Archivos de Cardiologia de México

Volumen Suplemento Abril-Junio
Volume 74 Supplement 2 April-June 2004

Articulo:

El estrés oxidativo en miocardio. Una
vision experimental

Derechos reservados, Copyright © 2004
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez

Otras secciones de Others sections in
este sitio: this web site:

0 indicedeestentimero O Contents of this number
0 Mésrevistas O Morejournals
0 Busqueda 0 Search

@edigraphic.com


http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-archi/e-ac2004/e-acs04-2/e1-acs042.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-archi/e-ac2004/e-acs04-2/e1-acs042.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-buscar/e1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-htms/i-archi/i-ac2004/i-acs04-2/i1-acs042.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-buscar/i1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/archivoscardiologia
http://www.medigraphic.com

ARCHIVOS
pe CARDIOLOGIA
pe MEXICO

S271

El estrés oxidativo en miocardio. Una vision experimental

Edmundo Chavez*

Resumen

La isquemia y la reperfusién del miocardio se
acompafan de una cascada de eventos como el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, el
desequilibrio de la homeostasis iénica, principal-
mente del calcio y la generacién de radicales li-
bres derivados del oxigeno. Estos eventos dan
lugar a arritmias por reperfusién, dafio vascular
y no reflujo, aturdimiento miocardico, edema y
necrosis celular. Este conocimiento ha permiti-
do el disefio de estrategias de cardioproteccion
farmacolégica que han demostrado experimen-
talmente la utilidad de substancias como la
eyelosporina, la perezona y la octylguanidina,
que esperan la corroboracion clinica.

Summary

OXIDATIVE STRESS WITHIN THE MYOCARDIUM: AN
EXPERIMENTAL VIEW

Myocardial ischemia and reperfusion are related
with a cascade of events such as oxidative phos-
phorylation uncoupling, ion homeostasis des-
equilibrium, particularly of calcium ion, and the
generation of oxygen-derived free radicals. The-
se events give place, among others, to reperfu-
sion arrhythmias, vascular injury, and cellular
necrosis. This knowledge has allowed the design
of pharmacological cardioprotection strategies,
demonstrating the perezone, cyclosporine, and
octylguanidine, usefulness, which needs to be
clinically demonstrated.

Palabras clave: Isquemia y reperfusion coronaria. Estrés oxidativo. Cardioproteccion.
Key words: Coronary ischemia and reperfusion. Oxidative stress. Cardioprotection.

ainterrupcién del flujo sanguineo segui-

da por un periodo de reperfusion resulta

en un dafio severo de las estructuras del
miocardio. Este dafio involucra a una cascada
de eventos tales como desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, alteracion delahomeos-
tasisionica, principalmente del Ca?*, y genera-
cion de radicales libres derivados del oxigeno.
En este contexto |as mitocondrias son altamen-
te vulnerablesy juegan un papel predominante.
L osradical es superdxido e hidroxilo pueden ser
originados por distintos mecanismos, por ejem-
plo mediante la accion de las enzimas NADPH
oxidasa membranal de linfocitos, la mielope-
roxidasa de neutrofilosy laxantinaoxidasa. En
la cadena respiratoria mitocondrial el Comple-
jo 111 formado por la CoQ-cit bc, oxidorreduc-
tasa esresponsabl e de laformacion de lamayor
parte de los radicales libres, derivados del oxi-
geno (RLO). Debe hacerse notar que las mito-
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condrias poseen mecanismos antioxidantes de
defensa como las enzimas catal asa, superoxido
dismutasa y la glutation reductasa/peroxidasa.
Sin embargo, existen condiciones como la re-
perfusion miocardica en la cual la concentra-
cion de RLO sobrepasa la capacidad antioxi-
dante de las enzimas. Los RLO que se forman
durante la reperfusion miocardica se asocian a
laaparicion de: i) arritmias por reperfusion, ii)
dafio vascular y no reflujo, iii) disminucion de
la contractilidad miocérdica (miocardio “atur-
dido"), iv) aceleracion de necrosis tisular, y v)
edema celular. Por |o tanto, existe una serie de
manifestaciones debidas a la reperfusion que
pueden ser transitorias como lasarritmiasoirre-
versibles como lanecrosis celular. El no-reflu-
jo es un dafio vascular que ocurre cuando al re-
moverse la oclusién coronaria no se restaura el
flujo sanguineo. Esto se debe al edema de las
células endoteliales y ala contractura del mio-

Correspondencia: Dr. Edmundo Chavez. Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” (INCICH, Juan Badiano No. 1 Col. Seccién
XVI, Tlalpan 14080 México, D.F).

Vol. 74, Supl. 2, 60 Aniversario/Abril-Junio 2004:S271-S274



S272

N

100 —

\,
ol
|

oG

o
o
|

% inhibicién de la salida de Ca®™
N
(6]
\

I I I I I I
10 20 40 60 80 100
[M amina

Fig. 1. Inhibicion de la transicion de la permeabilidad
mitocondrial por el incremento en la concentracion de
octilguanidina (OG).

Fig. 3. Autorradiografia de la captacion de talio201 en corazones controles
tratados con octilguanidina.

cardio. El miocardio “aturdido” es causado por
el retardo en la produccion de ATP después de
lareperfusion, puede originarse también por una
disminucion del Ca** citosolico.

El dafio producido por los radicales libres deri-
vados del oxigeno se asocia a la lipoperoxida-
cion de las membranas celulares. Como es bien
sabido las membranas estén constituidas por una
bicapa de fosfolipidos en la cual se encuentran
embebidas|asproteinas. Las doblesligadurasde
los &cidos grasos, que forman alosfosfolipidos,
son el blanco principal de los RLO; a unirse a
esos sitios se produce la fragmentacién de los
fosfolipidos formandose dienos conjugados y
mal6n dial dehido. Como consecuenciadelo an-
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Fig. 2. Incidencia de arritmias ventriculares registra-
das minuto a minuto durante la reperfusién. Ratas con-
trol en barras negras y ratas tratadas en barras blan-
cas. Se observa que la OG disminuyd la incidencia de
taquicardias ventriculares y evité la aparicién de
fibrilaciones ventriculares. Existen diferencias
estadisticamente significativas (* P < 0.05). Método
de evaluacién distribucién Z. TV: Taquicardia
ventricular. FV: Fibrilacion ventricular.

terior seforman canalesinespecificosen lasmem-
branas perdiéndose los gradientes ionicos, y se
produce la liberacion de enzimas intracelulares.
Las proteinasy el DNA nuclear y mitocondrial
son también blanco delos RLO. En |as proteinas
se forman entrecruzamientos debido a la oxida-
cion delosgrupostioles, esto trae consigo lapér-
dida de la funcion de transporte o enzimética,
seguin sea €l caso. La oxidacion en el DNA pro-
duce la formacion de bases “raras’ como la 8-
0x0-guanina dando origen a mutaciones.!

Estos cambios en lapermeabilidad selectivadelas
membranas inducen la acumulacion masiva del
Ca. En el citosol un aumento en lafraccion libre
deestecation, mésalade 1 UM, en ocasioneshasta
50 uM, producelasarritmias por reperfusion. Ade-
més €l calcio induce la activacion de fosfolipasas
lo que contribuye al dafio membranal. En las mi-
tocondrias la acumulacion del catién Ca?* provo-
ca la transicién de la permeabilidad membranal
selectiva a una permeabilidad no selectiva, atra
vés de un poro. Este poro, de un diametro de 3
nm, permite la salida de nucledtidos de adeninay
piriding, asi como de iones y metabolitos locali-
zados en la matriz mitocondrial .2 La naturaleza
quimicadel poro no estabien definida; sin embar-
go, un nimero importante de trabaj os atribuyen la
formacion del poro alaadenin nucledtido transl o-
casa.® Las evidencias para sefidar a esta proteina
como €l poro inespecifico derivan del hecho de
que € atractilésido y €l carboxiatractil6sido, que
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inhiben el transporte de ADP/ATP promueven la
apertura del poro por fijar alatransocasa en su
conformacion citosolica, entanto queel ADPy €
ATPcierran el poro por fijar alatrand ocasahacia
el lado de lamatriz mitocondrial .2

De unaamplia gama de resultados experimenta-
les se ha podido concluir que en el dafio miocar-
dico por reperfusién subyace latransicién de la
permeabilidad mitocondrial .* Resultados de nues-
tro laboratorio demuestran que si la transicion
de la permeabilidad esinhibida no hay dafio por
reperfusién. Por gemplo, en experimentos efec-
tuados en corazones de rata, hemos demostrado
gue el inmunosupresor cyclosporina A y la qui-
nona perezona, que inhiben la salida inespecifi-
ca del Ca?* mitocondrial, también protegen del
dafio por reperfusion.®® Asi mismo, hemos de-
mostrado que en mitocondrias de ratas hipoti-
roideas no existe dafio membranal inducido por
laacumulacion masivadel Ca*. Esto lo atribui-
mos a una disminucion en el contenido del fos-
folipido cardiolipina que rodea a la translocasa
de adenin nucledtidos, y que puede ser un sitio
de fijacion del Ca?* en la matriz mitocondrial.
Consecuentemente, en las ratas hipotiroi deas no
se presenta el dafio miocardico por reperfusion.”
Recientemente demostramos que la alquilamina
octylguanidinabloguealaaperturadel poroines-
pecifico inducido por laacumulacion del calcio.®
Como se observaen laFigura 1 concentraciones
crecientes de octilguanidinai.e., 10-40 pM inhi-
ben la salida espontanea del Ca?* acumulado en
lamatriz mitocondrial, lo queesunindicio dela
transformacion de la adenin nucledtido translo-
casaen €l poro detransicién. Proponemos quela
octilguanidina inhibe la transicién de la per-
meabilidad por unirse, mediante su carga positi-
va, asitiosnegativos delamembranainternami-
tocondrial. Estos sitios negativos podrian estar
localizados en la adenin nucledtido translocasa
ya que esta proteina tiene 15 residuos de gluta-
mato y 6 de aspartato; esta bolsa negativa debe
ser suficientemente ampliaparaacomodar al gru-
po guanido que tiene un volumen méaximo de
79.25 A 3 en tanto que el residuo hidrocarbona-
do, de 8 carbonos, con unadimension de 7.62 A,
se solubiliza en la bicapa lipidica manteniendo
fijo a reactivo.

Considerando este resultado y los antecedentes
en los cuales se demuestra que los inhibidores
delatransicion delapermeabilidad mitocondrial
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protegen del dafio por reperfusion, utilizamos a
laoctilguanidina como protector miocéardico. Se
inyecto, intraperitonealmente, alasratas con una
solucién conteniendo octilguanidinaauna dosis
de 5 mg/kg de peso corporal, 10 minutos antes
de provocar laisguemia. Laisquemiase llevaa
cabo mediante laligadura de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda; despuésde5 min
se retira la ligadura para iniciar la reperfusion.
Se colocan el ectrodos de superficie paramonito-
rear el electrocardiogramay mediante una canu-
lalocalizadaen lafemoral se colocael transduc-
tor de presion. El areaisguémicay el dafio por
reperfusion fueron evaluadosinyectando 250 pCi
de #'T| através de la cénula colocada en la fe-
moral. Se tomaron muestras del ventriculo iz-
quierdo para autorradiografia.

LaFigura 2 muestra el andlisis de laincidencia
de taquicardias ventriculares y fibrilacion ven-
tricular. Como se observaen lasratas control, no
tratadas con octilguaniding, el porcentaje delati-
dos anormales, caracteristicos de lareperfusion,
permaneci6 alto alo largo del tiempo experimen-
tal. Sin embargo, el efecto protector de la octil-
guanidina se manifesto a través de la disminu-
ciondelasarritmiasy al final del experimento se
alcanzd un ritmo sinusal.

LaFigura 3ilustraladistribucion del 2Tl en el
tejido miocéardico durante laisquemiay lareper-
fusion. Las lineas 1 y 2 sefialan que, como se
esperaba, durante la isguemia en ratas no trata-
dasy tratadas, respectivamente, el 2'T| no pene-
traalascélulaspor fatade ATP. Lalinea3 mues-
tra que debido al dafio celular, durante la reper-
fusion, el 2Tl permanece sin ser transportado
hacia el interior celular. De manera interesante
en lalinea 4 se observa que las células de cora-
zonestratados con octilguanidina son capaces de
incorporar lamarcaradiactiva, indicando un buen
estado de fosforilacion oxidativa mitocondrial.
Los estudios con la octilguanidina refuerzan
el hecho de que en el dafio miocérdico por es-
trés oxidativo esta involucrado el dafio mito-
condrial por acumulacion del Ca?*, ya que la
octilguanidina al proteger de la transicién de
la permeabilidad evita el dafio miocardico por
reperfusion. Los resultados obtenidos pueden
ser un primer paso para, en un futuro cercano,
introducir alaguanidinacomo un farmaco para
Su uso en pacientes candidatos alaterapia por
reperfusion.
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