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“Lesion de las proteinas transportadoras de
calcio en la reperfusion post-isquémica del
miocardio”




RESUMEN

La funcidon del miocardio como bomba depende, primordialmente, de los fenémenos
de excitacion-contraccion-relajacion La transformacidén del fenomeno elécinico en
fendbmeno mecanico, requiere necesariamente de la participacion del calcio, por lo que
el estudio de la cinética subcelular de éste catién se hace indispensable en la
comprension de la patologia cardiovascular En esta revision, presentamos las
caracteristicas principales de los canales de Ca® del reticulo sarcoplasmico (RS), y
sefialamos los mecanismos de lesién que subyacen cuando existe un proceso como la
isquemia y la reperfusion. Hacemos hincapié en las alteraciones de la excitacion-
contraccion-relajacion, que se presentan cuando las proteinas que forman los canales
sufren modificaciones en su estructura, y sobre todo, sefialamos la importancia que tiene
el papel de las especies reactivas de oxigeno (ERO) en la oxidacién y degradacidon de
estas proteinas
Palabras Clave Dafio miocardico por reperfusion Especies reactivas de oxigeno

Reticulo sarcoplasmico Sobrecarga de calcio



SUMMARY

The mechanical function of the myocardium depends, primordialy, of the excitation-
contraction-relaxation phenomenom The transformation of electrical to mechanical
energy requires calcium participation, therefore, the study of the subcellular kinetics of
this cation becomes necessary in the ‘comprenhension of cardiovascular pathology In
this article review, we presented the main characteristics of the sarcoplasmic reticulum
channels, and we also remarked the injury mechanism that underlies when a process
like the ischemia-reperfusion is present We emphasized on the disturbances in
excitatation-contraction-ralaxation that appear when the ionics channels suffer structural
modifications and stressing the importance of the reactive oxigen species (ROS) on

protein oxidation and degradation

Key Words Reperfusion injury Reactive oxigen species Sarcoplasmic reticulum

Calcium overload



INTRODUCCION

El tratamiento de reperfuston del miocardio isquémico ha sido el método mas
efectivo para limitar el dafio tisular durante la evolucién de un infarto Existen sin
embargo, evidencias que sugieren que la reperfusion esta asociada a un dafio celular
aditivo, ocasionado por la liberacion de enzimas intracelulares, ruptura de membranas,
influjo de calcio, produccién 1ncontrolada de especies reactivas de oxigeno e incluso
necrosis tisular, este fendmeno paraddjico, es conocido como lesion por reperfusion
Su importancia radica en que la mayor parte del dafio durante la isquemia pudieran
estar relacionados en mayor medida a la reperfusion. Pese a que la identificacion de este
fendmeno fue realizada en 1935 por Tennant y Wiggers®, es hasta la década de los 80°s
cuando los estudios de Braunwald y Kloner’ demuestran que la reperfusion se
encuentra relacionada a disfuncion diastdlica del ventriculo isquémico, entidad
conocida como “miocardio aturdido” En la actualidad, se ha propuesto su relacion con
un aumento de la mortalidad en las primeras 24 horas posteriores a la trombolisis,
problema conocido como “ el peligro temprano de la trombolisis” *

El estudio de la reperfusion post-isquémica ha tomado relevancia debido a que
retrasa los beneficios de la terapia de reperfusion. El desarrolio de conocimiento de los
mecanismos relacionados con la producciéon de este fendémeno tiene implicaciones
clinicas relevantes ya que permitiria la posibilidad de implementar medidas
terapéuticas profilacticas, con el fin de mejorar los beneficios de la reperfusion

La causa de las lesion cardiaca producida por la reperfusion del miocardio es
aparentemente multifactorial Sin embargo, la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la sobrecarga de calcio intracelular, son los mecanismos propuestos para

explicar la falta de recupetacion de la funcidon contractil y de las taquiarritmias



ventticulares, que se presentan posterior al restablecimiento de la circulacidn
5-1
coronaria
En esta revision discutimos los posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de
estos fendmenos, con especial énfasis, en la disfuncidon sarcotubular, que se produce
cuando las proteinas del reticulo sarcoplasmico, que mantienen la homeostasis
intracelular de calcio, se ven alteradas por especies reactivas de oxigeno, conduciendo a

alteraciones en la excitacion-contraccion-relajacion
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PROTEINAS REGULADORAS DE 1.4 HOMEQSTASIS DEL CALCIO
INTRACELULAR

El mecamismo de excitacion-contraccion-relajacion depende en gran tnedida de las
concentraciones intracitoplasmaticas de Ca’' o [Cazi], Diversos canales proteicos
regulan las concentraciones de Ca*' hacia ambos lados del sarcolema Por un lado,
tenemos los que promueven la entrada de Ca®' y el aumento de la [Ca®']., entre ellos los
canales sensibles al voltaje (canales tipo L), los canales liberadores de Ca*' del reticulo
sarcoplasmico (RS) (receptor de ryanodina) y los canales sensibles a inositol trifosfato
(canal de InsP3), v tenemos por otro lado, proteinas con funcién de bomba que regulan
la extraccion de Ca** del citosol y disminuyen la [Ca®'],, entre los que se encuentran, la
bomba de calcio del sarcoplasma (bomba de Ca®* ATPasa o PMCA) y la bomba de
calcio del RS (bomba Ca*"ATPasa o SERCA), esta ultima abundante en la red
sarcotubular que rodea a las miofibrillas del miocito. Existen otros canales que
intervienen en la regulacion, sin embargo, solo se activan en situaciones en las que
existe la necesidad de conservar ia homeostasis intracelular, mencionaremos entre ellos

al intercambiador Na*/Ca™ y el cotransportador Na'/H" (Ver tabla 1)
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Tabla L. Proteinas reguladoras de la homeostasis intracelular de Ca*'.

Proteina Localizacion | Efecto Efecto Efectores
inotrdpico | lusinotrdpico | intracelulares

Bomba SERCA | RS ++ AMPe (+), FLB(4) ,
ATP (4). ;

Bomba PMCA | MP + Aumento de la [Ca’"],
PC Ca”*-calmodulina
() y ATP (+).

Canal tipo L MP + Dependiente de voltaje
y AMPe ().

Canal IP; RS + AMPc (+)

Canal RYR RS ++ Activado por Ca”*

Intercambiador | MP + Aumento de la [Ca”'],

Na'*/Ca®* Ca®* dependiente.

SERCA. Bomba Ca’" ATPasa del reticulo sarcopiasmico; PMCA, Bomba Ca>*ATPasa de la

membrana plasmatica; canal RYR, canal o receptor de ryanodina; MP, membrana piasmética; RS,

reticulo sarcopldsmico; FLB, Fosfolambano; PC Ca**-calmodulina, proteina cinasa dependiente de

Ca**-calmodulina. ATP, adenosina trifesfato.



Cada canal proteico participa en diferentes etapas de la excitacion-contraccidn-
relajacion, por ejemplo los canales de tipo L, se encuentra estrechamente relacionados
al fenémeno de Ca?' induce-liberacién de Ca’' (excitacion), mientras que el canal
liberador de Ca®' y los canales sensibles a InsP3 promueven el inotropismo al aumentar
la [Ca®*'], a mveles suficientes para que exista la interaccion de este catién con la
tropumna C y se produzca la contraccion, los canales SERCA y PMCA, promueven la
refajacion mediante Ia disminucion de la [Ca®',, esta funcién también se conoce como
efecto lusitropico, como veremos mas adelante, este fendémeno es vital en la potencia
contractil del miocito

Se considera en general que, son los canales localizados en el RS, de liberacion y de
recaptura, los que juegan un papel critico en la regulacion de la [Ca™], Ello debido a
que el canal de tipo L (también conocido como canal sensible a dihidropiridinas) aporta
una cantidad transmembranal relativamente pequefia, v la Ca’"ATPasa de la membrana
plasmatica PMCA solo se activa en situaciones de sobrecarga de calcio

Para tener una idea de la importancia del RS, solo tenemos que recordar las
diferencias entre las concentraciones de Ca’™ intracelular-extracelular y la capacidad
que tienen estas proteinas para mantener el equilibrio del Ca** intracitoplasmatico En el
miocito, la concentracién de Ca’* en el espacio extracelular es de 10° M, en el espacio
intracelular varia dependiendo del compartimento que se trate, por ejemplo en el
reticulo sarcoplasmico es de 107 M, en la mitocondna de 10 M, y en el citosol de 107
My 10° M, en diastole y la sistole, respectivamente En miocardio normofuncionante
las proteinas 16nicas tienen la capacidad de mantener 10,000 veces el gradiente de

concentracion del Caz*, a través del sarcolema '
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EL RETICULO SARCOPLASMICOQ Y SUS PROTEINAS FUNCIONALES

A continuacién revisaremos las principales caracteristicas de las proteinas que le dan
al reticulo sarcoplasmico la capacidad de mantener concentraciones intracelulares

equilibradas de Ca*' para la contraccion-relajacion

CANAL LIBERADOR DE CALCIO EN EL RS

Con la utilizacién de cromosomas bacterianos se ha podido aislar el ger que codifica
al canal liberador de Ca®", este se ubica en el brazo corto del cromosoma 19 (RYR 19q
131 1312 Se han aislado al menos 3 isoformas del canal liberador de Ca®*, siendo la
isoforma RYR?2 la que predomina en el corazdn La importancia de esta proteina radica
en que es el objetivo final del fenémeno Ca®* induce-liberacion de Ca®*, esencial para la
excitacion-contraccion, lo que la convierte en parte indispensable de la respuesta
inotrdpica positiva

El fenomeno de Ca®* induce liberacién de Ca’* implica que la cantidad relativamente
pequefia de Ca’" que entra con la activacion de los canales de tipo L, produce la
apertura del poro del canal liberador de Ca®* necesaria para la contraccion 2!

El conocimiento de la ultraestructura del miocardio ha conducido al entendimiento
anatomico del fendmeno, resalta, la estrecha cercania que guardan las dilataciones del
tubulo transverso (vesicula intermedia) y dilataciones del RS cercanas a la banda Z
(cisternas terminales) que en conjunto forman la “triada de conjuncién™ * El estudio se
ha enriquecido con observaciones de microscopia electrénica que sugieren la existencia

de una proximidad extrema entre los canales de tipo L, que se proyectan de la superficie

citoplasmatica del tubulo transverso, y los canales liberadores de Ca®' del RS, lo que
Y q
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hace suponer que estan posicionados de un modo que les permite la interaccién Esta
relacion estructural explicaria la regulacion de la liberacion de Ca®' por los canales de

Ca’' dependientes de voltaje **-2°

Si revisamos las caracteristicas generales del canal liberador de Ca®" veremos que es
una proteina tetramérica que se encuentra unida a la membrana del RS mediante cuatro
regiones simétricas, su porcion citoplasmatica consiste de 4 cavidades también
simétricas rodeadas por 3 dominios, se ha demostrado que tiene sitios de activacion
altamente afines al Ca®' vy sitios de inactivacién de baja afimidad al Ca** A continuacion
se muestran algunos de los efectores que modulan la conductancia del canal (Ver tabla
1
Tabla II. Efectores que modulan Ia sensibilidad del canal liberador de Ca®* del

reticulo sarcoplasmico.

Tipo de canal Efector en el sifio de activacion | Efector en el sitio de

inactivacion

Canal liberador | Calcio, cafeina, ryanodina, | Magnesio, potasio, cloro

de Ca®' AMP, calmodulina, FK-506.

AMP adenosin monofosfato.
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Se ha propuesto que la modulacién del canal liberador de Ca®™ se produce cuando
interactuan efectores alostéricos con las partes distales de la porcién citoplasmatica del
receptor Esta interaccion provoca cambios conformacionales en el mismo, y con ello
se modula la conductancia del canal *2%

Con la ayuda de la microscopia confocal aplicado a situaciones que condicionan
aumento excestvo de la [Ca®*], como la isquemia-reperfusion, se ha observado que
existe liberacion espontinea de Ca®* que no estd mediada ecléctricamente, ello se ha
atribuido a un aumento significativo de Ca" en las triadas de conjuncién y se plantea la
hipétesis, que estos fendmenos categorizados como “chispas” y “olas” de Ca®* podrian
estar involucradas en la inestabilidad eléctrica y en la aparicién de taquiarritmias
ventriculares *' La importancia de estos eventos radica, como lo ha propuesto Ferrier y
Howlett®® | en que bajo situaciones en las que se ha alterado la homeostasis idnica, la
liberacion espontanea de Ca?' del RS puede realizarse por mecanismos diferentes al de
la entrada de Ca’* transmembranal mediado por los canales tipo L Es posible que la
disminucion de las arritmias observada en ratas sometidas a la reperfusidn post-
isquémica, previamente tratadas con dantrolene, sea producto de la inactivacion del

canal hberador de Ca®" y con ello la disminucion de la inestabilidad eléctrica del

reticulo sarcoplasmico debida a la sobrecarga de calcio.”

EL PAPEL DE LA BOMBA DE Ca’* ATPasa EN EL RETICULO

SARCOPLASMICO

Hasta el momento se han identificado 3 genes involucrados en la sintesis de la
Ca®'ATPasa del RS, SERCA 1, SERCA 2, SERCA 3% %! La mayoria de la proteina

Ca® ATPasa del miocardio estd codificada por el gen SERCA 2, localizado en el



cremosoma 12 %7 Reclentemente se logré aslar ¢l gen SERCA3 en el miocardio
humano, este se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p 13 3) ** El gen
SERCA 2, puede expresar dos tipos de proteinas, SERCAZa y SERCAZD, la primera se
expresa exclusivamente en el corazon y el segundo en rifidn, cerebro e intestino H33 1 a
regulacion de la funcidon de SERCAZ2a estd estrechamente relacionada al fosfolambano
(FLB), proteina membranal de 52 aminoacidos, que regula la velocidad de transporte de
Ca’* a través de SERCA2a Este control se ejerce mediante la fosforilaciéon de FLB
realizada por la proteina-cinasa dependiente de AMP-ciclico, el cual se eleva durante la
estimulacion adrenérgica ** 7 Estudios recientes han sugerido que ambas proteinas son
parte de un solo canal selectivo de Ca2+, o al menos son parte de un sistema de
regulacion proteina-proteina, y se ha propuesto que el aminodcido hidrofobico 28 C-
terminal del FLB, el cual “ancla” la proteina a la membrana, podria ser el sitio de
interaccién intramembranal entre ambas proteinas ** *° El estudio de la relacién FLB-
SERCA 2a se ha enriquecido con el desarrollo de un modelo de rata deficiente de FLB,
con el que se ha demostrado que el FLB tiene efectos inhibitorios sobre el SERCA 2a,
y que la fosforilacion de el FLB es el estimulo que suprime esta funcion inhibitoria de
recaptura de Ca** hacia el RS Es por ello, que en estas ratas transgénicas, se observa
una funcion cardiaca hiperdinamica, caracterizada por un aumento del inotropismo
positivo y por una relajacion acelerada ** *' Este modelo experimental ha ampliado
enormemente el conocimiento de las funciones de estas dos proteinas, sobre todo de la

estrecha relacion entre el lusitropismo con el inotropismo

Se considera que el efecto de la activacion de SERCA 2a en la funcién cardiaca es

critica para la relajacion miocardica, y en cuanto a la proporcién que ésta ocupa en el
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RS, se sabe repicsenta ¢l 80% de la proteina integral y ocupa un tercio del area total del
RS 42

Estos haliazgos, han permitido saber que la funcidon de SERCA 2a tiene un papel
importante en [a funcion contractil, ya que proporciona al RS las cantidades suficientes
de Ca®' para la liberacién en el sigutente latido cardiaco Debido a ello, se ha propuesto
a la activacion de SERCA 2a mediado por FLB como el componente mayor de la
respuesta inotropica positiva inducido por la estimulacién adrenérgica.*’ SERCA
representa a nivel subcelular, la proteina que proporciona al miocito la propiedad de
diastole (lusitropismo), por lo que su funcién es fundamental para el desarrollo de la
fuerza de contraccion, y da por lo tanto, el sustento molecular a la ley de Frank-Starling,
En este sentido, existen estudios en ratas que han propuesto que la disminucion de la
recaptura de Ca’" por el SERCA 2a hacia el RS, seria la responsable de la respuesta
inotropica positiva disminuida en las ratas diabéticas

Ademéas de estos hallazgos, se ha propuesto que existe un mecanismo de
retroalimentacion positiva, el cual sefiala que la disminucion de la recaptura de Ca**
hacia el RS es compensada por una disminucion de la liberacion de Ca*' del RS. *

Recientemente, se ha demostrado una relacion positiva entre el grado de expresion de
RNAm de SERCA 2a y la funcién contractil de miocardio de perros con insuficiencia
cardiaca inducida con frecuencias ventriculares rapidas, y se ha observado que la
thapsigargina y el acido ciclopiazonico, conocidos inhibidores de SERCA 2a, deprimen
la funcién contréctil del miocardio y aumentan la duracion de la {Ca®"], transitoria ** En
el mismo sentido Hayjar et al *® demostraron, mediante la imfeccidon-transfeccion de
SERCA en miocitos de ratas recién nacidas, un aumento en la [Ca”], maxima y un

aumento en ¢l acortamiento del miocito Estas observaciones apoyan la hipotesis de que
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el SERCA 2a puede ser un modulador importante de la contraccion miocardica y que su
regulacton podria ser benéfica en el tratamiento de la nsuficiencia cardiaca, la
reperfusion post-isquémica, y toda la gran gama de entidades que cursan con

alteraciones del gradiente subcelular de cation

LAS PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE Ca** EN SITUACIONES DE
ISQUEMIA REPERFUSION
La lesion por especies reactivas de oxigeno es caracteristica durante la isquemia y la
reperfusion

E! RS juega un papel central en la regulacion de las concentraciones de Ca®'
intracelular, durante la isquemia-reperfusion esta funcion se ve alterada y se presenta un
aumento en la liberacion y disminucion de la recaptura de calcio hacia este organelo ¥
3 La sobrecarga de calcio durante la isquemia-reperfusién implica un deterioro agudo y
progresivo de la funcion de los canales y las bombas i6nicas. Diversos mecanismos se
han propuesto para explicar el dafio a estas proteinas, entre ellas la activacion de
proteasas v el aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ERQ) Sobre
estas Ultimas se han inclinado las evidencias que explican la alteracion de su funcion
Como es conocido, la produccién de ERO durante la isquemia se ve aumentada, pero no
es sino hasta la fase de reperfusion que existe un aumento desproporcionado en sus
concentraciones, mismas que se han relacionado con taquiarritmias y disfuncién
contractil >
Se conocen al menos 5 vias metabolicas que producen ERO

1) sistema xantina/ xantina oxidasa, X/XO

2) sistema metabdlico de la via de la ciclooxigenasa de! acido araquiddnico
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3) sistema mitocondrial de transporte de electrones,
4) sistema de neutréfilos activados.
5) sistema 3 amiloide
Los conocimientos sobre la forma en los que se inducen los cambios en el sistema de
transporte idnico son poco conocidos, se ha pensado que las ERO causan efectos
directos sobre las proteinas de transporte idnico, y se han propuesto 3 mecanismos

moleculares que producen las alteraciones en su funcion (Ver figura I)

Ruptura del doble enlace

de fosfolipidos peroxidades de membrana

f

ERO

— T

Cambios en los grupos tioles y en el Inhibicién de la fosforilacion o de la
doble enlace disulfuro (S=8) de las transformacién de ATP 2 ADP y P,
proteinas transportadoras de membrana que actitan como reguladores del

transporte de iones

Figura 1. Mecanismos moleculares de dafio sobre las proteinas transportadoras de

iones.



Efectos de las ERQ sobre el potencial de accion p la apertura de los canales de Ca®

del RS.

El aumento de la produccion de ERO, producto de la respuesta temprana al estrés
oxidativo, induce cambios en la polaridad de la membrana, y cambios en Ias
caracteristicas del potencial de accion Utilizando el sistema X/XO para producir ERO,
en el mocardio ventricular de cobayo, se ha observado una despolarizacion espontianea
de la membrana, disminuciéon en la amplitud y la tasa maxima de elevacién del
potencial de accion.> Existen estudios que han reportado actividad de post-potenciales
tempranos y post-potenciales tardios en miocardio expuesto a diversas ERO, estos
hallazgos toman importancia ya que estas alteraciones de la repolarizacidn se relacionan
a actividad eléctrica desencadenada, involucrada en la aparicién de la taquicardia
ventricular polimorfica o forsades de pomtes y taquicardia ventricular monomérfica,
taquiarritmias predominantes en el periodo de reperfusion "> TLa despolarizacién de
la membrana inducida por ERO se ha atribuido a la inhibicidn de la corriente de Na', a
una corriente hacia el interior de K' y a un aumento del Ca”" intracelular [Ca”]i Esta
ultima, también se ha propuesto, esta implicada en las alteraciones de la repolarizacion
que induce taquiarritmias °°

Recientemente, Tokube et al®> al exponer miocardio de cobayos a ERQ, reportaron
cambios bifasicos en la duracion del potencial de accidn, con un prolongamiento inicial
del potencial de accion debido a un decremento rapido de la corriente total de K', y
posteriormente un acortamiento del potencial debido a un decremento dei influjo total

de Ca®¥ vy al incremento de la salida de K' sensible al ATP A continuacion

mostraremos ejemplos de las alteraciones encontradas en el potencial transmembranal

cuando se somete miocitos a ERO
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En cuanto a los cambios morfolégicos y funcionales que inducen las £RO sobre el
canal liberador de Ca®', se ha observado que provocan, en un periodo Inicial, un
incremento en la probabilidad de que se mantenga un estado de apertura del canal (Po)
que es seguido por la pérdida irreversible de la funcidn del canal 8 Asi mismo, en el
RS de muocardio de ovejas, el H;0,, (3-5 mM) modifica directamente el estimulo de
activacion del canal liberador de Ca®" , causando un incremento en el Po, sin afectar la
conductancia o la modulacién del canal con ATP, cafeina, Mg*o ryanodina ® Sin
embargo, a pesar de estas alteraciones, otros estudios han sugerido que el caicio, es el
factor primordial sobre la Py, en este sentido Cheng et al®® en miocardio de rata
demostraron que la probabilidad de la apertura del canal liberador de Ca** es
proporcional al cuadrado de la concentracion intracelular de Ca™ [Ca®"], Si tenemos en
cuenta que la [Ca®*], en reposo se encuentra al doble en aquellas células que muestran
signos de sobrecarga de Ca® como reportaron Wier et al ®', la afeccién de las proteinas
del RS, podria ser causa de un mecanismo combinado entre las ERO y el aumento de la
[Ca™],

En cuanto a las alteraciones de los canales de recaptura, SERCA y PMCA, existen
diversos estudios que demuestran que las ERO inducen una disminucion de su actividad
e inhibicion, respectivamente. % El mecanismo propuesto para producir este efecto, se
basa en el hecho que el H;O, vy el Oy desacoplan e inhiben la reacciéon hidrolitica de la
bomba PMCA y SERCA, respectivamente ¥ Ademas, se ha observado que la fuga de
electrones del sistema de transporte de electrones de la mitocondria produce efectos
deletéreos cuando interactuan con proteinas subcelulares encargadas del transporte de
iones Los canales idnicos que se cree son los objetivos primarios de las ERO incluyen

al canal liberador de Ca’* de 106-kDa, los canales de tipo L, v el canal liberador de Ca*"



o RyR vy los canales de K' Se ha propuesto que la forma en que las ERO causan
alteraciones [uncionales, esta relacionada con el incremento de las concentraciones

1 % Se ha considerado que en este fendmeno se

mtracttoplasmaticas de Ca®" [Ca®'
encuentran directamente involucradas, la depresion de Ca™-ATPasa del sarcolema
(PMCA), la miubicion de la Ca’-ATPasa del RS (SERCAZ2a), la mocificacion del
“gatillo” del canal liberador de Ca®*, cambios en el intercambiador Na'/H" o mediante
la filtracion inespecifica de calcio a través de las membranas Ante la pregunta ;cuales
son las proteinas idnicas que son mas susceptibles a dafio por ERO que desencadenan
sobrecarga de calcio? los datos sugieren que las bombas de Ca”* son mas sensibles a las
ERO que los canales de Ca*” Un hallazgo que apoya esta afirmacion, se basa en que las
ERO inducen disminuciéon de la actividad de forma irreversible del canal de Ca**
senstble al voltaje o de tipo L, v por ello es poco probable que exista un aumento de la
corriente de Ca® y con ello la activacion del canal liberador de Ca™, por lo que la
sobrecarga de Ca’" durante la reperfusion quizés sea producto de la afeccién sobre
SERCA2a ™

Se han propuesto otros mecanismos para explicar la alteracion de la homeostasis del
calcio via las ERO, entre ellas, el aumento en la produccién de Oxido nitrico y
alteraciones en la sensibilidad al IP3. (ver detalles en la referencia 61)

A continuacion presentamos los efectos generales de las ERO en la produccion del
dafio celular, como se sefiala en la Figura II, el aumento en la produccién de ERO no es

exclusiva de la isquemia-reperfusion. Este esquema, propone una secuencia progresiva

de los eventos fisiopatogénicos involucrados en el dafio celular (Ver figura 2)
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Cambios en el sistema de segundos mensajeros

homeostasis primaria del Ca®* alterada
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v
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v

Disfuncién celular

'
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Figura 2. Diagrama de flujo de los efectos fisiopatogénicos relacionados con el

aumento de [a produccion de ERO.
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La oxidacion de las proteinas idnicas en la isquemia-reperfusion provocan un
aumento de su proteolisis

Ademas de las aiteraciones observadas en el funcionamiento de las proteinas
transportadoras de 1ones, se ha demostrado que la mayoria de las proteinas parcialmente
oxidadas y las proteinas desnaturalizadas son mas susceptibles al ataque proteolitico
Incluso se ha seflalado que estas proteinas oxidadas constituyen “marcadores” o
“sefiales” para la rapida degradacion y remocion proteolitica en las células, Diversos
estudios han demostrado, que los sistemas de oxidacion catalizados por metales,
producen alteraciones sobre los residuos de histidina. Los grados limitados de oxidacion
producen aumento de la hidrofilicidad, en cambio, grados mayores de oxidacion
producen aumento de la hidrofobicidad, la modificacion de al menos dos subunidades
de histidina producen aumento de la susceptibilidad a la protedlisis ' A continuacién
mostramos ¢l diagrama de flujo hipotético de la induccion de esta protedlisis-mediada

por ERO (Ver figura 3)
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ISQUEMIA-REPERFUSION
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Figura 3. Mecanismos postulados para la oxidaciéon de proteinas in vivo. (De Ref.

54)



Son diversos los estudios que han demostrade un aumento de la protedlisis posterior a
un evento de isquemia y reperfusion, entre estos los realizados por Holmberg * y
Yoshida™, quienes han reportado un aumento en la degradacion de las proteinas del RS
durante la reperfusion, entre las que se encuentra el canal liberador de Ca®" y las
bombas de Ca®' ATPasa Osada et al’* Sometieron a ratas a reperfusion post-isquémica
y demostraron que los miocardios durante la fase isquémica precentaron una
disminucion significativa de la actividad de liberacién y captura de calcio en ratas

sometidas a reperfusion post-isquémica (Ver figura 4)
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Figura 4. Actividad de liberacién y captura de Ca™ en corazén de rata sometidas a
isquemia y reperfusion. (A) Liberacion de Ca’* de vesiculas de reticulo
sarcoplismico. (B) Captura de Ca’" en vesiculas de reticulo sarcoplismico. * P=

0.05 respecto al estado de preisquemia.
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También fue interesante observar ia disminucién del 47% del contenido de SERCA, sin
que se presentaran cambios en el canal liberador de Ca®', después de la fase de
reperfusién la degradaciéon de proteinas fue mas intensa en estas ratas en donde se
observo un decremento del 40 y 51% en el contenido del canal liberador y en el

SERCA, respectivamente (Ver figura 5)
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Figura 5. Contenido relativo de proteina del reticulo sarcoplasmico. (A) Canal
liberador de Ca®" del reticulo sarcoplasmico, (B) Ca** ATPasa del reticulo

sarcoplasmico SERCA. * P= 0.05 respecto al estado de preisquemia.
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Es de llamar la atencion, que el contenido y la actividad de FLB en el RS no sufrio
modificaciones en los miocardios sometidos a isquemia reperfusion Previamente, se
habia demostrado que la tasa de fosforilacién de FLB por proteina cinasa dependiente
de AMPc¢ (PC-AMPc), tampoco sufre cambios significativos en miocardio de cerdo
sometido a isquemia-reperfusion 7

Es interesante observar que la fosforilacién del canal liberador, SERCA y FLB
mediado por proteina cinasa dependiente de Ca®'-cadmodu'ina  estuvo
significativamente disminuida en la fase isquémica en 93, 74 y 33%, respectivamente, y
se observo que durante la fase de reperfusion la fosforilacién de FLB se mantiene a
niveles similares previos a la isquemia, no asi la fosforilacién del canal liberador de
Ca**y SERCA

La importancia combinada de la disminucion de la cantidad de proteinas, de la
fosforilacion y de la actividad de los canales de captura y liberacidn de calcio del RS en
un ecvento de isquema-reperfusién, reside, en que proporcionalmente existe una
disminucién significativa en la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo, en la
tasa méaxima de relajacién y contraccion "> En este sentido, se ha investigado el papel
que juegan estas proteinas transportadoras de tones en la enfermedad que por definicion
presenta alteraciones importantes de la relajacion-contraccion, la insuficiencia cardiaca.
La importancia se ha centrado en las alteraciones en el transito de Ca®' (aumento del
tiempo de transito) observadas en la diastole, misma que es caracteristica en la
miocardiopatia dilatada e isquémica. Es comiln en ambas, que e! aumento de la [Ca*'],
sea producto de disminucidén de la recaptura de Ca®' hacia el RS Son diversos los
estudios que han determinado que en estas enfermedades existe una disminucién de la

actividad de SERCA2a y de la expresion de RNAm de SERCAZa y FLB."*" En la
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miocardiopatia isquémica, los niveles de RNAm del canal liberador de Ca®' y del canal
de tipo L, se encuentra disminuido de forma significativa, respecto a la miocardiopatia
dilatada y los controles 7 Las alteraciones encontradas en la expresion de los canales,
relacionados a la homeostasis del Ca**, se han relacionado con las alteraciones en la
funcion sistolica v diastolica que caracterizan a esta entidad clinica.”””” Se considera
que las anormalidades en el acoplamiento de la excitacidn-contraccion, especificamente
el manejo alterado del Ca®™ por el RS, es el mecanismo responsable de mayor

importancia en la disfuncion contractil de los corazones insuficientes %

Calcio intracelular elevado como fenomeno resultante.

El aumento progresivo de la [Ca*'], que como anteriormente hemos documentado,
resultado de las alteraciones sobre las proteinas del RS, se encuentra relacionado a
eventos de suma importancia como las arritmias y la disfuncién diastdlica (stunned
heart) durante el episodio de reperfusion post-isquémica

El aumento del calcio intracelular se explica, entonces, por 4 fendémenos cruciales 1)
paso de Ca® a través del intercambiador Na*/Ca®" en reversa, en respuesta a
concentraciones elevadas de Na' intracelular, provocado por la lesion sobre la Na'/K*
ATPasa, 2) disminucién de la actividad de las bombas de Ca’*ATPasa (PMCA v
SERCA) producida por ERO y proteasas, 3) La liberacion de Ca** del RS inducido por
incremento de la [Ca®']i, conocidos como “fendmenos de liberacién espontaneos” 4)
Apertura del megacanal mitocondrial o poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (TPM) Este tltimo fendmeno se ha propuesto como critico en el paso de
la lesion reversible a irreversible en las lesiones por isquemia y reperfusion ™ A este

respecto, se ha sefialado que el flujo de Ca® mitocondrial durante la TPM esta
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relacionado con el dafio al sarcolema, y farmacos como el dithiothreitol y ciclosporina
inhiben este dafio, al disminuir este eflujo #5, 86

Existen ai menos dos mecanismos hipotéticos conocidos que disminuyen la
senstbilidad de las miofibrillas al Ca®' El primero, es la exposicion del tejido a niveles
altos de catecolaminas producidas por la isquemua,”” este mecanismo a la vista, podria
inducir un aumento de AMPc, y el segundo mecanismo es, el aumento de proteina
cinasa dependiente de Ca*"-cadmodulina producido por las concentraciones aumentadas
de Ca**intracelular En conjunto estos dos eventos estimularian la fosforilacion de la
troponina I, que tiene la capacidad intrinseca de disminuir la sensibilidad del Ca®>" a las
miofibrillas ¥ Un estudio ha sefialado que este efecto podria estar relacionado por la
inhibicién de las fosfatasas inducidas por la acidosis.*® Sin embargo, los efectos lesivos
de los segundos mensajeros estan sometidos ain, a intensa investigacion, y no existen
todavia datos que sean definitivos

En cuanto al problema de las arritmias, se propone que el aumento de Ca’>* en las
triadas de conjuncion facilita la activacidn del canal liberador de Ca®', y ademas, se ha
observado que las probabilidades de que el canal de tipo L induzca activacion del canal
liberador de Ca®* es dependiente de la [Ca®'], local ® Otro fenémeno involucrado en las
arritmias de reperfusién es la inestabilidad eléctrica que induce las “liberacién
espontanea de Ca”“del RS, fenémeno que es independiente del voltaje La importancia

2433

de este fenomeno radica en que las “ondas de Ca”™™” producen una corriente

despolarizante de membrana que resulta en la aparicion de las arritmias > *°

Dado que
este articulo no pretende dar una explicacion amplia de la disfuncion contractil y las

arritmias, no ahondaremos en esta ocasion en ellos

SIS GON
FALLA D, CRIGEN
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En resumen, las proteinas localizadas en el reticulo sarcoplasmico juegan un papel de
suma 1mportancia para la funcién miocardica, la isquemia-reperfusion representa una
entidad que, de forma caracteristica, provoca alteraciones en su funcionamiento Los
hallazgos hasta ahora reportados, apuntan que son las especies reactivas de oxigeno las
involucradas en el deterioro de su funcion, sin embargo, la sobrecarga de Ca®' subyace
como una condicidn sme qua non para que se produzcan las alteraciones de la

excitacion-contraccion-relajacion.

PERSPECTIVAS CLINICAS

Las evidencias presentadas en este documento, sefialan que Ias. proteinas
transportadoras de iones del RS son un objetivo primario de las ERO y las proteasas, vy
también son responsables de que se produzcan alteraciones en el manejo del Ca®*
intracelular Este conocimiento ha motivado el interés en el disefio de intervenciones
terapéuticas para proteger al miocardio de la sobrecarga de calcio Para mencionar
alguna, tenemos la utilizacion de nuevas drogas como el etomoxir, un factor
trasncripcional que aumenta la expresion de SERCAZ2a, que ha demostrado
experimentalmente mejorar la funcion de miocardios hipertréficos sin afectar el flujo
sanguineo; y por otro lado, el hecho que la glucosa y la hormona tiroidea pueden
modular la expresion de esta proteina, es motivo de ardua investigacién. La gran
cantidad de conocimientos en la tltima década, permite una comprension en detalle de
los mecanismos fisiopatogénicos que provocan la sobrecarga de Ca®', misma que es la
regla en una amplia gama de enfermedades cardiovasculares, entre ellas la hipertension
atterial, la insuficiencia cardiaca, el dafio por isquemia-reperfusion, la ateroesclerosis,

etc  Los conocimientos dertvados de esta ardua investigacion permitira el nacimiento
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de nuevas medidas terapéuticas Utiles en el tratamiento de estas enfermedades, que son

de suma importancia en el campo de la cardiologia

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

o RN e ] ,u" It
CE Lx:ftl e

a8t



10.

11

12.

13.

14.

15

30

Biblioprafia

Ferrart R, Currello S, Cargnom A, Condorellt 12, Bellonn S, Albertine A, Visiolt O.
Metabolic changes during post-ischemic reperfusion. J Mol Cell Cardiol 1988,
20 [/9-/33.

Tennant R, Wiggers CJ. The effect of coronary occlusion on myocardial
contraction. Am J Physiol 1935; 112: 351-361.

Braunwald E, Kloner RA. The stunned myocardium: prolonged, post-ischemic
ventricular disfunction. Circulation 1982, 66 (6). {146-1149.

Fibrinolvtic Therapy Triaiists (FTT) Colluborative Group: Indications for

fibrirolytic therapy in suspected acute myocardial infarction: Collaborative

overview of early mortality and major morbidity results from all randomised trials
of more 1,000 patients. Lancet 1994, 343: 311-322.

Kilgore XS, Lucchest BR. Reperfusion injury after myocardial infarction: The role
of free radicals and the inflammatory response. Clin Biochem 1993; 26. 359-370.
Granger DN, Hollwarth ME, Parks DA. Ischemia-reperfusion_injury: role of
oxygen-derived free radicals. Acta Physiof Scand 1986, 548: 47-63

Stlverman HS., Mitochondria _free calcium _regulation in  hypoxic and
reoxigenation relation to cellular injury. Basic Res Cardiol 1993; 88: 483-494.
Kusuoka H, Marban E. Cellular mechanisms of myocardial stunning. Annu Rev
Physiolo 1992; 54: 243-256.

Tarm M. Mechanism of Ca’* overload in reperfused ischaemic myocardium, Anmu

ev Physiol 1990; 52. 543-359.
Brooks W, Conrad CH, Morgan J Reperfusion induced arrhythmias following
ischaemia _in_intact rat_heart: role of intracellular calcium. Cardiovascular
research 1995, 29 536-542
Katz AM- Protein families that mediated Ca’" signaling in the cradiovascular
svstem. Am J Cardiol 1996; 78 (suppl 9):2-6.
Chapman RA: Excitation-contraction coupling in cardigc_muscle. Prog Biophys
Mol Biol 1979 35: [-52.

Rouquier S, Batzer MA, Giorgi D~ Application of bacterial artificial chromosomes
to the generation of contiguos physical maps: a pilot study of human rvanodine
receptor gene (RYRI) region. Anal Biochem 1994 mar; 217 (2):205-209

Moroni, Gonano EF, Comi GP, Tegazzin V, Prelle 4, Bordoni A. Ryanodine
receptor gene point mutation and malignant hyperthermia susceptibility. J Neuro!
1995; 242 (3): 127-133.

Phillips MS, Fupi J, Khanna VK, De Leon S, Yokobata K: The structural
organization _of the human skeletal muscle ryanodine receptor (RYRI) gene.
Genomics. 1996; 34 (1): 24-41.

16. Treves S, Larimi F, Menegazzi P, Sremnberg TH, Koval M, Vilsen B: Alferation of

intracellular Ca’* transient in Cos 7 cells transfected with the ¢DNA encoding
skeletal muscle ryanodine receptor carryng a mutation associated with malisnant
hyperthermia. Biochem J 1994; 301 (pt3): 661-665.

17. Quane KA, Keating KE, Mannmg BM, Healy JM, Monsieurs K: Detection of «a

novel common mutation in the ryanodine receptor gene in malignant




31

hiperthermia: implications for a diagnosis and heterogeneity Studies. Human Mol
Crenet (994, 3 (3). 471-476.

18 Gllard Y, Otsu K, Fugyi J, Duff C, De Leon S, Khanna VK-_Pelymorphism and
deduced _aminoacids _substitutions _in_the coding sequence of the ryanodine
receptor (RYRI} gene in individuals with malignant hyperthermia. Genomics
{992, 13 (4). 1247-1254

19. Phillips MS, Khanna VK, De Leon S, Frodis W:_The substitution of Arg for Gly
2433 in the human skeletal muscle ryanodine receptor is associated with
malignant hyperthermia. Hum Mol Genef 1994; 3 (12): 2181-2186.

20 Claphan DE. Calcium signaling. Cell 1995; 80: 259-268.

21 Fabiato A Calcium —induced release of calcium from the cardiac sarcoplasmic
reticuluni. Am J Physiol 1983; 245: C1-Cl4.

22. Huxley AF The links between excitation and contraction. Proc R Soc Lond Ser B
1962; 160. 286-258.

23. Wageniknecht T, Radermacher M. Three dimensional architecture of the skeletal
muscle ryanodine receptor. FEBS-Lett 1995; 369 (1): 43-46.

24. Block B4, Imagawa T, Campbell KP, Franzim-Amstrong C: Structural evidence
for direct interaction between the molecular components of the transverse
tubule/sarcoplasmic reticulum junction in skeletal muscle. J Cell Biol 1988; 107
(6 Pt 2): 2587-2600.

25. Takekura H, Bennet L, Tanabe T, Bean KG, Franzini- Amstrong C. Restoration of
jrinctional tetrads in dispenic _myotububes by dilhydropyridine receptor cDNA.
Biophys J 1995; 67 (2): 793-803.

26. Meissner G, Rios E, Tripathy A, Pasek DA: Regulation of skeletal muscle Ca®*
release channel (ryanodine receptor) by Ca° and monovalent cations and anions.
J Brol Chem 1997; 272 (3):1628-1638

27. Berlin JR, Cannell MB, Lederer WJ: Ir; in single rat_cardiac ventricular cells:
relations to fluctations in intracellular Ca’®. Circ Res 1989 65: 115-126.

28. Ferrier GR, Howletr SE. Contractions in puinea-pip ventricular myocyles
srigeered by a calcium-release mechanism separate from Na' and L-curvents. J
Physiol (Lond) 1995, 484. 107-122

29. Balam EQ, Carvajal K, Cruz D: Efecto protector del dantrolene ern las lesiones
miocdrdicas producidas por la reperfusion post-isquéntica. Arch Inst Cardiol Méx
1999 69: 311-319.

30. Burk SE, Lytton J, Maclennan DH, Shull GE. CDNA cloning, functional
expression, and mRNA tissue distribution of a third organellar Ca*” pumps. J Biol
Chem 1989, 264: 18561-18568.

31. Gunteski-Hamblm AM, Greeb J, Shull GE. A novel Ca®* pump expressed in brain,
kidney and stomach is encoded by an alternative transcript of the slow-twitch
muscle sarcoplasmic reticulum Ca-ATPase gene. J Biol Chem 1988; 263: 15032-
15040.

32. Ohno Y, Martsuo K, Suzukt H, Tanase H, Sertkawa T, Takano T- Genetic linkage of
the sarcofendo)plasmic reticulum Ca’t ATPase 2 gene to intrucellular Ca’’
coucentration _in_the spontaneusly hypertensive rat.  Biochem Biophys Res

- Commun 1996, 227 (3). 789-793.

33. Mountian I, Attard M, Town M, Casteels RE: Structure of the human

sarcolendo)plasmic reticulum Ca’” ATPase 3 gene. Promoter analysis _and




32

alternative_splicing of the SERCA3 pre-mBNA. J Brol Chem 1998 273 (22).
[3982-94.

34 Anger M, Samuel JI, Marotic I, Wuytack i+, Rappaport 1, Lompe AM  In_situ
MmRNA distribution of sarcoplasmic reticulum Ca®' ATPase isoforms during
ontogeny in the rat. J Mol Cell Cardiol 1994, 26 339-330

35 Schwartz K, Boholer KR, De la Bastie D, Lompre A, Mecardier J. Switches in
cardiac muscle gene expression as a a result of pressure and volume overload. Am
J Physiol 1992; 262: R364-R369.

36 Tada M, Karz AM. Phosphorylation of the sarcoplasmic reficulum and
sarcoleiuma. Annu Rev Physiol 1982; 44:401-423.

37. Wegener AD, Simmerman HK: Proteolytic cleavage of phospholamban purified
from canine cardiac sarcoplasmic reticulum vesicles: Generation of a low
resolution_model of phospholamban structure. J Biol Chem 1986, 261: 5154-5159.

38. Ludlam CF, Avkim [T, Liu XM. Fourier transform_infrared spectroscopy and site-
directed isotope labeling as _a probe of local secondary structure in the
transmembrane domain of phospholamban. Biophys J 1996; 70 (4): 1728-1736.

39. Kimura ¥, Kurzydiowki K, Tada M. Phospholamban regulates the Ca’'-ATPase
through intramembrane interactions. J Biol Chem 1996; 271 (36)-21726-21731.

40 Chu G, Luo W, Slack JP, Tilgmann C, Sweet WE, Spindler M, Saupe KW, et al.
Compensatory _mechanism__associated with the hyperdynamic function of
phospholamban-deficient mouse heart. Circ Res 1996; 78: 1064-1076.

41. Koss KL, Kramas EG. Phospholamban: a prominent regulatory of miocardial
contractility. Circ Res 1996, 79: 1059-1063

42. Strayer L. Bioguimica. Tercera edicion. Barcelona, 1990. Cap 36-37.

43. Tamada A, Hattort ¥, Houzan H, Yamada Y,Sakuma I, Kitabatake A, et al. Effects
of b-adrenoceptor stimulation on contractility, [Ca®'Ji, and Ca’* current in
diabetic rat cardiomyocytes. Am J Physiol 1998; 274 H1849-H1857.

44. Lopaschuk GD, Tahiliani AG, Vadlamudi RV, Katz S, McNeill JH. Cardiac
sarcoplasmic reticulum function in_insulin- or carnitine-treated diabetic rats. Am
J physiol 1983; 245: H969-H976.

45. Saito KI, Tsutsui H, Yamamoto §, Takahashi M, Kinugawa S, Tagawa H, et al. Role
of SR Ca’*-ATPase in tachycardia-induced heart failure. Am J phystol 1998; 275:
H31-Hd44

46. Hajjar RJ, Kang JX, Gwathmey JK, Rosenzweig A._Physiological effects of
adenoviral gene transfer of sarcoplasmic reticulum calcium ATPase in isolated
rat myocytes. Circulation 1997; 95: 423-429.

47. Dhalla NS, Panagia V, Singal PK, Makino N, Dixon MI, Eyolfson A. Alterations in
heart membrane calcium transport during development of ischemia-reperfusion
injury. J Mol Cell Cardiol 1988, 20 (suppl 2): 3-13.

48. Holmberg SR, Williams AJ. The calcium-release channel from cardiac
sarcoplasmic reticulum: function in the failing and acutely ischaemic heart. Basic
Res Cardiol 1992; 87 (suppl 1):255-268.

49 Rapundalo ST, Briggs FN, Feher JJ. Effects of ischemia on isolated and function
of canine cardiac sarcoplasmic reticulum. J Moll Cell Cardrol 1986, 18: 837-851.

50: Yostuda Y, Shiga T, Imar §. Degradation of sarcoplasmic_reticulum calcium-
pumping ATPase in ischemic-reperfused myigcardium: role of calcium-activated
neutral proteases. Basic Res Cardiol 1990, 85: 494-507.




13

51 Bolli R Mechanism of myocardial “stunning”, Circulation 1990; 82 (3): 723-738.

52 Hearse DJ “Stunning”: A radical re-view. Cardiovascular Drugs and therapy
19915 853-876.

53 Pallandr RY, Perry MA, Campbell. Proarrhvthmic effects of an _oxygen-derived
free_radical penerating system on action potencials recorded from puinea pig
vertricular myocardium: a possible cause of reperfusion-induced arrfivthmiias.
Cire Res 1987 61:50-54

54. Barrington PL: Interactions of H,0Q) EGTA and patch pipette recording methods
in feline ventricular myocites. J Moll Cell Cardiol 1994; 26: 557-568.

55. Barrington PL, Meter CF, Weglicki WB: Abnormal electrical activity induced by
free radical pencrating systems in isolated cardiocytes. J Moll Cell Cardiol 1998
20: 1163-1178.

56 Matsuda H, Noma A, Kurachi Y, Irisawa H. Transient depolarization and
spontaneus voltage fluctuations in asolated single cells from puinea pig veniricles.
Culcium mediated membrane potential fluctuations. Circ Res 1982; 51:142-151.

57. Tokube K, Kiyosue 1"y Arita M. Opening of cardiac K7p channel by oxigen free
radicals produced by xanthine oxidase reaction. Am J Physiol 1996, 271: H478-
H489.

58. Holmberg SR, Cumming MD, Kusama ¥, Hearse DJ, Poole-Wilson PA, Shattock
MJ. Reactive oxigen especies modify the structure and function of the cardiac
sarcoplasmic reticulum calcium-release channel, Cardioscience 1991; 2: 19-25.

59. Boraso A, Williams J. Modification of the gating cardiac sarcoplasmic reticulum
Ca**-release channel by H,0; and dithiothreitol, Am J Physiol 1994; 267: H1010-
Hiole.

60. Cheng H, Lederer MR, Lederer WJ, Cannel MB. Calcium sparks and {Ca’'Ji
waves in_cardiac myocyles. Am J Phystol 1996, 270: C148-C156.

61. Wier WG, Cannel MB, Berlin JR, Marban E, Lederer WJ. Cellular and subcellular
heterogeneity of JCa’ Ji in single heart cells revealed by fura-2, Science Wash DC
1987; 235. 325-328.

62. Grover AK, Samsom SE. Effect of superoxide radical on Ca’’ pumps of coronary
artery. Am J Phystol 1988; 255. C297-C233.

63. Grover AK, Samsom SE, Forun VP Peroxide inactivates_calcium pumps in_pig
coronary artery. Am J Physiol 1992, 263: H537-H543.

64. Grover AK, Samsom SE, Fomun VP, Werstiuk ES. Effects of reroxide and
superoxide on coronary artery: Ang Il response and sarcoplasmic reticulum Ca’*
pump. Am J Phystol 1995, 269: C546-C553.

65. Lee C, Okabe E Hydroxyl radical-mediated reduction Ca’* ATPase activity of
masseter muscle sarcoplasmic reticulum, Jpn J Pharmacol 1995; 67: 729-734

66. Rowe GT, Manson NH, Caplan M, Hess ML. Hydrogen peroxide and hydroxil
radical mediation of activated leucocyte depression of cardiac sarcoplasmic
reficulum. Circ Res 1983; 33 584-591.

67. Kukreja RC, Kearns AA, Zwerer JL, Kuppusan P, Hess ML. Singlet oxigen
interaction with Ca’t ATPase of cardiac sarcoplasmic reticulum. Circ Res 1991
69: 1003-1012.

68. Burton KP, Morris AG, Massey KD, Buja LM, Hagler HK. _Free radicals_alter
ionic levels and membrane phospholipids in cultured rat ventricular myocytes, J
Moll Cell Cardiol 1990; 22 1035 1047

FESIS CON

FALLA DE ORIGEN



34

69 Hayashi H, Miyata H, Watanabe H, Kobayashn A, Yamazaki N. Effects of hidrogen
peroxide on action potential and intracellular Ca’' concentration of guinea pig
heart. Cardiol Vase Res 1989, 23 (67-773.

70 Kourte JI Interaction of reactive oxygen species with_ion_transport mechanism,
Am J Physiol 1998, 275 CI-C24

71 Dean RT, Shaniin I+, Stocker R, Davies M- Biochemestry and pathology of radical-
mediated protein oxidation, Bigchem J. 1997 324 {-18

72 Osada M, Netiucadan T, Tamura K, Dhalla NS, Modification of ischemia-
reperfusion-induced  _changes in  cardiac  sarcoplasmic _ reticulum by
preconditioning. Am J Physiol 1998; 274: H2025-H2034

73 Lamers JM, Duncker DJ, Bezstarosti K, McFalls EQ, Sassen MA, Yerdouw PD.
Increased activity of the sarcoplasmic reticular calcium pump in porcine stunned
mypiocardium. Cardiovasc Res 1993, 27: 520-524.

74. Kuhn C, Reigner F, Bohm M: Sarcoplasmic reticulum Ca*" ATPase and
phospholamban mRNA and protein levels _in_end stage heart failure due to
ischaemic ¢ dilated cardiomyophaty. J Mol Med 1996, 74 (6): 321-332.

75 Lwnck B, Boknik P, FEschenhagen T: Messenger RNA _expression _and
inmunological quantification of phospholamban and SR Ca’" ATPase in failing
and non failing human heart, Cardiovasc Res 1996, 31 (4)- 625-32.

76 Schwinger RH, Bohm M, Schmidt U: Unchanged protein levels of SERCA II and
phospholamban but reduced Ca®* ATPuase activity of cardiac sarcoplasmic
reticulum_from_dilated cardiomyophaty patients compared with patients with
nonfailing hearts. Circulation 1995; 92 (11). 3220-3228

77 Brillantes AM, Allen P, Takahashi T, Izumo S, Marks AR: Differences in cardiac
calcium release channel (ryanodine receptor) expression in the myocardium from
patients with _end _stage heart failure causes by ischaemtic versus dilated
cardiomyophaty. Circulation research 1992,71 (1) 18-26.

78. Mercadier J, Lompre A, Duc P, Boholer K, Fraysse J, Wisnewsky C, et al: Altered
sarcoplasmic reticulum Ca’™ ATPasa pgene expression in the lhman ventricle
during end-stage heart failure, J Clin fnvest 1990, 85-303-309.

79. Takahastn T, Allen P, Marks AR, Denmis AR, Schoen FJ Grossman W, et al:
Altered expression _of genes encoding the Ca’* regulatory proteins in the
migcardium of patients with end-stage heart failure: Correlation with expression
of the_Ca*"- ATPase gene. Circ Res 1992; 71:1357-1363

80. Morgan JP. Abnormal intracellular modulation of calcium_as a major cause of
cardiac contractile dysfunction. N Engl J Med 1991, 325 625-632,

81. Swmur 'V, Karz A: Inotropic and lusinotropic abnormalities in the penesis of the
heart failure. Furo Heart J 1983, 4 (suppl A):7-17.

82. Gwathamey JK, Copelas L, Mackinnon R, Schoen F, Feldmarn M, Grossman W, et
al' Abnormal intracellualr calcium handling in miocardium from patients with
end-stage heart failure. Circ Res 1987; 61-70-76.

83. Morgan JP: Abnormal intracellular modulation of calcium as a major cause of
cardiac contractile disfunction. N Engl J Med 1991, 325: 625-632.

84. Gunrer TE, Gunter KK, Sheu SS, Gavin CFE Mitochondrial calciumt transport:
Physiological and pathological relevance. Am J physiol 1994, 267: C313-C339.




&5.

86.

87.

88.

&9.

90.

33

Korge P, Langer GA. Mitochondrial Ca® uptake, efflux, and sarcolemmal
damage in Ca’*-overload cultured rat cardiomyocytes. Am J Physiol 1998 274
H2085-H2093.

Arteaga D, Odor A, Lopez RM, Contreras G, Pichardo J, Chdavez F:_Impairment
by ciclosporing A of reperfusion-induced arritmias. Life Scr 1992; 5(: [127-1134
Shindo 1, Akiyama T, Yamazakr T, Nimomiya 1. Regional myocardial interstitial
norepinephrine kinetics durings coronary occlusion and reperfusion. Am .J
Physiol 1996; 270: H245-H251.

Venema RC, Kuo JF. Protein Kinase C-mediated phosphorylation of troponina I
and C protein in isolated myocardeil cells in associated with inhibition of
myofibrillar actomyosin MegATPase. J Biol Chem [993; 268: 2705-2711.
Mundifia-Weilenmann C, Vittone L, Cingolarm HE., Orchard CH. Effects of acidosis
on phosphorylation of phospholamban and troponin I in raf cardiac muscle. Am
J Physiol 1996 270: C107-C114.

Saniana LF, Cheng H, Gomez AM, Cannel MB, Lederer W.J. Relation between the
sarcolemmal Ca’" current and Ca’' sparks and local theories for cardiac
excitation-contraction coupling. Circ Res 1996; 78: 166-171.




