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RESUMEN

E! dafio al miocardio producido por la reperfusién después de un periodo
de isquemia, ha sido bien estudiado. Actualmente se tienen dos hipotesis
para explicar este fendmeno, la paradoja del oxigeno y la paradoja del
calcio.

Basandonos en los datos que reportan el dafio producido por la
sobrecarga de calcio, se hicieron estudios para demostrar que el Ketorolac
tiene propiedades ionoforéticas para el caicio, debido a estas propiedades
puede prevenir del darfio miocérdico inducido por isquemia y reperfusion.

El Ketorolac es un farmaco sintetizado para llevar a cabo acciones anti-
inflamatorias y analgésicas. Su estructura quimica es similar al anti-
inflamatorio Tolectin. El Ketorolac induce su efecto terapedtico inhibiendo
la sintesis de prostaglandinas. En este trabajo, se analiza a este anti-
inflamatorio no esteroideo, como un compuesto con propiedades
ionoforéticas para los iones de calcio, mostrando que el Ketorolac induce la
salida de calcio de la mitocondria. Este efecto no depende de una accién
desacoplante, ya que la droga no modifica el potencial transmembranal, ni
afecta la fosforilacion oxidativa. Ademas, se muestra que este compuesto
moviliza a los iones de calcio hacia el interior de liposomas que forman
potencial transmembranal.

Para evaluar el efecto de este iondforo para calcio, en un modelo de

reperfusién, se utilizaron ratas macho, a las que se les tomaron registros de



electrocardiograma y presion arterial. El compuesto se administr6 por via
intravenosa, a una dosis de 1 mg/kg de peso.

Pasados 30 minutos, se localizé la arteria coronaria descendente
anterior izquierda, la cual se ocluyd, a los 4 minutos y medio de oclusion, se
retird la ligadura comenzando la reperfusion.

Al momento de la repefusién, en las ratas tratadas se desarrollaron
arritmias cardiacas las cuales al minuto 8 desaparecieron regresando a
ritmo sinusal, en las ratas no tratadas, las arritmias persistieron.

Se hizo la cuantificacién de las enzimas creatina cinasa y lactato
deshidrogenasa, las cuales disminuyeron en las ratas tratadas en
comparacion con las no tratadas.

Se hizo el estudio histolégico del miocardio de las ratas de ambos
grupos. En el grupo no tratado, se observaron las alteraciones
caracteristicas de este tipo de dafio. En contraste en el grupo tratado con
Ketorolac, no encontramos evidencias importantes de dafio.

Debido a las propiedades ioncforéticas que presenta el Ketorolac, este
medicamento fue capaz de evitar el desarrollo de arritmias, la périda de las

enzimas y el dafio histolégico.



INTRODUCCION

La oclusiébn aguda de una arteria coronaria debido a una enfermedad
aterosclerotica o a la presencia de un trombo, origina isquemia miocardica
que trae como resuitado un infarto agudo del miocardio (1).

La isquemia miocardica se define como un estado en el cual el flujo
sanguineo al miocardio no es suficiente para proveer de oxigeno a las
células, pasando de una respiracion aerdbica a una glicolisis anaerébica
para producir energia. La ausencia de flujo colateral en la isquemia severa,
impide el aporte de substratos metabdlicos, asi como favorece la
acumulacién de catabolitos en el tejido afectado (2).

Al momento que se elimina la obstruccién coronaria, hay una entrada
abrupta de sangre que lleva oxigeno y nutrientes al tejido. A esta entrada
de sangre al miocardio después de un periodo de isquemia, es a lo que
denominamos reperfusion.

Debido al incremento en la disponibilidad de agentes tromboliticos y
angioplastias coronarias la reperfusién temprana por medio de un globo
para una revascularizacion de emergencia, ha llegado a ser una realidad
practica para muchos pacientes con infarto agudo del miocardio (3). Como



consecuencia de esta reperfusién, los pacientes desarrollan necrosis
miocérdica con liberacion de las enzimas creatina cinasa (CK) y lactato
deshidrogenasa (LDH) (4) debido al estado de anaerobiosis de la células y
a la permeabilidad de las membranas plasmaticas. Ademas, en el dafo
mediado por la reperfusibn de corazones isquémicos, existen diversos
eventos fisiolégicos asociados entre los que destacan:

1) Arritmias.

2) Liberacién marcada de enzimas hacia el torrente circulatorio.

3) Edema.

4) Contractura muscular.

5) Deplecion de ATP.

6) Hinchamiento mitocondrial con presencia de grénulos
electrodensos, posiblemente de fosfato de calcio.

La vulnerabilidad del corazén hacia los eventos antes mencionados
debidos a la reperfusion, es favorecida por varios factores (5,6), incluyendo
la formacién de radicales libres derivados del oxigeno (7,8) y la sobrecarga
de calcio (9). A partir def estudio de estos factores, se han planteado dos
hipétesis para explicar los procesos celufares involucrados en el dafio por
reperfusion, la paradoja del oxigeno y la paradoja del calcio {fig. 1).
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Fig. 1 ' Representacién esquemitica de los eventos moleculares
que ocurren durante la reperfusibén post-isquémica.
(En: Rerrari, R., et. al. 1986. Intracellular effects
of myocardial ischaemia and reperfusion: role of calcium
and: oxygen. European Heart Journal 7 {Suppl. A)N3-12).



HIPOTESIS DE LA PARADOJA DEL OXIGENO

En esta hipétesis se propone que la repentina introduccién kdel oxigeno,
provoca dafio por la formacion de radicales libres derivados de! oxigeno
(fig. 2). 7

Los radicales libres (OH-, O--, O2~) se forman como producto de una
variedad de reacciones normales que involucran la auto-oxidacion y las
reacciones cataliticas de varios sistemas enzimaticos, ademas de la
agregacion plaquetaria y la actividad fagocitica de los leucocitos (10,11).

Normalmente la acumulacion de estos radicales libres es prevenida por
la accién de varias enzimas atrapadoras de radicales libres (12,13,14). En
diversos estados patoldgicos, la falta o el mal funcionamiento de los
antioxidantes permiten fa acumulacién de metabolitos aberrantes del
oxligeno. Los superdxidos (Oo--), peroxidos de hidrégeno (H202), radicales
hidroxilo (OH) y atomos de oxigeno (0O.7), en exceso pueden combinarse
con precursores peroxidicos [predominantemente Acidos grasos poli-
insaturados, pero también carbohidratos, amino 4cidos y DNA (15)] lo que
provoca un dafio biolégico irreversible.

Debido al aumento en la permeabilidad de la membrana producida por
la reperfusion, en las células hay una importante pérdida de glutation,
glutation peroxidasa y superoxido dismutasa, elementos del sistema |
antioxidante que normalmente protegen de los efectos de la formacién de
radicales libres (11,16). Por lo anterior, se crean las condiciones por las
cuales se forman el peréxido de hidrogeno y el altamente reactivo radical
hidroxilo (17). El siguiente evento crucial desde el punto de vista de la
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Fig. 2 Mecanismos de formacifn de radicales libres. Suver6xido dis-
mutasa (SOD), Glutatién reducido (GSH), Glutatién oxidado
(6GsSG). ( En: Opie, L.H. 1989. Renerfusion injury and its
pharmacologic modification. Circulatlon 80(4):1049- 1062)



paradoja del oxigend, es la lipoperoxidacion. Este proceso dafia el
funcionamiento de las membranas, induciendo un estado de permeabilidad
inespecifica a diversos elementos, entre los cuales se encuentra e! calcio,

provocando una sobrecarga del mismo (17).

HIPOTESIS DE LA PARADOJA DEL CALCIO

En esta hipétesis se postula una pérdida del control intracelular de la
homeostasis del calcio, dando como resultado una sobrecarga de este i6n
dentro de la mitocondria. Esta acumulacién de calcio produce daiios
mernbranales, y eventualmente muerte celular (Fig. 3).

El incremento en la concentracion de calcio intramitocondrial se
relaciona con una baja en la capacidad de generar ATP durante la
reperfusion (18). Esto parece ser debido a que la actividad de algunas
deshidrogenasas que regulan la produccién energética aerdbica del
metabolismo, son estrictamente dependientes de un estrecho margen de
concentraciones de calcio intramitocondrial (19).

Como se propone en la hip6tesis de Ia paradoja de! calcio, durante la
reperfusién se produce un marcado incremento en el calcio celular,
principalmente en las mitocondrias y en el reticulo sarcoplasmico (20); al
mismo tiempo, el calcio citosdlico disminuye. Esto implica, que las células
intentan mantener su concentracién de calcio citosélico incrementando su
entrada desde el compartimiento extracelular. Se ha postulado que esta
gran cantidad de calcio que entra a la célula durante la reperfusiéon es

secuestrado por el reticulo sarcoplasmico o por la mitocondria (20).
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Fig. 3 Posibles mecanismo gue explican la:ehtrada‘m‘asiva de calcio durante
el periodo de reperfusibn. '( En:’Opie,"L.H. '1989. Reperfusion injury
and its pharmacologic modification. Circulation. 80(4):1049-1062)




La concentracion de calcio en la célula, se eleva a niveles mucho mas
altos durante la sistole, este grado de elevacién del calcio, permite el
desarrollo de contractura muscular por alteraciones en el acoplamiento
excitacion-contraccion.

Se ha propuestc un mecanismo para explicar la entrada de calcio a las
células durante la reperfusién (fig. 3). El calcio puede entrar de una manera
controlada a fravés de un canal de calcio o por un intercambiador sodio-
calcio (16). La estimulacién alfa o beta-adrenérgica también puede
contribuir al aumento del calcio citosélico. Una entrada no controlada de
calcio podria ser debida al resultado de alteraciones en el sacolema, ya sea
por la actividad de fosfolipasas (P-lipasa) o bien por la accién de radicales
libres.

Una propuesta para el desarrollo de arritmias debidas a la reperfusién
es un aumento en el ciclo de entrada y una disminucion importante en el
ciclo de salida del calcio en las células (16).

En general, estd bien aceptado que la sobrecarga de calcio, y el dafio
oxidativo, son los factores mas importantes en el desarrollo del dafio por
reperfusion. Esto ha sugerido que la apertura de poros especificos o
inespecificos en las mitocondrias, ademas de la generacidn de radicales
libres, puede ser reelevante para el establecimiento de este dafo.



ANTECEDENTES

Se ha tratado de dilucidar lo que ocurre durante la reperfusion de un
corazén isquémico, encontréndose que durante la reperfusion existe la
formacién de radicales libres de oxigeno, asi como también sobrecarga de
calcio intramitocondrial.

En los litimos afios se han hecho diversos estudios tendientes a evaluar
los efectos miocérdicos de atrapadores de radicales libres en modelos de
corazén aislado y modelos de corazén in vivo. También se han ensayado
diversas condiciones por medio de las cuales se pretende mantener la
homeostasis del calcio durante los periodos de isquemia y reperfusion.

En el caso de los atrapadores de radicales libres, se ha reportado que
estos no tienen efectos antifibrilatorios (3,16,21). Entre los atrapadores de
radicales libres se reporta a la superéxido dismutasa (SOD), que aunque no
es capaz de revertir el efecto arritmico, si puede reducir el tamario del
infarto (22). Sin embargo, la pérdida de creatina cinasa  (CK), como
indicador de dafio miocardico, no es reducida por SOD, ya que el contenido
de CK en el miocardio al final de la reperfusién es casi el mismo en
experimentos realizados con y sin SOD (21). También se ha evaluado el
efecto de farmacos atrapadores de radicales libres. La administracién de
alopurinoi como pre-tratamiento o durante la oclusién arterial en perros,
reduce el tamano del infarto (23), en otros estudios se han administrado
Dimetiltiourea, Desferrioxame, Mercaptopropionil glicina, N-Acetilcisteina,
etc., farmacos que han mejorado la funcién mecéanica del miocardio (24), el



flujo sanguineo, medido con Doppler (25), ademas de la microvasculatura
endocardica (26).

Por otra parte, también se han realizado varios estudios tendientes a
conservar la concentracién intracelular del calcio durante la reperfusion
miocardica. Estudios hechos por el grupo de Mitsuru Osada (3), reportaron
que la reperfusion, en condiciones de hipocalcemia, no tiene efecto sobre la
génesis de la fibrilacién ventricular, sin embargo, si puede revertirla a un
ritmo sinusal. Al evaluar los efectos de los antagonistas de caicio, por
ejemplo, el D-600 en un modelo de corazén aislado de conejo, se observd
que disminuye la salida de la enzima creatina fosfocinasa (CPK) durante la
reperfusién. El consumo de oxigeno y la capacidad generadora de ATP por
las mitocondrias, se mantuvieron en niveles normales. Por otro lado, Ia
concentracion de calcio y el almacenamiento del ATP end6geno se
conservaron cerca de sus valores normales (27).

En un estudio realizado por Arteaga et al. (28), se introdujo al
inmunosupresor Ciclosporina A (CSA) como una droga cardioprotectora. En
tal estudio se analiz6 el efecto de la ciclosporina A (CSA) sobre la
vulnerabilidad del corazén de rata a la taquicardia ventricular y las arritmias,
durante la reperfusién que sigue a un periodo transitorio de isquemia.
Cuando se administra 30 minutos antes de la oclusién de la arteria
coronaria, la CSA disminuye significativamente la incidencia de arritmias
ventriculares.

La proteccién por CSA contra el desarrollo de inestabilidad eléctrica en
el corazén de rata en fase de reperfusion se relaciona con los bajos niveles
de lactato deshidrogenasa y creatina cinasa encontrados en el plasma de
las ratas tratadas con CSA. Debido a que durante la reperfusiéon hay una



marcada salida de estas enzimas, del tejido dadado al torrente circulatorio,
estos experimentos indican que la CSA protege al tejido cardiaco del
desarrollo del dafio inducido por isquemia y reperfusion.

Se ha reportado que la CSA previene del dafio inducido por sobrecarga
de calcio en mitocondrias (28).

El dafio celular fetal producido por la reperfusion de un corazén
isquémico puede ser mediado por la sobrecarga de calcio (16), como lo
demuestran los experimentos realizados con la ciclosporina A (28).
Basandonos en este y otros trabajos (18,19,27) en los que se apoya que el
calcio juega un papel importante en la generacién del dafio inducido por la
reperfusién, en este trabajo decidimos evaluar el efecto de otro compuesto
capaz de evitar la sobrecarga del catién.



KETOROLAC

El Ketorolac, es una droga sintética que se emplea como anti-
inflamatorio y analgésico (fig. 4), el cual induce su efecto terapeutico
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas (29). Se sabe que el incremento
de protaglandinas circulantes causa hiperalgesia, por ejemplo,
sensibilizando nociceptores para estimulacién quimica o mecanica. Por
esto, la terapia para atenuar el dolor producto de procesos inflamatorios,
esta dirigida hacia la inhibicién de la sintesis y liberacién de protaglandinas,
bloqueando la actividad de la enzima ciclo-oxigenasa. Recientemente se
ha considerado que ei caicio tiene un papel central en el fenémeno de la
hiperalgesia (30), debido a que los iones de calcio estimulan la actividad de
la fosfolipasa Ag, la cual provee al substrato para que se lleve a cabo la
sintesis de prostaglandinas. Ademds, también se ha establecido que el

incremento en la sensibilizacién de los nociceptores, esta asociado con 1a
activacion del AMPc, con el consecuente aumento en la concentracién

intracelular de calcio libre (30).

Reportes previos han demostradc que varios anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES) inducen movimientos de calcio a través de las
membranas celulares (31).
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HIPOTESIS

Si el Ketorolac es una droga que posee un grupo carboxilo, entonces
el calcio podria unirse a este grupo para formar un complejo neutro,
probablemente soluble en las membranas.

El pK del grupo carboxilo es 3.46, por lo que a pH fisiologico, la alta
concentracién de Ketorolac desprotonado permitiria un incremento en la

unién del calcio.

Por la caracteristica antes mencionada, el Ketorolac podria presentar
propiedades ionoforéticas para calcio y entonces podria evitar el dafio
producido por la isquemia y la reperfusién miccérdica, ya que se sabe que
el dafio por reperfusién es inducido por una sobrecarga de calcio en las
mitocondrias.



OBJETIVOS

Estudiar al analgésico Ketorolac como una droga ionédfora para calcio, en
mitocondrias de rifién de rata, soiventes hidrofébicos y bicapas lipidicas.

Evaluar el efecto de este farmaco, en base a [a generacion y persistencia
de las arritmias inducidas por la reperfusién de corazones isguémicos de
rata, asl como también su capacidad para mantener, ain después de un
periodo de isquemia y posterior reperfusion, la integridad del corazén.

Introducir al analgésico Ketorolac en ratas normales a las que se induce
oclusién y reperfusion de la arteria coronaria descendente anterior izquierda
experimentalmente y analizar si se comporta como una droga ion6fora para
calcio, que previene del dafio miocérdico inducido por la isquemia y la
reperfusion.



MATERIAL Y METODOS
PREPARACION DE MITOCONDRIAS DE RINON DE RATA.

Se sacrificaron 21 ratas Wistar por dislocacién cervical para extraerse
los rifiones, a los cuales se les separé la médula,

Las mitocondrias se prepararon segtn la técnica de Chavez et al. (32),
por homogeneizacion del tejido cortical en 0.25 M sacarosa + 1mM EDTA
(&cido etilendiamino tetraacético), ajustando a pH 7.3 con base Tris
[Tris(hidroximetil)aminometano]. EI homogenado se centrifugé a 800 g por
10 min, el sobrenadante se centrifugd nuevamente a 12,000 g por 10 min, el
botén resultante se lavé en el medio de sacarosa, omitiendo el EDTA.

MOVIMIENTQOS DE CALCIO EN LA MITOCONDRIA.

Se utilizé el indicador metalocrémico Arsenazo Il para seguir los
movimientos de calcic espectrofotométricamente a 685-675 nm (33). A un
medio que contenfa sacarosa 150 mM; KCL 50 mM; HEPES 10 mM;
succinato 10 mM; ADP 200 pM; CaCls 100 uM; Arsenazo lil 100 pM;
rotenona § ug, y oligomicina 5 ug, se le agregaron 2 mg de proteina
mitocondrial (n=3).

El contenido de calcio mitocondrial se analizé incubando a las
mitocondrias con 45CaCly (act. esp. 1300 cpm/nmol), después de 6 min de
incubacién, una alicuota de 0.2 ml se filtré a través de un filtro Millipore con



un didmetro de poro de 0.45 pm, la radioactividad retenida después del
lavado y secado de los filtros fue medida en un contador de centelleo, los
experimentos se hicieron por triplicado. La Kp 5 para el Ketorolac fue
calculada por regresion lineal (r=0.997, ecuacién: Y= 0.0076769(X) +
0.0148634).

RESPIRACION MITOCONDRIAL.

El andlisis de la velocidad de respiracién fue llevado a cabo
pelarogréficamente con un electrodo tipo Clark acoplado a un registrador.
La concentracién de oxigeno disuelto en el medio de incubaci6n (2 mil) fue
estimado en 400 natomos/ml a 25°C, a la altitud de la Cd. de México (2240
m). A un medio de incubacién que contenia sacarosa 250 mM, fosfato 1
mM; HEPES 10 mM; malato 10 mM y glutamato 10 mM, se le anadieron 2
mg de proteina mitocondrial. A este medio con Ia proteina se le afadieron
ADP 0.5 mM y Ketorolac 264 uM. Los experimentos se hicieron por

triplicado.
PREPARACION DE LIPOSOMAS.

Los liposomas fueron obtenidos utilizando asolectina extraida con
acetona (34). Los lipidos secos fueron dispersados en un buffer acuoso, de
50 mM fosfato de trietanolamina, pH 7.0, a una concentracién final de
fosfolipidos de 30 mg/ml, y fueron sonicados hasta la claridad. La enzima
citocromo oxidasa fue purificada de acuerdo a la técnica de Ramirez et al.
(35) vy se afladi6 a una concentracion final de 0.25 mg/ml. La incorporacién



de la enzima se llevé a cabo después de una sonicada suave de 10 seg. La
suspension fue dializada durante la noche a 40C contra 250 volumenes de
50 mM de fosfato, pH 7.0, y se pasé a través de una columna de Sefadex
G-50 pre-equilibrada con 50 mM fosfato, 0.8% colato de sodio, 0.5%
asolectina, pH 7.0. Las vesiculas fueron colectadas por centrifugacién a
100,000 g por una hora y luego resuspendidas en un buffer de diélisis.

ENSAYO DE CAPTACION DE CALCIO EN VESICULAS DE
FOSFOLIPIDOS.

Los liposomas (1 mg) fueron incubados durante 5min en un medio que
contenfa 50 mM fosfato de potasio, pH 7.0, mas ascorbato 7.5 mM,
TMPD(N,N,N'N'-tetrafeniimetilenediamina) 0.75 mM y 150 M de citocromo
C. Ademas el medio contenia 45CaClz 500 uM (act. esp. 695cpm/nmol).
En la reaccion de captacion , la reaccion fue iniciada afiadiendo 264 uM de
Ketorolac 6 0.5 pM de! ionéforo A23187. La determinacion del calcio
acumulado fue analizada utifizando la técnica de agregacion por protamina
y filtracion (36), de la siguiente manera: después del tiempo de incubacion
se afiadié 0.2 mi de una solucién de protamina (4 mg/ml) para precipitar las
vesiculas, la muestra fue inmediatamente filtrada a través de un filtro
millipore con un tamario de poro de 0.45 ym de didmetro. La radioactividad
contenida después del lavado y secado de los filtros se midié en un

contador de centelleo. Los experimentos se hicieron por triplicado.



DETERMINACION ~ DEL *POTENCIAL = TRANSMEMBRANAL — EN
'MITOCONDRIAS.

Cambios en el potencial transmembranal fueron seguidos
espectrofotométricamente utilizando safranina a 533-511 nm (37). La
calibracion de la sefial se llevé a cabo usando valinomicina-K+, el volumen
intramitocondrial (1.1 pl/mg) fue determinado por un marcado doble con
[3H}-H20 vy [14C]-carboxinulina. A un medio que contenia sacarosa 150
mM; KCI 50 mM; HEPES 10 mM; succinato 10 mM ADP 200 pM; CaCls 100
uM; safranina 10 uM; EGTA 10 pM; rotenona 5 pg y oligomicina 5 uM, se le
afladieron 2 mg de proteina mitocondrial. Al medio con la proteina se le
agregd Ketorolac 264 pM, CCP 4 uM, Ca2+ 100 uM; Mg2+ 5mM o rojo de
rutenio 0.16 M. Los experimentos se hicieron por triplicado.

ENSAYQ DE LA ACCION IONOFORETICA DEL KETOROLAC.

Volumenes equivalentes de fases organica y acuosa (1ml cada una)
fueron agitados en un vortex y centrifugados a 2500 rpm durante 10 min, la
fase orgénica estaba formada de 55% tolueno y 45% n-butanol. La fase
acuosa contenfa HEPES 10 mM pH 7.3, ademas de diferentes
concentraciones de 45CaCla y Ketorolac. La cantidad del cation transferido
de la fase acuosa a la fase organica fue determinada midiendo la
radiactividad contenida en alicuotas (0.05 mi) obtenidas de la fase organica.

En experimentos realizados utilizando un tubo-"U" (fig. 5), la fase
organica contenia 5 ml de 60% cloroformo y 40% n-butanol, la solucién se
agité lentamente con una barra magnética. En el brazo izquierdo, sobre la
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kfase orgénica, se agregé 1 ml de una solucidén que contenia Ketorolac
16mM y 600 uM de 45CaCls (act. esp. 1000 cpm/nmol). En el brazo
derecho del tubo-"U", sobre la fase organica se colocd una soluciéon acuosa
que contenia EGTA 1 mM pH 7.3. La transferencia del catién de la fase
acuosa del lado izquierdo, a la fase acuosa del lado derecho fue estimada
midiendo la radiactividad en alicuotas de 0.05 mt.

ENSAYO DEL EFECTO DEL KETOROLAC DURANTE LA REPERFUSION
MIOCARDICA.

40 ratas macho Wistar, aproximadamente de 300 g de peso, fueron
anestesiadas con pentobarbital sddico (55mg/kg via intraperitoneal). Las
ratas fueron mantenidas con respiracion asistida por medio de una
traqueotomia a razén de 2 cc de aire ambiental por cada 100 g de peso, a
través de una bomba tipo Palmer para especies menores. Registros
electrocardiograficos DIl de superficie fueron tomados para monitorear la
frecuencia cardiaca y sus cambios por medio de un poligrafo tipo Grass,
modelo 79D, ademas se obtuvieron registros de presién sanguinea en una
de las arterias femorales por medio de un transductor de presién Gouid
Stathom. EI Ketorolac obtenido de Syntex S.A. de C.V. de México, fue
administrado 30 minutos antes de abrir el térax, via intravenosa a una dosis
de 1 mg/kg peso (n=21). La droga se disolvi6 en solucién salina (NaCl .
0.9%). El grupo de ratas no tratadas (n=19) Gnicamente recibid solucion
salina (NaCl 0.9%). Pasados 30 minutos se abrid el térax por una
toracotomia del lado izquierdo, se localizé Ia arteria coronaria descendente

anterior izquerda, la cual se ligd con una seda negra trenzada calibre 6-0



montada en una aguja atraumética. La arteria se ocluyé anudando la seda
sobre un tubo de plastico de aproximadamente 1cm de largo para evitar
desgarrar la arteria con la seda, el periodo de isquemia permanecié durante
cuatro minutos y medio, al término del cual se retiré la oclusién,
comenzando la reperfusion (28).

CUANTIFICACION DE ENZIMAS EN EL SUERO SANGUINEO.

Al final del experimento se obtuvieron muestras de suero sanguineo de
las ratas no tratadas (n=4) y tratadas con Ketorolac (n=4) para la
cuantificacién de las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH) y creatina
cinasa (CK). Ademas, se obtuvieron muestras de suero sanguineo de ratas
a las que solo se les practico la operacién sin provocar isquemia (n=3), para
comparar los resultados obtenidos en los sueros problema con valores
basales. La cuantificacién de LDH se llevo a cabo siguiendo la reduccion
de NAD+ (8.6 mM) espectrofotométricamente a 340nm utilizando 50 mM de
lactato como substrato (38). La actividad de la creatina cinasa fue medida
en un medio que contenfa esencialmente, ademds del suero sanguineo, 20
mM glucosa, 30 mM creatinfosfato, 2 mM ADP, 2 mM NADP, 6-U-
hexoquinasa y 6-U glucosa-6-fosfato deshidregenasa. la cinética enzimética
fue seguida espectrofotométricamente a 340 nm (38).

ANALISIS HISTOLOGICO.

Para el estudio histologico se utilizaron corazones de ratas no
tratadas (n=6) y tratadas con Ketorolac (n=6). El tejido fue fijado en un



buffer de formol 10% durante 24 horas, pasado el tiempo de fijacién, el
tejido se deshidraté con diferentes concentraciones graduales de alcohol
etilico, ya deshidratado se aclaré con xilol, se hicieron cortes de 3-4 ym y se
tiferon utilizando la técnica tricrémica de Masson para su observacion
posterior en el microscopic 6ptico.

ANALISIS ESTADISTICO.

Para comparar los resuitados estadisticamente entre los diferentes
grupos experimentales, se utilizé la prueba de t-student. Los valores se
expresan como media + E. S. Los valores de p<0.05 se consideraron

significativos.



RESULTADOS

EFECTO DEL KETOROLAC EN ALGUNAS  FUNCIONES
MITOCONDRIALES. )

Se analiz6 el efecto del Ketorolac en el contenido de -calcio
mitocondrial, y los resultados se muestran en la fig. 6. La adicién de
Ketorolac a una concentracién de 264 puM, a mitocondrias que contenian
125 nmo! Ca2+/mg proteina causé una répida salida de calcio
(13.6 nmolmin-1.mg-1). Cabe sefalar que el medio de incubacion no
contenia fosfato. Sin embargo, cuando se afiadié 1 mM fosfato al medio de
incubacion, aunque se acumulé una mayor cantidad de calcio (~150
nmol/mg), la adicién, de Ketorolac solo indujo una salida parcial del cation,
a una velacidad de 6.6 nmol.min-1.mg-1. E! incremento en la velocidad de
liberacion del calcio (13nmol.min.~1mg-1), se alcanz6 después de la adicion
de 20 uM de mersalil (Mers), que inhibe la acumulacion de fosfato dentro de
la mitocondria (39). Eltrazo C muestra que cuando el Ketorolac es afiadido
al medio de incubacién antes de la adicion de las mitocondrias, estos
organelos acumulan calcio en menor cantidad, 60 nmol.mg. Sin embargo,
la adicién de 1 mM fosfato indujo un incremento transitorio en [a entrada de
calcio, seqguida de una salida rapida del catién, En el trazo D (linea
punteada) se muestra que la adicién de 0.160 uM de rojo de rutenio que es
un inhibidor del uniportador de calcio, no inhibe la salida de calcio inducida

por Ketorolac. Esto indica que la salida de calcio no se llevd a cabo por un
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mecanismo reverso a través del uniportador de calcio en la membrana
interna el cual es sensible al rojo de rutenio (40).

En el experimento de la figura 7, se observa (panel A), que cuando las
mitocondrias fueron incubadas en la presencia de concentraciones
crecientes de Ketorolac, de 66 a 528 uM, el calcio mitocondrial fue liberado
de una manera dosis dependiente. La velocidad méaxima de salida de
caicio, 36+2.2 nmol.min'1.mg'1, fue lograda con 528 uM de la droga. Enel
panel B se describen los datos anteriores en forma de doble reciproca
donde se determiné que la Kg_ 5 del Ketorolac para la salida mitocondrial de
calcio, fue de 500 uM.

El efecto del Ketorolac en el contenido de calcio mitocondrial pudo ser
causado por una accion tipo desacoplante de la droga, similar al efecto
descrito para otros AINES (31,41). Para conocer si el Ketorolac actia como
un desacoplante, se realizaron los experimentos mostrados en la fig. 8, en
el trazo B de esta figura, muestra que la adicién de 264 uM de la droga a las
mitocondrias no estimula la velocidad respiratoria (12nAo.min-1.mg-1),
como en el control (Trazo A), y tampoco interfiere con la respuesta a la
adicién de ADP (30 nAo.min-1.mg-1). El control respiratorioc permanece
similar al valor obtenido después de la adicion del Ketorolac (2.5). Por lo
tanto, ia salida de calcio por efecto de la droga no fue debida a un corto
circuito de protones a través de la membrana interna, como ocurre con los
desacoplantes cldsicos (42). Ademds, es importante sefalar que el
Ketorolac no inhibe el transporte de electrones en la cadena respiratoria.

En la fig. 9A se ilustra que la droga no induce el colapso del potencial
negative interno de la membrana, el cual tiene un valor de 200 mV. El
{potencial transmembranal) bajé répidamente después de la adicién del
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desacoplante CCP (carbonil cianida n-cloro fenil hidrazona). Sin embargo,
cuando el Ketorolac fue afiadido a mitocondrias que han acumulado calcio,
el organelo répidamente pierde su potencial transmembranal (Trazo B).
Este efecto del Ketorolac fue similar al observado con otros agentes que
inducen la salida de calcio (43), y ha sido atribuido a que estas drogas
inducen un ciclo de calcio a través de la membrana (44,45).

La polarizacién de la membrana de aproximadamente 180 mV fue
obtenida después de la adicion de rojo de rutenio (RR) o Magnesio, los
cuales inhiben la reentrada de calcio a la mitocondria (Fig. 9B). Tal
repolarizacién de la mitocondria implica que el Ketorolac no induce dano en
la membrana. )

La alteracion en la regulacion del calcio a través de la membrana interna
induce hinchamiento mitocondrial debido al aumento en la permeabilidad de
esta Ultima (44,45,46). La fig. 10A indica que en mitocondrias cargadas con
calcio, el Ketorolac no impide el hinchamiento mitocondrial debido a la
acumulacion de calcio. En la fig. 10B observamos que la droga per se no
fue capaz de producir un aumento en el volumen mitocondrial. En el trazo C
se indica que el efecto combinado de Ketorolac-Ca2+, el cual induce
hinchamiento mitocondrial, fue inhibido después de afadir 5 mM Mg2+,

Existe la posibilidad de que el Ketorotac actue como un acarreador
mévil para calcio, a través de la fase lipidica de la membrana interna. Para
evaluar esta idea, el efecto de la droga en las funciones mitocondriales se
analiz6 a 49C para disminuir 1a fluidez de la membrana. En la figura 11 se
indica que, bajo estas condiciones, el Ketorolac no induce la salida de
calcio (Trazo A), colapso del (Trazo B), o hinchamiento mitocondrial
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-Fig. 11 Efecto. del Ketorolac en las funciones mitocondriales’
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(Trazb C). En comparacién, las lineas punteadas muestran los trazos
realizados a 259C.

La funcién ionoforética requiere una alta fluidez de la membrana, por lo
- que los resultados anteriores apoyan la idea de que el Ketorolac es un
acarreador mévil. La figura 12 muestra el efecto del ionéforo A23187, que
es un ionéforo movil clasico (47). Este ionoforo provoca la salida lenta de
calcio cuando la temperatura se disminuye a 4°C.

EXPERIMENTOS DE TRANSPORTE DE CALCIO A TRAVES DE FASES
ORGANICAS.

En la fig. 13 se muestra la representacién grafica a parir de la cual se
dedujo que el Ketorolac fue capaz de formar complejos neutros con el calcio
en una solucién no acuosa. Incrementando la concentracion de calcio de 1
a 12 mM , el Ketorolac (4 mM) puede translocar al calcio de un medio
acuoso a la fase formada por tolueno-butanol. La mayor cantidad promedio
de calcio transferido fue de 73.3+1.9 nmol. En el recuadro se muestran los
valores de calcio transportado en una curva de doble reciproca, donde se
indica la constante de afinidad, !a cudl fue calculada en 4 x 10-3.

La habilidad del Ketorolac para transferir calcio de un medio hidrofilico a
otro, separados por una fase hidrofébica constituida por cloroformo-butanol,
se observa en el panel B, E! transporte sigue una cinética sigmoidal con
respecto al tiempo. El transporte maximo promedio de calcio, 109+2.6
nmol, se alcanz6 a 1as 10 horas.

Los experimentos mostrados en la fig. 14 indican que la transferencia de
calcio a la fase hidrofébica sigue una relacién dependiente de las



Fig. 12 “-_'Efeycto_ e

1'contenido de-calcio
mitocondrial | ’ :

ratura‘s ! (4'_’_ v.25°C).




Ca2* en Fase Orgdnica (nmol)

80 1 120- B
707 L
100+
601 = “  :
50- ~ 804
.05 E
40+ 041 ‘é 601
30 " 031 |
02 1 %.40-
—
204 ' o
10 x103M | 025 05 0 201
1{;§krnh4
N R %
Caz’(meI) :

Fig. 13 Gr&ficas que representan la accifn ionoforética del Ketorolac para iones
de calcio. A. Transporte de calcio de una fase acuosa a una: fase orgénica. L
B. Transporte de calcio de una fase hidrofilica a otra separadas por-una’ .'" ;.. i
' fase hidrofébica.



Keto (mM)

304
.29 1
3
5
g- 20 -
R
JIRLE
+
Nlﬂ
(&)
10 4
54
I~ ? ? 4-‘ #0
0 03 ab 09 12
ca? (mm)
Fig. 14 Accibn ionoforética del Ketorolac dependie;do de 1la

concentracién de droga y la concentracién de iones
de calcio.



concentraciones del catién y de la droga. A concentraciones crecientes del
Ketorolac (2 a 8 mM), se transportd calcio dependiendo de la concentracion
del catién (0.075 a 1.2 mM). La méaxima cantidad de calcio transportado,
32.91+0.44 nM, fue alcanzada con Ketorolac 8 mM y calcio 1.2 mM.

La propiedad del Ketorolac como transportador de calcio fue ensayada
también utilizando fiposomas. La tabla 1 muestra la eficiencia del Ketorolac
para inducir la acumulacion de calcio en fiposomas, siguiendo la formacién
de un potencial transmembranal negativo en el interior. Como se indica, la
adicién de 250 pM Ketorolac da como resultado la entrada de 2.14+0.13
nmol Ca2+, £n comparacién 0.5 pM def ionéforo neutro A23187 induce una
entrada de 8.04+0.32 nmol Ca2+, Estos resultados apoyan la idea de |a
propiedad ionoforética de) Ketorofac.

EFECTO DEL KETOROLAC EN EL DARO INDUCIDO POR ISQUEMIA Y
REPERFUSION MIOCARDICA.

De acuerdo a los resultados anteriores, el compuesto se ensayé en un
modelo, en el cual se pierde fa homeostasis del calcio y es necesaria la
remocion de este cation, y asi demostrar que el control de la concentracion
de calcio intramitocondrial disminuye el dario inducido por la reperfusién. A
este respecto, se ha propuesto (26), que la acumulacion de calcio en el
miocito es el gatillo que dispara la cadena de procesos que lievan al dafio
miocérdico inducido por la isquemia y reperfusion.

Debido a esto se decidi6 estudiar la posibilidad de que el Ketorolac
actuara como protector del dafio inducido por reperfusién. Los resultados

experimentales se muestran a continuacién.



Tabla 1

Transporte de calcio al J.nterior “de v
inducido por Ketorolac. g

s gnificancia
vs..control

Condiciones

-Ketorolac
+250 pM Ketorolac p<>0.01

40,5 pM A23187 T p<0.01



Los registros electrocardiograficos de la fig. 15, muestran que durante el
tiempo de oclusién, el corazén se mantiene en ritmo sinusal. Sin embargo,
cuando la oclusién es retirada e inicia la reperfusién, se observa que en el
grupo de ratas no tratadas se presentan arritmias ventriculares. Ademas, el
registro de presion sanguinea periférica estd completamente abatida. Las
arritmias permanecen hasta el término del experimento (10 min después
de la oclusidn). En la fig. 16, se muestra que en el grupo de ratas tratadas
con la droga, al restaurar el fiujo coronario, se observan arritmias
ventriculares que permanecen por aproximadamente 3 minutos. Durante
este periodo de tiempo, intercalados con los latidos anormales (arritmias),
se observan latidos normales. Estos se caracterizan por inducir un
incremento en la presion sanguinea, mientras que durante los latidos
anormales, solo observamos trazos de presion sanguinea hidrostatica
basal. Después de los 3 minutos de latidos intercalados, este grupo
regresa completamente a ritmo sinusal, permaneciendo en este estado
hasta el final del experimento.

El anélisis cuantitativo muestra que en el grupo de ratas no tratadas
(fig. 17), la frecuencia cardiaca se mantiene en 310%11 lat/min, durante el
tiempo de oclusién de la arteria coronaria. Al minuto 5, primer minuto del
periocdo de reperfusion, la frecuencia cardiaca se eleva a 600+52 lat/min.
Sin embargo el numero de latidos normales, disminuyen hasta 70428
lat/min. Al minuto 6, la frecuencia cardiaca aumenta a 665152 lat/min, pero
en comparacion con la frecuencia cardiaca registrada en el minuto previo,
los latidos normales desaparecen. Estos datos sugieren que después de la
reperfusién, el corazén se contrae de una manera ineficiente y no es capaz

de recuperarse,
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La fig. 18 muestra el anélisis cuantitativo de la frecuencia cardiaca en el
grupo de ratas tratadas con Ketorolac (1 mg/kg peso). Al igual que en el
grupo no tratado, observamos que durante el periodo de oclusién de la
arteria coronaria, la frecuencia cardiaca se mantiene alrededor de los
31015 lat/min. Al momento de retirar la ligadura, las arritmias aparecen
con una frecuencia de 511446 lat/min. Sin embargo los latidos normales
son dos veces mas frecuentes (130+32 lat/min) que en el grupo no tratado
(70+£28 Iat/min), estos datos son estadisticamente significativos con una
p<0.05. Al minuto 6, los latidos totales disminuyen de 511146 a 41648
lat/min, en cambio los latidos normales aumentan de 130432 a 18837
lat/min. Conforme pasa el ‘tiempo los latidos arritmicos van
desapareciendo, dando como resultado que la frecuencia estimada como
latidos totales disminuya, acercandose lentamente a la frecuencia normal.
A los 8 minutos después de la oclusion, aparecen unicamente latidos
normales, en este momento los corazones de las ratas del grupo tratado
con Ketorolac se encuentran nuevamente en ritmo sinusal.

En la figura 19, se muestra la representacién grafica de la frecuencia
total de arritmias durante la reperfusién en ambos grupos (tratados y no
tratados). En la grafica observamos que en el grupo no tratado la
frecuencia de arrtimias ventriculares durante el tiempo de reperfusion es de
3785470 latidos, mientras que en ¢l grupo tratado, la frecuencia de arritmias
ventriculares es de 644174 latidos. La diferencia en la frecuencia de latidos
arritmicos es altamente significativa con una p<0.05.

Para evaluar la preservacién de la integridad tisular por el Ketorolac, se
analizaron los niveles plasméticos de las enzimas creatina cinasa y lactato
deshidrogenasa.
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Latabla 2, muestra los valores obtenidos de la cuantificacion de las
enzimas CK y LDH en el suero sanguineo de ratas tratadas (n=4) y no
tratadas (n=4) con el Ketorolac.

En el caso de la CK observamos que los niveles de esta enzima se
encuentran 5 veces mas aitos en los sueros de las ratas no tratadas (1742
UI/L) a comparacién con los niveles encontrados en 10s sueros de las ratas
del grupo ftratado con Ketorolac (376 UI/L), con una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05).

Este mismo patrén lo observamos al cuantificar los niveles de la LDH,
los cuales se encuentran 12 veces mas altos en los sueros de ratas no
tratadas (1434 UI/L) que en los sueros de ratas tratadas con Ketorolac (115
Ul/L) con una p<0.05.

Debido a que, cuando existe dafio tisular estas enzimas son liberadas al
suero, los resultados obtenidos sefialan claramente que el Ketorolac
protege al miocardio del dafio tisular producido por la reperfusion (4,19).

Ademas de la importancia que implica la proteccién contra la disfuncion
eléctrica y la pérdida de enzimas debidas al efecto de la reperfusion, resultd
interesante evaluar a nivel histolégico, si este compuesto podria evitar 1a
formacion de bandas de confraccién, edema y ondulacién de fibras,
fenémenos caracteristicos en este tipo de dafio (16,48).

La fig. 20 muestra los dafios morfoldgicos antes sefialados evidenciados
con la técnica de Masson aplicada a un corte para microscopio éptico de
corazén de una rata no tratada. En comparacion, en la fig. 21 se obseva
que el corte del corazén de una rata tratada con Ketorolac no presenta un
dafio tan importante como en el corte del corazén de ratas no tratadas. En
este corte del corazén de rata tratada con la droga podemos ver que las
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Fig. 20 Corte a 4 am de coraz6n de ratas del
gruvo no tratado con Ketorolac {(Massén 10x}
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fibras musculares mantienen su configuracién estriada, no hay edema, ni
ondulacion de fibras, lo que implica también que a nivel histolégico el dafio
tisular debido a la reperfusion ha sido efectivamente disminuido por el
compuesto utilizado en este trabajo.



DISCUSION

El Ketorolac es una droga que actua como algunos analgésicos
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas (49). Un punto importante para el
desarrollo de este trabajo fue el establecer si el Ketorolac presenta
propiedades ionoforéticas para el calcio y de esta manera poder evaluar el
efecto de este fAmaco en el modelo de reperfusién donde se necesita
controlar la concentracion de calcio intramitocondrial. El Ketorolac es una
droga altamente hidrofilica (51), en contraste con los ionéforos clasicos
(52). Sin embargo, la propiedad de esta droga para transportar calcio
puede ser explicada debido a que este compuesto posee un grupo
carboxilo, el cual se puede unir al catién para formar un complejo neutro
soluble en las membranas.

EFECTO DEL KETOROLAC EN LAS FUNCIONES MITOCONDRIALES.

La habilidad del Ketorolac para transportar caicio a través de
membranas biolégicas fue demostrada debido a que promueve una salida
rapida del catién acumulado en las mitocondrias. Es importante mencionar
que ésta salida de calcio inducida por Ketorolac fue insensible a rojo de
rutenio, esto implica que la salida de estos iones no fue a través del
uniportador de calcio, si no que se llevé a cabo a través de la fase lipidica.
La no inhibicién por rojo de rutenio descarta un efecto desacoplante del
Ketorolac, ya que como se ha reportado (53,54), {a salida de calcio mediada



por protonéforos es sensible a rojo de rutenio. El Ketorolac tampoco induce
estimulacion en la velocidad de respiracion, ni colapsa el potencial
transmembranal. Esta respuesta fue observada solo cuando las
mitocondrias fueron cargadas con calcio, esto corresponde a lo
anteriormente descrito en la literatura, utilizando otros agentes que permiten
la salida de calcio, y se ha atribuido a un reciclaje de calcio a través de la
membrana (44,45,46).

La falta de efectos del Ketorolac en las funciones mitocondriales a 4°C,
sugiere que el compuesto actila como un acarreador mévil. Esto se basa
en el hecho de que a temperaturas por debajo del punto de transicion, la
fluidez de la membrana se restringe (55) y en consecuencia, la movilidad de
las moléculas solubles en la membrana disminuye. Se debe hacer notar
que la velocidad de salida de calcio, inducida por el acarreador mévil
A23187, fue igualmente disminuida a 49C. Esta similitud entre e! Ketorolac
y el ionéforo A23187, refuerza la idea de que el Ketorolac es un acarreador
movil.

ACCION DEL KETOROLAC EN SOLVENTES HIDROFOBICOS Y
BICAPAS LIPIDICAS.

Los experimentos con los solventes organicos, enfatizan las
propiedades ionoforéticas del Ketorolac. Es evidente que esta dro.ga
satisface el criterio por el cual los ionéforos clasicos se distinguen. La
habilidad para formar un complejo con el catién, que sea soluble en un
medio hidrofébico se muestra en los datos mostrados en la fig. 13, donde se



muestra que el Ketorolac transfiere calcio de un medio acuoso a la fase
tolueno-butanotl.

La formacién de un complejo soluble en medios hidrof6bicos también se
observa entre el iontforo A23187 vy el calcio, este comportamiento ha sido
estudiado mediante métodos de extraccién en equilibrio (56). La habilidad
para formar un complejo con el cation que sea soluble en los lipidos, es una
condicién necesaria para que la molécula actie como un acarreador iénico.
La capacidad para acoplarse y desacoplarse debe tener propiedades
cinéticas favorables, para que el acarreador sea eficiente.

Los resultados obtenidos en los experimentos con el tubo-"U", apoyan la
idea de que el Ketorolac posee la propiedad de acarrear calcio, como lo
hace el iondforo A23187 (47).

Ademas, los experimentos con liposomas apoyan también esta idea. En
tales experimentos se demuestra que el Ketorolac se acopla con el calcio
en un medio acuoso, luego transporta al catién a través del medio lipidico,
como complejo neutro, y finalmente lo libera dentro del liposoma, siguiendo
el potencial interno negativo de la membrana logrado por la oxidacién del
ascorbato-TMPD.

EFECTO DEL KETOROLAC EN EL DANO POR REPERFUSION

El corazén normalmente es un 6rgano aerdbico con un bajo
metabolismo anaerébico. La restauracion del aporte de oxigeno después
de un evento isquémico transitorio, trae consigo la formacion de radicales
libres que provoca dafio en la membrana. La generacién de los radicales
libres puede ser controlada segun varios autores (23,25,26). Sin embargo,



atn controlando la generacion de radicales, no hay garantia de que la
sobrecarga de calcio no se lleve a cabo lo cual se considera la causa de la
lesién permanente. Durante la isquemia, hay una deplecién de las reservas
de ATP, lo que induce que la ATPasa Na*/K* deje de funcionar, esto a su
vez produce un incremento en el sodio intracelular. Esta entrada de sodio a
la célula es contrarrestada, aumentando la entrada de calcio, a través del
intercambiador Na+/Ca2+ (57). Ademés de esta entrada, el calcio entra a
la célula de manera "controlada" a través del canal lento de calcio (16). El
aumento en la concentracién de calcio intracelular, provoca la activacién de
proteasas y lipasas dependientes de calcio que destruyen la integridad
membranal e incrementan la permeabilidad inespecifica (58). De esta
forma aumenta ain mas la concentracion de calcio intracelular. Se ha
propuesto que gran parte del calcio que entra a la célula es secuestrado por
la mitocondria lo que genera la destruccién tisular.

En los ultimos afios se ha postulado que evitando la entrada masiva de
calcio a la célula, se podria disminuir el dafio que produce la sobrecarga de
este cation (4,9,28).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el Ketorolac es
una droga que posee propledades ionoforéticas para calcio, y debido a esta
propiedad evita el dafio inducido por la reperfusién de corazones
Isquémicos, ya que este compuesto no permite la sobrecarga de calcio en
las mitocondrias, preservando de esta manera la integridad
morofofisioldgica del corazén.

Esto lo vemos apoyado con los registros electrocardiograficos, en los
cuales se observa que el Ketorolac revierte la arritmias por reperfusion a

ritmo sinusal (fig. 16). El hecho de que el Ketorolac revierta las arritmias a



‘ ritmo - sinusal, indica que al evitar |la sobrecarga de caicio en las
mitocondrias se permite que las células puedan restaurar los niveles de
ATP, y asl tratar de recuperar sus todas sus funciones.

También observamos que el Ketorolac, ademas de revertir [as arritmias
ventriculares a ritmo sinusal, también es capaz de disminuir la frecuencia de
la fibrilacién ventricular durante el tiempo de la reperfusién a niveles muy
bajos en comparacién con el grupo que no recibié el tratamiento.

La pérdida de enzimas también se ve inhibida con {a utilizacién de
Ketorolac como protector, Una disminucién en los niveles plasmaéticos de
las enzimas nos sugiere que la integridad de las membranas se ve
preservada, al evitar la acci6n de fosfolipasas y proteasas dependientes de
calcio. Esto evita que se pierda la continuidad de las membranas, y por lo
tanto la marcada salida de las enzimas.

Otro parametro empleado en la evaluacion del efecto protector del
Ketorolac, fue la determinacion del dafio histolégico. En condiciones donde
no se aplica tratamiento alguno, el estudio histol6gico muestra la aparicién
de bandas de contraccién, edema, ondulacién y elongacion de fibras.
Cuando el dafio es totalmente irreversible se observan zonas de necrosis
coagulativa (48).

En este trabajo encontramos que las muestras de tejido del grupo de
ratas tratadas con Ketorolac, estd mejor conservado, disminuyendo
considerablemente el drea dafiada. Sin embargo, a pesar del tratamiento,
se espera que el corazén presente un cierto grado de dafo, el cual esta
dado por la isquemia y reperfusién per se, y por el dario mecanico que se
hace al manipular al carazén.
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CONCLUSIONES

El Ketorolac demostré ser un compuesto con propiedades ionoforéticas

para calcio.

El Ketorolac es un compuesto capaz de formar complejos neutros con el
calcio y de esta manera movilizar al catién a través de las membranas.

Este compuesto no tiene ningln efecto adverso sobre las funciones
mitocondriales estudiadas (potencial transmembranal, hinchamiento
mitocondrial, velocidad de respiracion).

Demostré ser un compuesto capaz de disminuir los dailos funcional,
bioquimico e histolégico inducidos por la reperfusion de corazones
isquémicos.

Por lo tanto, es capaz de mantener la integridad funcional, bioquimica y
morfolégica del corazén, en condiciones de isquemia y posterior
reperfusion.



PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos
afirmar que el anti-inflamatorio no esteroideo, Ketorolac, presenta
propiedades ionoforéticas para calcio.

Existen otros parametros muy importantes los cuales deben ser
considerados en estudios posteriores como lo es la cuantificaciéon de los
fosfatos de alta energia, la lipoperoxidacion de las membranas debidas a
radicales libres, factores que se espera volvieran a niveles normales o
cercanos a ellos, cuando los animales fueran tratados con Ketorolac.

En este trabajo el Ketorolac fue administrado como pre-tratamiento. Es
importante saber si este compuesto es capaz de evitar el dafio administrado
al momento de la reperfusién.

Es importante también que se hagan estudios en otros modelos
animales donde se puedan inducir los problemas que se encuentran en los
pacientes que son reperfundidos con tromboliticos o angioplastias.

Este compuesto también se podria ensayar simulando las condiciones
que se dan cuando hay una operacién a corazén abierto, donde también se
observan las alteraciones producidas por la reperfusion.

En base a esto, proponemos que el Ketorolac podria aplicarse en un
futuro no muy lejano en pacientes que han sido sometidos a trombolisis,
angioplastia coronaria 6 bypass, procedimientos que implican la reperfusién
de corazones isquémicos, ya que evita algunos de los efectos negativos

asociados con la reperfusién.



No se debe olvidar que los radicales libres también juegan un papel muy
importante en este daflo. Lo que lleva a pensar en hacer estudios de
terapia combinada entre medicamentos que se sabe pueden regular la
homeostasis del calcio, como el Ketorolac y medicamentos que eviten la
formacion de radicales libres , como el Captopril. De esta manera se podria
atacar el problema por dos de sus importantes mecanismos de accion.

Lo que no hay que perder de vista en el dafio inducido por reperfusion,
es que si las células cardiacas han sido irreversiblemente dafadas, ni los
atrapadores de radicales libres, ni los bloqueadores de los receptores alfa-
adrenérgicos, ni los ion6foros 6 los antagonistas de calcio, ni la hipotermia,
podrian restaurar la integridad de la membrana o, reabastecer de fosfatos
de alta energia a la célula, condiciones esenciales para la viabilidad de esta
ultima.

Por lo que, intervenciones aplicadas al tiempo de la reperfusion podrian
mejorar la recuperacién anatomofuncional y disminuir el dafio.
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