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RESUMEN

Actualmente el infarto del miocardio es una de las principales causas de muerte, por ello
es importante conocer los mecanismos por los cuales ocurre este fendmeno, y asi poder
prevenirlo o establecer tratamiento y corregir los dafios que se generan; de aqui la
necesidad de tener un modelo experimental y realizar investigaciones al respecto. Por
otro lado, la cardiotoxicidad producida por la administracion del p-agonista
isoproterenol (ISO), se ha considerado como un modelo de infarto al miocardio
experimental en ratas , sin embargo al no existir ningun acuerdo en las condiciones
experimentales Chagoya y cols. (1997) se dieron a la tarea de caracterizar este modelo
histoldgica, fisioldgica y bioquimicamente; siendo estas condiciones las usadas en este
trabajo. La dosis de ISO administrada a nuestros animales les permite una sobrevivencia
de 100 % por lo menos durante las primeras 96 horas, distinguiéndose una etapa de
preinfarto que abarca desde el momento de la inyeccion el ISO hasta las 12 h, un
periodo de infarto de las 12 a 24 h y un periodo de postinfarto entre las 24 y las 96 h.
Todos los animales presentan una lesion semejante al infarto en la region apical del
ventriculo derecho. Uno de los primeros eventos observados después del tratamiento
con ISO es un aumento de la frecuencia cardiaca acompafiado por una caida en la
presion arterial. Conociendo el papel de 6xido nitrico (NO) generado en el endotelio
vascular regulando el flujo sanguineo y la presion arterial, se estudié su papel en este
modelo de infarto experimental.

Métodos.- Se usaron ratas macho de 300 g de peso a los que se inyectd 1ISO (67 mg
/IKg de peso); algunas se utilizaron para registrar continuamente los pardmetros
hemodinamicos, y ECG y; los otros se sacrificaron a diferentes tiempos desde 30 min
hasta 96 h. Se cuantificaron los niveles de nitritos y nitratos, la actividad y expresion de
proteina de las enzimas NOSc y NOSi, en diferentes fracciones subcelulares, ademas se
midié la cantidad de la coenzima NADPH y guanosin monofosfato ciclico a lo largo del
tiempo de tratamiento. Usando telemetria se valoro los cambios en la presion inducidos
por ISO en presencia de varias dosis de L- NAME (inhibidor de la NOS), también se
determinaron las actividades séricas de las enzimas de escape LDH, CK, TGO, TGP y
a—HBDH. Aparte se realizaron estudios histoldgicos en cortes de los corazones de las
ratas tratadas, para observar los efectos de ISO y su modificacion por efecto de
inhibidor de NOS, L-NAME.

Resultados.- Se observaron elevaciones de nitritos y nitratos a 30 min y 12 h de la
administracion de 1SO, y al evaluar la actividad y expresion de la NOSc se encontraron
aumentos correspondientes al principio del tratamiento, en contraste la NOSi presento
un incremento sostenido de actividad y de su expresion en las etapas correspondientes al
infarto (12-24 h) y post-infarto. EI GMPc presentd una elevacion importante a las 12 h
de la inyeccion de ISO y con el NADPH no se detectaron cambios importantes. Se
registraron elevaciones drasticas en las enzimas de escape que se vieron disminuidas
cuando se dio tratamiento con NAME. Igualmente la severidad de la lesion observada
en los cortes de corazones fue menor en las ratas que recibieron el NAME.
Conclusiones.- Los resultados sugieren que en este modelo experimental de 1. M.
causado por ISO, el NO generado por el endotelio a través de NOSc al inicio del
tratamiento, juega un papel importante en la disminucién de la presion arterial, no asi en
la frecuencia cardiaca. Durante el infarto y post-infarto, el NO se genera por la NOSi
cuya expresion se ve aumentada y probablemente es consecuencia de la reaccién
inflamatoria que se presenta en esta etapa. Al inhibir la formacién de NO por L-NAME,
independientemente de su origen, disminuye el dafio cardiaco manifestado durante el
IM.



1. INTRODUCCION

I. A. GENERALIDADES
| .A. 1. Sistema Cardiovascular

La actividad que lleva a cabo cualquier célula requiere un equilibrio entre la
entrada de nutrientes y la salida de productos celulares y desechos; este proceso se
hace por simple difusion y varios mecanismos de transporte a través de la membrana
celular. Sin embargo en organismos superiores como los vertebrados se requiere un
mecanismo de transporte mas sofisticado que asegure la llegada de estas
substancias a todo el organismo, y ésto lo realiza el sistema cardiovascular.

El sistema circulatorio o cardiovascular incluye una bomba muscular, el
corazoén, y los vasos sanguineos (1).

a) El Corazén.- junto con las arterias, venas y capilares forman el sistema
circulatorio; el corazon es el 6rgano central impulsor de la sangre y el sistema de
conductos que parten del él y vuelven al mismo (circulacion mayor y menor) toman
el nombre de arterias, capilares y venas. Fig. 1.

El corazdn es un masculo hueco que desempefia las funciones de una bomba
aspirante e impelente, atrayendo a las cavidades la sangre que circula por las venas y
lanzandola, por medio de las dos grandes arterias, aorta y pulmonar, a todas las
redes capilares. Consta de tres componentes: a) una masa contractil, o miocardio;
b) una serosa que lo rodea, el pericardio, y ¢) una capa muy delgada de células
epiteliales que se encuentra forrando la parte interna, el endotelio cardiaco, también
Ilamado endocardio.

El coraz6n se compone de dos partes: corazon derecho (sangre venosa) y
corazén izquierdo (sangre arterial), que se subdividen en dos cavidades
superpuestas, auricula y ventriculo (2). Durante la sistole los ventriculos expulsan
la sangre a las grandes arterias con una presion considerable con lo que se aumenta
la tension de la pared en ellas; la tension es liberada parcialmente durante la
relajacion cardiaca o diastole, manteniéndose la presion hidrostatica; asi, la sangre
es conducida a todo el cuerpo.

El corazén es considerado un vaso sanguineo modificado, especializado
como una doble bomba de propulsion . Su lado derecho recibe la sangre del cuerpo
entero y la bombea a los pulmones; su lado izquierdo recibe la sangre de los
pulmones y la impulsa a todos los tejidos del cuerpo. Los vasos que llevan sangre a,
y de los pulmones, constituyen la circulacion pulmonar y aquellos que la colectan y
distribuyen al resto del cuerpo forman la circulacion sistémica. En las dos
circulaciones la sangre es conducida por arterias que se van ramificando,
incrementando su ndmero y disminuyendo su calibre, hasta convertirse en arteriolas
que terminan en una red de capilares. En éstos tiene lugar el intercambio entre el
plasma y el liquido intersticial. La sangre regresa al corazon por vénulas
confluyentes y venas (1).
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Figura 1. El sistema cardiovascular esta formado por una bomba propulsora, el corazon, y los
vasos sanguineos (arterias, venas y capilares). El corazén esta dividido en 2 partes: el corazon
derecho que recibe la sangre de todo el cuerpo y la bombea a los pulmones y el corazon izquierdo
que recibe la sangre ya oxigenada de los pulmones y la impulsa a todos los tejidos del cuerpo; los
vasos que llevan a v de los pulmones constituyen la circulacién menor o pulmonar, y los vasos
que colectan la sangre y la distribuyen al resto del cuerpo forman la circulacion sistémica o mayor.



b) Los Vasos Sanguineos.- la sangre es confinada a un circuito cerrado de
vasos forrados en su interior por un epitelio escamoso simple, el endotelio. Este
sirve como una division fisica o una barrera semipermeable interpuesta entre la
sangre y el fluido intersticial.

La estructura de las vasos varia de acuerdo a su funcion y localizacion . Las
arterias gque soportan grandes presiones por recibir la sangre que expulsa el corazon
tienen paredes mas gruesas que su contraparte venosa; asi también, conforme se
adelgazan los vasos disminuye el grosor de la pared.

Los vasos sanguineos tienen tres componentes basicos : el endotelio, tejido
muscular liso y la matriz extracelular , que incluye los elementos elasticos |,
colagena y proteoglicanos. Estos componentes se encuentran arreglados en forma de
capas concéntricas : la intima (adyacente al lumen), la media y la adventicia (mas
externa) Fig. 2 . En vasos normales la intima es un recubrimiento de células
endoteliales, que esta separada de la media por una capa elastica densa, llamada
lamina eléstica interna ; el limite exterior de la media estd marcado por una lamina
elastica externa muy bien definida. En las arterias grandes y medianas, las capas de
células de tejido muscular liso de la media cercanas al lumen del vaso dependen de
la difusion del oxigeno.

El _endotelio es un tejido versatil y multifuncional que tiene muchas
propiedades sintéticas y metabdlicas: 1) sirve como una membrana semipermeable
que controla la transferencia de pequefias y grandes moléculas a través de las
paredes de los capilares y vénulas; 2) regula la trombosis, trombolisis y la
adherencia plaquetaria; 3) modula el tono y flujo vascular; 4) metaboliza hormonas;
5) regula las reacciones inmunes e inflamatorias por control de las interacciones de
los leucocitos y la pared vascular; 6) modifica las lipoproteinas de la pared arterial,
7) regula el crecimiento de algunos tipos celulares, particularmente las células
musculares lisas. Sin embargo el endotelio dafiado es critico en la iniciacion de la
arteroesclerosis, los efectos vasculares de hipertension y otros desérdenes.

El tejido_muscular_liso.- se encuentra formando la pared de los vasos
sanguineos (excepto capilares y vénulas periciticas), puede estar organizado en
capas concéntricas de células arregladas helicoidalmente (arterias y arteriolas) o
dispuestas longitudinalmente formando acUmulos de células musculares. Las
células del tejido muscular liso son capaces de desempefiar muchas funciones,
incluyendo la vasoconstriccion y la dilatacion en respuesta a algun estimulo normal
o farmacologico: sintesis de colagena, elastina y proteoglicanos; elaboracion de
factores de crecimiento y citocinas; ademas de su migracion a la intima y
proliferacion. Como células predominantes de la media, no solo son importantes en
la reparacién vascular normal, sino también en procesos patolégicos como la
arteroesclerosis. Su funcién contractil es mediada por filamentos citoplasmicos de
actina y miosina.




La actividad migratoria y proliferativa de las células del tejido muscular liso
es regulada fisiolégicamente por promotores de crecimiento e inhibidores. Dentro
de los promotores esta el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
producido por plaquetas, células endoteliales y macréfagos; el factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF) y la interleucinal. Los inhibidores son los
sulfatos de heparina, Oxido nitrico/factor relajante derivado del endotelio
(NO/EDRF); interferon-y (IFN-y) y el factor de crecimiento transformante-p (TGF-

B)(3).

Matriz_extracelular.- constituida como un gel altamente hidratado, por
substancias como proteoglicanos, colagena, fibronectina , y células que pueden estar
en una dispersas o fijas a una pared basal. (1)

Endotelio _ ~% : — -- Intima

Lamina
eldstica interna

Media

Adventicia

Figura 2. Principales componentes de la pared vascular. Los vasos sanguineos estin
compuestos basicamente de 3 elementos: el endotelio, tejido muscular liso y la matriz
extracelular. Estos componentes se encuentran ameglados en forma de capas concéntricas: la
intima (adyacente al lumen) y formada por células endoteliales, la media que estd constituida
por células de tej. muscular liso y son las responsables principalmente de la vasodilatacion y
de la vasoconstriccion, y por Ultime la capa mas extema, la adventicia, formada por tejido
conectivo y donde se encuentran dispersas fibras nerviosas y los vasos que irrigan a los vasos
sanguineos (vasa vasorum). La Intima y la media se encuentran divididas por una capa
elastica llamada lamina eldstica intema, y en parte mas externa de la media hay otra capa que
la divide de la adventicia, que se llama /lamina el4stica externa.



I. A. 2. Infarto del Miocardio

El infarto del miocardio es una de las causas mas comunes de la mortalidad
en pacientes (4); sin embargo, gracias al avance de la tecnologia y la disponibilidad
de nuevas terapias la tasa de mortalidad por esta causa ha disminuido. (5)

El resultado de la isquemia total y brusca es la muerte tisular o infarto. El
término viene de la palabra latina infartus que significa “meter dentro” y se refiere
al estado de llenura, con aumento de volumen que caracteriza a los infartos
hemorragicos. Sin embargo es usado también para referirse a otras formas de
necrosis isquémica

En el infarto de miocardio, la lesion que se produce hace que varias enzimas
pasen de las células cardiacas al torrente circulatorio. La medida de la actividad de
dos aminotransferasas, alanina aminotransferasa (ALT; también denominada
transaminasa glutdmico-piravica, TGP) y  aspartato aminotransferasa (AST;
llamada también transaminasa glutdmico-oxalacética, TGO) , asi como de otra
enzima cardiaca , la creatina cinasa (CK) y de la lactato deshidrogenasa (LDH)
pueden dar informacion Gtil sobre la gravedad de la lesion en el corazén y son
determinadas rutinariamente en los casos en que se presume de un infarto de
miocardio. La CK es la primera en aparecer en la sangre después de un ataque de
corazén, asi también desaparece muy rapido; la TGO es la siguiente y la GTP lo
hace mas tarde. La deshidrogenasa lactica se detecta en la circulacion después de
las anteriores (6).

Anatomia Patoldgica.- el infarto cominmente da lugar a un area de necrosis
por coagulacion, bien circunscrita, que puede evolucionar hacia la fibrosis
cicatrizal. En la zona carente de circulacion las células mueren de manera méas o
menos rapida. La sangre puede continuar circulando por corto tiempo debido a
algun grado de reflujo venoso, a la apertura de canales periféricos anastomoticos o
bien porque la oclusion del vaso haya sido solamente parcial. En estas condiciones
la zona infartada contiene una gran cantidad de sangre, estd aumentada de volumen
y es de color rojo intenso. Los globulos rojos se extravasan de los capilares y hay
formacion de fibrina derivada de la sangre extravasada; estas son las caracteristicas
del llamado infarto rojo. En estructuras laxas como pulmones y el intestino, la
ingurgitacion sanguinea es mucho mas notable que en los érganos compactos como
el higado, los rifiones y el corazon.

Una zona de isquemia tan solo no se considera infarto hasta que aparece la
necrosis. La necrosis es seguida de la autolisis y de la hemdlisis. La mayor parte de
la energia necesaria para la contraccion del miocardio es generada por la accion
aerobica del ciclo del acido citrico por la oxidacion del piruvato . El corazon utiliza
como fuente principal a los cuerpos cetdnicos, acidos grasos, la glucosa y los
aminoacidos. Sin embargo, en condiciones de anoxia, como es el infarto, la
principal fuente de piruvato es la degradacién del glucdgeno. Por esta razon en las
preparaciones histoldgicas del area de isquemia se aprecia una disminucion o
desaparicion de glucdgeno.



Tanto en los animales de experimentacién como en los humanos, se ha
demostrado una disminucién significativa en la  actividad de las
enzimas
B-hidroxibutirato deshidrogenasa y glutaminasa I. Con ayuda del microscopio
electrénico se ha podido observar la condensacion y marginacion de la cromatina
nuclear asi como tumefaccion de las mitocondrias y la aparicion de granulos densos
mitocondriales.

Como resultado de la degradacion anaerdbica de glucdgeno, y la produccion
de piruvato y lactato, el pH local baja, a ésto se debe en parte la acidofilia que
caracteriza al miocardio andxico cuando se tifien con hematoxilina-eosina los cortes
de corazones después de seis a doce horas de producida la lesion.

Paralelamente a los cambios anteriores, el tejido periférico a la zona infartada
muestra una reaccion inflamatoria aguda que es seguida por la infiltracion de
macrofagos . La degradacion de la hemoglobina origina bilirrubina y hemosiderina,
da lugar después de aproximadamente seis dias a que la zona de infarto se torne
amarilla. La reabsorcion de los productos de deshecho se hace cada vez mas
extensay se observa paulatinamente la retraccion de la zona infartada.

Hay un lento y progresivo crecimiento de tejido de granulacién procedente
de la periferia que va transformando la zona de infarto en érea de fibrosis cicatrizal
gue eventualmente puede hialinizarse. Ademas no es raro que ocurra una
calcificacion en la parte central del infarto (7).



I.A. 3. El Isoproterenol
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El isoproterenol es una molécula cuyo parecido con la adrenalina (0
epinefrina) le da la propiedad de imitar su accién; es un agonista. La adrenalina tiene
cuatro diferentes receptores localizados en la membrana de casi todas la células de los
mamiferos, éstos han sido diferenciados por el Dr. Alhquist en receptores alfa cuya
activacion causa contraccion y aquellos en que se produce relajacion, receptores beta

(8).

El isoproterenol es un potente agonista B-adrenérgico no-selectivo, con muy
baja afinidad por los receptores a-adrenérgicos. Como agonista adrenérgico, mimetiza
la accion de la adrenalina, ya que por su semejanza en cuanto a su geometria
tridimensional es capaz de ocupar el receptor de la hormona y desencadenar los mismos
eventos.

La accion del isoproterenol sobre las células sensibles, se inicia, como ocurre con
la epinefrina, con la union de la molécula a un receptor proteico en la membrana
plasmatica , el cual la atraviesa, al acoplarse el agonista al receptor provoca cambios
conformacionales en su porcion intracelular haciendo que una proteina G estimuladora
(Gs) se active y asi otra proteina , la adenilato ciclasa, catalice la sintesis de AMP
ciclico el cual activard a la proteina cinasa A; finalmente se fosforilan proteinas
celulares dando lugar a la respuesta celular (6) Fig. 3.

Acciones Farmacoldgicas .- La administracion intravenosa de isoproterenol causa
resistencia vascular periférica, primariamente en el masculo esquelético, pero también
renal y capa vascular mesentérica. La presion diastolica cae. El flujo sanguineo renal se
disminuye en individuos normotensos, pero aumenta marcadamente en shock. El gasto
cardiaco aumenta por el efecto inotropico y cronotrdpico positivo, por la disminucion de
la resistencia vascular periférica que produce el isoproterenol. Los efectos cardiacos del
isoproterenol pueden conducir a palpitaciones, taquicardia sinusial y arritmias mas
serias; grandes dosis de isoproterenol pueden causar necrosis miocardica en animales.

El isoproterenol relaja casi todas las variedades de masculo liso cuando el tono es
alto, pero esta accion es mas pronunciada en los musculos lisos bronquiales y
gastrointestinales. Su efecto en el asma puede deberse en parte a una accién adicional la
de inhibir la liberacion de histamina y otros mediadores de la inflamacion inducida por
antigeno: esta accion es enmascarada por los agonistas selectivos de receptores f,.
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Figura 3. Mecanismo de Accion de Adrenalina y sus Agonistas El primer paso en la accion de
adrenalina y sus analogos (agonistas) es la union de la harmona (A) a su receptor (Rec) en la cara
externa de la membrana, ésto provoca un cambio intracelular que causa la separacion de GDP de la
proteina G estimulante (Gs) y su activacion al unirse a GTP, asi la subunidad 4 de Gs se desplaza a la
adenilato ciclasa (AC) activandola, y por ello la transformacién de de ATP en AMPc, el cual activara la
proteina cinasa A dependiente de AMPc y en consecuencia la fosforilacidon de varias proteinas que dara
lugar a la respuesta celular a adrenalina. Finalmente una fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos degrada
al AMPc y de esta manera cesa la accion de la proteina cinasa A.

Tomado de: Principios de Bioquimica. Lehninger A. L.

En el hombre, el isoproterenol causa menos hiperglucemia que la epinefrina, en parte
porque la secrecion de insulina es estimulada por la fuerte estimulacion -
adrenérgica de las celulas de los islotes del pancreas. El isoproterenol y la epinefrina
son igualmente efectivos para estimular la liberacién de los acidos grasos y produccion
de energia (9).



1.A. 4. El Oxido Nitrico (NO)
Descubrimiento del NO. Historia de los nitrovasodilatadores. EDRF.

El tono vascular es regulado por una serie de agentes vasoactivos que pueden
alcanzar la pared vascular desde el torrente sanguineo o que pueden ser liberados en la
pared vascular por las terminaciones nerviosas adrenérgicas, colinérgicas y otras.
Todos estos agentes interactian para mantener la presion sanguinea en los valores
adecuados, y cuando se d& una falla en estos mecanismos, se producen situaciones
anormales como la hipertension arterial (10).

Desde la segunda mitad del siglo XI1X, compuestos nitrogenados como el nitrito
de amilo (11) y la nitroglicerina (NTG) (12) se usaron con éxito en el tratamiento de la
angina de pecho e hipertension arterial, ya que producen una vasodilatacién.  Por
muchos afios se penso que el efecto de estos compuestos se debia a su transformacion a
nitritos (NO,? en la circulacién. Sin embargo en 1940, Krantz y cols. (13 )
demostraron que la dosis de la NTG usada, no podria producir suficiente NO,” para
causar tal vasodilatacion.

En 1977 dos grupos independientes demostraron que los nitratos organicos
inducen un incremento en los niveles de GMPc en el musculo liso (14,15).
Posteriormente, algunos  experimentos  bioquimicos demostraron que los
nitrovasodilatadores y el NO activan la guanilato ciclasa soluble (16,17). Mas tarde, se
describié la generacion de NO por estos vasodilatadores mediante una reaccion no
enzimética con cisteina y que la misma concentracion de vasodilatadores usada para
activar a la guanilato ciclasa induce la liberacion uniforme de NO (18).

En los afios 80 se sugirio que substancias producidas por las propias células
vasculares (concretamente en el endotelio) participan en la regulacion del tono del
musculo liso. Furchgott y Zawadzki (19) encontraron que las células endoteliales
liberan un poderoso factor vasodilatador, que denominaron factor de relajacion derivado
del endotelio (endotelium derived relaxing factor, EDRF). En 1987 en grupo de
Moncada (20) demostro que el EDRF es el oxido nitrico (NO) que se biosintetiza del
aminoacido L-arginina (21). Posteriormente se observd que esta via L-arginina NO
no se limita al tejido vascular, sino que se encuentra en una amplia gama de células, con
lo que se piensa que se trata de un mecanismo general de comunicacion intercelular para
la activacion de la guanilato ciclasa (10).

Asi mas tarde, se descubri6 que el efecto que tienen la acetilcolina y otros agentes
relajantes sobre el tejido muscular liso y los vasos sanguineos requiere de un tejido
endotelial integro, el cual libera un factor difusible (22, 23) el EDRF u NO. Este
EDRF parece tener una vida media muy corta de apenas entre 2-30 segundos.

La identificacion del NO como el EDRF condujo a experimentos que
demostraron su generacion en el cerebro (24).



Oxido Nitrico. Molécula reguladora o molécula dafina.
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Figura 4. El éxido nitrico (NO) es una molécula formada por un atomo de oxigeno y ofro de
nitrégeno, gue contiene electrones desapareados los cuales interactGan con proleinas
provocandoles su activacion o desactivacion, ademas se combina con el ion superdxido (02-) y
forma especies reactivas de oxigeno (ERO) que causan diversos dafios celulares,

El 6xido nitrico es un radical libre gaseoso, es capaz de difundir a los tejidos
vecinos de donde se produce, actualmente se le considera como la principal molécula
mensajera que regula la funcion inmune y que ademas funciona como neurotransmisor
en el cerebro y sistema nervioso central (25).

El 6xido nitrico por un lado actda como un mensajero fisiolégico intracelular,
y por otro, tiene actividad citotoxica in vivo (26). La molécula sefializadora de NO se
sintetiza por la activacion de la 6xido nitrico sintasa expresada constitutivamente (NOSc
0 3) por periodos de tiempo cortos (segundos 0 minutos); en cambio, el citotoxico NO
es sintetizado por la NOS inducible, la cual produce NO por largos periodos de tiempo
(horas o dias) (27).

Asi el NO como citotoxico, esta implicado en las acciones de los macrofagos
(28), ya que ellos producen nitratos que derivan en NO, cuyo precursor es el aminoacido
arginina; tanto la ausencia de arginina al medio de incubacion como la presencia de
derivados de arginina, bloquean la tumoricidad y las acciones bactericidas de los
macrofagos, por lo que se ha establecido que el NO es un mediador crucial en la funcion
del macrofago.

EI NO acttia como molécula reguladora sobre los vasos sanguineos, activando a la
enzima guanilato ciclasa soluble. Este se une al fierro del grupo hemo en el sitio activo
de la enzima, generando asi GMPc el cual estimula una proteina cinasa dependiente
de GMPc, y da como resultado la relajacion del madsculo liso y la vasodilatacion. En el
corazén, el GMPc suaviza las contracciones estimulando las bombas idnicas que
mantienen una concentracién reducida de Ca ** citosélico (22) (Fig. 5).



El NO en el medio extracelular reacciona con el oxigeno y el agua para formar
NO; y NOs3. La cardiotoxicidad del NO es debida a su capacidad de combinarse con
aniones superdxido (O, ) y formar peroxinitritos (ONOQO™ ), un radical libre oxidante
que puede causar fragmentacion del DNA y oxidacion de los lipidos. En la mitocondria
ONOO" actla sobre la cadena respiratoria (I-1V) y la SOD-Mn generando H,0; y
aniones superéxido (28)
Fig 6.

El NO se sintetiza por la accion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), la cual
utiliza como sustrato al aminoécido arginina . La adicion de andlogos no activos de
arginina tales como N-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-ciclopropil-L-arginina o
N-nitro-arginina metil éster (L-NAME) causan un bloqueo de la actividad de NOS y la
consecuente disminucion de los niveles de GMPc (29, 30).

El NO es diferente a otros mediadores biolégicos, sus propiedades bioldgicas
estdn determinadas por las reacciones quimicas que sufre, y sus efectos se han
clasificado en dos categorias directos e indirectos (31, 32). Los efectos directos son
aquellos en los que el NO interactla directamente con los blancos biolégicos como la
reaccién con el grupo hemo de algunas proteina y generalmente son reacciones rapidas.
Contrariamente los efectos indirectos se deben a especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (RNOS) que se forman por reaccion de NO y oxigeno o superéxido ( O, ),
son reacciones de nitrosacion que afectan grupos amino y tioles, y de oxidacion con
macromoléculas como DNA, proteinas y lipidos.

El NO producido a bajas concentraciones y por periodos cortos media efectos
directos; y los efectos indirectos se producen con concentraciones de NO mas altas y
durante periodos de tiempo més largos. La formacion de NO cuando se produce en
cantidades discretas se le atribuye a las isoformas de NOS constitutivas (NOSny e) y la
generacion de NO en concentraciones mayores que llegan a ser micromolares que se
mantienen por tiempos prolongados se deben a la accion de la isoforma inducible
(NOSI) (33, 34, 35).
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Figura 5. El oxido nitrico (NO) y la vasedilatacion. El dxido nitrico producido en las células
endoteliales por la accion catalitica de la enzima dxido nitrico sintasa endotelial (NOSe) y usando
como sustratos al aminoacido arginina y oxigeno, el NO es capaz de de difundir a las células de tej.
muscular liso, y ahi al activar a la enzima guanilato ciclasa (GC) desencadena una serie de
reacciones que finalmente llevan a la vasarrelajacién del tef. muscular liso. El NO en las plaguetas
causa inhibicion de la agregacion y de la adhesion plaguetaria, Cuando se da tratamiento con
nitroglicerina o nitroprusiato a pacientes con padecimientos como la angina de pecho, el NO que se
genera a partir de estos compuestos es el responsable de la vasorrelajacion producida.
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Figura 6. Accién del dxido nitrice. El NO generado a partir del amino acido arginina per accién de la
enzima NOS tiene una vida media de unos cuantos segundos, difunde a través de la membrana
plasmatica y citoplasma, en el tejido vascular reacciona con el fierro del sitio activo de la guanilato ciclasa
(GC) y estimula la produccién de GMPC ralacionads con la libarackin da neurolransmisoras  que dardn
como resultado la relajacion del midsculo lisa y la vasodilatacidn,  La toxicidad de NO s8 debe a su
capacidad de combinarse con jones supardxido (02-) y formar paroxinititos (ONOO-),  un radical
oxidante que puede causar fragmentacion del DMA y oxidacion de lipidos. En la mitocondria actia sobre
la cadena respiratona (1-IV) y la superoxido dismulasa dependients de Mn (SOD-Mn) generando H202 y
aniones superixido,

Tomado de:  www.sigma-aldrich.com



I. A. 5. Oxido Nitrico Sintasa (NOS)

Como ya se sefial6 anteriormente, el NO tiene una vida media de apenas unos
cuantos segundos, por lo cual se ha buscado estudiar la enzima que le da origen, la
Oxido nitrico sintasa (NOS). Esta sintetiza NO a partir del aminoacido L-arginina y
requiriendo de NADPH y O, como co-sustratos en la reaccidn que cataliza:

HN _NH, H,N., _N—OH H,N. 0
7 \\‘,,4/ \f-;z"
| | |
_NH _NH _NH
0, [ 0,
- . S —_—t . +N= 0
S NOS e NOS ~N
NADPH NADPH
| |
* N R Y
H,N  Ccoor HN coo H,N Coo
Arginina Citrulina + Oxido

Nitrico

De la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) se conocen tres isoformas que fueron
identificadas originalmente en el cerebro (neuronal o NOSn) (38), en los macréfagos
(inducible o NOSiI) (39, 40) y en las celulas endoteliales (endotelial 0 NOSe) (41, 42),
muestran entre ellas 50 y 60% de homologia en su secuencia de aminoacidos y son
codificadas por tres diferentes genes (NOS1, NOS2 y NOS3, respectivamente) (36): las
tres son homodimeros con subunidades de 130 — 160 KDa. Todas tienen sitios de
enlace para NADPH, FAD y FMN cercano al extremo carboxilo (dominio de
reductasa), ademéas contienen sitios de enlace para tetrahidrobiopterina (BH4), hemo y
L-arginina, proximo al amino terminal (dominio de oxigenasa). Los dominios de
reductasa y oxigenasa estan ligados por un sitio de enlace a calmodulina (CaM). La
ocupacion de este sitio facilita el transporte de electrones desde los cofactores hasta el
dominio de reductasa Yy al grupo hemo durante la reduccion del NO (37). Ademas,
respecto a la activacion , las tres isoformas funcionan como homodimeros. En cada
mondmero el NADPH proporciona los electrones que se transfieren desde las flavinas
(FAD o FMN) al fierro del grupo hemo, el cual es activado para enlazar O, y en
presencia del sustrato L-arginina, catalizar la sintesis de NO y L-citrulina (43). En el
caso de NOSn y NOSe, el calcio en concentraciones fisiologicas regula la union a
calmodulina y el flujo de electrones el grupo hemo(43, 44). Existe evidencia que el NO
puede tener efecto de “feedback” sobre la sintesis de NO al formar complejos fierro-
nitrosilos con hemo, lo cual inactiva parcialmente a la enzima (45, 46). En los
macrofagos activados, NO puede inhibir la actividad de NOSi insertandose en el
monomero Yy reduciendo la disponibilidad del grupo hemo, de esta manera bloquea la
formacion del dimero y asi inactiva a la enzima (47) Fig. 7.
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Figura 7. SECUENCIA DE LA PROTEINA NO-SINTASA En todag |as izoformas de NOS g8 ancuantran log mismas
dominios de interaccion con: NADH, cercanos al carboxilo terminal (COO-) v el cual proporciona los electrones que se
transfieren desde las favinas (FAD y FMN) al fierro del grupo hemo en el extremo terminal amino (MH-); tetrahidrobiopterina
{BH4), Ca'Calmodulina, can accion reguladora para las NOS constitutivas.

Las tres isoformas de NOS que se han identificado son:

Neuronal (NOSn o NOS;) .- Es una proteina de 160 KDa cuya secuencia de
aminoacidos estd altamente conservada entre las especies,  (similitud de 93 %
entre la rata y el humano); en el humano, el gene codificante se encuentra localizado
en el cromosoma 12 (38, 48), y se expresa constitutivamente en las terminales
nerviosas ortosimpatéticas regulando la liberacion de catecolaminas en el corazon.
La enzima tiene muchos sitios de regulacion, incluyendo el sitio de union a
NADPH, FAD, FMN, ademas requiere para su actividad de tetrahidrobiopterina (36,
37). NOSn se ha asociado con la proteina neuronal “post-synaptic density protein”
(PSD-95) en la membrana neuronal. En respuesta a un incremento de Ca”'
intracelular, esta isoforma interactia con CaM y este complejo en combinacién con
BH, origina la translocacion de NOSn de la membrana plasmaética al citoplasma.
NOSn es fosforilada por varias proteinas cinasas (Ca/calmodulina dependiente,
AMPc dependientes y GMPc dependientes y proteina cinasa C) con lo cual
disminuye su actividad (49, 50). La defosforilacion de NOSn inicia la produccion
de NO. NO activa la guanilato ciclasa (GC) y con ella varias rutas de sefializacion
(37). Fig. 6.
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Figura 8. Oxido Nitrico Sintasa Neural (NOSn) Se expresa constitutivamente las membranas de celulares
de las neuronas, cuando el neurotransmisor glutamato y =~ Ca2+ se asocian con el receptor en la membrana
plasmalica se producen cambios conformacionales. A la NOS n se le asocia con la proteina neuronal “post-
synaptic density protein® (PSD-95) en la membrana neurcnal. Cuando se presenta un aumento de Ca2+
citosdlico, la NOSn interactia con el complejo calmoduling- Ca2+ (CazZ+/CaM) y tetrahidrobioplerina (BH4)
provocando una traslocacion de la enzima de la membrana al citosol y su defosforilacidn por calcinuerina, lo cual
activa a NOSn produciendo NO que activara a la guanilato ciclasa (GC) produciéndose GMPe qgue tendra accion
reguladora en varias proteinas que estan asociadas con la neurotransmisién.  La MOSn vuela a su estado
inactivo al ser fosforilada en sus aminodcidos.

Tomado de:  www.sigma-aldrich.com



b) Endotelial (NOSe o NOS3).- Es una proteina de 135 KDa, y en el humano esta

codificada por el gene NOS;, localizado en el cromosoma 7 (51, 52), y se
caracteriza por primera vez en las células endoteliales de aorta bovina (41, 42), es
activada por incrementos intracelulares de calcio. Se ha demostrado que NOSe se
expresa constitutivamente en células endocéardicas; células endoteliales de los
grandes vasos y en poca cantidad en pequefias arteriolas y capilares; células del
epitelio renal, neuronas del hipocampo piramidal, cardiomiocitos y miocitos de
musculo esquelético (53-59). Existen evidencias fisioldgicas de que NOSe regula el
flujo sanguineo en grandes vasos mas que en los pequefios (37) y al igual que NOSn
presenta los mismos sitios de regulacion y es activada por Ca-calmodulina . Tanto
en células endoteliales como en miocitos cardiacos la enzima estd asociada
principalmente a fracciones de membranas donde es miristoilada y palmitoilada lo
gue la mantiene unida a la caveola y en un estado inactivo (60, 61). Las caveolinas,
las principales proteinas estructurales de la caveola, mantienen un ciclo
movilizandose entre la membrana plasmatica y el aparato de Golgi, donde se
localiza también la NOSe (62-64) , la que se ha detectado co-precipitando con la
caveolina-1 (65). La activacién de los receptores de acetil colina disparan la sintesis
de IP3 el cual induce el aumento de calcio al citoplasma , ahi activa a la calmodulina
que se unird a NOSe desprendiéndola de la caveola y translocandola al citoplasma
donde permanecera activa hasta que sea fosforilada por una proteina cinasa A
(PKA) lo que provocara su inactivacion y regreso a la membrana (37) Fig.7.

Inducible (NOSi o NOS,).- Se trata de una proteina de 130 KDa. EIl gene
codificante de esta isoenzima se encuentra localizado en el cromosoma 17; fué
caracterizada y clonada por primera vez en macrofagos (66-68), pero la actividad de
NOSi se ha detectado en una gran variedad de células, incluyendo células
endocardicas y endoteliales, células del tejido vascular liso, fibroblastos vy
cardiomiocitos (34, 69, 70). La NOSi esta situada en el citosol y se encuentra en
cantidades insignificantes en las células como macréfagos, pero la transcripcion del
gene que codifica a esta enzima Y la expresion de la proteina son inducidas por una
amplia variedad de agentes como son endotoxinas (lipopolisacaridos [LPS]),
interleucina (IL-1) beta, factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa, interferon (IFN)-
gamma e IL-6, reflejando la complejidad de la regulacion del promotor NOS; en las
especies estudiadas (68, 71). Los receptores de los factores inductores de NOSi (por
ejemplo INF-y) sefializan a través de la familia de cinasas Janus (Jak); y
transductores de sefiales y activadores de transcripcion (Stats), la ocupacion de los
receptores y su dimerizacion induce la fosforilacion de las Stats y dimerizacion, y ya
asi activadas translocan al nicleo donde disparan la expresion del factor de
transcripcion IRF-1 el cual se une a elementos especificos del DNA en la region
promotora del gene NOS2 incrementando su expresion y como consecuencia la
sintesis de NOSi que originara mayor cantidad de NO (37). La actividad de NOSi
es independiente de Ca-calmodulina aungue en la estructura de la sintasa se hallan
los sitios de reconocimiento a ésta (25) Fig. 8.
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Figura 9. Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (NOSe o c). El NO producido en el endotelio esta
involucrado en la vasorrelajacién, agregacion plaguetaria y mecanismos de homeoslasis cardiovascular.
La NOSe se expresa constitutivamente, su palmitoilacion y miristoilacion la mantiene unida a la caveola
en la membrana celular y en estado inactivo. La activacion de los receptores endoteliales de acetilcolina
activan la fosfolipasa C (PLC) que cataliza la produccion de inosital 1,4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG) a partir de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2). El IP3 induce el incrementote Ca2+ intracelular,
activa a calmodulina que se une a NOSe, ésta se disocia de la proteina caveolina y transloca al
citoplasma. NOSe es fosforilada por la proteina cinasa A (PKA) inactivando la enzima, la cual vuelve a
asoclarse con la caveolina en la membrana.

Tomado deZ www.sigma-aldrich.com
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Figura 10. Oxido Nitrico Sintasa Inducible (NOSi). Los macrdfagos son muy importantes en la respuesta
inmune temprana que presenta un organismo ante la invasién de microorganismos, y la produccion de NO es
central en esta funcidn. El NO es generado en este caso por la NOSi después de Iz exposicidn a cieras
citocinas como el IFN-y. Los receptores de IFN-y sefializan a través de la familia de cinasas janus (JAK), y
ransductores de sefiales y de activadores de transcripcidn (Stats). La occupacibn del receptor y su
dimerizacion induce la fosforilacion de las Stals y ya activadas se dimerizan y translocan al niclec donde
aumentas |a exprasion del faclor de transcripcidn IRF-1 gue se une a alemeantos espacificos dal DNA an la
region promotora del gene de NOS| y asi incrementa la expresion del gene NOSI. La NOSI es soluble a
diferencia de NOSe y NOSn, y no requiere Ca 2+ para su aclivacion,

Tomado de:  www.sigma-aldrich.com



I.B. ANTECEDENTES

Actualmente el infarto del miocardio es una de las principales causas de muerte
humana, es importante conocer los mecanismos por los cuales ocurre este fendmeno
para poder prevenirlo o establecer tratamiento y asi corregir los dafios generados; de
aqui la necesidad de tener un modelo experimental y realizar investigaciones al respecto
(72). Con este fin se han usado diferentes métodos entre los cuales estd la
administracion de isoproterenol a animales de experimentacion; este agonista [-
adrenérgico tiene la capacidad de disminuir la presion diastlica, elevar la frecuencia
cardiaca y la fuerza de contraccion del corazon, asi como relajar casi todas las
variedades de musculo liso.

La cardiotoxicidad producida por la administracion del [-adrenérgico
isoproterenol (1SO), se ha usado como un modelo experimental de infarto al miocardio
en ratas (73); sin embargo no existia un acuerdo en cuanto a las condiciones
experimentales hasta que el grupo de la Dra Chagoya (72) se di6 a la tarea de
caracterizar este modelo histoldgica, fisioldgica y bioquimicamente, estas condiciones
se usaron para la realizacion de este trabajo.

La dosis de 1SO administrada a los animales les permite una sobrevida de por lo
menos 96 horas, periodo en el que se puede distinguir una etapa de pre-infarto, que
abarca desde el momento en que se inyecta el ISO al animal hasta las 12 horas que
siguen, un periodo de infarto propiamente dicho comprendido entre las 12 y 24 horas y
un periodo de post-infarto de las 24 a las 96 horas.

Las etapas mencionadas se caracterizaron a través de pruebas histoldgicas,
bioquimicas (cuantificando las enzimas de escape del infarto al miocardio) y
manteniendo un registro continuo de ECG vy de los cambios hemodinamicos en la
frecuencia cardiaca y en la presion arterial (72)

Uno de los primeros eventos que se presentaron después de administrar el 1SO fue
el incremento de 60 % en la frecuencia cardiaca y la baja en la presion arterial que trae
como consecuencia la disminucion del flujo sanguineo y una hipoxia funcional en el
tejido cardiaco.

Sabiendo que el 6xido nitrico (NO) producido en el endotelio vascular, desempefia
un papel fundamental en la regulacién del flujo sanguineo y la presion arterial por su
accion sobre la enzima guanilato ciclasa, se pens6 que el efecto del ISO pudiera estar
relacionado con la formacion de este gas. Asi que una de las primeras tareas en este
trabajo fue averiguar como se modificaban los niveles de NO a lo largo del
tratamiento con este
B-adrenérgico , también se midié la enzima que cataliza la reaccioén de formacion de
NO, la 6xido nitrico sintasa; la coenzima que interviene en esta reaccion, el NADPH,;
GMPc como el compuesto que produce la vasodilatacion en el tejido liso y se
probd el efecto del analogo de arginina  L-NAME ( N-nitro-Q-L-arginina metil
éster) el cual, usado como sustrato de la enzima NO sintasa, la inhibe y evita la
produccion de NO.



I.C. HIPOTESIS

El infarto al miocardio experimental inducido con isoproterenol en ratas ocurre
12h después de su administracion, observandose en la etapa de preinfarto una
disminucion inmediata (3 minutos después de su administracion) importante (50 y 85%
de las presiones sistolica y diastolica respectivamente) y prolongada (6 a 8 horas) de la
presion sanguinea, nuestra hipdtesis es que este efecto es determinante en el desarrollo
del infarto y que esta mediado por NO.

. D. OBJETIVOS
1. Investigar si el NO participa en el infarto al miocardio inducido con

isoproterenol. Las estrategias a seguir fueron:

a) Usando un inhibidor en la formacion de NO (L-NAME) correlacionar el efecto del
inhibidor con la magnitud del infarto en preparaciones histoldgicas, en parametros
bioquimcos (enzimas de escape) Yy alteraciones de los pardmetros hemodinamicos.

b) Cuantificar el 6xido nitrico formado mediante determinacion de sus productos de

oxidacion (nitritos y nitratos) en homogenado total y fracciones subcelulares de los
animales experimentales.

c) Liberacién y cuantificacion de NO en corazones de los animales experimentales
perfundidos con un sistema de Langendorff.
2. ldentificar el sistema de formacion del NO, si es el constitutivo o el inducible.

a) Se midio la actividad de la sintasa del NO de las dos isoformas constitutiva e
inducible

b) Se cuantificd la cantidad de las dos sintasas con anticuerpos especificos y por la
técnica de Western blot.
c) Se cuantificaron los niveles del cofactor de la sintasa del NO, el NADPH.

d) Se midieron los niveles de GMPc como un indicador del efecto relajante del
isoproterenol mediado por NO.



l. MATERIAL Y METODOS

I1.1. Tratamiento de los animales.- En este trabajo se utilizaron ratas macho
con un peso de 250 -300 g, mantenidas con agua y alimento ad libitum, y que se
inyectaron via sub-cutdnea con una dosis de ISO de 67 mg/Kg de peso corporal,
sacrificandose a los 30 min, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 hrs. despues de la
administracion del compuesto. Cuando se uso el analogo de arginina NAME, éste se
inyectd via intraperitoneal a dosis de 10 mg/Kg 1, 6 y 10 horas antes del ISO. Los
animales fueron destinados a tres tipos de estudios: fisiologicos, histoldgicos y
bioquimicos.

1. A. ESTUDIOS FISIOLOGICOS

Il. A. 1 Parametros hemodinamicos, electrocardiograma (ECG) vy
temperatura corporal .- Para determinar estos parametros se us6 el método de
telemetria en animales que se mantuvieron concientes y con libre movimiento en su
jaula, usando un equipo Data Sciences International con un implante T1 11 M2-C50-
PXT el cual se colocé previamente dentro del cuerpo del animal en forma quirdrgica
para asi monitorear presion sanguinea, sistolica y diastélica; ECG y temperatura. La
presion sanguinea se midié gracias a un catéter transmisor situado a nivel de la
bifurcacion de la aorta y el ECG por medio de dos electrodos, uno colocado
subcutaneamente en el hombro derecho y el otro en la pierna izquierda. A estos
animales se les registro los pardmetros a estudiar durante las 24 horas.

Como en todos los experimentos, se hicieron nuestras determinaciones en
animales que recibieron una dosis de ISO de 67 mg/Kg, y se manejaron controles a los
que se inyect6 solucién salina isotdnica subcutaneamente . Ademas se integré un
grupo de animales en los cuales se probé el efecto de L-NAME, que se administro via
I. P. en dosis de 10 mg/Kg una hora antes de iniciar el tratamiento con 1SO, A todos
los animales se les monitored continuamente por las 96 horas que durd el tratamiento,
haciendo posible detectar todos los cambios que se pudieran presentar.

Por otro lado se hizo una curva dosis-respuesta para evidenciar el efecto del
L-NAME sobre el cuadro producido con ISO.

1. B. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Estos estudios se realizd por una colaboracion del Dr. Aranda en el Instituto
Nacional de Cardiologia.

Los corazones de las ratas usadas para la obtencion de suero fueron destinados
para estudios histologicos. De cada corazén se hicieron cortes transversales para
obtener rebanadas de cada una de las 3 secciones de interés: pex, region media y base.
Cada rebanada se fijo con amortiguador de formalina al 10 %, se embebid en parafina y
se hicieron cortes de 4 um de grosor los que se tifieron con hematoxilina-eosina y
tricromo de Masson.

La cuantificacion del dafio se hizo usando microscopio de luz, considerando los
tipos de dafio: elongacion, ondulacion de las fibras y formacion de lesiones de bandas
contractiles como caracteristicas de estado de pre-infarto; necrosis coagulativa y
fragmentacion de fibras como representativa de dafio por infarto y presencia de
macrofagos , fibroblastos y fibras de coladgena para relacionar el estado de post-infarto.



I. C. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Il. C. 1. Cuantificacion de las enzimas de escape en el infarto del miocardio.-
Otro grupo de animales con el tratamiento NAME-ISO se sacrificaron por decapitacion
y se obtuvieron de ellos muestras de suero en las que se midieron las enzimas
deshidrogenasa lactica (LDH), transaminasa glutdmico oxaloacética (TGO o AST ),
transaminasa glutdmico piravica (TGP o ALT), creatina cinasa (CK), creatina cinasa
en su fraccion de cerebro y miocardio (CKMB) y  OH-Butirato deshidrogenasa ,
usando reactivos comerciales. Las técnicas se fundamentan en la deteccion del
aumento o la disminucion en la absorbancia a 340 nm de longitud de onda, debido a la
reduccion u oxidacion de los nicotin adenin dinucle6tidos que se estan produciendo o
que se consumen, y que en estas reacciones actiian como co-enzimas.

Il. C. 2. Cuantificacién de nitritos y nitratos.- Se hizo usando el metodo de
Griess (sulfanilamida 1% + N-N-Naftiletiléndiamina 1% en acido fosférico 5%) y se
midié la absorbancia del producto a 550 nm de longitud de onda en un
espectrofotdbmetro Beckman (74). Para incluir a los nitratos en la determinacion, se
redujeron a nitritos con cadmio (75). Las muestras de suero primero se desproteinizaron
con una solucién se ZnSO4 30% Yy con los tejidos se obtuvo un extracto con acido
perclérico 6% el cual se neutralizé con K,CO3 antes de realizar la determinacion.

I1. C. 3. Oxido nitrico en perfusados de corazon.- . Los corazones fueron
extraidos de ratas anestesiadas, las cuales habian sido tratadas con I1SO durante los
tiempos que se establecieron en el modelo, se les perfundio en un sistema de Lagendorf
con una solucion Krebs Ringer por 20 min. y un flujo 20 ml/min hasta le estabilizacion
de la frecuencia cardiaca. Después se cambid el flujo a 10 ml/min para medir la
produccion de NO por la transformacion de oxihemoglobina a metahemoglobina y su
posterior determinacion usando un espectrofotdmetro de doble rayo. Se midié la
absorbancia de la muestra en las longitudes de onda de 401 y 411 nm (76).

Hb%*0, + ON"- — MetHb®*  +  NO;~

I1. C. 4. Cuantificacién de las enzimas NOSc y NOSi : se hizo usando el método
de Western Blot. Se tomaron 50 g de proteina de las diferentes fracciones subcelulares
y se desnaturalizaron por calentamiento a 65 °C durante 15 min en buffer de corrida
que contenia Tris/HCI 0.625 uM a pH 6.8, SDS 1%, glicerol 10% azul de bromofenol
0. 001% y mercaptoetanol 1%, después se sometieron a un proceso de separacion por
electroforesis en gel desnaturalizante de acrilamida 10% de acuerdo al método de
Laemmli (77). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando
un buffer compuesto por Tris 0.58%, glicina 0.019%, SDS 0.037% y 20% de metanol.
A continuacion se bloquearon los sitios de union no especificos de las proteinas por
espacio de una hora con PBS conteniendo 5% de leche descremada, tween 20 al 0.2% .
Las membranas se lavaron 3 veces en PBS por 10 min. Agitando suavemente,
posteriormente se incubaron durante 12 horas a 4 grados centigrados en contacto con el



respectivo anticuerpo (anti NOSi o anti NOSc obtenido en conejo) a dilucion 1: 1 000.
Al terminar esta incubacion se lavo 3 veces como se indicé anteriormente y se volvio a
incubar ahora con un anticuerpo secundario (anti conejo obtenido en cabra) acoplado a
fosfatasa alcalina a dilucién 1: 10 000, nuevamente se dieron 3 lavados a la membrana .
Las bandas del complejo proteina a cuantificar + anticuerpos, se visualiz6 al revelar
con solucién de azul de tetrazulium y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (78).

Il. C. 5. Actividad enzimatica de NOSc y NOSi.- tanto en los homogenados
como en las fracciones subcelulares obtenidas, se cuantifico la actividad de dos
isoformas de la enzima NOS que se encuentran en el corazon. La actividad de la NOS
se midi6 por la transformacién del sustrato arginina-[H%] en ciltrulina-[H*] usando una
mezcla de incubacion que contenia HEPES 50 mM, DTT 1mM, L-arginina-HCI 10 uM,
y L-arginina-HCI-[H®] 0.2 uCi, cuando se determind la actividad de la NOSi; y se
agregd CaCl, 1.25 mM, calmodulina 0.1 pM y BH4 30 uM para el caso de NOSc. La
reaccion se dispar0 por adicion de 50 pg de proteina y se paré agregando un buffer
HEPES 20 mM, EDTA 2mM y EGTA 2mM. La cantidad de arginina transformada en
citrulina se mide por la cantidad de radiactividad (H) en el liquido obtenido al eluir una
columna empacada con la resina Dowex 50; la arginina que no se transforma queda
retenida en la resina.

La actividad enzimatica de las NOS corresponde al cociente del producto
marcado entre el total de radiactividad en la muestra, multiplicado por la cantidad de
sustrato (arginina) y relacionado a la cantidad de proteina usada en el ensayo y al
tiempo de incubacién (79, 80).

Actividad (ymoles/min/mg) = (cpm en citrulina— cpm en bco) x 1 nmol
Totaldecpm x 30 min x 50ugdeP

I1. C. 6. Determinacién de NADPH.- primeramente se prepararon extractos de
corazon en una solucion alcoholica de KOH 0.5 N, después de neutralizarlos se
cuantifico la coenzima en una mezcla de reaccion que contenia dihidroxiacetona fosfato
20 mM, 2-oxoglutarato 0.1 M, cloruro de amonio 0.2 M, TEA 0.5 M,
KH,PO, 04 M y KyHPO, 0.1 M con pH de 7.4 y las enzimas glicerofosfato
deshidrogenada 0.1 U/ml y glutamato deshidrogenada 1U/ml.  Se registré la
disminucion de absorbancia a 340 nm correspondiente a la desaparicion de NADPH.

Il. C. 7. Cuantificacion de los niveles de GMP ciclico.- se realiz6 aplicando un
método de radio inmuno ensayo, usando con un equipo comercial que produce la marca
Amersham.

La determinacion esta basada en la competencia de GMPc no marcado (en la
muestra) y una cantidad fija de GMPc —H?, por el anticuerpo anti-GMPc contenido en
un suero en cual tiene una alta afinidad y especificidad por GMPc. La cantidad de
GMPc-H? unido al anticuerpo es inversamente proporcional al GMPc contenido en la
muestra problema.



Midiendo el anticuerpo unido se puede calcular el GMPc no marcado de la muestra. El
GMPc que se uni6 al anticuerpo se separa del no unido precipitandolo con una
solucion sulfato de amonio y centrifugando enseguida. El precipitado, (que contiene el
complejo de uniodn) se disuelve en agua y su actividad se determina en un contador de
centelleo (82).

I1. D. ANALISIS DE DATOS.

Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado, excepto en aquellos
experimentos en que se graficd un experimento representativo como fué el caso de la
cuantificacion de proteina por Western Blot para las enzimas NOSc y NOSi. Los
resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar. La significancia se
evalué usando la prueba ANOVA y se consideré un resultado como significativo
cuando el valor de p< 0.05.



RESULTADOS

I11. A. ESTUDIOS FISIOLOGICOS

I11. A. 1. Efecto de ISO y L-NAME sobre los cambios de frecuencia cardiaca
presion arterial inducidos por ISO. - En el primer panel de la grafica 1 (con cuadros
vacios) se puede apreciar el efecto de 1SO incrementando la frecuencia cardiaca hasta 450
latidos/min partiendo de un valor de 270, y este efecto no se modifica por la administracion
de L-NAME. En los otros paneles se observa claramente el efecto hipotensor que causa el
ISO sobre los animales sometidos al tratamiento con este B-agonista, la mayor disminucion
en la presion se presenta después de una hora de tratamiento, también se aprecia el efecto
de L-NAME aumentando la P. sist6lica (de 100 a 160 mm de Hg) manteniéndose este efecto
por 6 horas (cuadros llenos). En el panel correspondiente a las gréficas de P. diastdlica, esta
baja de 105 a 67 mm de Hg en los animales tratados con 1SO (simbolos vacios), mientras
que L-NAME evita esta disminucion (simbolos llenos)..

I1l. A. 2. Dosis-Respuesta del efecto de L-NAME sobre los cambios de presion
arterial inducidos por I1SO. — El efecto de L-NAME en los animales tratados con 1SO se
explord usando diferentes dosis de inhibidor de la NOS (1/10, 1/2, 1 y 10 veces la dosis de
10 mg/Kg de peso). En la gréfica 2 se muestran los valores de frec. cardiaca y presion
sistdlica detectados después de una hora de comenzado el tratamiento con 1SO; en el eje de
las abscisas de la grafica se representd en una escala logaritmica las dosis de L-NAME, y se
ve que hay una reversion gradual del efecto de 1SO sobre la presion arterial causada por el
incremento de dosis de L-NAME administrada. Se parti6 desde el valor minimo de 65 mm
de Hg, que se presenta en el animal tratado con el ISO, después con 1/10 de la dosis de L-
NAME se tiene un aumento a 90 y cuando se dio %2 dosis, la presion sube hasta 117 y al
final de esta subida llega hasta 130 mm de Hg al aplicar 10 mg /Kg. A los animales a los
que se administré 10 veces la dosis, tan solo presentaron un aumento a 83, pero su estado
general fue malo y murieron a las 6 h. La inhibicion de la NOS por NAME evitando la
formacion de NO revirtid el efecto hipotensor de ISO en la etapa de pre-infarto e infarto y
desaparecio en el post-infarto.

I11. A. 3. Efecto de L-NAME en la duracion de los cambios en la presion sistolica
y frecuencia cardiaca inducida por 1SO.- La duracion del efecto de ISO en los animales
que recibieron las diferentes dosis de NAME se ilustra en la graf. 3; usando escala
logaritmica en el eje de las abscisas para indicar las dosis usadas de L-NAME, se puede ver
que cuando el animal se tratd con ISO el efecto se mantuvo por 96 h en el caso de la presion
y por 48 h en la frecuencia cardiaca, usando una dosis de 1 mg/Kg (1/10 de la original) el
efecto se manifestd tan solo por 24 h en ambos casos y cuando la dosis administrada fue de
de 5 mg/Kg (1/2,) la accion de 1SO solamente durd 12 h para la presion sistolica. Para la
frec. cardiaca, se mantuvo la alteracion durante 24 h'y ya no se present cambio al aumentar
la dosis a 10 mg/Kg (1) y se marca una bajada en la duracion del efecto en las ratas
inyectadas con 10 veces la dosis original, pero su sobrevivencia fue apenas de 7 h.



Atendiendo a los resultados obtenidos, el L-NAME disminuye en magnitud y duracion la
accion hipertensora del 1SO.

I11. B. ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Estos estudios se realizaron por una colaboracion de personal del Instituto de
Cardiologia .

Las evaluaciones de las preparaciones histoldgicas de los corazones de animales
tratados con I1SO evidencian que existe una lesion semejante al infarto localizada en la
region apical del ventriculo (tabla 1). Cuando la evaluacion se hizo a los corazones de rata
sometidas al tratamiento con el agonista p-adrenérgico, pero habiendo administrado L-
NAME previamente, se vid que aunque la lesién se mantuvo localizada apicalmente, se
extendio al subepicardio disminuyendo su intensidad. Las lesiones de pre-infarto se
prolongaron, las de infarto se conservaron y las de postinfarto bajaron . Hubo ademaés
fendmenos isquémicos prolongados y las fibras dafiadas aun cuando fueron iguales no se
presentd la necrosis, por lo tanto se pudo comprobar la existencia de un factor de proteccion
(tabla 1).

I11. C. ESTUDIOS BIOQUIMICOS
I11. C. 1. Cuantificacion de la enzimas de escape en el infarto del miocardio.

Cuando se determiné la actividad de las enzimas que se ven incrementadas en el
infarto, como la LDH, TGO, TGP, CK, CKMB y la a-OH BDH se encontrd que al
administrar L-NAME a los animales que posteriormente serian inyectados con ISO, estas
actividades no alcanzan los niveles tan elevados como en los cuadros de infarto. La LDH no
Ilega a tener el aumento espectacular de casi 10 veces, las CK, CKMB y «a-OH BDH no
suben a los niveles obtenidos en el modelo de ISO o sea de un aumento de 110 a 220 U/l y
de 22 a 50U/I respectivamente, por lo que se comprueba nuevamente que existe un factor de
proteccion el tener el efecto inhibitorio de L-NAME sobre la NOS (tabla 2).

I11. C. 2. Nitritos + nitratos

Los nitritos y nitratos son productos de oxidacion del o6xido nitrico y se consideran
como un indice de su produccion. Como primer intento de averiguar si el 6xido nitrico se
estd produciendo en los organismos de nuestros animales tratados con 1SO se midieron con
el método de Griess los niveles de nitritos y nitratos en el homogenado y tres fracciones
subcelulares, los valores se concentraron en un solo esquema (graf. 4) para hacer mas facil
su apreciacion.  Se encontrd que existe una primera elevacion entre la %2y 1 hr de
tratamiento en casi todas las fracciones (etapa de pre-infarto), donde se hace méas notoria es
en las membranas; mas tarde, alrededor de las 12 y 24 hrs se presenta otro aumento que se
destaca en el homogenado total, plasmalema y sarcolema; y corresponde al periodo de



infarto. En las horas posteriores, o sea en el periodo de post-infarto, se distingue una etapa
de estabilizacion con niveles bajos de nitritos y nitratos.

I11. C. 3. Oxido nitrico generado por corazones perfundidos

Se perfundieron cada uno de los corazones de las ratas tratadas con 1SO a los tiempos
ya convenidos en un sistema Lagendorff, y se determind la cantidad de NO generado,
midiendo la transformacion de la metahemoglobina a oxihemoglobina. Se encontr6 una
tendencia muy semejante entre el sistema de determinacion usado en animal integro, y
evaluando el NO mediante la cuantificacion de nitritos y nitratos con el Met. de Griess,
aunque por supuesto los niveles son diferentes y al cuantificar los nitritos y nitratos se mide
el NO presente y que se oxidd a estos productos.

Los corazones generaron mayor cantidad de NO desde la %2 h de inyectado el ISO y
se aprecio un maximo de NO producido a las 6 y 12 horas de tratamiento; ya a las 24 y
hasta las 96 horas hubo una caida de los niveles del mismo (graf.5).

I11. C. 4. Oxido nitrico sintasa (NOS)

La NOS fue medida en dos de sus isoformas, la forma constitutiva (No. 3), y la forma
inducible o nimero 2. Estas enzimas se midieron tanto en cantidad de proteina por el
método de Western Blot, como por su actividad, cuantificando la marca de H® en Ila
citrulina producida y que no se retiene en la resina Dowex. Ambas enzimas se midieron en
las diferentes fracciones subcelulares de los corazones extraidos de los animales tratados con
ISO.

Tanto la actividad de las enzimas como la cantidad de proteina de las enzimas NOSc y
NOSi se determinaron en el homogenado total, en el citosol y en la fraccion membranal
(plasmalema) ya que el homogenado nos da una idea global del comportamiento de las
enzimas y el citosol y membranas son los sitios donde se encuentran la NOSi y la NOSc
respectivamente; aunque pudieran presentarse movimientos de ellas o bien contaminaciones
en otras fracciones.

NOSc

Actividad enzimatica.- En el primer panel de la gréfica 6 se muestra la actividad de la
NOSc medida en el homogenado de corazon, existe una elevacion gradual durante el
periodo de preinfarto ( %2 - 6 h) después se mantiene constantemente elevada y al final del
tratamiento de nuevo presenta una elevacion. En el citosol la enzima presenta cambios
dirigidos a la disminucion de actividad y en el plasmalema se mantiene casi constante
presentando un pico en la etapa en que comienza el infarto.

Cantidad de enzima.- Al cuantificar la proteina NOSc encontramos en el homogenado
poca variacion aunque se puede ver aumentos a las 6 h de la inyeccion de ISO; el citosol
muestra una insignificante cantidad de proteina, por lo que no se graficd, y la fraccion del
plasmalema presenta aumentos a las 3, 12, 24y 72 h (graf. 7).




NOSi

Actividad enzimatica.- En la grafica 8 se muestra la actividad de la enzima en las
fracciones subcelulares obtenidas del corazén de los animales tratados con ISO, aqui se
aprecia un aumento sostenido en el homogenado a partir de la %2 hora de tratamiento y se
mantiene a lo largo de la evolucion del infarto, hasta las 96 hrs.; en el citosol, el incremento
fue mas notable a partir de 1 h de tratamiento, al igual que en las membranas donde se
observa aumento marcado en la actividad después de %2 h de la administracion del farmaco.

Cantidad de enzima.- La graf. 9 muestra la cantidad de proteina de NOSi expresada
como unidades relativas de densidad, ya que se midio la intensidad de las bandas de la
proteina correspondientes al peso molecular de la Enzima en la membrana de nitrocelulosa.
En forma similar a lo que ocurre con la actividad, se observa en el homogenado un aumento
sostenido en la proteina desde la primera hora de la administracion de 1SO. En el citosol no
fue tan evidente, pero se puede ver muy claro que en esta fraccion existe un maximo de
actividad a las 48 h; sin embargo en la fraccion correspondiente a las membranas no es
posible ver la presencia de la proteina NOSi .

Adicionalmente se cuantific la cantidad de proteina NOSi en aorta y corazon a
tiempos cortos (graf.10). Se encontré que la enzima presenta un aumento en la aorta a de
1 h de comenzado el tratamiento con ISO; contrariamente, en el corazén se aprecio una
elevacion rapida de la cantidad de proteina (desde los 10 min), aunque no parece sostenerse
pues, disminuye y luego parece volver a incrementarse a la hora, sin que alcance el nivel que
tuvo a los 10 min.

I11. C. 5. Determinacion de NADPH

Esta co-enzima se determiné en homogenados de tejido y no se detecté cambios
significativos en los niveles, excepto que se encontrd elevada a las 3 h posteriores al inicio
del tratamiento con 1SO y a las 96 horas del mismo (graf. 11). Posiblemente no se
encuentren cambios en la cantidad de NADPH ya que al utilizarla en la reaccion enzimatica
que genera el NO, esta coenzima se oxida.

I11. C. 6. Cuantificacion de los niveles de GMP ciclico

Se busco evaluar la cantidad de GMPc tanto en plasma como en homogenados de
corazén, ya que la mayoria de los vasodilatadores lo incrementan y se le ha implicado como
efector .

En la gréafica 12 se aprecia que el GMPc en el tejido cardiaco, aumenta despues de una
hora de tratamiento con 1SO llegando a alcanzar el valor mas elevado cuando han pasado 6
horas de la inyeccion. Mas tarde baja y llega a mantener un nivel constante a partir de las 48
horas. Cuando se cuantifico GMPc en plasma, se observo un incremento a partir de la hora
posterior a la administracion del farmaco, y a las 24 h este aumento se hizo muy notorio y al
igual que en el tejido hay una estabilizacion de las 48 h en adelante.
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Grafica 1. Efecto de L-NAME sobre ratas tratadas con 1SO. El primer panel muestra la
drastica elevacion de la FC desde el momento en que se administrd 1SO a los animales, este
efecto no se vid modificado por el inhibidor de NOS, L-NAME .

Los paneles restantes muestran el efecto hipotensor de IS0 y como L-NAME evito la caida de la
presidn a lo largo del tratamiento.

* p= 0.005 control v.5. grupo IS0 n=5

* p=0.002 grupo IS0 v.5. grupo L-NAME n=5
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Grafica 2. Dosis-Respuesta del efecto de L-NAME sobre los cambios de presion
inducidos por 150, El aumento en la FC que causo 130 no se ve modificado por L-NAME
ninguna de las dosis probadas, a diferencia del efecto que se aprecio en la disaminucion de la
P. sistdlica, L-NAME evitd la accion hipotensora de ISO en todas las dosis probadas.
Los puntos Control e 1ISO se fijaron arbitrariamente y no corresponden a los valores de la
escala.
*p<0.002 Control v.s. grupo ISO
*p<0.002 grupo ISO v.s. L-NAME

n=5
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Grafica 3. Efecto de L-MAME en la duracién de los cambios de presion sistdlica y
frecuencia cardiaca inducidos por ISO. L-NAME produjo una franca disminucion en la
permanencia del efecto de I1SO sobre la P. sist.y la F. C. desde la dosis mas baja de 1/10,

El eje de las abscisas indica en escala logaritmica la dosis de L-NAME, colocando arbitrariamente
el valor de cero en el punto correspondiente al efecto de 1SO sin el inhibidor.

La significancia estadistica se calculé comparando el valor del control (efecto de 1S0) con los
grupos de animales que recibieron L-MAME

*p= 0.005 con n=5



Tiempo de tratamiento con ISO

Tiempo de tratamiento con 1ISO-L-NAME

(horas) (horas)
Tipo de dafio 3 6 12 24 48 72 96 3 6 12 24 48 72 96
Elongacion y ondulacion | +++ | ++ + - - + + ++ ++ |+ |+t + - -
de la fibra
Necrosis por bandas + | |+t + - - - ++ + ++ | +++ + + ++
Necrosis coagulativa - - + ++ - - - - +/- ¥ it n - i}
Fragmentacion de - - - + ++ - - - - +/- + ++ -+ -
Miofibrillas
Polimorfonucleares - + ++ | +++ + - - - - + ++ + - -
Macrofagos - - - + +++ | ++ + - - - + + i+ n
Fibroblastos y colagena - - - - + ++ | 4+ - - - + ++ | +4++ | ++
Edema - + ++ |+ |+ + - + + +++ | ++ + - +/-

Observaciones realizadas por el Dr. Aranda INC.

Tabla 1. Efecto de L-NAME en la lesion cardiaca producida por 1SO. En esta tabla se muestra (en la seccion de la izquierda) la
evaluacion del dafio en la seccidn apical del ventriculo izquierdo en los corazones de ratas que se sometieron al tratamiento con I1SO .
en la parte derecha de la tabla se registré la valoracion de los 8 parametros a los cortes de corazones de rata sometidas a tratamiento
con ISO que ademas recibieron la inyeccién del inhibidor de NOS, el L-NAME 1 h antes de ISO . Aunque le lesion sigui6 localizada
en la zona apical y se extendio a la region subepicardica disminuyd su intensidad. Las lesiones de pre-infarto se prolongaron, las de
infarto se conservaron y las de post-infarto bajaron.




Enzimas Sin tratamiento Isoproterenol ISO-NAME
pmol/mim/I pmol/min/I pmol//min/I
o U/l o/l o U/l
CK 110+9.2 220+ 23 8024
: p<.0.005 p< 0.001
CK MB 104 £6.5 389 +£50.0 160.0 + 3.5
p< 0.001 p< 0.005
a- HBDH 22 £19 50+8.0 440+ 3.9
p<0.01 p<0.5
AST 110+ 7.0 260 + 16.8 220.0 £10.0
p<0.001 p<0.1
LDH 120. £5.6 1180.0+ 13.0 102.0+ 2.0
p< 0.001 p< 0.001

Tabla 2. Efecto de Isoproterenol y L-NAME sobre las enzimas marcadoras en la
lesion cardiaca. En esta tabla se muestra la actividad promedio de cada enzima en
suero de 5 ratas (n=5) y corresponde al maximo observado a las 12 horas de tratamiento
(periodo de infarto).

La significancia p en cada celda de la columna marcada con Isoproterenol corresponde
a la comparacion del grupo control (sin tratamiento) v.s. ISO; y p en la columna ISO-
NAME compara el tratamiento de 1SO v.s. ISO-L-NAME
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Grafica4. NO2 y NO3 en fracciones subcelulares. Los nitritos y nitratos se exploraron como
indice de produccion de NO y se encontrd que homogenado existian aumentos significativos a 1/2h
del tratamiento con ISO v en el periodo de infarto, a las 6 h.

En el sarcolema se presentaron elevaciones significativas a 1/2, 1, 3, 24 y 72 h ¥ en el plasmalema
se registraron aumentos durante toda la sobrevivencia de los animales.

Se compard el valor control v.s. con los iempos marcados con asteriscos de tal forma que:
*p=< 0.002, n=5
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Grafica 5. NO Generado en el perfusado de corazones de rata. En esta graica se muestran los
resultados obtenidos al cuantificar NO en el liquido de perfusion de corazones de animales tratados
con IS0, En esta grafica cada fiempo muesira el resultado de un experimento representativo (flujo
10 mi fmin),
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Grafica 6. Actividad de la enzima NOSc en corazones de ratas tratadas con 1S0. El primer
panel muestra una elevacion gradual en el homogenado a lo largo del tratamiento con 150, esto
mismo se& presentd en la fraccidn citosdlica y en el plasmalema

* p< 0.001 control v.s. tratadas

** p< 0,002 control v.s. ratadas
n=5
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Grafica 7. Cantidad de proteina NOSc en corazén de ratas tratadas con 1S0. En el panal
corespondiente al homogenado se hallé poca variacion en la NOSc presentandose un aumento a
las 6 h del tratamiento, a diferencia de los que se presentaron en el plasmalema a las 3, 12, 24 y 72
h. El citoscl no se graficd por que las cantidades de proteina fueron demasiado pequefias.

Esta grafica corresponde a un experimento representativo por lo cual no se da valor de p
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Grafica 8. Actividad de la enzima NOSi en corazén de ratas tratadas con 1SO. Tanto en &l
homogenado como en las fracciones subcelulares citosol v plasmalema se encontrd la aclividad de

NOSI aumentada desde 1/2 h de tratamiento y hasta el dltime tiempo explorado (96h).

* p = 0,001 control v.s.tratadas
** p < 0.002 control v.5. tratadas
n=5
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Grafica 9. Cantidad de la enzima NOSi en corazdn de rata tratada con 150. La cantidad de
proteina correspondiente a la enzima NOSi se hallé muy incrementada en el homogenado del
corazon desde el inicio del tratamiento con 1S0.
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Grafica 10. Cuantificacion de proteina NOSi en aorta y corazén a tiempos cortos. Se cuantifict
NOSi explorando tiempos muy cortos y se encontrd un aumento muy marcado en la acrta a la hora
de comenzado en tratamiento con 150, en el corazén se vid unaumento temprano a los 10 min de
comoenzado el tratamiento, pero que no se sostuvo.
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Grafica 11. NADPH en homogenado de corazon. La cuantificacion de la coenzima utilizada en la
reaccion de sintesis de MO solamentse presenta 2 alevacionss a lo largo de todo & tratamienta a las
3 h (preinfarto) y a las 98 h (post-infarta).

" p < 007 control v.5. traladas
n=5
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Grafica 12. GMPc en rata tratadas con Isoproterenol en corazén y plasma. GMPc aumentd
significativamente despues de 1 h del tratamiento con IS0 llegando a un maximo a las 6 h

(preinfarto) en el corazén y de 24 h en plasma.

* p< 0.001 control v.s. tratados
** p < 0.002 control v.5. tratados
n=5
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IV. DISCUSION

El infarto al miocardio es una de las causas mas comunes de mortalidad que ha
disminuido por los avances de la tecnologia y la disponibilidad de nuevas terapias (4,5)
sin embargo no se conocen a fondo los eventos celulares y moleculares que lo
desencadenan. En humanos es dificil investigarlo, pero los modelos
experimentales son de gran utilidad para este tipo de interrogantes. El infarto se define
como un area de necrosis tisular causada por una disminucion en el aporte de sangre
por oclusién de la arteria responsable de su irrigacion produciendo una isquemia
parcial o total. Uno de los modelos experimentales méas usados es el inducido por la
oclusién de la arteria coronaria generdndose una isquemia inmediata, entre el proceso
quirdrgico para ligar la arteria y la recuperacion del animal, ocurren eventos que son
dificiles de monitorear. EI modelo experimental de infarto del miocardio inducido por
isoproterenol presenta importantes ventajas, como es el hecho de que no hay
intervencion quirurgica, sino que una simple administracion  subcutanea del
isoproterenol induce un infarto al miocardio a las 12 horas de haberlo administrado
facilitando asi el estudio de eventos que ocurren en esas primeras 12 horas que
Ilamamos preinfarto, el infarto propiamente ocurre entre 12 y 24 h y nos permite
ajustar la dosis de tal manera que el infarto no sea de consecuencia mortales y nos
permita estudiar la etapa de postinfarto hasta las 96 h.

Estudios previos del laboratorio (72) nos han permitido caracterizar este modelo
en las tres etapas de preinfarto, infarto y postinfarto desde el punto de vista histolégico;
bioquimico, cuantificando las enzimas marcadoras de infarto al miocardio y fisiologicas
midiendo, pardmetros hemodindmicos frecuencia cardiaca, presion arterial
electrocardiograma y conduccién auriculoventricular, de tal manera que a través de
estos estudios se definié la presencia del infarto al miocardio en la parte apical del
corazén a las 12 h de la administracion de isoproterenol originado probablemente por
el efecto hipotensor del compuesto que induce una hipoxia funcional y llevaa un IM a
este tiempo.

Un antecedente muy importante de este trabajo sobre el papel del NO en el IM
inducido con isoproterenol, fue el hecho del claro efecto del agonista § disminuyendo
de forma casi inmediata, (3 minutos después de su administracion) la presion arterial y
aumentando en forma importante la frecuencia cardiaca. Conociendo el papel regulador
del NO sobre el tono vascular descrito por Moncada (20), usamos un anélogo de
arginina L-NAME, el cual inhibe la formacion de NO; al medir el efecto hipotensor del
ISO se observé que duraba tan solo 1 h, mientras que en ausencia de NAME se
mantiene por 6h; aparte, no se registré disminucion en la presion dentro de las 12h
posteriores a la administracion del 1ISO, aunque se detectaron discreta bajas después de
las 24h. Llamo la atencion que la administracion del L-NAME no afectd el aumento de
la frecuencia cardiaca inducida por ISO. Estos resultados de disminucion del efecto
hipotensor de la droga, sugerian que la hipoxia funcional era de menor magnitud
existiendo la posibilidad de que el IM fuera de menor tamafio.

Lo anterior se comprobd histolégicamente, ya que se vié que el IM era de
menor magnitud (Tabla 1), que las enzimas de escape marcadoras de dafio al miocardio
CK, CK MB, LDH disminuian de manera importante (Tabla 2), en el grupo tratado con
L-NAME; datos que en conjunto nos demostraban que el NO , participaba de manera

19



importante en la induccién del IM en presencia del isoproterenol ya que al inhibir su
formacion se reducia la magnitud del IM.

Preinfarto

Durante esta etapa se observa un disminucién importante de la sintesis de ATP y
de la funcién mitocondrial, modificaciones importante en la dinamica de Ca™
aumentando los niveles de calcio en las mitocondrias y en los microsomas y un
aumento de i6n superoxido generado por oxidacion del adrenocromo producto de
oxidacion del 1SO y/o la xantino oxidasa (72, 83).

Comentaré sobre los cambios observados en la cantidad de NO, su formacién vy
accion en la etapa previa al infarto. Al medir los niveles de NO liberado de los
corazones perfundidos con y sin tratamiento con ISO (Fig 5), podemos ver el
incremento de 6 veces en la liberacion de NO desde los 30 minutos de su
administracion, incrementando hasta 13 veces antes del IM. Al medirlo en las distintas
fracciones subcelulares y homogenado total; en el plasmalema y el sarcolema (Fig 4) se
detectaron incrementos en los productos de oxidacién del NO, (Fig 4) de menor
magnitud , explicable si consideramos que el NO es una molécula pequefia que difunde
facilmente, ésto lo comprobamos al medir los niveles de nitritos y nitratos en plasma
de los animales experimentales, encontrando un aumento importante de 7 y 4 veces en
los niveles de nitritos y nitratos circulantes a los 10 y 15 minutos de la administraciopn
del 1SO. Al medir la actividad de la NOSc en las distintas fracciones, solo en
homogenado total pudimos encontrar un aumento de tres veces en la actividad de la
NOSc (medida en presencia de calcio) (Fig 6) a las 3 h de tratamiento .y un pequefio
incremento de 50%. en la cantidad de la enzima; es posible que estos incrementos estén
relacionados con la activacion de la NO sintasa constitutiva por el 1SO (44, 72). Cuando
se evalud la actividad de NOSi, observamos incrementos en la actividad de la enzima
desde los 30 minutos hasta antes del infarto en todas las fracciones (Fig 8) y como
pudiéramos esperar, estos aumentos en actividad van acompafiados de un aumento en la
expresion de la NOSi. Los niveles de coenzima NADPH de la NOS no fue factor
limitante, se mantuvo constante y un incremento del 50% se detectd a las 3h del
tratamiento. La vasodilatacion y consecuente relajacion de la células del masculo liso,
estd mediada por la formacion del GMPc que inicia la via de sefializacion la cual
estimulan las bombas i6nicas, favoreciendo la sobrecarga de Ca** 'y la
desensibilizacion de las miofibrillas promoviendo asi una distension de las fibras
cardiacas (84). Un hallazgo inesperado fue el incremento de los niveles de GMPc en
plasma a lo largo de la etapa de preinfarto, pudiendo considerarse como un posible
marcador de esta etapa. En conjunto los resultados obtenidos durante la etapa de
preinfarto nos comprueban el papel tan importante que desempefia el NO formado
principalmente por la forma inducible de NOS, cuya expresion se ve aumentada, y una
pequefia parte, por activacion de la NOSc; que estos cambios son los principales
responsables del marcado efecto hipotensor del ISO y también responsable en gran parte
del IM inducido por el 1ISO. Por otra parte, el aumento de NO en esta etapa, coincide
con un incremento en la formacion del anién superoxido pudiendo formarse
peroxinitritos que son especies oxidantes muy poderosas que pueden dafar las
proteinas (83) participantes en la dindmica de calcio.

20



Infarto

Como se comentd previamente el infarto ocurre 12 horas despues de la
administracion del I1SO independientemente de la comprobacion histoldgica |,
bioquimica y fisiolégica. En esta etapa la funcion mitocondrial estd muy dafiada y se
observa la maxima disminucién de ATP, el Ca** continia elevado, se observa
incremento de la respuesta inflamatoria (Tabla 1) y el maximo estrés oxidativo (83). El
NO generado en corazon perfundido a las 12 h de tratamiento con SO continda
elevado hasta 9 veces el control, pero a las 24h disminuye marcadamente; al
cuantificarlo en las fracciones subcelulares se encuentra disminuido a las 12h y
aumentado a las 24h. La actividad de la NOSc se eleva a las 12h, posiblemente esta
activada por las condiciones metabdlicas existente como puede ser el estrés oxidativo,
ya que la cantidad de la enzima no cambia. La NOSi mantiene su actividad elevada
como se observo en el preinfarto, pero con disminucién de la cantidad de enzima. Los
niveles de GMPc disminuyeron en relacion a los encontrados en el preinfarto, pero
estan elevados en relacion al control; el aumento consecuente de la via de sefializacion
afecta la funcién del miocito a través de fosforilacion del fosfolamban, que a su vez
regula la actividad de SERCA. (38, 83). De manera importante el nivel de GMPc en
plasma se eleva marcadamente a las 24h . En esta etapa crucial de dafio al miocardio, el
NO puede participar a través de aumentar los niveles de GMPc y regular la actividad
del miocito o en el dafio a las proteinas del plasmalema, que es maximo en esta etapa
(82).

Postinfarto

Este periodo comprende entre las 48h y el fin del seguimiento del tratamiento
(96h) y representa el esfuerzo del sistema para recuperarse de los retos fisiologicos y
bioquimicos asociados con la iniciacién y desarrollo del IM. En esta etapa, se observa
una disminucion de la inflamacion, y se inicia el proceso de cicatrizacion, observandose
una recuperacion parcial de la carga energética, del potencial de membrana (72), no se
recupera la dindmica de Ca*, y persiste la presencia de especies reactivas de oxigeno y
de nitrégeno (83). La liberacion de NO en corazdn perfundido disminuye notablemente,
aunque se observa un incremento 2 a 3 veces el control en las fracciones subcelulares,
también se observa una menor formacion de nitritos y nitratos. La actividad de la NOS
i 'y NOSc va disminuyendo muy lentamente, lo mismo los niveles de GMPc. Tal
parece que los efectos mediados por NO también diminuyen aunque no desaparecen, y
posiblemente interfieran en la etapa de remodelacion postinfarto, favoreciendo la
hipertrofia cardiaca observada un mes después del infarto.
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V. CONCLUSIONES

1. EI NO participa de manera importante en la instalacion y progresion del 1M
inducido por ISO. Esto se demostré claramente con los experimentos
realizados en presencia de NAME como inhibidor de la sintesis de NO; en los que se
observa menor dafio en el infarto, disminucion del proceso inflamatorio y disminucién
del efecto hipotensor del agonista beta.

2. El NO juega un papel determinante en el efecto hipotensor del 1SO, el cual resulta
en una hipoperfusion, que en funcion del tiempo desencadena el infarto.

3. El aumento de la frecuencia cardiaca también es importante en el desarrollo del IM
aumentando el desbalance energético y talvez esté mediado por la sobrecarga de calcio
y no directamente por el NO, ya que este proceso no disminuye en presencia de NAME.

4. Se hizo patente el efecto regulador de la NOSc por ISO.

5. El incremento de GMPc mediado por el NO, también fue importante en la relajacién
de las fibras cardiacas y en la posibilidad de usarlo como marcador de dafio cardiaco
mediado por NO en plasma.

6. Este estudio aporta informacion importante de la participacion del NO en los eventos
moleculares que inducen y tienen lugar en el IM, y permite afladir mas informacion en
el proceso de caracterizacion de este modelo experimental, ya que puede orientar al
disefio de posibles terapias para disminuir, y prevenir el dafio del infarto
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