardial ischaemia and reperfusion damage has been
demonstrated in gene-targeted mice. Overexpression
of MnSOD significantly attenuated myocardial necrosis
after ischaemia—reperfusion (Jones er al 2003), and
CuZnSOD overexpression abolished the reperfusion-
associated burst of superoxide generation, decreasing
cellular injury (Wang et al 1998). Also, it has been
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Cytosolic (4) and mitechondrial zymograms (B) of postconditioned hearts. The lower panels show Coomassie
staining of the gels. The bars represent the means + SD of relative activity of six experiments expressed as units

per milligram of protein. *P = 0.05 versus all groups.
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shown that moderate overexpression of CuZnSOD at a
targeted intracellular location of vascular cells protected
the heart against ischaemia—reperfusion damage in
TgN(50D1)3Cje transgenic mice (Chen et al. 2000). In
other tissues, recombinant adenoviruses overexpressing
CuZnSOD or Mn50D afforded protection from focal
cerebral ischaemia—reperfusion injury with delayed
induction of nuclear factor-«B and abrogated the response
of activator protein-1 in mice (Kinouchi er al. 1991).

However, augmented CuZnSOD  without a
concomitant increase in catalase or GPx could be
harmful, instead of beneficial, because it may favour
intracellular H,O, accumulation. In our experiments,
we observed a relative increase in GPxl1 levels during
postconditioning, although we did not find changes
in the activity of the enzyme. Again, the contrasting
results between the activities and levels of the antioxidant
enzymes supports the proposal of redox environment
compartmentalization during reperfusion (Penna er al.
2009). Intriguingly, we observed a partial, although
significant, diminution in PC heart function when the
organ was perfused with the SOD inhibitor throughout
the protocol, but this effect was lost when the compound
was administrated after the PC cycles. We conclude that
the contribution of CuZnSOD to overall cardioprotection
could be limited spatially and temporally to a concerted
action of other PC-activated mechanisms.

Steady-state concentrations of GSSG and ratios of
GSH to GSSG are widely recognized to be sensitive
indicators of oxidative stress in tissues ( Schafer & Buettner,
2001; Jones, 2002). The rate of GSSG formation and
its reconversion to GSH or extrusion from cells is
reflected in the GSSG content, while the GSH:GS5G
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Figure 8. Effect of diethylthiocarbamate on PC-conferred
cardioprotection

Diethylthiocarbamate was supplemented in the Krebs—Henseleit
solution and administered throughout the protocol (open circles) or
during reperfusion only (inverted filled triangles). The data represent
the means + 50 of three experiments. Filled squares represent control
conditions and open triangles PC&0. *P = 0.05 versus control and
PC&0 groups.
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Table 3. Glutathione redox status in postconditioned hearts

GSH GS5G GSH:

{nmol (mg (nmol (mg GS5G

Conditions protein)—1) protein)—1) ratio
Control 4+ 03 0.6 6.6
Ischaemia 3+ 06 0.7 43
IRS 3+ 04 1.3 2.3
IRGD 2+ 01 2.5 0.8
PC5 3+ 03 1.4 2.1
PCE0 3+02 0.6t 5t

Abbreviations: GSH, reduced glutathione; and GSSG, oxidized
glutathione. Values represent the mean of three different
experiments. *P = 0.05 versus control conditions and {P = 0.05
versus IR&60.

ratio is indicative of the overall redox state. Our results
showed that postconditioning (PC60) maintains higher a
GSH:GSSG ratio than that observed after long reperfusion;
thus, GSH, reacting either as an electron donor to
neutralize hydrogen peroxides and lipoperoxides or as a
direct oxygen free radical scavenger, could avoid H,O,
accumulation in the conditions described here. In this
respect, a correlation between the GSH content and
decreasein H,O; production has been reported in cultured
cardiomyocytes subjected to short cycles of hypoxia—
normoxia after prolonged hypoxia (Serviddio er al
2005).

The present findings should be interpreted within the
constraints of potential limitations. We are conscious
that the ex wvive heart model takes any study
further away from clinical relevance than in vive
studies and, furthermore, that blood-perfused isolated
heart preparations demonstrate comparatively minor
perturbations in metabolism compared with buffer-
perfused preparations (Pasini et al. 1999). However, as
it has been demonstrated that PC protection is not
dependent on circulating blood factors or cells (Yang et al.
20035), we consider that the isolated model as presented
here is adequate to study cardiac response in terms of
oxidative stress.

In conclusion, the present study shows that
postconditioning decreases the ROS-mediated damage
to lipids and proteins. A redution in oxidative stress
markers was correlated with recovery of cardiac function,
increased CuZnS0D activity and maintenance of the ratio
of GSH:GSSG. We conclude that maintenance of the thiol-
disulfide redox status may be important in the context of
cardioprotection mediated by postconditioning and that
CuZnSOD activity could be relevant if acting in concert
with other PC-activated mechanisms.
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Pharmacological Strategies to Contend Against Myocardial Reperfusion
Damage: Diverse Chemicals for Multiple Targets
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Abstract: Acute myocardial infarction 1s a frequent and disabling disease. Paradoxically, reperfusion, the most effective
treatment to reduce infarct size, can both protect and kill. Although reperfusion protects by preventing lesions occurring
during prolonged ischemia, it causes damage because reflow 1s associated with an unbalance between oxygen availability
and metabolic demand, altered ionic homeostasis, and reactive oxygen species (ROS) generation. Recently, more players
in myocardial reperfusion mnjury have been described: protem kinase C (PKC) and members of the MAP kinase, which ac-
tivate downstream cascades that may activate mfricate processes compromising cardiac recovery after ischemia. All to-
gether, such mechanisms promote endothelial and vascular dysfunction, sequels of impaired blood flow, metabolic and
contractile dysfunction, dysrhythmia, cellular necrosis and apoptosis. Different pharmacological agents, as well as me-
chanical strategies, have been used to challenge the outcome of the complex interactions among these mechanisms and
with others. In this review, we focused on the potential of different compounds used m animal models and in the clinical
practice to improve the prognosis after post-ischemic reperfusion. We also review mechanisms activated durmg reperfu-
ston injury and the structure-activity relationship between some of the cardioprotective chemicals and their cellular tar-

gets.

Keywords: Reperfusion injury. cardioprotection. calcinm. oxidative stress, apoptosis.

INTRODUCTION

Myocardial ischemia occurs when the oxygen demand
exceeds blood supply. after an event of coronary occlusion.
Reopening of the occluded coronary artery, by pharmacol-
ogical or invasive methods, is the most effective treatment to
reduce infarct size resulting from myocardial ischemia.
Paradoxically, this procedure has the potential to introduce
an additional lethal injury known as reperfusion injury (re-
viewed in [1. 2]). For many years reperfusion injury was
considered as a laboratory curiosity, but this concept
changed when Vinten-Johansen’s group [3] described that
reperfusion damage could be inhibited by short and repeti-
tive cycles of ischemia in the early minutes after revasculari-
zation of myocardial infarction in dog hearts. Later, Staat ef
al. [4] added compelling evidence vanquishing any reserva-
tions about the existence of reperfusion damage in humans
by testing the concept of post-conditioning in a randomized.
multicenter study. As a result of these exciting findings. the
endogenous cardioprotective strategies activated by post-
conditioning are being exhaustively studied by several
groups and a renewed interest in pharmacological com-
pounds that protect against reperfusion damage has emerged.

L. PRESERVING IONIC BALANCE

L1. Ca’" Channel Blockers

Calcium homeostasis undergoes fluctuations in balance
during reperfusion. largely due to the release of calcium
from intracellular stores, particularly from the sarcoplasmic
reticulum [5. 6]. Pre-treatment of ischemic-reperfused hearts
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ologia, I Ch., Departamento de Bioquimica, Juan Badiano No. 1, Colonia
Seccion XVL 14080, D.F., México; Tel: (+52-55) -5573-2911 (1465); Fax:
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with Ca®™ antagonists, like verapamil and diltiazem. lowers
the increased left ventricular end-diastolic pressure
(LVEDP). developed by the entry of Ca™" into the myocar-
dium via sarcolemmal L-type Ca~ channels [7]. The chemi-
cal interaction between these compounds and the channel is
encoded in their pore-forming ¢;-subunits (Ca,1.1-Ca,1.4
0,4) that contain a number of unique amino acid residues
critical for the formation of a binding pocket for different
chemical classes of Ca’ antagonists. Detailed molecular
analyses of the distinct drug binding domains indicate that
the binding residues of 1.4-dihydropyridines (e.g.. isradipine
and nifedipine). phenylalkylamines (e.g.. verapamil and gal-
lopamil). and benzothiazepines (diltiazem). are located
within the same regions on ¢ subunits. A multisubsite do-
main binding model was proposed in which the noncompeti-
tive interactions. observed among different classes of cal-
cium channel blockers, result from steric interactions rather
than drug-induced conformational changes. This multisubsite
binding domain is located in the pore-forming regions of
repeats IIT and IV of the o;-subunit (Fig. 1). It allows diug
binding to a domain interface. thus facilitating stabilization
of closed channel conformations. Mutation of residue Thr-
1066 to tyrosine eliminates high affinity for dyhydropiridi-
nes assessed by radioligand binding and functional studies
[8.9].

1.2. Beta Adrenergic Receptor Antagonists

Beta-adrenergic receptor (B-AR) antagonists have been
shown to protect against ischemia-reperfusion injury [10].
Although the exact mechanisms for the cardioprotective
action of these agents are not vet fully understood,. it has
been suggested that cytosolic ca’’ plays a role in mediating
the [-adrenergic receptor signals to mitochondrion.
Carvedilol inhibits the calcium-dependent superoxide
production by damaged respiratory complex I. demonsirating
that this blocker acts directly on isolated mitochondria [11.

© 2010 Bentham Science Publishers Ltd.
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Fig. (1). Drug binding residues in L-type calcium channel 1 subunits (LTCC1). Conventional putative foldmg structure on LTCC 1
subunits, with circles indicating the position of residues crucial for (DPH) dihydropyndines (black); (PAA) phenylalkylamines (gray), and
both DHP and PAA (open) binding affinity. Only repeats III and IV are illustrated. (Taken from Huber et al. [9]. Copyright © 2004, by the

American Society for Biochemistry and Molecular Biology.)

12]. In addition. a recent study indicates that f-AR blockers
exert antioxidant effects and preserve sarcoplasmic
reticulum’s function during the ischemic period through a
lipid peroxidation-reducing effect and by suppressing the
increase in phospholamban phosphorylation [13].

A common feature in the chemical structure of P -
blockers is. at least, one aromatic ring structure attachad to a
side alkyl chain possessing a secondary hydroxyl and amine
functional group (Fig. 2). Each of the available B-blockers
has one or more chiral centers in its structure., and. in all
cases. at least one of the chiral carbon atoms residing in the
alkyl side chain is directly attached to a hydroxyl group.
With the recent determination of the crystal structure of the
human B,-adrenergic G protein- coupled receptor [14], new
insights in the structural interactions between this receptor
and its ligands have been proposed. Carazolol is a partial
inverse agonist that binds with picomolar affinity to the B
adrenergic receptor (B2AR). producing a reduction of basal
activity of the receptor. Shukla ef al. [15] described extensive
interactions between the receptor and this compound in the
light of existing data obtained from mutagenesis and bio-
chemical approaches. For example. Asp113 was found pre-
viously to be crucial for ligand binding to the B2AR. Muta-
tion of Asp113 to asparagine leadsnot only to complete abla-
tion of antagonist binding but also to decreases in the po-
tency of agonists by several orders of magnitude [16]. It has
also been described that Valll4 and Phe290 interact with the
Cg-to-Cy3 ring of the carbazole moiety of carazolol and form
a hydrophobic sandwich with this aryl group. These interac-
tions could explain the loss of affinity for aryl moiety-
containing antagonists. like alprenolol.

I.3. The Na™/K~ ATPase Inhibitors

External energy sources are required in addition to the se-
lective opening of ion channels to maintain concentrations of
ions in extracellular and intracellular compartments against
their concentration gradients.

In excitable tissues. the activity of the sarcolemmal
Na /K~ ATPase is crucial for the maintenance of normal
elecfrical activity and ion gradients. In cardiac muscle, the
sarcolemma sodium (Na') gradient established by Na /K~
ATPase activify is essential not only for generating the rapid
upstroke of the action potential but also for driving a number
of ion-exchange and transport processes crucial for normal
cellular function, ion homeostasis, and the control of cell
volume. Hence. interventions that influence either the activ-
ity of the Na /K~ ATPase or indirectly the transmembrane
Na® gradient can affect profoundly normal cell function [17].
Among the pharmacological agents that inhibit the action of
the pump is the vanadate ion, which binds to the phosphory-
lation sites on the cytoplasmic side and. thus. inhibits en-
zyme phosphorylation. In the post-ischemic heart. vanadate
has not effect on the intracellular sodium concenfration, but
slows sodium recovery during reperfusion. The presence of
vanadate during ischemia results in attenuation of acidosis
and diminution of lactate accumulation. Thereby. vanadate
alters glucose utilization and Na*/K~ ATPase activity [18].
At low concentrations (1 - 4 uM). vanadate has been found
to attenuate cardiac dysfunction and changes in sarcoplasmic
reticulum (SR) Ca’™ uptake. as well as ryanodine receptor
(RyR)-binding activities. due to ischemia-reperfusion (I'R) in
isolated rat hearts [19].
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Fig. (2). The chemical structure of some beta-receptor ligands.

I.4. The Na*/H™ Exchange (NHE) Inhibitors

There is a large body of evidence demonstrating that
pharmacological inhibition of NHE-1 prevents myocardial
ischemia-reperfusion injury in experimental as well as in
human studies [20]. This has largely been attributed to the
prevention of infracellular Ca™™ overload during ischemia
and reperfusion by NHE-1 inhibitors. For example. the in-
hibitor cariporide protects the myocardinum during ischemia.
by delaying the increase in infracellular sodium and free cal-
cium and. to a lesser extent, by reducing calcium accumula-
tion during reperfusion [21]. Amiloride. a potent inhibitor of
Na /H  exchange. ]thlblTS _intracellular Na“ accumulation
early in reperfusion and Ca® overload in the late stage (Fig.
3). The reduction in post-ischemic cardiac dysfunction in-
duced by amiloride pretreatment could be attributed to inhi-
bition of the resultant Ca>” accumulation during reperfusion
[22]. Some reports indicate that NHE-1 transmembranal do-
mains (TM4 and TM9) are invelved in amiloride-type inhibi-
tor binding. Mutagenesis studies point out the presence of
Phe-165 and Leu-167 in TM4 for amiloride sensitivity. Other
amino acids residing in the reentrant loop between TM9 and
TMI10 [23]. as well as residues in the extracellular loop be-
tween TM3 and TM4 [24]. have also been proposed. indicat-
ing that multiple NHE-1 regions interact with the inhibitors.
Besides. regions in TM10-11 and/or the associated intra- and
extracellular loops (IL5 and EL6) play a major role in NHE1
inhibitor sensitivity [25].

Recently, interesting findings have been reported about
the specificity of amiloride derivatives. Prendes ef al. [26]
demonstrated that dimethylamiloride protection against
ischemia and reperfusion in isolated heart is associated with
inhibition of the mitochondrial permeability transition pore.
There is also evidence suggesting that NHE-1 inhibitors have
anfi-inflammatory properties in experimental ischemia and
reperfusion. which may contribute to the beneficial effects of
these compounds [27]. The NHE-1 may also be involved in
the adaptive hypertrophic response after myocardial injury.
Indeed. the NHE-1 inhibitor. cariporide, reduces right and

Current Medicinal Chemistry, 2010 Vol. 17, No. 21 2163
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left ventricular hypertrophy. and improves left ventricular
function in rat models of congestive heart failure induced by
myocardial injury [28].
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Fig. (3). Chemical structures of Na“H' exchange antagonists.
The chemical structures of amiloride, EIPA, HOE694, and ci-
metidine are illustrated, along with the values of half-maximal in-
hibition (Kps) for NHE-1. (Taken from [121], Copyright ©1996 by
The American Society for Biochemustry and Molecular Biology,
Inc.).
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In humans (EXPEDITION ftrial). the administration of
cariporide at the onset of ischemia reduced myocardial
ischemia-reperfusion. although collateral neurologic effects
preclude its use at the present time. The timing of Na /H™
exchange inhibitor administration seems to be a key factor in
clinical cardioprotection (reviewed in [29]). In GUARDIAN
and EXPEDITION clinical trials. cariporide infusion was
started before the ischemia. whereas eniporide failed to re-
duce the infarct size when administered at the time of reper-
fusion [30].

L.5. Potassium Channel Activators

ATP-sensifive potassinm (Karp) channels are located in
the sarcolemmal membrane and in the mitochondrial mem-
brane of cardiomyocytes. Kare channels are inhibited by
intracellular ATP and activated by intracellular nucleoside
diphosphates. Under normoxic conditions. the sarcolemmal
channel remains in a closed state. However, during myocar-
dial ischemia. it opens as the intracellular ATP concentration
decreases and ADP and lactate increase. hyperpolarizing the
cell membrane. Under this condition. the myocardial action
potential is shortened and the voltage-dependent calcium
currents decrease, events that have been associated with car-
dioprotection in myocardial ischemic diseases [31].

By using potassinm channel openers (nicorandil and
pinacidil) and specific blockers of mitochondrial (5-
hydroxydecanoate) and sarcolenumnal (HMR 1883) Karp
channels, Das and Sharkar [32] investigated whether opening
of the sarcolemmal or mitochondrial Karp (,Karp) Was re-
lated primarily to cardioprotection during ischemia and
reperfusion in rabbit hearts. They found that nicorandil or
pinacidil administration prior to coronary occlusion im-
proved cardiac outcome after ischemia-reperfusion due to
activation of cardiomyocite mitochondrial Karp channels.
since S-hydroxydecanoate (5-HD) but not HMR 1883 abol-
ished the beneficial effects of nicorandil and pinacidil. How-
ever. the conclusion that K arp channel opening is related to
cardioprotective effects is based solely on pharmacological
evidence. Determination of the structure of the pore-forming
protein underlying ,Karp conductance will resolve many of
the controversial issues about this channel, such as those
concerning non-specific effects of Karp channel openers. To
this respect. reconstitution of K™ uniport activity in
liposomes with a 53-kDa mitochondrial protein was reported
by Diwan ef al. [33]. whereas a 54-kDa was tentatively iden-
tified as a component of the ,Karp channel. based on its sen-
sitivity to glibenclamide [34]. It has been suggested that the
mE 4t might be composed of an inward rectifier potassium
channel subunit (Kir) and a sulfonylurea receptor (SUR).
Evidence includes the recognition of a 51-kDa mitochondrial
protein by Kir6.1 antibodies [35] and low-affinity sulfony-
lurea binding sites in mitochondrial preparations [36]. Al-
though the combination of mitochondrial SURIL/Kir6.1 has
similar pharmacological features to known plasma mem-
brane isoforms of Karp [37]. the dominant-negative knock-
out of Kir6.1 or Kir6.2 had no effect on ,Karp responses in
isolated myocytes [38]. However. a recent functional charac-
terization of mitochondrial splicing variants of SUR2 indi-
cates that a 130-kDa protein can form ATP-sensitive conduc-
tance and could contribute to cardioprotection [39].

Correa et al.

I.6. Mitochondrial Calcium Uptake Inhibitors

Experimental observations on calcium signal transmis-
sion between the endoplasmic reticulum and mitochondria
suggest the existence of a stable mitochondria-reticulum
interaction. where mitochondria could accumulate a large
fraction of the calcium released through the ryanodine recep-
tor and the IP3 receptor [40]. According fo this proposal.
fluorescence calcium image analysis shows evidence of the
existence of high calcium concentration microdomains. sus-
ceptible of being sensed by mitochondria [41]. Since calcinm
accumulation in mitochondria has been proposed to play a
key role in triggering irreversible damage in the reperfused
heart [42. 43. 44]. many groups have suggested that interven-
tions aimed at reducing mitochondrial caleinm overload (Fig.
4) and. hence., membrane potential depolarization. matrix
swelling. and abolition of ATP synthesis. due to the opening
of the mitochondrial permeability fransition pore (mPTP).
should prevent cellular injury induced by reperfusion.

Evidences highlighting post-ischemic electrical dysfunc-
tion and mitochondrial bioenergetics include experiments
with inhibitors of the mitochondrial benzodiazepine receptor
(a putative component of the mPTP) that blocks depolariza-
tion of the mitochondrial membrane potential and prevents
reperfusion arrhythmias [45]. Our group demonstrated that
Rusgp. a highly specific inhibitor of the mitochondrial cal-
cinm uniporter, avoids I/R-related arrhythmias in isolated
working rat hearts. by maintaining the mitochondrial calcium
concentration low during reperfusion and. in consequence,
favoring the closed state of the mPTP [46].

Other drugs. such as diazoxide and ruthenium red (RR)
have been used as modulators of the mifochondrial calcium
content. Diazoxide is a mitochondrial K -ATP channel
opener that exerts an impressive recovery during reperfusion
in isolated hearts, when used at low concentrations (30-100
uM) [47-49]. This compound only partially protects at con-
cenfrations up to 625 uM in a whole rat model [50]. RR also
exerts protection in isolated hearts at 0.025-10 puM [51.43].
but. in a whole rat model. it shows protective effect at doses
close to 30 pM [52]. At these concenfrations. both com-
pounds show collateral effects, not only in the heart but also
in other organs [53. 54]. Mitochondrial integrity could also
be maintained after reperfusion by inhibiting the opening of
the mPTP. In this context. a wide variety of molecules that
inhibit this mega-channel. including cyclosporine A (CSA)
(Fig. 4). have been used as protectors against reperfusion
injury [55.56]. Other examples are sanglifehrin A [57] and.
more recently, NIM811 [58] and octylguanidine [59].

II. OXIDATIVE STRESS

ROS have long been recognized to cause oxidative pro-
tein modification and to be major mediators of reperfusion
injury [60]. Myocardial oxidative stress is generated by vari-
ous enzymes, e.g2.. NADPH oxidases (NOXs). xanthine oxi-
dase (XO). mitochondrial electron fransport chain com-
plexes, and NOS (nitric oxide synthase). Free radical scav-
enging enzymes. such as superoxide dismutase (SOD). cata-
lase (CAT). and glutathione peroxidases (GPx). are known to
be the first line of cellular defense against oxidative damage.
removing O, and H>O, prior to their interaction to form the
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Fig. (4). Chemical regulation of calcium transport in mitochondria from reperfused heart. Ruthenium compounds inhibit calcrum
uniporter (UnCa) with high affimity, preventing from calcium overload and, thereby, avoiding mPTP opening. Another strategy to maintain
heart function after reperfusion is by mhibiting the opening of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP). The chemical structure
of both compounds and the main components of the mPTP are shown. OM, outer membrane; IM, mner membrane; VDAC, voltage-
dependent anion channel; ANT, adenine nucleotide translocator; CK, creatine kinase; CyD, cyclophilin D; HK, hexokinase; BR. benzodi-

azepine receptor.

more harmful hydroxyl (OH’) radical. Reduced glutathione is
one of the most abundant non-enzymatic antioxidant bio-
molecules found in tissues [61]. Its functions are removal of
free oxygen species such as HyO,. superoxide anions and
alkoxy radicals. maintenance of membrane protein thiols.
and to act as a substrate for GPx and glutathione S- trans-
ferase (GST) [62]. As mentioned. it is agreed that an imbal-
ance between the production and removal of ROS might
contribute to the functional damage resulting from ischemia
and reperfusion.

II.1. Reactive Oxidative Species Scavengers

Many free radical scavengers have been used to contend
against reperfusion injury in animal models. Melatonin.
which at 100 pM significantly reduces the duration of ven-
tricular tachycardia and ventricular fibrillation in isolated
reperfused hearts, is an example of an endogenously pro-
duced antioxidant. Its cardioprotective effects has been asso-
ciated to a significant reduction of OH' generation [63] and
to stimulation of gene expression and activities of the super-
oxide dismutases, catalase and glutathione peroxidase (GPx)
[64. 65]. It also increases the levels of glutathione. an impor-

tant intracellular antioxidant. by stimulating its rate-limiting
enzyme, gamma-glutamylcysteine synthetase [66]. The effi-
cacy of melatonin was compared with that of another free
radical scavenger. i.e.. vitamin C. At a concentration of 500
uM, vitamin C was significantly less effective than mela-
tonin in preventing the cardiac arrhythmias in an ischemia
reperfusion rat model [67].

Exogenous compounds have also been used to scavenge
reactive oxygen species in the reperfused heart (Table 1).
The flavonoids. catechin. baicalein., and procyanidin B2.
react preferentially with superoxide, whereas baicalein scav-
enges the hydroxyl radical [68]. Flavonoids also inhibit the
activity of xanthine oxidase and reinforce cellular antioxi-
dant capacity [69]. Some of them. like quercetin. myricetin.
and delphinidin. protect the heart from ischemia-reperfusion
injury by their capacity to inhibit STAT1 (signal transducer
and activator of transcription-1) that has been proposed to be
a general molecular target for antioxidants in the ischemic
myocardium [70]. Resveratrol. a polyphenol with antioxidant
properties. exerts cardioprotective effects by multiple
mechanisms, it scavenges hydroxyl radicals with a reaction
rate constant of 9.45 x 10° M esec™ [71]: it also reacts with
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Table 1. Exogenous Scavengers Used in Reperfusion Protocoels. The Chemical Structure and the Proposed Mechanism of Action
are Depicted
Name Structure Action mechanism References
Flavonoids: Scavengers of transition [68-70]
Flavone o metals and ROS.
blackbone Inhibiters of xanthine
oxidase and restorers of
antioxidant
O capacity
Polyphenols: OH Antioxidant activity: [71-74]
Resveratrol ‘ Scavengers of hydroxyl
HO x radical
and superoxide anion.
Inhibitor of xanthine
OH oxidase
Upregulation of NO
Ubiquinones: o Electron carriers [121,122]
1.2 Benzoquinone o
Thiol reagents: H, SH Reductors of disulfide [123, 124]
MN-acetyl-cistemne o o bonds formed within
CH /U\ N proteins.
3
E  om
Nitrones: Rs o Scavengers of [125, 126]
-
PBN (phenyl N-tert- SN superoxide
butylnitrone) )_L and hydroxyl radicals.
R; R,
Allopurinol o] Inhibitor of Xantine [127, 128]
Oxidase
N —
L V'NH
N H

superoxide anions and inhibits xanthine oxidase [72]. On the
other hand, resveratrol increases nitric oxide (NO) synthesis
that directly neufralizes superoxide radicals. In the ischemic-
reperfused heart, resveratrol induces NO synthesis and low-
ers oxidative stress [73]. Resveraftrol also scavenges peroxyl
and hydroxyl radicals in the reperfused myocardium. lower-
ing malonaldehyde formation [74] and upregulating the ac-
tivity of catalase in the myocardium [75].

In a global ischemia model. rat hearts treated with N-
acetyl-cysteine (NAC) showed attenuation in malondialde-
hyde content and an increment in the relation glutathione
redox potential [76]. suggesting that thiol-compounds could
be part of the potent defense systems against ischemia—
reperfusion. In clinical trials. the administration of NAC dur-
ing thrombolysis has been related with reduction in the in-
farct size and preservation of left ventricular function [77

Several questions in this field remain to be answered: for
example, the observation that ROS signaling may trigger
delayed cardioprotection. To this respect. ROS generation
was found to be protective when acetylcholine, bradykinin.

opioids. and phenylephrine were administered prior to
ischemia. As indicated by Gross & Gross [29]. the agents
that generate an initial burst of ROS. activating cardioprotec-
tive pathways that neutralize further ROS generation during
reperfusion. must be re-examined in different animal species
with different free radical scavenging mechanisms to deter-
mine whether ROS can ftrigger cardioprotective signaling
events.

III. METABOLIC THERAPY

II1.1. Glucose-Insulin-Potassium

Metabolic modulation with glucose-insulin-potassium
(GIK) in acute myocardial infarction (AMT) has a long and
confroversial history. Originally. GIK therapy intended to
prevent intra-myocardial hypokalemia during ischemia and
reperfusion. but now it is mainly advocated to diminish hy-
perglycemia and hyperlipidemia. It has been suggested that
confradictory results in clinical frials depend on glucose lev-
els after GIK infusion and that impairment of myocardial
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activation of PI 3-kinase-Akt signaling by glucose could be
one of the involved mechanisms [78]. As it is known that
hyperglycemia can induce oxidative stress and increase the
generation of freeradicals and pro-inflammatory cytokines in
cardiomyocytes. some research groups have evaluated the
effect of GIK supplemented with antioxidants or anti-
inflammatory compounds. obtaining additive protective ef-
fects in ischemia-reperfusion injury [79].

II1.2. Adenosine

Four adenosine receptor subtypes are present in the heart:
Ay, Asa. Asp. and A;. Evidence from genetically modified
mice suggests that the A; and A; receptors may confribute to
cardioprotection. since overexpression of either receptor
improved functional recovery from ischemia [80]. Besides.
the A; receptor agonist GR79236 (N-[1S. (trans)-2-
hydroxycyclopentyl] adenosine) and the Az agonist 2-chloro-
IB-MECA (CLIB-MECA) reduce infarct size in pigs [81]
and in rats [82]. respectively. when administered before
reperfusion. The adenosine A,, receptor agonist. CGS21680.
also diminishes infarct size in rabbits [83] and reduces post-
ischemic inflammation [84]. Preliminary results of a clinical
trial indicate that adenosine administration before. during.
and after aortic clamping reduces the incidence of periopera-
tive infarction [85]. Despite the relevance of adenosine as a
cardioprotective molecule, the main contribution of each of
the adenosine receptor subtypes to cardioprotection during
ischemia and/or reperfusion has to be defined.

IV. SIGNALING CASCADE INHIBITORS

During ischemia. signal transduction mechanisms. in-
cluding the complex mitogen activated protein kinase
(MAPK). are activated. This evolutionary conserved path-
way involves the control of many fundamental cellular proc-
esses such as apoptosis [86. §7]. Reactive oxygen species
produced during reperfusion activate the p38 MAPK a-
isoform [88] and the INK pathways resulting in cellular
death [89]. In fact. the selective inhibitor of p38 MAPK. SB
203580, has been shown to reduce the number of apoptotic
cells in neonatal cardiac myocytes [90].

Pando ef al. [91] demonstrated that S-farnesyl thiosali-
cylic acid (FTS. Salirasib), an effective inhibitor of Ras sig-
naling. reduced heart damage during reperfusion. This group
also showed that the inhibition of Ras caused a significant
and short-term decrease in INK expression. INK diminution
has been associated with heart recovery after reperfusion by
other groups [92]. Erythropoietin attenuates reperfusion
myocardial injury by a mechanism that involves the activa-
tion of NFkB. followed by the opening of Kurp channels.
The administration of glibenclamide. a selective Kyrp chan-
nel blocker. abolished the cardioprotective effects of
erythropoietin [33].

Apelin, an endogenous ligand of the orphaned G protein-
coupled receptor APJ. has been also used to reduce myocar-
dial reperfusion injury. Apelin is widely represented in the
heart and vasculature, it has the ability to enhance myocar-
dial contractility in rats [93. 94]. This effect is independent
from angiotensin II. endothelin-1. catecholamines. and nitric
oxide release [95]. but seems to involve the activation of the
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sarcolemmal Na'/H® exchanger (NHE). probably through
phospholipase C and protein kinase C-dependent pathways.
The cardiovascular profile of the apelin-APT system makes it
an attractive therapeutic prospect for preserving myocardial
function in the face of chronic cardiac stress and to grant
protection during acute myocardial injury (reviewed in [96]).
Other signaling pathways that seem to play central roles in
myocyte damage are the protein kinase C (PKC) signaling
cascades. PKCe has been considered the main player in car-
dioprotective pathways [97]. but recent studies demon-
strated, for the first time, that PKC6 inhibition also protects
the human myocardium ex vive from ischemic-reperfusion
mjury [98]. Interestingly. PKCd is translocated to mitochon-
drion in response to ROS signaling. Therefore, it has been
suggested that activated PKCS may have direct effects on
protein substrates involved in mitochondrial energetics. pH
regulation. and in apoptosis [99].

V. ANTI-APOPTOTIC THERAPY

Necrotic cell death was a hallmark of reperfusion damage
until 1994, when an additional type of death was described in
isolated heart [100]. Nucleosomal DNA fragmentation was
reported and. since then. other apoptotic events have been
described associated to reperfusion damage. including TNF-
o release. caspases activation. and cytochrome ¢ release from
mitochondria. Mitochondrial apoptotic signaling is regulated
by different mechanisms. Detailed description of the mifo-
chondrial pathway activation in reperfusion-induced apopto-
sis (RIA) is out of the scope of this review: however. Fig. (5)
summarizes the main events occuring in the cell to achieve
this activation.

V.1. Cytochrome ¢ Release Inhibitors

Two different pores have been described as pathways for
cytochrome c release (reviewed in [101]). The first one is the
mitochondrial apoptosis-induced channel (MAC) formed by
Bax and VDAC proteins [102]. There are reports indicating
that only Bax-forming channels could account for cyto-
chrome c release [103]. In this sense. the contribution of Bax
channels to cytochrome c release after reperfusion has been
explored by Bombrun ef al. [104].

A second possible pathway described for cytochrome c¢
release is the mitochondrial permeability transition pore
(mPTP). The classical accepted components of the mPTP are
the voltage-dependent anion channel (VDAC) in the outer
membrane (OM), the adenine nucleotide translocator (ANT)
in the inner membrane. and cyclophilin D (CypD) in the mi-
tochondrial matrix [105]. These proteins could be assembled
into a continued unspecific channel. promoting mitochon-
drial swelling. OM rupture, and pro-apoptotic proteins re-
lease [106]. It has been demonstrated that the mPTP partici-
pates in post-ischemic apoptotic signaling [107. 108]. Ac-
cordingly. cyclosporine A (CSA) preserved heart function
after reperfusion [109]. Recently. apoptosis activation during
ischemia and reperfusion was inhibited in vive [110]. The
protective effect of CSA has been related to its interaction
with cyclophilin in the matrix. preventing the binding of this
peptidyl-prolyl cis-frans- isomerase with ANT and the estab-
lishment of the *“open pore” conformation [111]. Other in-
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Fig. (5). Oxidative stress and antioxidant response in the ischemic-reperfused heart. Reactive oxygen species and reactive nitrogen spe-
cies (ROS/RNS) are produced by endothelial, inflammatory cells and fibroblasts. Inside the cells. ROS i1s mainly produced by mitochondria.
NO, nitric oxide; ONOQO'", peroxynitrite anion; O*", superoxide anion; H,O,, hydrogen peroxide: XO, xanthine oxidase; CAT, catalase; GPx,
glutathion peroxidase; SOD, superoxide dismutase; iNOS, mducible nitric oxide synthase; I, IL, ITT, IV, Respiratory Complexes; LPx, lipop-
eroxidation; PN, protein nitration; TsM, thiols modification; 3-NT; 3-nitrotyrosine; Pxs, peroxidases; Pox, protein oxidation.

hibitors of the mPTP. like NIMS811, also provide full protec-
tion against necrotic and apoptotic activation in a rabbit
model of ischemia/reperfusion [58].

V.2, Ceramide Pathway Inhibitors

Ceramide increases in the ischemic-reperfused myocar-
dium as the result of the activation of the membrane-
associated sphingomyelinase [112]. Ceramide is translocated
to mitochondrion by an unknown mechanism. inducing hy-
drogen peroxide generation [113]. Besides, it has been dem-
onstrated that ceramide has pore-forming properties that
could account for an alternative pathway for cytochrome c¢
release [114]. Argaud ef al. [115] demonstrated that admini-
stration of the sphingomyelinase blocker. tricyclodecan 9 y-
xanthate (D609). reduces ceramide increase and diminishes
apoptotic markers in an in vive model of ischemia reperfu-
sion.

V.3. Caspases Inhibitors

Contradictory results about caspase inhibition and myo-
cardial function recovery have been reported in different
models of myocardial ischemia and reperfusion. On one
hand. Grunenfelder ef al. [116] reported that caspase 3-
specific inhibitor DEVD-CHO diminished reperfusion injury
and up-regulated Bel-2 expression in transplanted rat hearts.
without affecting cytochrome ¢ release. Other reports indi-

cate that these inhibitors reduced infarct size and cardiomyo-
cyte positive TUNEL staining. but did not improve myocar-
dial function in rats [117]. Broad-spectium caspase inhibitors
do not reduce infarct size. but reduce post-infarct ventricular
remodeling myocardial infarction in pigs [118]. Finally, in
an isolated rabbit model of ischemia-reperfusion and in car-
diomyocytes, the non-peptidic caspase 3/7 inhibitor (S)—(+)-
5-[1-(2  methoxymethylpyrrolidinyl) sulfonil ] isatin
(MMPSI) significantly reduced infarct size and reduced
simulated ischemia-reperfusion-induced apoptosis [119].

CONCLUDING REMARKS

A large amount of experimental drugs and protocols
against ischemia and reperfusion have been accumulated
over the years. However. many of them did not match the
approaches that show promising results in clinical evalua-
tions. The failed clinical trials are reflected by the poor track
record for cardioprotective drugs in the literature as a whole,
although excellent revisions of antioxidant-based strategies.
cascade signaling inhibitors., mitochondrial therapy. and
Na"/H regulation have been published.

In this review. we present several chemical approaches
that have been used in ex vive and in vivo animal models. as
well as in clinical trials. to improve the recovery of the post-
ischemic heart. We also describe the chemical interaction
between some of these agents and their molecular targets. As
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Fig. (6). Mitochondrial death pathway. Activation of cell death receptor (CDR) induces the recruitment of cytosolic proteins, like the adap-
tor protein FADD (Fas-associated dead domain) and pro-caspase 8. The association of these proteins results in caspase 8 release as an active
caspase, Whose substrates are either the Bel-2 family member Bid, or effector caspases. Activated Bid (tBid) induces cytosolic Bax redistri-
bution to the mitochondrial outer membrane. There, Bax promotes cytochrome ¢ (Cyt c) release through the activation of the mitochondrial
permeability transition pore (mPTP) and/or through the mitochondrial apoptosis-activated channel (MAC). Membrane associated sphmgo-
myelinases (SMase) are activated by CDR, releasing ceramide from sphingomyelin hydrolysis. Ceramide reaches mitochondria inducing cyt
c release by itself or activating Bax. Once 1n the cytosol, cyt ¢ forms the apoptosome along with Apaf-1. pro-caspase 9, and dATP. Pro-
caspase 9 subunits are auto-activated and subsequently activate effector caspases producing apoptosis amplification and cell dismantle. In
gray, are shown some compounds that interact with apoptotic targets.

shown. the diversity of infracellular pathways linked to
reperfusion damage provides. in many cases. redundancy in
the cardioprotective response. This demonstrates that intri-
cate relationships exist among different mechanisms. To this
respect. more basic smdies are needed to establish the
connection among these mechanisms: for example. between
calecinm homeostasis and ROS production. or between p,K s1p
channels and mPTP opening. In addition. knowing how the
opening of the ,Krp channel could protect cardiomyocytes
against post-ischemic injury is another pending issue.
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