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RESUMEN

Faltan evidencias claras de precondicionamiento temprano (PT) contra las arritmias de reperfusion en
animales conscientes.

Objetivo: Analizar la proteccion del PT contra las arritmias de reperfusion en un modelo ovino consciente
sometida a isquemia reversible y la participacion de los canales de potasio ATP dependientes (KATP) como
efectores del mecanismo protector.

Material y Métodos: Se utilizaron ovejas adultas instrumentadas con un sensor de presion
intraventricular, cables de marcapaso en auricula derecha para registrar el electrocardiogrma, un oclusor
neumatico en tercio distal de arteria descendente anterior y microcristales piezoeléctricos en la zona
isquémica para medir espesor parietal. A la semana de la cirugia se realizé el PT consistente en 6 episodios
de isquemia reperfusion 45 min antes de una isquemia de 12 min seguida de 30 min de reperfusion. El
indice de severidad de arritmias (ISA) de Lambeth se compardé con la situacidn control sin PT. La
participacion de los KATP se analizé administrando glibenclamida, inhibidor inespecifico de los KATP, y con
inhibidores especificos de los KATP sarcolemales (HMR1098) y mitocondriales (5-HD), antes de la isquemia
prolongada.

Resultados: El PT redujo la incidencia de arritmias (p<0.01). La glibenclamida y el HMR1098 abolieron
completamente la proteccion del PT y aumentaron el ISA y con el 5HD el efecto inhibitorio fue menor. El
comportamiento mecanico acompafo la respuesta electrocardiografica.

Conclusiones: La participacion de los KATP sarcolemales como efectores de la proteccion del PT contra las
arritmias sugiere que las drogas inhibitorias utilizadas clinicamente, como por ejemplo la glibenclamida, se
deberian usar con prudencia.
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SUMMARY

Early preconditioning (EP) against reperfusion arrhythmias is not clear in conscious animals.

Objective: To analyze the EP protection against reperfusion arrhythmias in a conscious sheep model
undergoing reversible ischemia and the role of ATP-dependent potassium channels (KATP) as effectors of
the protective mechanism.

Material and Methods: Adult sheep, prepared with an intraventricular pressure transducer, pacemaker
wires in the right atrium to record the electrocardiogram, a pneumatic occluder in the distal third of the
anterior descending coronary artery and piezoelectric microcrystals in the ischemic zone to measure wall
thickness were used. One week after surgery, EP consisting of 6 periods of ischemia-reperfusion was
performed 45 min before al2 min ischemia followed by 30 min reperfusion. Lambeth’s arrhythmia severity
index (ASI) was compared with controls without EP. The role of KATP channels was analyzed with
glibenclamide, non-selective inhibitor of KATP channels, HMR1098 and 5-HD, specific inhibitors of
sarcolemmal and mitochondrial KATP channels, respectively, before the prolonged ischemia.

Results: EP reduced arrhythmias incidence (p<0.01). Glibenclamide and HMR1098 totally abolished EP
protection, increasing ASI, and 5-HD had a lower inhibitory effect. Mechanical behavior matched the
electrocardiographic response.

Conclusions: The prominent sarcolemmal KATP channel participation as effectors of EP protection against
arrhythmias suggests that clinically-used drugs which might close them should be used cautiously.
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INTRODUCCION.

El precondicionamiento es un fendmeno de proteccidon natural desencadenado por periodos breves de isquemia-
reperfusidn que torna a los miocitos mas resistentes frente a una isquemia posterior mas prolongada, disminuyendo
el tamafio del infarto [1-2], la disfuncion mecanica o atontamiento [3-5] y la severidad de las arritmias de isquemia y
reperfusion [6-8]. El precondicionamiento presenta un comportamiento bifasico, con dos fases o ventanas de
proteccion que se denominan precondicionamiento clasico, temprano (PT) o primera ventana de
precondicionamiento, cuyo efecto se prolonga hasta un maximo de 2-3 hr luego de los periodos breves de isquemia-
reperfusidn, y precondicionamiento tardio o segunda ventana de precondicionamiento, que comienza a manifestarse
12 hr después de los periodos de isquemia-reperfusion, alcanza un pico de proteccién aproximadamente a las 24 hr
y puede durar hasta 72 hr.

Paralelamente a los numerosos trabajos experimentales que demuestran la protecciéon por precondicionamiento
existen hallazgos clinicos donde se manifiesta este potente fendmeno cardioprotector, entre los cuales se encuentran
el aumento de la sobrevida [9-11] y de la funcion [12] en pacientes que han sufrido un infarto con dolor anginoso
previo la reduccién de la elevacion del segmento ST en oclusiones sucesivas durante la angioplastia [13], y la
disminucidon de los niveles de troponina I luego de protocolos de precondicionamiento isquémico durante cirugia
cardiovascular [14]. Estas expresiones de autodefensa del corazéon frente a eventos isquémicos en pacientes
corresponden a la descripcion de precondicionamiento temprano ya que tienen lugar dentro de un lapso breve entre
el desencadenamiento y la efectivizacion de la proteccion. Por lo tanto, la induccién de precondicionamiento en la
practica clinica permitiria a los pacientes afectados por angina de esfuerzo aumentar su capacidad de realizar mayor
actividad o ejercicio, facilitar el inflado prolongado de baldn durante la angioplastia o ser utilizado para preservar el
corazén durante la cirugia y el transplante cardiacos. Estas ventajas han conducido a la realizacion de numerosos
trabajos de investigacion basica para desentrafar cuales son los mecanismos que desencadenan el
precondicionamiento y las vias de proteccion con el fin de desarrollar intervenciones o farmacos que lo mimeticen.
No obstante, todavia no se ha podido responder fehacientemente a esta necesidad ya que la mayor parte de los
estudios se ha realizado en miocito, corazdén aislado o animales a torax abierto, existiendo insuficiente comprobacion
de que los hallazgos de proteccién y los mecanismos que los producen puedan reproducirse en mamiferos grandes
conscientes como modelo experimental de mayor aproximacion a la condicidn clinica.

Por ello, el estudio del precondicionamiento en ausencia de necrosis, sin la contaminacién de un aumento de la
mejoria por disminucién del tamafio del infarto, tiene importancia para analizar la protecciéon contra las arritmias,
fendmeno poco estudiado y que en el Unico trabajo en animales conscientes arrojo resultados negativos [15].

A pesar de que se han hallado numerosas moléculas liberadas durante la isquemia o agentes farmacoldgicos que
desencadenan la proteccion, hasta el presente no se sabe con certeza cual es el efector final. Entre los efectores
encargados de la proteccién por precondicionamiento se encuentran los canales de K dependientes de ATP (KATP),
ubicados en el sarcolema y las mitocondrias. La apertura de los KATP sarcolemales, que produce acortamiento del
potencial de accion y en consecuencia menor sobrecarga de calcio, ha sido extensamente estudiada en modelos de
isquemia en corazon aislado y animales a térax abierto. Pese a ello, subsisten dudas acerca de su participaciéon
exclusiva o relativa, ya que otras experiencias sefialan a los KATP mitocondriales como responsables de la
proteccion.

En consecuencia, se estudid la proteccidon por PT contra las arritmias en ovejas conscientes sometidas a isquemia
totalmente reversible para simular situaciones experimentales mas cercanas a la condicion clinica. En cuanto al
mecanismo de proteccion, debido a que se encuentra en discusion el rol de los KATP sarcolemales y mitocondriales
en la proteccidn del PT y no existe ningun dato en animales conscientes, se analizd la participacion de los KATP en el
mecanismo del PT contra las arritmias de reperfusién.

MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron ovejas adultas jovenes de la raza Hampshire Down, que fueron usadas simultdneamente para el estudio
de recuperacion mecanica por precondicionamiento. Brevemente, durante 10 dias antes de la cirugia, los animales
se adaptaron al entorno y personal del bioterio de la Universidad Favaloro, acreditado de acuerdo a los estandares
de cuidado y uso humanitario de los animales de laboratorio por el ANMAT (1320/07) y el National Institute of Health
(acreditacion No: A5556-01) y tratados de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
publicado por el US National Institute of Health (No 85-23, revisado en 1996).

El procedimiento quirdrgico ya fue realizado con anterioridad en el laboratorio [16-19]. El dia de la cirugia, fue sedado
con acepromacina (0.3 mg/Kg) antes de inducirse la anestesia con tiopental sédico (20 mg/Kg). Luego de la
intubacion y conexién a ventilacion mecanica, la anestesia se mantuvo con enflurano 2-3% vaporizado con oxigeno y
citrato de fentanilo (0.1 mg). Se realizé una toracotomia en el 5to espacio intercostal izquierdo, y se disecd la vena
mamaria introduciéndose en la misma un catéter K31 de Tygon para la infusién de drogas. Se efectudé la
pericardiotomia y a través de una incision en el apex del corazén se introdujo un microtransductor de presién
(Konigsberg P7, Pasadena, Cal, USA) junto con un catéter K31 de Tygon lleno de solucién fisiolégica para su
posterior calibracién. Se disecé la arteria coronaria descendente anterior distalmente a la segunda rama diagonal y
se ocluyé mecanicamente la porcidon disecada para verificar visualmente que la zona que seria sometida a isquemia
(zona de riesgo) fuese no mayor al 20% de la masa ventricular izquierda. Se colocdé un par de cristales
piezoeléctricos de 5 MHz (uno en el subendocardio y otro en el epicardio) en el centro de la zona de riesgo para
medir espesor parietal regional mediante la técnica de sonomicrometria. Luego se ubicé un oclusor neumatico
alrededor de la porcién arterial disecada. Se colocaron cables de marcapaso en la auricula derecha para registrar el
electrocardiograma (ECG). Finalmente, se tunelizaron todos los cables y catéteres haciéndolos emerger entre las
escapulas y la toracotomia se cerrd por planos. Al finalizar la cirugia y durante 3 o mas dias se inyecté por via
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endovenosa 1 g/dia i.m de cefalomicina. El cuidado postquirdrgico de los animales estuvo a cargo del personal
veterinario y técnico del bioterio. Antes del protocolo experimental y a partir del segundo dia postquirirgico, cada
animal fue sometido a 5-7 sesiones diarias de acostumbramiento al entorno donde se realizarian las experiencias,
controlandose la calidad de las sefales y que la frecuencia cardiaca disminuyera paulatinamente con la habituacion
hasta valores normales para un animal consciente (70-80 latidos/min). Al finalizar el protocolo experimental, el
animal fue posteriormente utilizado en otros protocolos experimentales luego de al menos una semana de
separacion entre experimentos, y al término de su vida Uutil fue sacrificado con una sobredosis de tiopental sddico
seguida de una inyeccidén en bolo de cloruro de potasio. La sefial de espesor permitié verificar la isquemia en el sitio
de oclusidén y la sefial de presion se us6 para separar los ciclos cardiacos y juntamente con el ECG constatar la
existencia de arritmias.

Siete a diez dias después de la cirugia, los animales fueron estudiados dentro del carro en estado consciente, sin
sedacién. En los flancos, a nivel del corazoén, se colocaron 2 electrodos conectados a un desfibrilador (Rhomicron,
Argentina) en caso de tener que cardiovertir al animal durante la isquemia o reperfusion temprana. El
microtransductor de presion Konigsberg y los cables de los cristales de sonomicrometria se conectaron a los
respectivos modulos de un equipo System 6 (Triton Technology, San Diego, Cal) y los cables de marcapaso a un
amplificador diferencial universal (Instituto de Ing. Biomédica, Fac de Ingenieria, UBA). El catéter con fluido para
calibrar el microtransductor de presion se conectd a un transductor de presion tipo Statham (DT-XX, Viggo-
Spectramed, Oxnard Cal) previamente calibrado mediante un calibrador de presion digital (Xcaliber, Viggo-
Spectramed, Oxnard Cal). El punto de presidn cero se establecié aproximadamente a nivel de la auricula derecha, vy
la sefal generada por el microtransductor Konigsberg se ajustd en nivel y amplificacidn hasta corresponder con la
del transductor externo. La sefal eléctrica de espesor se calibr6 en mm usando la calibracidon interna del
sonomicrémetro.

Cuando tuvieron lugar episodios de arritmia durante la isquemia o reperfusidon, se continud el experimento si hubo
reversion espontanea al ritmo sinusal. En los casos en que la arritmia evolucionoé a taquicardia ventricular de mas de
30 seg de duracion, se administré un bolo de lidocaina (1-2 mg/kg), y cuando la taquicardia evolucioné a fibrilacién
ventricular y esta no revertié espontdneamente luego de 30 seg, se aplicd un shock eléctrico cardioversor (200-300
Joules) con el desfibrilador. En caso de que dos intentos de cardioversién fueran infructuosos, se sacrifico el animal
con una sobredosis de tiopental sddico.

Protocolo experimental.

Los animales se dividieron en los siguientes grupos:

a) Control (CONT); N=9: se efectuaron 12 min de isquemia seguido de 30 min de reperfusion.

b) Precondicionamiento temprano (PT); N=9: se realizaron seis periodos de 5 min de isquemia-5 min de reperfusion,
45 min hs antes de los 12 min de isquemia y 30 min de reperfusion.

c) Precondicionamiento Temprano + Glibenclamida, inhibidor inespecifico KATP de los sarcolemales y mitocondriales,
antes de la isquemia prolongada, (PTG), N=6: Igual a PT, excepto que, después de los periodos de
precondicionamiento, se infundié glibenclamida (0.4 mg/kg), durante 10 min, empezando 30 min antes de la
isquemia de 12 min.

d) Precondicionamiento Temprano + la sal sddica de (1-[5-[2-(5-cloro-o-anisamido) etil]-2-metoxifenil] sulfonil-3-
metil-tiourea (HMR 1098), inhibidor especifico de los KATP sarcolemales, antes de la isquemia prolongada, (PTHMR),
N=6: Igual a PT, excepto que se infundi6 HMR1098 (12 mg/kg en H20 destilada) en bolo 15 min antes de la isquemia
de 12 min.

e) Precondicionamiento temprano + la sal sddica del acido 5-hidroxidecanoico (PT5HD), inhibidor especifico de los
KATP mitocondriales, antes de la isquemia prolongada, (PT5HD), N=6: Igual a PT con 5-HD (5 mg/kg) administrado
10 min antes de la isquemia de 12 min.

Adquisicién y analisis de datos.

En cada tiempo de adquisicion, se digitalizaron las sefiales consecutivas de latidos estables durante 15 seg, con un
intervalo de muestreo de 4 ms, usando una computadora personal equipada con un conversor analédgico-digital
(National Instruments Lab-Pc; Austin, Texas, USA) y software desarrollado en el laboratorio. Las medidas de espesor
parietal consideradas en este trabajo fueron las adquiridas cada 5 min durante los 20 min previos a la isquemia (el
promedio de estas medidas corresponde al valor de las condiciones basales), en el Gltimo minuto de la isquemia y
cada 10 min durante la primera media hora de reperfusion.

La efectividad del nidmero y duracion de los periodos precondicionantes para producir proteccidon, asi como la
duracién de la isquemia prolongada (12 min) se determinaron sobre la base de experimentos previos para
precondicionamiento tardio contra el atontamiento [18].

Asimismo, en un trabajo previo, se estableci6 mediante la medicion de la duracién del potencial de acciéon (APD90)
obtenida a través de potenciales monofdsicos en animales a térax abierto, que las dosis de las drogas eran las
minimas que producian el efecto esperado sobre los KATP sarcolemales [19].

Analisis de datos.

Se definid como fin de didstole al comienzo de la deflexidn positiva de la derivada de la presion ventricular izquierda
obtenida digitalmente (dP/dt) y como fin de sistole al espesor medido en el tiempo en que se alcanza el 10% de la
dP/dtmin previo al valor de la misma. La fraccion de espesamiento sistolico (FES) se calculé de la siguiente manera:
FES = (Es-Ed) / Ed donde Es es espesor regional ventricular de fin de sistole y Ed es espesor regional ventricular de
fin de diastole.

El procesamiento de sefiales y el calculo de parametros fueron realizados para cada tiempo de adquisicion de datos.
La presion de fin de sistole (Pfs), la dP/dtmax, la frecuencia cardiaca (FC), y la FES fueron calculadas en cada latido
registrado y el promedio de latidos procesados durante los 15 seg de adquisicion (15 a 30 latidos) fue el valor
asignado a la muestra para ese tiempo. Los valores de isquemia y reperfusion fueron expresados como porcentaje
del valor basal considerado como 100%.

Analisis de los episodios arritmicos.

Las arritmias fueron detectadas a partir de las sefiales de electrograma y presidon intraventricular durante la
isquemia y la reperfusién y diagnosticadas de acuerdo a la convencion de Lambeth como latidos ectdpicos
prematuros (LEP), salvas de taquicardia ventricular (STV), taquicardia ventricular (TV) y fibrilacion ventricular (FV)
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[20]. La gravedad de las arritmias se evalud a través de un indice de severidad de arritmias (ISA) [21] para permitir
la comparacion estadistica en experimentos con taquiarritmias. Los valores asignados a cada tipo de episodio
arritmico fueron los siguientes: ritmo sinusal=0, latidos ectdpicos prematuros (LEP)=1, STV=2, taquicardia
ventricular (TV)=3, fibrilacién ventricular reversible (RFV)=4 vy fibrilacién ventricular irreversible (FVI)=5. El valor del
ISA de cada animal correspondié al del episodio de mayor gravedad.

Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como media+ES. Se utilizd el test t de Student para comparar diferencias entre 2
grupos y ANOVA para comparar diferencias entre mas de 2 grupos. El ANOVA de una via fue utilizado para analizar
el efecto del tiempo sobre las variables hemodindmicas. En ambos casos, si F fue significativo, se realizé un analisis
posterior aplicando el test de Scheffé para comparaciones multiples. Las diferencias se consideraron significativas
para p<0.05.

RESULTADOS.

La Tabla 1 muestra que la Pfs no tuvo diferencias significativas respecto del valor basal al final del periodo
isquémico y durante toda la reperfusién en ninguno de los grupos estudiados. Esto demuestra que las diferencias en
la recuperacion de la funcidén mecanica y la generacidén de arritmias se debieran al efecto de la oclusién control o al
precondicionamiento y no a variaciones en la respuesta hemodinamica a la isquemia. En concordancia con los
resultados de Pfs, la dP/dtmax evidencidé valores semejantes a los basales al finalizar la isquemia, los cuales se
conservaron a lo largo de la reperfusién en todos los grupos. Al ser la dP/dtmax un indice de contractilidad, estos
resultados sugieren que el estado inotrdpico del ventriculo izquierdo no tuvo alteraciones durante la isquemia ni la
reperfusidn. La estabilidad de la FC, con valores similares a los basales, mostré que el tamano del area sometida a
isquemia fue lo suficientemente pequefia como para no tener que compensar con una mayor frecuencia una
disminucién de la capacidad contractil del corazén. Asimismo, su regularidad es indicadora de que la isquemia y la
reperfusion no alteraron al animal, lo que junto con la uniformidad de la Pfs y la dP/dtmax, demuestran que la
funcion de bomba del corazén no se vié afectada por el tamafio o la duracién de la isquemia.

TABLA 1.
Valores hemodinamicos basales, fin de isquemia
y durante los primeros 30 min de reperfusion.

Basal 1_2 min c_le 10 min c_lg 20 min c_ig 30 min c_ig
isquemia reperfusion reperfusion reperfusion

CONT
Pfs 105.3+4.1 103.2+6.7 110.2+6.6 104.9+5.5 102.1+5.0
dP/dtmax 2597+£136 2392+86 2409+124 2420+147 2461+145
FC 88.1+5.5 90.9+6 90.3+6.4 87.1+6.0 85.6+6.2
PT
Pfs 103.0+4.5 96.6+2.7 105.3+2.2 103.9+3.4 103.7+4.2
dP/dtmax 2206+146 2063+131 2053+147 2076+136 2090+125
FC 68.7+3.0 69.8+3.3 66.9+3.4 67.5+3.0 67.7+£2.6
PTG
Pfs 99.9+3.2 106.1+3.4 105.4+4.2 99.1+4.3 99.2+3.6
dP/dtmax 20971224 2069+248 2104+185 2080+205 2115+220
FC 80.5+7.2 84.8+9.0 86.8+7.7 85.5+8.1 83.8+7.7
PTHMR
Pfs 99.42.7 99.9+4.9 100.8+5.3 99.0+4.7 93.9+4.4
dP/dtmax 21974218 2124+178 2089+146 2084+121 2081+135
FC 69.0+4.0 67.4+4.0 68.0+3.9 67.7+5.3 62.7+3.3
PT5HD
Pfs 93.5+1.3 93.6+2.2 96.5+1.9 94.7+1.6 95.9+2.2
dP/dtmax 29251443 3021+404 2943+446 3016+412 3118+400
FC 105.9+4.8 109.4+4.0 104.1+5.1 103.5+7.5 105.3+9.2

Pfs: presion de fin de sistole; dP/dtmax: derivada maxima de la presiéon ventricular;
: frecuencia cardiaca; 'CONT: control; PT: precondicionamiento temprano;
PTG: precondlaonamlento temprano con glibenclamida antes de la isquemia;
PTHMR: precondicionamiento temprano con HMR1098 antes de la isquemia;
PT5HD: precondicionamiento temprano con 5-hidroxidecanoato antes de la isquemia. Media*SE;

En el grupo CONT, se generaron arritmias graves al reperfundirse el corazon luego de 12 min de isquemia. La
Figura 1 muestra en un animal los registros del ritmo sinusal durante el periodo basal de normoperfusion y durante
la isquemia, y de TV y FV durante la reperfusion temprana.
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El precondicionamiento temprano ofrecidé proteccién contra las arritmias evidenciado por un ISA significativamente
reducido respecto del grupo CONT (Figura 2A). En estas condiciones, el 8% de los animales del grupo PT presentd
Unicamente extrasistoles en el momento de la reperfusién y el resto no mostré alteraciones del ritmo sinusal en
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Figura 1. Ritmo sinusal durante la normoperfusion y la isquemia, y taquicardia y su
evolucion a fibrilacion ventricular en el momento de la reperfusién. Los tiempos

durante la reperfusidon son segundos después de comenzada la misma.

ninglin momento de la experiencia.
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Figura 2. A: Indice de severidad de arritmias (ISA) en Control (CONT) vy
precondicionamiento temprano (PT). Media+SE, # P<0.01 vs CONT (test de Student).
CONT (N=14), PT (N=9). B: Fraccion de espesamiento sistdlico (FES), expresado
como % del valor basal. Media+SE, # P<0.01 vs CONT

La administracion de glibenclamida tuvo un efecto adverso sobre la proteccidn conferida por PT contra las arritmias,
no solamente aboliendo la disminucion en el valor de ISA obtenida en el grupo PT sino incrementando, aunque no
significativamente, el desencadenamiento de episodios arritmicos respecto de CONT (Figura 3A).
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Figura 3. A: Indice de severidad de arritmias (ISA) en Control (CONT),
precondicionamiento temprano (PT) y PT con glibenclamida (PTG). Media£SE,
*P<0.05 PT vs CONT y PTG (ANOVA seguido de Scheffé). CONT (N=12), PT (N=9),
PTG (N=8). B: FES como % del valor basal. Media£SE, # P<0.01 vs CONT.

El HMR1098 tuvo un efecto potenciador de las arritmia semejante a lo obtenido con glibenclamida, eliminando no sélo
la proteccion del precondicionamiento, sino incrementando, aunque no significativamente, los episodios arritmicos
por encima de los del grupo CONT (Figura 4A).
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Figura 4. A: Indice de severidad de arritmias (ISA) en Control (CONT),
precondicionamiento temprano (PT) y PT con HMR-1098 (PTHMR). MediaxSE, *
P<0.05 PT vs CONT y PTHMR(ANOVA seguido de Scheffé). CONT (N=9), PT (N=6);
PTHMR (N=7). B: FES como % del valor basal. Media*SE, # P<0.01 vs CONT.

El 5-HD tuvo una respuesta intermedia en la inhibicion de la arritmias, ya que no evidencid diferencias significativas
respecto del grupo CONT ni PT. Tampoco tuvo un efecto promotor de las mismas como fuera observado con
glibenclamida y HMR1098, ya que el grupo PT5HD mostré una tendencia a disminuir la incidencia de episodios
arritmicos respecto del grupo CONT (Figura 5A).
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Figura 5. A: Indice de severidad de arritmias (ISA) en Control (CONT),
precondicionamiento temprano (PT) y PT con 5-HD (PT5HD). Media+SE. # P<0.01 vs
CONT (ANOVA seguido de Scheffé). CONT (N=10), PT (N=8), PTSHD (N=6). B: FES
como % del valor basal. MediaxSE, * P<0.05 vs CONT; # y ** P<0.01 vs CONT; &
P<0.01 vs PT5HD (ANOVA seguido de Scheffé).

La respuesta eléctrica del corazén estuvo en todos los grupos en concordancia con la respuesta mecanica (Figura
6), observandose una mayor recuperacion de la fraccion de espesamiento durante los 30 primeros minutos de
reperfusion en el grupo PT en comparacion con el CONT (Figura 2B), la cual fue abolida por completo en los grupos
GLI y HMR (Figuras 3B y 4B) y parcialmente en el grupo 5-HD (Figura 5B).
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Figura 6. Relacién entre la media de la fraccion de espesamiento sistélico (FES) a los
30 min de reperfusion, y la media del indice de severidad de arritmias (ISA) para los
grupos CONT, PT, PTG, PTHMR y PT5HD. FES estd expresada como % de recuperacion
respecto del valor basal considerado como 100%

DISCUSION.

El presente estudio demuestra que existe precondicionamiento isquémico temprano contra las arritmias y el
atontamiento postisquémico en animales conscientes y que los KATP participan como efectores del mecanismo
protector. Dentro de los KATP, se comprobd una participacién muy manifiesta de los KATP sarcolemales como
efectores de la salvaguardia contra las arritmias, ya que su apertura, que reduce la duraciéon del potencial de accion
evitando la sobrecarga de Ca2+, fue completamente abolida por glibenclamida y HMR1098, inhibidores inespecifico y
especifico, respectivamente, de estos canales. Por otra parte, los KATP mitocondriales parecen ser menos
importantes como efectores del mecanismo de defensa, debido a que el antagonista especifico de su apertura (5-HD)
produjo una inhibicion mas débil del precondicionamiento contra las arrritmias. Esta variacion en el grado de
participacién de los KATP sarcolemales y mitocondriales se manifest6 de manera similar en el caso de la respuesta
mecanica al PT.

Diversos trabajos [6-8] han comprobado el papel de salvaguardia contra las arritmias provisto por PT. Sin embargo,
el Unico estudio que analizé proteccién contra las arritmias por PT inducido por 10 episodios de 2 min de isquemia-2
min de reperfusion en cerdos conscientes, no encontré variaciones respecto de control cuando se consideraron
latidos ectdpicos o taquicardia ventricular luego de 40 min de isquemia [4]. A diferencia de este trabajo, el presente
estudio establecié defensa contra la incidencia de arritmias de reperfusion en animales conscientes frente a una
isquemia slolstenida reversible, lo que permitié analizar la proteccion sin los efectos agregados que puede producir la
muerte celular.

La importancia de los KATP sarcolemales y mitocondriales en el mecanismo del precondicionamiento temprano es
aun discutido. En un principio se asumié que la apertura de los KATP sarcolemales durante la isquemia, con la
consiguiente disminucion de la duracion del potencial de accion, protegian al miocardio disminuyendo la sobrecarga
de Ca2+ [22-23]. Este mecanismo, respaldado por la inhibicion de la proteccion con glibenclamida [24-25] fue
posteriormente cuestionado debido al hallazgo de precondicionamiento farmacolégico sin que hubiera reduccion de la
duracién del potencial de accién [26], desplazando la atencidon hacia los KATP mitocondriales como agentes de
proteccion [27]. Merced al descubrimiento de las sulfotioureas, HMR1833 y su sal sddica HMR1098 [28] como
inhibidores selectivos de los KATP sarcolemales, se pudo luego comprobar la participacién de ambos tipos de canales
en el mecanismo de defensa del precondicionamiento [29-31].

No obstante, en relacidén a la participacion de los KATP sarcolemales en la proteccion contra las arritmias, diversos
estudios de isquemia sin precondicionamiento en corazoén aislado de rata [32], de proteccidn por ejercicio antes de
una isquemia reversible en conejos [33] o ratas [34] o de estimulacion intermitente antes de un episodio prolongado
de isquemia en corazéon embrionario de pollo [35] han hallado que el cierre de estos canales protege en lugar de
inhibir las alteraciones eléctricas. Estos resultados contrastan con los obtenidos en ovejas conscientes, donde la
inhibicion de los KATP con glibenclamida promovid el desencadenamiento de arritmias de reperfusion luego de una
isquemia de 12 min de duracion [17]. Por otra parte, Light y col. [30] encontraon que la inhibicion de los KATP
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sarcolemales con HMR1089 producia un incremento pronunciado del Ca2+ intracelular en miocitos aislados luego de
un periodo de hipoxia inducida por farmacos, y este aumento podria estar vinculado al desencadenamiento de
arritmias [36-37].

Los resultados obtenidos en este trabajo se podrian atribuir al uso de una especie animal diferente, al protocolo
experimental en animales conscientes, o a las dosis y/o falta de especificidad de las drogas utilizadas para inhibir los
KATP. En el caso del 5-HD, para comprobar si la falta de un mayor bloqueo de las arritmias se debia a una dosis
insuficiente, se hicieron pruebas piloto a una dosis de 10 mg/kg, con resultados similares (no publicados) a los
obtenidos con 5 mg/kg, que es la dosis usada corrientemente en otros estudios, lo que permite descartar un efecto
limitante de la dosis como explicacién de la falta de respuesta de los KATP mitocondriales frente al 5-HD. Asimismo,
existen evidencias que indican que el 5-HD también podria actuar sobre los KATP sarcolemales [38], indicando una
especificidad relativa de este inhibidor. En el caso del HMR1098, la dosis de 12 mg/kg fue la logré inhibicién total de
los KATP sarcolemales aunque la dosis de 3 mg/kg utilizada en la mayoria de los trabajos es capaz de inhibir la
proteccion por precondicionamiento contra el atontamiento [19].

CONCLUSIONES.

El presente estudio ha contribuido a demostrar la participacion de los KATP sarcolemales como efectores de la
proteccion contra las arritmias en un modelo de mamifero grande consciente, lo que sugiere que las drogas
inhibitorias utilizadas clinicamente, como por ejemplo la glibenclamida, deberian ser usadas con prudencia.
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