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RESUMEN

Un creciente cuerpo de evidencias ha demostrado que el dafio por
reperfusion puede ser mediado, en parte, por una sobrecarga de Ca*
mitocondrial que promueve la permeabilidad no selectiva de la membrana
interna. Este estudio muestra que el cation anfifilico, la octilguanidina, protege
al miocardio de las lesiones ocasionadas por la reperfusion post-isquémica. Se
utilizaron ratas macho Wistar de 280 - 300 gramos. El efecto protector de este
compuesto se analizé en los 5 minutos posteriores de reperfusion después de
ocluir durante 5 minutos la arteria coronaria izquierda del corazén de las ratas.
Los resultados demuestran que la octilguanidina, a dosis de 15 mg/kg, protege
al miocardio de la arritmia ventricular y la disfuncién contractil, valorada en el
electrocardiograma, ocasionada por la isquemia-reperfusion. Asi mismo, al
valorar el consumo de oxigeno en presencia de ADP; se observé que las
mitocondrias preservaron su integridad por la presencia de octilguanidina. El
estudio histolégico mostré que las fibras miocardicas de ratas tratadas se
conservaron en buenas condiciones, manteniendo la estructura estriada de un
tejido normal, y se observé claramente la ausencia de edema. Proponemos que
esta accién protectora, se debe a que la octilguanidina inhibe la permeabilidad

no selectiva de la membrana mitocondrial interna.



Introduccién

Alrededor de 17 millones de personas mueren cada afio por enfermedad
cardiovascular. Se estima que cada 4 segundos ocurre un sindrome coronario
agudo y cada 5 segundos un accidente vascular cerebral. Las enfermedades
cardiovasculares ocupan el primer lugar en mortalidad del paciente adulto en
todo el mundo; en México esta afeccién también ocupa el primer lugar general
con un total de 55,591 defunciones al afo (12.6 %) (SSA, 2003; Fuster y cols.,
2002).

El sindrome coronario agudo (SCA) es la manifestacién clinica de la
isquemia miocardica, en el que se pierde el balance entre el aporte y la
demanda de oxigeno, debido a una obstruccion severa o al cierre de la arteria
coronaria secundario a la formacion de un trombo intracoronario. Si un coagulo
llega a ocluir una de las arterias coronarias que irrigan el corazén, se produce
un infarto al miocardio, o ataque al corazén (Fuster y cols., 2001).

La identificacién y manejo de los factores de riesgo son esenciales para
la prevencion de la enfermedad cardiaca y del SCA en individuos
asimtomaticos (prevencion primaria) y en pacientes que tengan eventos
recurrente con una enfermedad establecida (prevencion secundaria). Entre
estos factores sen encuentra la Diabetes mellitus (Haffner y cols., 1998; Grundy
y cols., 1999), obesidad (Eckel y Krauss, 1998), dieta rica en grasas (Shekelle y
Stamler, 1989), niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL, >160
mg/dL), niveles bajos de lipoprotinas de alta densidad (HDL, <35 mg/dL)
(NCEP, 1994), habito de fumar (Castelli y cols., 1981), hipertension (MacMahon
y cols., 1990), inactividad fisica (Fletcher y cols., 1996), consumo de alcohol
(Stampfer y cols., 1988; Rimm y cols., 1991), historia familiar de enfermedad
coronaria (EC) prematura (Hopkins y Williams, 1989).

Las causas de las enfermedades cardiovasculares son multiples y
variadas, y su interrelacion, juega un papel importante en la aparicion de estos
desordenes; factores tales como el sexo y la edad son determinantes en el
desarrollo de la enfermedad; sin embargo, la presencia de otros agentes, como
los desérdenes metabdlicos, puede acelerar el proceso, o bien desencadenarlo
abruptamente (Krzesinski y cols., 1988). El grado en estos elementos participa

en la patogénesis del sindrome coronario agudo no puede establecerse con



certeza, ya que la contribucion de cada uno parece estar estrechamente
relacionada con la presencia o ausencia de otros, haciendo el origen de estos
padecimientos una entidad compleja.

En este trabajo se reportan resultados obtenidos de la administracion del
cation anfifilico octilguanidina, el cual tiene la capacidad de prevenir los dafos

inducidos por la reperfusion post-isquémica.



ANTECEDENTES
Daro por isquemia y reperfusion

La isquemia miocardica se desarrolla cuando el flujo coronario es
inadecuado para suministrar oxigeno y sustratos metabdlicos requeridos para
mantener un adecuado funcionamiento cardiaco. La isquemia cardiaca puede
resultar de: 1) un incremento en el trabajo cardiaco causado por placas
ateroescleréticas, que origina una demanda mayor de oxigeno, 2) por la
reduccion del flujo coronario debido a una constriccién vascular o por una
trombosis aguda (Fuster y cols., 2001). La restitucion del flujo sanguineo en el
area tisular isquémica constituye el proceso de reperfusion. Entre las
alteraciones que asociadas a este fenémeno estan: edema tisular, arritmias de
reperfusion, formacién de bandas de contraccién y lisis celular, entre otras
(Guadalajara, 1991) .

La isquemia miocardica aguda causa una serie de cambios metabdlicos,
iénicos y neurohumorales que resultan de fendbmenos tales como: a) la
ausencia del flujo arterial que produce hipoxia y una considerable falta de
aporte de sustratos metabélicos, que favorece un metabolismo anaerébico, asi
como la hidrélisis de los fosfatos de alta energia, b) la falta del flujo venoso,
que conduce a la acumulacién de los productos finales del metabolismo
anaerobico en el espacio extracelular y, c) la activacion de los reflejos
neurohumorales, que produce un aumento de los neurotransmisores
circulantes del tejido cardiaco (Ferrari y cols., 1986; Gettes y cols., 1991).

En la isquemia cardiaca, si la oclusién coronaria persiste, la disminucién
del flujo sanguineo da como resultado un dafo estructural irreversible que lleva
al tejido cardiaco a la muerte celular por necrosis. Si la reperfusion ocurre antes
de que el dano se presente, la integridad estructural de la célula puede
recuperarse. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, la reintroduccion de
los elementos ausentes durante la isquemia, como el calcio (Ca*") y el oxigeno,
ocasiona un mayor dafo al tejido, a pesar de que el flujo coronario se
restablezca (Opie, 1989).

Durante los ultimos afios las evidencias clinicas y experimentales
acumuladas indican que existe un dafio secundario a la reperfusion, pero
persiste la interrogante de si la reperfusion por si misma es la que produce el



dafio, o bien si agudiza el deterioro ocasionado por la isquemia. Dicho se ha
caracterizado por medio de la descripcion de sus caracteristicas metabdlicas,
electrofisiolégicas, morfolégicas y funcionales (Opie, 1989).

A fin de dar una explicacion adecuada al dafio ocasionado por la
reintroduccién del flujo sanguineo (reperfusion), se han propuesto dos teorias.
Una de ellas considera que el agente mas importante es el Ca® y que una
sobrecarga de este i6n conduce a la célula a la necrosis o citélisis (Fig. 1). En
la isquemia celular disminuye la concentracion de ATP, aumenta el fosfato y se
restringe la salida de Ca®" celular, alterando la regulacion de éste; al reoxigenar
la célula, la concentracion citoplasmatica de Ca*" se incrementa ocasionando
un flujo masivo de éste i6n a la mitocondria, provocando aumento en la
permeabilidad de sus membranas, inhibicibn en la sintesis de ATP,
alteraciones en la excitacion y contraccion celular, alterando de esta forma la
integridad estructural de la misma y la microvasculatura miocardica (Benzi y
Lerch, 1992; Huser y Blatter, 1999).

Reperfusién
Y | Y
Entrada de Ca®* extracelular Liberacion de Ca®" intracelula
través de canales de Ca** y de por estimulacién de receptore
intercambiador Na/ Ca** p-adrenérgicos

Incremento de calcio intracelular

Y Y Y

2+

Activacion de proteasas Activacion de lipasas Sobrecarga mitocondrial de Ca
dependientes de Ca*’ dependientes de Ca* ¢
Degradacion de proteinas Degradacion de lipidos Deplecion de ATP

I

Muerte celular

Figura 1. Fisiopatologia del dafio celular inducido por calcio durante la reperfusion.



La otra teoria considera que en la patogénesis de la isquemia y/o
reperfusion cardiaca hay cambios rapidos o graduales en los sistemas
membranosos que son resultado de la produccién de radicales libres derivados
del oxigeno (ROS) como el anion superéxido (Oz7), el peroxido de hidrégeno
(H20,) y el radical hidroxilo (OH) (Fig. 2), los cuales inducen dafo celular
afectando no solo lipidos membranales sino también a proteinas
intramembranales, como la ATPasa de Na'/K", alterando la permeabilidad de
las mismas y desestabilizando el metabolismo de Ca®* celular. (Opie, 1989;
Dhalla y cols., 1999; Asano y cols., 2003). Ademas de esto, hay alteraciones en
el manejo del oxigeno por la cadena respiratoria mitocondrial y en la sintesis de
ATP. Banerjee y cols., (1991) reportaron que durante el periodo de isquemia se
observé una disminucion de la actividad de la enzima creatina cinasa (CK),
enzima que regula el metabolismo energético, argumentando que esto se debid

al aumento en la concentracion de H->0..

Isquemia y/o reperfusién

0, mitocondrial
SOD mito
Glutation
.~ peroxidasa
02-'——> H,0, —» H.0
Neulr0ﬂ|05 .................................................. > ‘ A
Reaccion de la xantina{,.f-*"‘s
oxidasa (endotelio) * Superoéxido
Dismutasa 02 +H,0
(citoplasmica)

0,” + HO; » 0, + OH .+ OH

Fe?

Figura 2. Metabolismo de radicales libres en el dafio isquémico del miocardio. SOD
mito: superoxido dismutasa mitocondrial. (Asano y cols., 2003)

La marcada actividad de radicales libres probablemente se amplifique
por la intervencion de iones metdlicos liberados por las células durante la

isquemia, como el hierro y cobre. Lo anterior causa un dafio reversible o



irreversible, dependiendo del tiempo de isquemia y reperfusion, que incluye la
muerte celular necroética y/o apoptética (Peterson y cols., 1985; Maxwell, 1995;
Asano y cols., 2003).

Entre los fenémenos fisiolégicos observados durante el restablecimiento
del flujo sanguineo se encuentra la aparicién de arritmias ventriculares. En
diversos estudios ha quedado demostrado que las oscilaciones en el contenido
de calcio intracelular durante la reperfusion post-isquémica tiene efectos
electrofisiolégicos que incluyen la aparicion de ritmos cardiacos anormales.
Consecuentemente, el uso de agentes que modifiquen los movimientos
intracelulares de éste i6n, tendra un impacto significativo sobre las
anormalidades metabdlicas, ionicas y eléctricas que caracterizan este tipo de
dafo (Brooks y cols., 1995).

Otro de los fenébmenos asociados con el dafio vascular inducido por la
reperfusion es el “no reflujo”, que se presenta cuando a pesar de haber
removido la oclusion arterial el flujo sanguineo no se restaura; esta alteracién
también se presenta en modelos animales. Algunas de las explicaciones a
dicho efecto es que el dafio vascular y la migracion de neutréfilos producen
edema celular en el endotelio y con ello, el “no reflujo”; por otra parte esta la
formacion de agregados plaquetarios y de trombos. Por ultimo se menciona
que la contractura isquémica del miocardio puede comprimir las arterias
coronarias, impidiendo asi la restauracién del flujo sanguineo (Engler y cols.,
1986, Lucchesi, 1990).

Con el fin de atenuar estos acontecimientos, en los ultimos afios se han
realizado numerosos estudios encaminados a la utilizaciéon de agentes
farmacoloégicos con el propdsito de disminuir el dafio por reperfusién. Se han
utilizado bloqueadores de los canales de calcio, como la nifedipina, el
verapamil y el diltiazem (Mitchell y cols., 1982; Low y cols.,1982;Roden y
George, 1996); y agentes antioxidantes como la superédxido dismutasa (SOD),
la catalasa, el ascorbato y el alfa-1-tocoferol (Przylenk y Kloner, 1986, Massey
y Burton, 1989; Pyke y Chan, 1990), entre otros. En el caso de los ultimos se
ha observado que su administracién antes del dafio por isquemia previene la
disminucion de ATP, la liberacion de enzimas marcadoras de dafno celular,
como la creatina cinasa (CK) y la lactato deshidrogenasa (LDH), la incidencia

de arritmias ventriculares y |a falla de la funcion contractil del corazon.



Por otro lado, el efecto protector de los antagonistas de canales de Ca®"*

incluye el ahorro de energia, la disminucién de la concentracion de calcio
intracelular ([Ca®']) y de noradrenalina (Nayler y cols., 1991). Estos ultimos
fendomenos estan relacionados, durante la isquemia miocardica hay una
actividad importante del sistema nervioso auténomo que causa la liberacién de
noradrenalina del citoplasma de las neuronas al espacio intersticial. Una vez
que la NA es liberada actia sobre adrenorreceptores (o y B) post-sinapticos
alterando la [Ca®']; en los miocitos y células marcapaso (Schomig y cols.,
1991). La sobrecarga de Ca** eventualmente resulta en disrritmia y contraccion
descoordinada de los miocitos. Richardt y cols., (1991) y Schémig y cols.,
(1992) propusieron dos mecanismos por los cuales los antagonistas de canales
de calcio actuan: 1) bloqueando el canal liberador de NA en la membrana
plamatica de la terminaciones nerviosas del corazén, y 2) bloqueando los
canales de Ca*" transmembrana en los miocitos.

Otro de los farmacos que se han empleado con este fin es el
inmunosupresor ciclosporina A (Cys A), éste se ha aprovechado por su
propiedad de bloquear canales inespecificos de calcio en la membrana
mitocondrial, observandose que disminuye la liberacibn de enzimas
marcadoras de dafo miocardico, como la CK y la LDH, y la aparicion de
arritmias ventriculares (Arteaga y cols., 1992).

Asi mismo, se ha evaluado el efecto protector del Ketorolac, analgésico
no esteroideo, que ademas de tener la propiedad de actuar como ionéforo de
calcio en las mitocondrias (Chavez y cols., 1993), atenua la severidad del dafio
producido durante la reperfusién post-isquémica, como se observa en la
disminucion de arritmias, de enzimas marcadoras de dafio celular y de
alteraciones histologicas del tejido cardiaco. El efecto protector de este farmaco
se debe a que evita la acumulacién masiva de [Ca*‘]; (Chavez y cols., 1996).

De esta misma forma se ha evaluado el Dantrolene como farmaco
cardioprotector, debido a que inhibe la liberacién de Ca** a través del canal de
rianodina en el reticulo sarcoplasmico, y las lesiones ocasionadas por la
reperfusion post-isquémica (Mitchell y cols., 1993). Por otro lado, se han
utilizado los bloqueadores adrenérgicos beta para minimizar el dafo por
reperfusion, como el propanolol, metropolol, nadalol, debido a que al unirse a

los receptores [ bloquean, parcial o completamente, la interaccién de sus



agonistas, como la adrenalina y noradrenalina. De esta forma evitan el
aumento en la [Ca®*'] via activacién de canales de Ca?" previniendo el

desarrollo de arritmias (Zucchi y cols., 2001).

Funcién intracelular del Ca*

Es de interés destacar que el Ca*", siendo tan importante, pues regula
muchos sistemas celulares, es capaz de desencadenar dafios tan severos en
la célula. Entre las funciones que regula el Ca?* se encuentran la contraccion
muscular, la secrecion y la ruptura del glucégeno regulada hormonalmente,
donde sus cambios en la concentracion citosélica son indispensables para
llevar a cabo dichas funciones (Carafoli, 1987). Por otro lado, este ién activa
algunas enzimas mitocondriales del ciclo de Krebs como la a-cetoglutarato
oxidasa, la isocitrato deshidrogenasa, ademas de la piruvato deshidrogenasa,
el transporte de electrones (Denton y McCormack, 1990; Hansford R, 1994), |a
funcion del translocador de nucledétidos de adenina (ANT) (Moreno-Sanchez,
1985) y la F1-ATPasa (Yamada y Huzel, 1989).

Anteriormente se pensaba que las mitocondrias acumulaban Ca** para
regular las variaciones en la concentracion del mismo en el citosol y asi
proteger a la célula de la hipercalcemia que existe en condiciones patologicas
(Akerman y Nicholls, 1983). En la actualidad se considera que el papel principal
del transporte de calcio en la mitocondria consiste en estimular la activacion de

los procesos metabdlicos que dependen de él.

Transporte mitocondrial de Ca**

El sistema de transporte de Ca®" a través de la membrana interna
mitocondrial es complicado. El Ca®" se transporta a la matriz en respuesta al
potencial de membrana (A¥), generado por el gradiente electroquimico de H”
(An H"), que esta estrechamente relacionado, tanto con la produccion de ATP
como con el transporte de Ca®**, ya sea en condiciones normales como
patologicas, tales como la reperfusion post-isquémica. Se ha sugerido que las
mitocondrias de tejidos perfundidos utilizan el oxigeno almacenado para
transportar Ca®* en lugar de generar ATP (Ferrari y cols., 1993). La capacidad

que tiene la mitocondria para almacenar calcio en la matriz permite exceder la



concentracion de 1 M, y su afinidad por el mismo es suficiente para reducir el
contenido de Ca** externo libre a 1 uM (Akerman y Nicholls, 1983).

Se conocen al menos cuatro mecanismos por los cuales se transporta el
calcio en la mitocondria (Fig. 3) (Gunter y Pfeiffer, 1990; Gunter y cols., 1994).
El primero consiste en la entrada de Ca?* a la matriz mitocondrial a través del
uniportador (U) en la membrana interna mitocondrial, utilizando la energia
derivada del AY. Este mecanismo sirve para activar las enzimas mitocondriales
dependientes de Ca, y actGia como un mecanismo de eliminacion el exceso

de este idn del citosol (Gunter y cols., 1998).

Figura 3. Transporte de Ca®" a través de la membrana interna mitocondrial. La entrada de Ca®*
a la mitocondria se lleva a cabo por medio de un uniportador (U) dependiente del potencial
eléctrico transmembranal mantenido por el transporte de protones a través de los complejos de
la cadena respiratoria (CR). La salida de Ca?" se efectda en intercambio con Na* o H*, y a
través de un poro inespecifico (PTP) que se forma en la membrana interna mitocondrial
cuando la concentracion de Ca?* es elevada. (Gunter y cols., 1994)

La salida de Ca? ocurre por dos mecanismo diferentes, uno
dependiente a Na* y otro independiente de Na"; el primero intercambia Ca*
por Na*, 3Na":1Ca*" (Hinata y cols., 2002) o 4Na*:1Ca*" (Matsuaka, 2002),
dependiendo de la concentracion de Na®, el segundo intercambia Ca** por H*,
2H*:1Ca*" (Milanick, 1990). El mecanismo dependiente de Na+, también
conocido como intercambiador Na*/Ca?* (Gunter y cols., 1998), se encuentra

principalmente en las mitocondrias de corazén y cerebro y es un proceso
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electrogénico (Baysal y cols., 1994). Por su lado, la salida independiente de
Na”, proceso no electrogénico, esta presente en mitocondrias de higado y rifién
(Guntery cols., 1998).

El cuarto mecanismo tiene que ver con el aumento en la permeabilidad
de la membrana interna mitocondrial, poro de transicion de la permeabilidad
(PTP), que permite el movimiento de Ca®" y otros solutos. Se ha postulado que
el PTP esta asociado a la acumulacién de Ca®* (Dubinsky y Levi, 1998), o que
su apertura puede ser una consecuencia de la produccién de especies

reactivas de oxigeno (Castilho y cols., 1998).

Dafio mitocondrial por Ca?

Los cambios intracelulares de Ca** se han implicado en la muerte celular
y se asocian con una gran cantidad de estados patoloégicos como la isquemia
cardiaca, distrofia muscular, dafio neuronal asociado a isquemia (Smaili y cols.,
2003). El ciclo del transporte de Ca?* en la mitocondria es de suma importancia
para mantener un adecuado funcionamiento celular (Berridge y cols., 2000);
permite que los cambios en la [Ca®"); (aproximadamente 100 nM) se traduzcan
en cambios en la concentracién de Ca®* en la matriz mitocondrial ([Ca*']n),
adecuados para mantener la regulacién de las enzimas sensibles a Ca®* en la
mitocondria, y con ello, el metabolismo oxidativo. Este sistema actia sobre la
contraccion muscular del corazén, que requiere de un metabolismo aerébico. Al
aumentar la contraccion del tejido cardiaco, se eleva la [Ca®*']. lo que lleva al
incremento del metabolismo oxidativo y de la sintesis de ATP (Crompton y
Andreeva, 1993).

Las células en reposo tienen [Ca®'] y [Ca®']n muy similares; sin
embargo, cuando hay dafio celular (Ferrari y cols., 1993; Richter, 1993; Richter
y cols., 1995) y la [Ca®]; aumenta hasta los 500 nM, la mitocondria tiene la
capacidad de remover el exceso de Ca®* intracelular (Krieger y Duchen, 2002;
Hajnoczky y cols., 2003). Con el aumento sostenido en la [Ca®"); se produce un
incremento proporcionalmente mayor en la [Ca®]m (1-3 uM) hasta que ocurre la
sobrecarga de calcio, y el contenido en la mitocondria tiende al infinito (Nicholls
y Crompton, 1980).

Se ha demostrado que en la sobrecarga de calcio mitocondrial el

inmunosupresor Cys A evita el dafio cardiaco ocasionado por reperfusion post-



isquémica (Arteaga y cols., 1992; Chavez y Zazueta, 1998), debido a que
ejerce su efecto sobre el flujo de Ca®* a través de la membrana mitocondrial.
Cuando hay una sobrecarga de éste ion, la mitocondria pierde su capacidad de
acumularlo en grandes cantidades, esto ocasiona que sea liberado una vez
mas al citosol. La Cys A restaura la capacidad de la mitocondria de almacenar
Ca®", previniendo el dafio ocasionado por la sobrecarga del mismo. El modo de
accion de la Cys A es impedir la aparicion del PTP ya que interactlia con uno
de sus componentes, la ciclofilina D (CyP D), de esta forma cierra el poro y
retiene el calcio en el interior de la mitocondria (Fournier y cols., 1987;
Altschuld y cols., 1992; Chavez y cols., 1997; Crompton, 2000).

Siguiendo esta linea de investigacién, Bobadilla (2001) reporté que el
corazon de ratas hipertiroideas es sensible a los dafios ocasionados por
reperfusion y que el hipotiroidismo ofrece resistencia ante estas alteraciones,
que se manifiestan como arritmias severas, lesion tisular y liberacion de
enzimas. Los autores mencionan que dicho efecto se debe a que la membrana
mitocondrial interna de ratas hipotiroideas tienen una concentracion menor del
fosfolipido cardiolipina, el cual es requerido para conseguir una adecuada
actividad de la ANT. Por lo que, la disminucién de cardiolipina previene la
conversion de la ANT en un poro inespecifico y la sobrecarga de Ca®* (Chavez
y cols., 1998).

La apertura del PTP fue observada por primera vez por Hunter y
Haworth a finales de los 70’s. Hoy en dia se acepta que la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PT) tiene que ver con la muerte celular y en
especial con el dafio por reperfusion en corazén (Fig. 4) (Crompton y cols.,
1987; Crompton y Costi, 1990; Gunter y cols., 1994; Crompton, 1999). El PTP
se abre en condiciones en las cuales la [Ca?']n aumente. Varios factores
incrementan la sensibilidad del poro a el Ca®*, entre los cuales se encuentran el
estrés oxidativo, disminucién de los nucleétidos de adenina, el incremento en
los niveles de fosforo inorganico (Crompton, 1999). La apertura del PTP tiene
dos consecuencias importantes: 1) permeabiliza a la membrana mitocondrial
interna a moléculas de hasta 1.5 kDa y a iones, ademas de disipar el gradiente
a través de la membrana, lo cual conduce al colapso de la fuerza proton motriz
convirtiendo a la mitocondria de un productor de ATP en un consumidor del

mismo (Bernardi y cols., 1994; Gunter y cols., 1994); y 2) la apertura del poro
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permite que haya un equilibrio de solutos a través de la membrana que
promueve una presion osmoética que causa el hinchamiento de la mitocondria y

la ruptura de la membrana externa (Halestrap y cols., 1998; Bernardi, 1999).

Isquemia Reperfusién
ATP y nucleétidos de l Estrés oxidativo
adenina \
i Ga** Sobrecarga\‘ —
L I' — T citosé!icoI_> mitocondrial— /\Perura
citosolico de Ca2* del poro
/ %
Despolarizacion
Na* Na* mitocondrial
intracelular l' intracelular ' l
T Hidrdlisis de ATP
(F-Fy-ATPasa)
v. "' Gradiente'
pH intracelular e pH

Perdida de la homeostasis de Ca®*

Figura 4. Modo de operar del poro de transicion de la permeabilidad en la muerte celular inducida
por reperfusiéon post-isquémica. El agotamiento de ATP durante la isquemia conduce a una
elevacion de la [Ca®'] libre en el citosol y de Pi. La reperfusion conduce a una acumulacion
excesiva de Ca’* mitocondrial que junto con el estrés oxidativo, la alta concentracion de P; y los
bajos niveles de ATP provocan la apertura del poro de transicién de la permeabilidad, iniciando
asi un ciclo vicioso que conduce a la muerte celular. (Crompton, 1999)

El PTP mitocondrial normalmente se encuantra cerrado, pero puede
abrirse en condiciones asociadas con estrés oxidativo y aumento de la [Ca®];,
estas situaciones se pueden observar durante la reperfusién post-isquemica
(Kroemer y Reed, 2000).

Existen evidencias que la ANT esta implicada en la apertura del PTP
(Brustovetsky y Klingenberg, 1996; Ruck y cols., 1998; Zazueta y cols., 2000;
Kroemer y Reed, 2000). El estrés oxidativo incrementa la sensibilidad del poro
a el Ca?" por dos mecanismos: 1) disminuyendo la unién de los nucleétidos de
adenina a la ANT, 2) por incrementar la unién de la CyP D a la misma
(Crompton y cols., 1987; Conner y cools., 1994).



Se ha propuesto que el estrés oxidativo conlleva a la oxidacién de
grupos thioles en la ANT mitocondrial (LéQuéc y LéQuébc, 1989; Bindoli y cols.,
1997). Halestrap y cols. (1997), proponen que la oxidacién de los thioles de la
cisteina®” (Cys), sitio de unién de la CyP D, Cys'®, sitio de unién de nucleétidos

" en la ANT son los responsables del aumento de la

de adenina, y Cys®
sensibilidad a Ca®* en el estrés oxidativo. La oxidacién de estos grupos
estabiliza la conformacién abierta de la ANT ocasionando la apertura del PTP
sensible a Ca®** (McStay y cols., 2002).

Asi mismo Chavez y cols., (2000) reportaron que el catién anfifilico
octilguanidina (OG) inhibe la transicion de la permeabilidad, en mitocondrias
aisladas de tejido hepatico, inducida por carboxiatractilésido. Propusieron que
la OG interactta, con base en su estructura, de dos formas; por un lado tiene la
capacidad de anclarse a la membrana mitocondrial por medio de su cadena
carbonada, y por el otro, mediante de su grupo guanido, con el translocador de
nucledtidos de adenina. Evitando asi el intercambio de iones a través del poro
de transicion.

La evidencia acumulada durante los ultimos afios demuestra que el dano
por reperfusion puede estar mediado, en parte, por la produccion de especies
derivadas de oxigeno, formadas por diferentes medios, ademas de la
sobrecarga de Ca?* mitocondrial, que promueve la permeabilidad no selectiva
de la membrana interna. De interés particular, por diversos estudios realizados,
Chavez y colaboradores ha sugerido que el calcio es el factor de mayor
relevancia implicado en el dafio ocasionado por la reperfusion post-isquémica.
Dado que uno de los mecanismos involucrados en este dafo es la apertura de
un poro inespecifico en la membrana mitocondrial, el poro de transicion de la
permeabilidad, se propone que la OG, al evitar la formacion de este poro de
transicion puede disminuir los dafios ocasionados por la reperfusion post-

isquémica.
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HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes que demuestran que la transicion de la
permeabilidad mitocondrial esta implicada en el dafio por reperfusion (Kroemer
y Reed,2000), y que la octilguanidina es capaz de inhibirla (Chavez y cols.,
2000), proponemos que la octilguanidina evita el dafio miocardico por

reperfusion después de un periodo de isquemia.

OBJETIVOS
a) General
Demostrar que la administracion pre-isquemia de octilguanidina |.V., es

capaz de prevenir las alteraciones inducidas por la reperfusion.

b) Particulares

e Valorar la respuesta cardiaca de ratas tratadas con octilguanidina al
dano producido por reperfusién post-isquémica.

e Evaluar el estado fosforilante de las mitocondrias aisladas de corazon

de ratas tratadas con octilguanidina.



METODOLOGIA

Material biolégico
Se utilizaron ratas macho Wistar albino de 280 — 300 g de peso con

alimentacion ad libitum.

Isquemial/reperfusion in vivo.

Se valoraron 20 ratas control y 20 ratas tratadas con octilguanidina, que
fueron anestesiadas con pentobarbital sddico (55 mg/kg) administrado via
intraperitoneal. Los animales se mantuvieron con respiracion asistida a través
de una bomba tipo Palmer para especies menores, mediante intubacion
endotraqueal. La OG (15 mg/kg de peso) se administré a través de la arteria
femoral 10 minutos antes de realizar la oclusién de la arteria coronaria
izquierda. Mediante una toracotomia lateral izquierda se expuso el corazon, y
se localizé la arteria coronaria izquierda, la cual se ligé con una seda negra
trenzada, calibre 6-0. El periodo de oclusién duré cinco minutos, después de
los cuales se retird la ligadura para dar inicio a la reperfusion cardiaca durante
cinco minutos. Se obtuvieron registros electrocardiograficos y de tension
arterial para vigilar los cambios durante las fases de isquemia y reperfusion. La
arteria femoral de una de las extremidades se canulé con un catéter conectado
a un transductor de presiéon hidrostatica. Los registros se tomaron en un
poligrafo tipo Grass. La Figura 5 esquematiza el modelo utilizado para los
experimentos de isquemia y reperfusion in vivo el cual produce una isquemia
total del ventriculo ademas de que permite evaluar los cambios del
electrocardiograma del animal sin necesidad de estimulacion externa. Por otro
lado este modelo se aproxima en gran manera a lo que sucederia en un
organismo superior pues se mantiene la interacciéon de todos los sistemas del

organismo como el humoral y sanguineo (Curtis y cols., 1987).

Aislamiento de mitocondrias
Se utilizé una técnica de centrifugacién diferencial para el aislamiento de
mitocondrias de corazén (Moreno-Sanchez, Hansford, 1998). Se extrajo el

corazon y se le adicion6 2 mg de enzima Nagarse durante 5 minutos.



Posteriormente se centrifugé el tejido a 9,000 rpm por 10 minutos a 4 °C; se
deseché el sobrenadante, y el tejido fue homogenizado en un medio isotonico
de sacarosa 025 M, HEPES 10 mM y EGTA 1 mM, pH 7.4. Este
homogeneizado se centrifugd a 2,500 rpm durante 5 minutos y se recupero el
sobrenadante, que se centrifugdé a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C.

La pastilla obtenida se resuspendid e incubd en sacarosa 0.25 M,
HEPES 10 mM, EGTA 1 mM y albumina sérica de bovino libre de acidos
grasos al 0.2%, por 10 min a 4 °C. Después de este periodo la solucion se
centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4 °C, el botén formado se resuspendié en
el medio isotonico.

La concentracion de proteinas se determind por el método de Lowry

(Lowry y cols., 1951).

Registro electrocardiografico
Ligadura de la arteria
coronaria izquierda

M 7

Bomba de aire ¢

Transductor de \I/\
presion (arteria é A -/

femoral
) Acceso venoso

para la utilizacién
de medicamentos
(vena femoral)

ANANANN

Puncioén del ventriculo
izquierdo para la obtencion
de enzimas cardiacas

Registro de tension
arterial

Figura 5. Diagrama representativo del modelo de isquemia reperfusion in vivo. La
isquemia se produce mediante la ligadura de la arteria coronaria izquierda, después de 5
minutos se retira la ligadura y se inicia la reperfusion. Registros de electrocardiograma y
presién sanguinea son tomados durante todo el procedimiento. (Téllez y cols., 1996)
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Medio basico

Para los experimentos de oximetria se empleé el siguiente medio: KCI
125 mM, HEPES 10 mM, Pi 2 mM, succinato 5 mM, ADP 200 uM, y rotenona
2.5 mM, en un volumen final de 1 ml, pH 7.3 (Chappel, 1963; Davidoff, 1974).

Determinacion del Control respiratorio

El control respiratorio se determiné polarograficamente utilizando un
electrodo tipo Clark acoplado a un registrador. Las determinaciones se hicieron
con 1 mg de proteina mitocondrial en 2 ml de medio basico, sin ADP, a 30 °C.
La respiracion se estimulé adicionando 10 uL de ADP 50 mM. La concentracion
de oxigeno disuelta en la mezcla de incubacién se definié considerando que
hay 400 nO,/ml. El control respiratorio se calculo basandose en la relacién
existente entre el estado 3 y 4 de la respiracion mitocondrial (Chance y William,
1965).

Analisis por autorradiografia

El area de isquemia fue valorada por autorradiografia con 2°'TI. El
radionuclido se administré por la canula en la arteria femoral a una
concentracion de 250 uCi durante los periodos de isquemia y reperfusiéon. Se
extrajo el ventriculo izquierdo y se hicieron cortes del mismo. Las muestras se
colocaron en una caseta y se expusieron ante una pelicula de rayos X durante
6 hrs.

Analisis histolégico

El analisis histolégico se realizo en el Departamento de Patologia del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez’. Se obtuvieron corazones de
30 ratas (10 controles, 10 con isquemia-reperfusion, y 10 con isquemia-
reperfusion mas tratamiento). Al final de cada experimento, se hicieron cortes
transversales de la base, parte media y apice. Se tomaron muestras de la
pared libre del ventriculo izquierdo para estudios de microscopia electronica, y
el resto del tejido se fijo en formalina al 10% en buffer de fosfatos; éstos se

incluyeron en parafina, se hicieron cortes de 4 um de los bloques y los cortes



se tifieron con hematoxilina-eosina y masson tricromica. Las muestras para
microscopia electrénica se fijaron en 2.5% de glutaraldehido, y posteriormente
en 1% de tetréxido de osmio en buffer de fosfato. Se realizaron cortes finos de
los tejidos, que se tifieron con citrato y acetato de uranilo. Los cortes se
examinaron con un microscopio electrénico Zeiss, EM-9. Las evaluaciones

histolégicas se hicieron mediante microscopia de luz y electrénica.

Analisis estadistico

Se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias
entre las ratas estudiadas en los ensayos de isquemia y reperfusion, en donde
se tomo6 el tiempo como variable dependiente, y los latidos y la presion
sanguinea como respuesta. En los experimentos de reperfusion post-isquémica
se evaludo también la incidencia de los diferentes tipos de arritmias
ventriculares, mediante un analisis no paramétrico, la distribucién Z. La
clasificacion se reporté de acuerdo con la convencién de Lambeth (Walker y
cols., 1980). En todos los casos se consideraron diferencias significativas

cuando se obtuvo una P menor o igual a 0.05.



RESULTADOS

La sobrecarga de Ca?*, como evento principal durante la reperfusion,
estd estrechamente relacionada con la aparicion de arritmias ventriculares
(Silverman, 1993; Brooks y cols., 1995). En la Figura 6 se representa el curso
temporal de la frecuencia cardiaca, como latidos/minuto (Ipm), de las ratas
control y las tratadas con octilguanidina (OG); se observa que durante el
periodo de isquemia en ambos grupos no se presenté diferencia alguna (391 +
112 para las ratas control; y 362 + 43 para las tratadas). Durante el periodo de
reperfusion, la frecuencia cardiaca de las ratas control aumentd notablemente
(Tabla 1). La concentracion de OG que se empled (15 mg/kg) ocasiond la
recuperacién del funcionamiento cardiaco, al utilizar concentraciones menores
(5 y 10 mg/kg) no se observé mejoria, y el manejo de concentraciones mayores

(20 mg/kg) no cambid los registros obtenidos con 15 mg/kg.

Tabla |
Comparacion de la frecuencia cardiaca (latidos/minuto).

Periodo Ratas control Ratas tratadas P
0OG 15 mg /kg
Isquemia 391 +112 362 + 43 NS
Reperfusion
Minuto 1 627 + 227 456 £ 79 NS
Minuto 2 621+ 133 383+ 106 NS
Minuto 3 763 £ 136 341 +83 <0.001
Minuto 4 752 £ 165 306 + 41 <0.001
Minuto 5 620 + 101 320+ 41 <0.001

e e e e
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Figura 6. Curso temporal de la frecuencia cardiaca. Las ratas control aparecen en
cuadros negros y las tratadas con OG en cuadros blancos. Se muestra el momento de
la oclusion (min. 1) y el inicio de la reperfusién (min. 5). Durante la isquemia no hubo
diferencias entre ambos grupos. En la reperfusion las ratas tratadas se mantuvieron

estables y en las ratas control se elevo la frecuencia cardiaca significativamente
(*P<0.001). Se grafica la media + DE.

En el caso de las ratas tratadas, la frecuencia cardiaca sélo tuvo un
ligero aumento en el primer minuto de la reperfusion, con una tendencia a
mantenerse estable durante todo el experimento. En el periodo de isquemia los
trastornos de la repolarizacion ventricular fueron evidentes; sin embargo, al
momento de desligar la arteria coronaria, aparecieron las taquiarritmias
ventriculares propias de la reperfusion (Fig. 7A y Fig. 8), y se mantuvieron
hasta el final del experimento. En muchos de los experimentos estas
taquiarritmias degeneraron a fibrilaciéon ventricular, con la pérdida de la tension

arterial (Fig. 9) en las ratas control.
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Figura 7A. Trazo electrocardiografico y de la tensién arterial de una rata no tratada. La
taquiarritmia de reperfusion degenera a fibrilacion ventricular
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i
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Figura 7B. Trazo electrocardiografico y de la tension arterial de una rata tratada con
octilguanidina. La taquiarritmia de reperfusién no degenera en fibrilacién ventricular
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En el caso de las ratas a las que se les administr6 OG, durante la
reperfusion se observaron taquiarritmias ventriculares en cada uno de los 5
minutos en que se registro el fenomeno (Fig. 7B y Fig. 8); sin embargo, al final
del experimento se establecié un ritmo sinusal normal. Debe hacerse notar que
en comparacion de las ratas control, el ritmo cardiaco o electrocardiograma de
las ratas tratadas no degeneraron en fibrilacién ventricular. La curva de tensién
arterial se mantuvo estable hasta el final del experimento en las ratas tratadas,
a pesar de que durante la reperfusion la tension arterial se deprimio
ligeramente (Fig. 9); esto toma importancia, al comparario con el grupo control,
en donde la presencia de arritmias ventriculares deprime considerablemente la

sefal de tension arterial.

100
i TV TV TV TV
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O\o i FV % FV FvV
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T o TV FV
20__ = * *
ol (8 = . TV TV
ol MM By & HOR: OB
1 2 3 4 5

Reperfusion (min)

Figura 8. Incidencia de arritmias ventriculares registradas minuto a minuto durante la
reperfusion. Ratas control en barras negras y ratas tratadas con OG en barras blancas. S

observa que la OG disminuyé la incidencia de taquicardias ventriculares y evito la
aparicion de fibrilaciones ventriculares. Existen diferencias estadisticamente significativas
(*P<0.05). Método de evaluacién distribucion Z. TV: Taquicardia Ventricular. FV
Fibrilacion Ventricular.
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Figura 9. Curso temporal de la tension arterial. Las ratas control aparecen en cuadros
negros Yy las tratadas con OG en cuadros blancos. Se muestra el momento de la oclusién
(min. 1) y el inicio de la reperfusién (min. 5). Durante el periodo de isquemia no se
presentan diferencias entre ambos grupos. En cambio durante la reperfusion las ratas
tratadas evitan la caida de la tensién arterial a comparaciéon del control en donde se
deprime la curva importantemente (*P<0.05). Se grafica la media + DE.

La Figura 10 muestra la disminucion del tiempo de las arritmias
ventriculares en el grupo de ratas tratadas registradas minuto a minuto durante
la reperfusion. Existe una diferencia significativa en los ultimos tres minutos, en
los cuales estas arritmias disminuyeron considerablemente. Es importante
sefialar que las taquiarritmias se presentaron, en ambos grupos, durante los
cinco minutos del experimento, pero su presencia se redujo en el grupos
tratado con OG, excepto en el primer minuto en donde la presencia de las
taquicardias ventriculares fue ligeramente mayor incidencia que en el grupo

control (Fig. 8).
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Figura 10. Tiempo de arritmias minuto a minuto de la reperfusion en ratas no tratadas

(columnas negras) y tratadas (columnas blancas). La diferencia fue significativa en los
minutos 3, 4,y 5 (*P < 0.01).

El experimento que se muestra en la Figura 11 se desarrollé6 para
evaluar el area de isquemia en las muestras, Panel B y C, del ventriculo
izquierdo de ratas control y tratadas. Asi mismo, se valor6 la integridad
estructural del ventriculo durante la reperfusién, Panel D-I. Como se ilustra en
la autorradiografia en el corazén no isquémico el *°'TI se distribuyé
uniformemente (Panel A). Por el contrario, en los corazones sometidos a
isquemia, la marca radiactiva no se observa (Panel B y C). Durante la
reperfusion el tejido cardiaco de ratas tratadas con OG captaron el radionuclido
y lo distribuyeron uniformemente (Panel E, G e |), en comparacion con el tejido
de ratas control que debido al dafo celular ocasionado por la isquemia no

fueron capaces de captarlo (Panel D, Fy H).
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A) CONTROL

B) 1SQ. SIOG

C) 1SQ. C/OG

D) REP. 1" S/OG

E) REP. 1" C/OG

F) REP. 3' SIOG

G) REP. 3' C/OG

H) REP. 5' S/OG

1) REP. 5" C/OG

BASE APICE

Figura 11. Autorradiografia de ventriculo izquierdo marcado con 'Talio de ratas control, no
tratadas (S/OG) y tratadas (C/OG), durante el periodo de isquemia y reperfusion. Se observa
gue a pesar del dafio ocasionado por la isquemia las ratas tratadas con OG conservan su
integridad estructural. 1SQ: Isquemia. REP: Reperfusion.

La Figura 12 muestra el control respiratorio (CR) de las mitocondrias
aisladas del ventriculo izquierdo del corazdn. En estos experimentos se utilizé
succinato como sustrato respiratorio ya que las mitocondrias tratadas con OG
tienen una mejor respiracion (Chappel, 1963; Davidoff, 1974). Como se puede
observar, las mitocondrias de las ratas tratadas alcanzaron un CR similar al
que presentan las ratas del grupo control; en cambio, las mitocondrias de ratas
no tratadas tienen un control respiratorio menor, observandose diferencias

entre los grupos.
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CONTROL S/0G CIO0G

Figura 12. Control respiratorio de mitocondrias aisladas de tejido cardico.
Ratas control (Basal), no tratadas (S/OG) y ratas tratadas (C/OG). Se
observa que las mitocondrias de ratas tratadas conservaron su capacidad
fosforilante. La diferencia fue estadisticamente significativa *P<0.001 vs
Control, **P<0.001 vs tratadas.

El analisis histologico de la pared libre del ventriculo izquierdo es similar
a los datos reportados (Chavez y cols., 1996) La microscopia de luz muestra un
tejido miocardico normal en los animales control (Fig. 13 A) en contraste con el
gran dafio observado el tejido de ratas sometidas a reperfusién post-isquémica
(Fig. 13 B). En estos tejidos se puede ver congestién vascular, edema, que
causa la separacion de las fibras miocardicas, pérdida de la estriacion,
elongacion de las fibras y acidofilia citoplasmica. En el grupo de ratas que
recibieron el tratamiento con octilguanidina, el dafio se revirtid
considerablemente. La Figura 13 C muestra la estriacion normal de las fibras
miocardicas y ausencia de edema, pero también se observa un poco de
congestion vascular.

La microscopia electrénica revel6 diferencias importantes entre los tres
grupos. La Figura 14 A muestra una buena conservacién de las lineas Z en las
miofibrillas y la preservacion de la matriz mitocondrial. En las ratas sometidas a
reperfusiéon post-isquémica se observan las lineas Z alargadas, ruptura de las
miofibrillas, hinchamiento mitocondrial acompafado espacios claros en la
matriz en algunas de ellas, y depésitos electrodensos en la matriz mitocondrial
(Fig. 14 B). Las ratas a las cuales se les administré octilguanidina conservan la
distancia entre las lineas Z, las miofibrilas no sufren rompimiento, y
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desaparecen los espacios claros en la matriz mitocondrial, aunque las
mitocondrias muestra un ligero hinchamiento (Fig. 14 C).

Figura 13 A. Corte histolégico de tejido cardiaco
de ratas control. Se observan fibras con
estriacién normal, sin presencia de edema. (H-
E, 40X).

Figura 13 B. Corte histoldgico de tejido cardiaco
de ratas con reperfusion post-isquemica. Se
muestra edema, separacion de fibras
miocardicas, y congestion vascular. (H-E, 40X).

Figura 13 C. Corte histolégico de tejido
miocérdico de ratas tratadas con octilguanidina.
Se observa un ligero foco de congestion
vascular, aunque las fibras cardiacas recuperan
su estriacién y constitucion normal. (H-E, 40X).
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Figura 14 A. Microscopia electrénica de la pared libre del
ventriculo izquierdo de rata control. Las fibras
miocardicas son de tamaro regular en los sarcomeros y
las mitocondrias muestran su estructura normal. (Acetato
de uranilo, 5000X).

Figura 14 B. Hallazgos ultraestructurales en corazén de
rata sometida a reperfusién post-isquemica. Se observa
la ruptura de miofibrillas, hinchamienmto mitocondrial
con areas claras en la matriz, alargamiento de las fibras
Z y grandes espacios entre fibras y mitocondrias. Asi
mismo, cuerpos densos granulados en todo el tejido.
(Acetato de uranilo, 5000X).

Figura 14 C. Imagen ultraestructural de rata tratada con
octilguanidina. Se muestra la recuperacion de la forma
normal de los sarcomeros, del tamaiio de las lineas Z,
pero las mitocondrias estan ligeramente hinchadas y
presentan algunos cuerpos densos. (Acetato de uranilo,
5000X).
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DISCUSION

En este estudio se evaluaron los efectos del cation anfifilico
octilguanidina (OG) sobre el dafio inducido por reperfusion post-isquémica. Los
resultados muestran que la OG administrada 10 minutos antes de la
reperfusion protege de manera efectiva al corazén de la aparicion de arritmias
ventriculares severas.

Se conoce que la transicion de la permeabilidad mitocondrial esta
implicada en la patogénesis del dafio por reperfusion (Crompton y cols 1987;
Crompton y Costi, 1990; Arteaga y cols.,, 1992; Gunter vy cols.,, 1994;
Crompton, 1999) y se acepta que este dafio, ocasionado en varios érganos y
tejidos, se debe a la sobrecarga de calcio y a la liberacion de radicales libres
derivados del oxigeno (Opie, 1989; Gunter y Pfeiffer, 1990; Dhalla y cols.,
1999).

En el corazon, las manifestaciones de dafio por reperfusion son multiples
identificandose de manera inmediata la arritmia y la falla de la funcién contractil
(Manning y cols., 1984).

La proteccion de la mitocondria contra el estrés oxidativo o la
permeabilizacion dependiente de calcio resulta en la preservacién tisular.
Altschuld (1992) y Arteaga (1992) demostraron que la ciclosporina A previene
el dafio por reperfusion post-isquémica al bloquear un poro inespecifico en la
mitocondria (Fournier y colas., 1987). Chavez y cols. (1996), encontraron que el
ketorolac, con su accion quelante de Ca®', evita la sobrecarga de este y
protege a las células del miocardio. La falta de daro por reperfusién observada
en los corazones de ratas tratadas con OG se debe a que las mitocondrias no
experimentan permeabilidad inducida por Ca®* (Chavez y cols., 2000).

Esta resistencia se debe a que la OG impide la apertura del poro de
transicion de la permeabilidad en las mitocondrias y de esta forma también el
intercambio de Ca®" a través de él lo cual aumenta el dafio por reperfusion. Un
buen ejemplo de ello es la isquemia-reperfusion cardiaca en donde la
sobrecarga de calcio es el factor principal que desencadena la arritmia cardiaca
(Miyata y cols., 1992; Brooks y cols., 1995). En este estudio se demostré que la

OG previene la muerte celular por reperfusién post-isquemica.
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El exceso de calcio es dafino para los miocitos puesto que aumenta la
permeabilidad mitocondrial, desacopla la fosforilacion oxidativa alterando la
produccion de ATP y de esta forma conduciendo a la muerte celular (Veit y
cols., 1985). Ferrari y cols., (1989), demostraron que la utilizacién de drogas
que eviten la sobrecarga de Ca?' en tejido cardiaco sujeto a reperfusion
mantiene una adecuada fosforilacién mitocondrial. Los resultados con OG
relacionados con fosforilacion oxidativa corresponden a los obtenidos por
Crompton y cols. (1988) que al utilizar ciclosporina A se mejora la fosforilacién
oxidativa y se preserva las células del tejido cardiaco.

Nuestros resultados apoyan la teoria que la OG mejora las alteraciones
miocardicas regulando el movimiento de calcio mas que el efecto dafino
producido por ROS como lo observo Dhalla y cols. (1999). La OG, que tiene
efectos demostrados sobre la apertura del poro de transicion (Chavez y cols.,
2000), inhibe los efectos patolégicos, en gran manera los histolégicos y muy
claramente los de la reperfusion sobre la fisiologia de las mitocondrias aisladas,
apoyando de esta forma que el mecanismo de las alteraciones por reperfusion
tienen mas que ver con los movimientos de Cae.

Por ultimo, en el momento actual se estan valorando compuestos en
cuya estructura se encuentran grupos guanido, como el HOE 694 [(3-
metilsulfonil-4-piperidinobenzoil)guanidina metasulfonato), en la proteccién del
dario ocasionado por la sobrecarga de calcio en isquemia-reperfusion (Wajima
y cols., 2004), como se observo en el caso de la OG el cual puede ser
considerado, con un mejor analisis de sus efectos e implicaciones fisioldgicas,

como una alternativa en la terapia de dafo cardiaco.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El hecho de que la octilguanidina sea capaz de disminuir el tiempo de
arritmias ventriculares, prevenir la aparicion de fibrilaciéon ventricular, mejorar la
funcion contractil del corazén y preservar la estructura miocardica, sugiere que
este compuesto evita la inestabilidad eléctrica cardiaca ocasionada por la
reperfusion post-isquémica. Por otro lado el que la octilguanidina permita que
las mitocondrias mantengan un adecuado estado fosforilante indica que la
integridad estructural del tejido esta respetada. Nuestros resultados
demuestran el catién anfifilico octilguanidina protege a las células del miocardio
contra las lesiones ocasionadas por la reperfusion posterior a un periodo de
isquemia debido a que evita la sobrecarga de Ca*".

Finalmente, como una perspectiva interesante se podria vcer si la
octilguanidina evita o no la formacién de radicales libres, lo cual permitiria
caber si estos aparecen como un efecto de la reperfusion o de la anoxia, o
hasta pudieran ser efectos secundarios a las alteraciones mitocondriales y

celulares por los movimientos del calcio.
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