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INTRODUCCION



Isquemia y Reperfusion

La célula miocardica, como todas las células del organismo, consume O; y elimina CO; y
H2O debido al resultado de su metabolismo aerdbico. Esta tarea conduce a la formacion,
sobre todo a partir de acidos grasos y carbohidratos, de fosfatos de alta energia, [ATP
(adenosintrifosfato) y CP (creatinafosfato)], que la célula utilizara para el mantenimiento de
la asimetria i6bnica transmembrana y la actividad mecanica. Es asi que la concentracion
intracelular de sodio ([Na']) es mantenida en niveles bajos gracias a la actividad de la
bomba Na*/K* ATPasa. Este complejo enzimatico, utilizando como fuente de energia la
hidrolisis del ATP, promueve la salida de Na* desde el interior de la célula al espacio
extracelular y al mismo tiempo permite el ingreso de K* al compartimiento intracelular. Por
otra parte, la concentracién intracelular de calcio ([Ca2+]i) es mantenida en valores
aproximadamente mil veces menores que los encontrados en el espacio extracelular
gracias al funcionamiento de la bomba Ca®* ATPasa del sarcolema y del intercambiador
Na*/Ca?* (NCX) (Ytrehus y col, 1994; Murphy y col, 1999). La Ca** ATPasa es capaz de
transferir la energia del ATP a un intermediario fosforilado de alta energia, que la utiliza
para transportar un i6n Ca®", en contra de su gradiente de concentracion, por cada
molécula de ATP hidrolizada (Carafoli y Stauffer, 1994).

Cuando el flujo coronario se reduce (isquemia), resulta insuficiente la disponibilidad de
oxigeno para la funcién mitocondrial y lleva rapidamente a la interrupcion de la sintesis de
ATP aerobico. El consiguiente incremento de los fosfatos inorganicos estimulan la
generacion de ATP anaerdbico, por la via glucolitica, y se produce un aumento de la
produccion de lactato. Esta via es la que suple temporalmente la deficiencia de la via
aerdbica. Cuando las condiciones de hipoxia contindan, la acidificacion intracelular
produce la activacion del intercambiador Na*/H" (NHE) para restaurar el pH intracelular, la
activacion del NCX, debido al aumento de la [Na™]; y la inhibicion de la Na*/K*ATPasa.
Esto ocasiona un desequilibrio ionico, la despolarizacion de la membrana celular y la
acumulacién de Ca®* citosolico. Esta sobrecarga de Ca®" contribuye al dafio celular por la
activacién de proteasas que modifica la integridad de la membrana vy, si el periodo de

isquemia es prolongado, desencadenan la muerte celular (Crow y cols, 2004).
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Figura 1: Eventos que suceden en la isquemia/reperfusion

Inicialmente, las mitocondrias son capaces de amortiguar el aumento citosélico de Ca?,
pero esta sobrecarga de Ca®* mitocondrial lleva a la pérdida de la impermeabilidad de la
membrana mitocondrial y de su potencial. Si la isquemia se extiende, la transferencia de
electrones se altera, lo cual resulta en un aumento de la producciéon de las especies
reactivas del oxigeno (ROS). (Chen y cols, 2008). Finalmente, los dafios dependen de la
duracion del evento isquémico, la cual puede, paradéjicamente, amplificar la injuria.

El proceso de reperfusion (restablecimiento del flujo coronario) esta asociado con cambios
bioquimicos y funcionales del miocardio que pueden determinar la supervivencia 6 la
muerte celular. Aunque la restauracion del flujo sanguineo es un prerrequisito para salvar
a la célula miocardica, la reperfusién en si misma puede acelerar o adicionar injuria a la ya
generada por la isquemia.

Durante esta etapa la normalizacion del pH extracelular (7.4) y el mantenimiento de la
acidosis intracelular, conducen a la activacion del NHE y secundariamente al NCX,
llevando a la sobrecarga de Ca?*. Con la re-introduccion de O a la célula miocardica tiene

lugar la produccién abrupta de las ROS.



La isquemia-reperfusiéon puede producir tres tipos de alteraciones: el atontamiento
miocardico, el infarto al miocardio y las arritmias, que dependen de la duracion de la

isquemia.

Atontamiento miocardico:

Este término fue definido por Braunwald y Kloner (1982) como la disminucién transitoria de
la contractilidad que se observa durante la reperfusion después de cortos periodos de
isquemia (aproximadamente 15 a 20 minutos) y en ausencia de dafo irreversible.

Las dos hipdtesis que permiten explicar las alteraciones del atontamiento miocardico son
la sobrecarga de Ca?* y la produccién de ROS (Bolli, 1990; Kloner y col 1998; Gao y col,
1997; Van Eyk y col, 1998). La injuria producida por el Ca** es en parte mediada por la
protedlisis que ocurre como resultado de la activacion de proteasas (calpainas)
dependientes de Ca**. Especialmente la calpaina ataca a la troponina | (Tnl) clivandola y

provocando una respuesta disminuida de los miofilamentos al Ca?* (Gao y col, 1997).

Infarto de miocardio:

Se produce cuando la isquemia se prolonga mas allda de 20 a 30 min, causando
alteraciones ultraestructurales del miocardio que llevan a la muerte celular. Es asi, que
producir una oclusién coronaria sostenida provoca un infarto agudo de miocardio (IAM) y
puede resultar en muerte temprana por paro cardiaco debido a arritmias 0 a una pérdida
suficiente de la contractilidad del ventriculo izquierdo. La restauracion del flujo coronario a
través de la arteria ocluida es el principal tratamiento del IAM y la aplicacion de la
reperfusion temprana para restaurar el aporte sanguineo a la zona de riesgo isquémica es
central para limitar la extension de la injuria irreversible. Sin embargo, es reconocido que
la reperfusion puede estar asociada con posterior injuria (Yellon y Baxter, 2000; Downey y
Cohen, 2006). Por lo tanto, es apropiado hablar del IAM como una patologia por isquemia-
reperfusion.

La necrosis y la apoptosis son dos procesos que contribuyen a la muerte celular. Aun
cuando existen controversias la mayor parte de las evidencias disponibles sugieren que en
el infarto miocardico el numero de células apoptéticas es muy bajo comparado con el de

células necroticas. Estos mecanismos serian puestos en marcha cuando se produce la
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formacion y apertura del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria (Crompton M,
1999; Di Lisa y col, 2001; Halestrap y col, 2004) en el cual las ROS y el Ca?®" participan

activamente.

Especies Reactivas del Oxigeno (ROS)

La generacion de radicales libres durante la reperfusion ha sido implicada como
responsable en la patogénesis del dafo por reperfusion. Particularmente, el anion
superéxido (O.°) ha sido sefialado como el responsable de la peroxidacién de las
membranas celulares. Dentro de las ROS, también se encuentran, el anion hidroxilo (OH™)
y el oxido nitrico (NO'), y las especies no radicales como el peroxido de hidrogeno (H20-),
oxigeno singulete ('0,) y el peroxinitrito (ONOO"). Se incrementan durante la reperfusion
del miocardio isquémico y representan uno de los mayores detonantes del dafio por
reperfusion. Bajo condiciones de estado estacionario, las ROS son producidas en la
mitocondria cuando se reduce el oxigeno a agua. En estas condiciones las ROS son parte
importante de la homeostasis celular, interviniendo en procesos de sefalizacidon, de

diferenciacion, de mitosis y en la respuesta inmune (Sun y col, 2005).

Figura 2: Generacién de especies reactivas del oxigeno radicales y no radicales



A concentraciones mayores a las fisiologicas, las ROS son consideradas como los
principales responsables del dafo celular. En el corazén, son sintetizadas por los
cardiomiocitos, el endotelio vascular coronario y las células inflamatorias como los
neutréfilos. Causan la oxidacion de los lipidos de membranas, la desnaturalizacion de
proteinas y provocan ademas la ruptura del ADN. Las ROS tienen un papel dual actuando
como moléculas de sehRalizacion o bien activadoras de mecanismos de dano. El
desempefio de una u otra funcion esta basado en diversos factores que se relacionan con
la concentracién sitio-especifica de las ROS, la transformaciéon en especies mucho mas
reactivas y la activacion o el cambio de funcion de las enzimas generadoras de ROS. Por
ejemplo, la actividad basal de la xantina deshidrogenasa cambia a actividad de oxidasa
bajo condiciones de isquemia. Ademas, las citocinas y trombinas que se liberan en la
reperfusion pueden activar a la NADPH oxidasa del endotelio, favoreciendo la produccion
de ROS (Zatta y col, 2006).

Desacople Oxidasas de funcién mixta: citocromos P-450

de la NOS /
‘ reticulo endoplasmico

NADPH xantina oxidasa

oxidasa ‘ % hemoglobina
/ riboflavina
. citoplasm catecolaminas

peroxisoma Fe3* mitocondria
. Q Cu?*
oxidasas —
flavoproteinas Cadena
membranacelular . .
bicapa lipidica resplratorla
Metales de
transicion - lipoxigenasa

prostaglandina sintasa

Figura 3: Produccién celular de ROS

Sistemas antioxidantes
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El organismo ha adquirido a lo largo de la evolucidon mecanismos de defensa contra los
radicales libres. Estos mecanismos intentan prevenir la produccion de los mismos, detener
o retardar la reaccion de oxidacion en cadena que desencadena el radical, reparar los
dafos que causan a las macromoléculas o degradar las lesionadas. Los mecanismos
antioxidantes suelen actuar de forma coordinada, ejercen su funcidon en localizaciones
subcelulares concretas, y se agrupan en dos sistemas de defensa antioxidante: sistema

enzimatico y sistema no enzimatico (Hussain, Slikker y Ali, 1995)

Mecanismos antioxidantes

7

% Estimulan los mecanismos de remocion de las ROS

Enzimaticos No enzimaticos
Superoxido Dismutasa (SOD) Vitmanina E
Glutation Peroxidasa (GP) Vitamina C
Glutation Reductasa Carotenoides
Catalasa Ubiquinona

Flavonoides

Figura 4: Mecanismos antioxidantes

El sistema antioxidante enzimatico constituye la primera y mejor linea de defensa contra
los radicales libres. Esta integrado por tres enzimas principales que trabajan en cadena
para desactivar selectivamente radicales libres: superdxido dismutasa, (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx); otras tres enzimas, glutation reductasa (GR),
glutation-S-transferasa (GST) y y-glutamil cisteinil sintetasa (GCS), sin ser estrictamente
enzimas antioxidantes, colaboran indirectamente con la GPx ya que contribuyen a regular
el pool intracelular de glutation reducido (GSH), uno de los principales antioxidantes
celulares no enzimaticos (Hussain, Slikker y Ali, 1995).

El glutatién reducido (GSH): es un tripéptido formado por (glutamato-glicina-cisteina). Este

no solamente actia como “scavenger” 6 atrapante de las ROS, sino que regula el estado
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redox intracelular. El sistema del glutation consiste en el GSH, la GPx y la glutation
reductasa (GRed). La GPx cataliza la reduccién del H,O, y otros peréxidos convirtiendo el
GSH a su forma oxidada (GSSG):

GPx
ROOH + 2GSH me===> ROH + GSSG + H,0

El GSSG es posteriormente reducido de nuevo a GSH por la GRed. En condiciones
normales, mas del 95% del glutation celular esta en forma reducida, asi que el ambiente
intracelular es primordialmente reductor. La fuerza reductora del GSH es una medida de

su poder de captacion de ROS, donacién de electrones y de grupos sulfidrilos.

La Superoxido Dismutasa (SOD): representa otro de los grandes sistemas antioxidantes

del organismo. Se distinguen la SOD dependiente de Mn, que se localiza dentro de la
mitocondria, la SOD dependiente de Cu-Zn que se encuentra en el citosol y la SOD
extracelular (EC) que se localiza fuera de la célula (van Deel y col, 2008; Kinnula y Crapo,
2004). Todas las SOD catalizan la reaccion de conversion del anién superéxido (O27) en la

molécula peroxido de hidrégeno (H205).

20, + 2H* == H,0, + O,

Actividad catalitica
Estabilidad estructural
Codificada en el cromosoma 21

Citoplasmatica
Extracelular

Actividad catalitica
: " Termosensible

Codificada en el genoma nuclear

Mitocondrial

Figura 5: Superoxido dismutasa (SOD)
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Dentro de los sistemas antioxidantes no enzimaticos se encuentran la albumina,
metalotioneina y ceruloplasmina, ferritina, acido urico, bilirrubina, vitaminas E y C, etc. En
la siguiente figura, se realiza una sintesis de las vias de regulacién de los sistemas
antioxidantes frente a la formacion de ROS. Como puede observarse el radical Oy"
mediante la captacidén de electrones y la participacion de la enzima SOD y de los iones

Fe* (reacciones de Fenton y de Haber Weiss) se convierte en las especies H,O, y OH-.

Reaccion de Haber-Weiss
1: O,” + Fe¥ —» 0, + Fe*

Reaccion de Fenton
2:  Fe* + H0, ———  OH + OH + Fe*

1 + 2: O, + H,Opb — OH + OH" +0,

Ademas de las enzimas SOD, GPx y catalasa que actuan directamente sobre las ROS
existen otros “soportes” antioxidantes que incluyen GRed y enzimas involucradas en la via
de las pentosas fosfato que mantienen los niveles celulares de GSH y NADPH, cofactores

necesarios para SOD y GPx.

La mitocondria

La mitocondria es el organelo donde ocurre la mayor sintesis de ATP por la cadena
transportadora de electrones y la fosforilacidon oxidativa, motivo por el que tiene particular
importancia en la célula. Ademas es la principal fuente de ROS intracelular y tiene la
capacidad de almacenar calcio. Si bien niveles descontrolados de ROS y una sobrecarga
de calcio pueden ser toxicos para las células, en niveles regulados son factores

importantes en la transduccion de senales (Murphy y Steenbergen, 2007).

Poro de permeabilidad transoria de la mitocondria (PPTM)
Frente al estrés producido por la isquemia y reperfusion, la mitocondria responde con la

formacién del PPTM, un poro no especifico multimérico. La formacion del PPTM permite el
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paso de agua y solutos de peso molecular mayor de 1.5 kDa. Es un canal que funciona
con alta conductancia, es dependiente de voltaje y no selectivo. Bajo condiciones
fisiolégicas normales la membrana mitocondrial interna es impermeable a la mayoria de
los solutos y el PPTM no se forma. En condiciones de estrés, como la isquemia-
reperfusion, la formacion del poro en la membrana interna resulta en la pérdida de la
impermeabilidad y rapido colapso del potencial de la membrana mitocondrial. La formacion
del PPTM ocurre durante la reperfusion y de acuerdo con el tiempo de apertura del mismo
se puede desencadenar la apoptosis, la necrosis 6 ambas (Crompton y col, 1988; Duchen
y col, 1993; Lemasters y col, 1997; Halestrap y col, 1998; Di Lisa y col, 2001). Entonces, la
formacion o la inhibicion del PPTM durante la reperfusion determina la muerte o la
sobrevida celular (Halestrap y col, 2004).

Halestrap y col. (1998) propusieron que el PPTM se produce como resultado de la union
de la ciclofilina D (CyP-D) de la matriz mitocondrial y la adenina nucledtido translocasa
(ANT) a la membrana mitocondrial interna. Esta unién se ve favorecida por la modificacion
del grupo tiol de la ANT 6 de otros grupos tioles por las ROS, cuya produccién puede ser
aumentada por el aumento del Ca*" intramitocondrial (Kanno y col, 2004). Es decir, la
sobrecarga de Ca®" y las ROS mitocondriales son los principales inductores de la
formacion del PPTM (Fig. 5)

Estado Estado
impermeable permeable

t [Ca?) 7{‘;\
—@

g
CyP-D

Figura 5: Componentes y formacion del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
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Canal anidnico sensible a potencial (VDAC): Es la proteina de mayor abundancia en la
membrana externa de la mitocondria. Posee un peso molecular de 31 kDa y puede existir
en distintos estados conformacionales de diferente selectividad y permeabilidad. Como su
nombre lo indica es sensible al potencial de la membrana pero no puede transportar
nucledtidos de adenina, id6n calcio, ni otros metabolitos (Murphy y Steenbergen, 2007). En

este momento su importancia en la formacién del poro esta en discusion.

Transportador de Nucleétidos de Adenina (ANT): Es una proteina de la membrana
interna de la mitocondria, tiene un peso molecular de 32 kDa. Su funcién es transportar
ADP y ATP a través de la membrana interna mitocondrial (Armstrong, 2006), se une a
CypD cuando se ensambla el PPTM (Woodfield y cols., 1998).

Ciclofilina D (CypD): Esta proteina tiene un peso molecular de 17 kDa, se encuentra en
la matriz mitocondrial y posee actividad peptidilpropil cis-trans isomerasa. Se postula como

una proteina clave en la formacion del mPTP (Amstrong, 2006).

Crompton y col. (1988) y Broekemeier y col (1989) observaron que el PPTM puede ser
inhibido por la ciclosporina A (CsA) en bajas concentraciones. El efecto inhibidor de la CsA
se puede reducir moderadamente aumentando la concentracién de Ca®* (Bernardi y col,
1992), por ello su efecto se describe mejor como "desensibilizacion del PPTM para el
Ca?*. Es importante recalcar que el PPTM todavia se puede abrir en la presencia de CsA,
hecho que exige un cuidadoso control para evaluar si el poro se encuentra realmente

inhibido en presencia de CsA tanto in vitro como in vivo (soriano y cols, 2004).

Estrategias Cardioprotectoras

El término cardioproteccion se refiere especificamente a intervenciones capaces de
disminuir el tamafo del infarto u otras alteraciones determinadas por la isquemia-
reperfusion como son las arritmias y el deterioro de la funcidén contractil. En el estudio del
miocardio y la isquemia-reperfusion, son tan variados los mecanismos de dafio, como las
estrategias descritas para su proteccion. A pesar de que estas estrategias son
relativamente nuevas, la idea nace en los afnos 80, donde se observd que reperfusiones

cortas con flujo coronario bajo en comparacién con el normal, mejoraban la actividad
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contractil del corazén, reduciendo parcialmente el dafio por reperfusion (Okamoto y col
1986).

Preacondicionamiento Isquémico (PI)

Numerosos trabajos nombran como un  mecanismo  cardioprotector al
“preacondicionamiento isquémico”. El primer reporte citado fue en 1986 por el grupo de
Murry y cols (1986), donde se observdé que el tamafio del infarto resultante de una
isquemia prolongada, podia ser reducido significativamente si el corazon se sometia a
episodios breves de isquemia y reperfusion antes de la isquemia de mayor duracion.
Estudios posteriores confirmaron esta estrategia cardioprotectora en diversas especies

tales como el cerdo (Schott y col 1990) y el conejo (Liu y col 1991).

| S -

D Isquemia — Reperfusion

Konomidis y col. (1994) demostraron que la aplicacion de episodios cortos de isquemia
previos a la isquemia de 90 min mejoraba la sobrevida de miocitos cardiacos humanos
cultivados. También en 1994, Kloner y Yellon, observaron que pacientes con enfermedad
coronaria desarrollaban menos dolor en el segundo que en el primer test de ejercicio
cuando esos test estaban separados por un corto periodo de reposo.

Investigaciones recientes proponen que el Pl esta compuesto de varias etapas siendo la
primera la llamada “trigger” ¢ “gatillo™ que comprende los ciclos preacondicionantes de
isquemia-reperfusion que llevan a la activacion de ligandos cardioprotectores, siendo la
adenosina el primero propuesto por Liu y col. en 1991. Investigaciones posteriores,
mencionan a la bradiquinina, acetilcolina, opioides y fenilefrina como posibles mediadores
(Cohen y col, 2001). La interaccién de dichos ligandos con receptores de membrana lleva
a la activaciéon de distintas quinasas, tales como la proteina quinasa C (PKC) (Liu y col,
1994), la proteina quinasa activada por mitégenos p38 (p38MAPK) (Mocanu y col, 2000),
el complejo fosfatidilinositol-3-quinasa/Akt (PI3K/Akt) (Mocanu y Yellon, 2007), la
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glucogeno sintetasa quinasa-3 p (Tong y col, 2002) y el NO. Esta ultima molécula, de
forma directa 6 indirecta a través de la activacidon de la guanilato ciclasa (GC) es
considerada un factor importante en la cardioproteccién dada por el Pl (Rakhit y col, 1999;
Bolli, 2001).

La apertura de los canales mitocondriales de potasio dependientes de ATP también esta

implicada en los mecanismos cardioprotectores del Pl (Yang y col, 2010).

Postacondicionamiento Isquémico
En el afio 2003, Zhao Yy col, reportaron otro mecanismo endégeno con potente efecto
cardioprotector llamado “postacondicionamiento isquémico” (POS). Este mecanismo
consiste en la aplicacién de periodos cortos de isquemia y reperfusién al inicio de la
reperfusion y representa una estrategia con mayor aplicabilidad clinica, principalmente en
pacientes con infarto agudo de miocardio. Estudios confirman que el POS reduce el dano
por isquemia y reperfusion, atenuando el tamano del infarto (Kim y col, 2004).

La duracién de los periodos alternos de isquemia y reperfusion en el POS es medida
generalmente en segundos, y se dice que son ciclos mas cortos en especies pequeias
(de 10 - 15 segundos en ratas y ratones) y ciclos un poco mas largos en especies grandes
(30 segundos en perros y conejos y 60 segundos en humanos), (Staat, L'Huillier y col.,
2005).

) :
W

D Isquemia — Reperfusion

En el inicio de la reperfusidén ocurre una elevada produccion de ROS (Garlick y col, 1987 y
Kevin y col, 2003) y entre los efectos cardioprotectores del POS esta la reduccion de la
generacion de dichas especies reactivas (Lefer y col, 1991).

Por otro lado, se ha demostrado que el POS mantiene los niveles del sistema antioxidante
de glutation. Es decir que el POS es capaz de disminuir el estrés oxidativo a través de dos
mecanismos, disminuyendo la produccién de ROS y manteniendo el nivel de los

antioxidantes enddgenos (Serviddio y col, 2005).
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Mecanismos cardioprotectores del Pl y POS

Se sabe que el Pl genera un aumento en los niveles de adenosinas, bradiquininas y
opiodes, los cuales se unen a sus receptores que estan acoplados a proteina G, iniciando
una cascada de transduccion de senales que involucran a PI3K, Akt, GSK-3p y PKC, entre
otras moléculas. La activacion de estas cascadas, conducen a la activacion del canal
mitocondrial de potasio dependiente de ATP (mKATP) y a la inhibicion de la apertura del
PPTM (Downey y cols., 2007).

Se dice que el Pl tiene distintos efectos benéficos para la mitocondria: disminuye la
sobrecarga de ion calcio, disminuye el estrés oxidativo generado en la reperfusion,
mantiene el potencial de membrana, mejora la funcién respiratoria, reduce la liberacién de
citocromo c y la apoptosis (Hausenloy y cols., 2004).

El efecto protector observado con el POS, es comparable a los efectos observados con el
Pl. De hecho, el POS puede reducir los niveles de necrosis, apoptosis y la formacion de
ROS (Vinten-Johansen, Przyklenk vy col., 2011).

Son multiples las rutas que se activan durante el Pl o el POS que convergen en la
mitocondria, via modulacion de diferentes quinasas, entre ellas, PI3K/Akt, GSK-3( y la

isoforma ¢ de la PKC, (Hausenloy, Lecour y Yellon, 2011).

Proteina PI3K/AKT:

La PI3K, es una quinasa, lipidica heterodimérica, compuesta de una subunidad reguladora

y otra catalitica (Marone y col, 2008). La principal funciéon de la PI3K es fosforilar el
segundo mensajero fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PI-4,5-P2) a-fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PI1-3,4,5- P3). A través de esta funcién dicha quinasa juega un papel importante
en la regulacién de las respuestas celulares a los estimulos externos. Estos procesos
incluyen el crecimiento y la supervivencia, el metabolismo, el control del tamafo celular, la
respuesta inmune, y la comunicacion célula-célula (Wymann y Marone 2005). Por
consiguiente, PI-3-K ha sido blanco de estrategias terapéuticas para una amplia gama de
enfermedades. A través de PI-3,4,5-P3, se activan moléculas blanco, por medio de su
union al dominio de homologia (PH). Este dominio tiene 2 propdsitos: uno es afadir restos
lipidicos a las proteinas hidrofilas y el otro es exponer el dominio de activacion de las
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moléculas blanco (Ingley y Hemmings, 1994). Entre la proteinas que tienen estos dominios
una de las mas caracterizadas y mas importantes es la serina / treonina quinasa Akt
(Duronio y col, 1998).

La Akt 6 proteina quinasa B juega un papel vital en muchos procesos celulares tales
como la proliferacion y la supervivencia (Lawlor y Alessi 2001). Akt puede ser activada por
muchos tipos de estimulos (Datta y col. 1999), incluyendo factores de crecimiento, tales
como el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), hormonas como la insulina y
factores de estrés, tales como la temperatura. Akt es la mas ampliamente asociada con la
PI3K. La activacion de Akt comienza una vez que la PI3K cataliza la produccién de
fosfatidilinositoles-3,4-bifosfato y fosfatidilinositoles-3,4,5-trifosfato (Vanhaesebroeck vy
Alessi 2000). Estos lipidos reclutan Akt desde el citosol a la membrana plasmatica para
facilitar su fosforilacion en Thr308 y Ser473 por quinasas dependientes de fosfoinositidos
(Datta y col. 1999; (Vanhaesebroeck y Alessi 2000; Lawlor y Alessi 2001). La posterior
liberacion de Akt activada desde la membrana permite que se fosforilen varios sustratos
en el citosol, y que ademas se transloque al nucleo (Meier y col 1997; Borgatti y col, 2000;
Brami-Cherrier y col. 2002). Uno de los primeros sustratos de Akt identificados fue la GSK-
3-B (Cruz y col, 1995). Tanto GSK-3-3, como Akt son proteinas claves que afectan
funciones celulares fundamentales (Grimes y Jope 2001). La GSK-33 es generalmente
considerada una enzima constitutivamente activa que se mantiene predominantemente en
el citosol, pero tanto su actividad y su localizacion intracelular estan sujetas a regulacién
dinamica. La actividad esta regulada por fosforilacion, a menudo alcanzada por las vias de
sefnalizacion que activa Akt, y que fosforilan a la GSK-3( en Ser9, inhibiendo su actividad
(Cross y col, 1995).

Experimentos recientes muestran la presencia de Akt en la mitocondria (Bangyan, 2009).
Aunque se sabe mucho acerca de los sistemas de senalizacion que regulan su actividad
en el citosol y en el nucleo, es escasa la informacién acerca de estas enzimas en la
mitocondria. En condiciones de hipoxia, se puede inducir la asociacion de Akt con la
mitocondria (Pelicano y col, 2006). En esta organela, Akt puede directamente fosforilar a la
hexoquinasa Il en el sitio Thr473 y esta fosforilacion aumenta la asociacién de la

hexoquinasa Il con la membrana mitocondrial (Miyamoto y col, 2008). Por lo tanto, a través
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de la fosforilaciéon de la hexoquinasa Il y la promocion de su asociacion con la estructura
de poro mitocondrial, Akt mantiene la integridad mitocondrial y promueve la glucdlisis y la
supervivencia celular (Nakashima y col, 1986; Azoulay-Zohar y col, 2004). (ver fig 6). Solo
hay un unico informe que identifica la presencia de GSK-3[ en las mitocondrias (Hoshi y
col, 1996). Dadas las importantes funciones tanto de Akt y GSK-33 se han examinado si
las senales de Akt son dirigidas a las mitocondrias. Los resultados muestran que la
mitocondria posee un reservorio de Akt que es rapidamente modulado por sefales
intracelulares y que la subunidad B de la ATP sintetasa y la GSK3 fueron fosforiladas por
Akt (Gautam, Bijur y Jope, 2003).

Figura 6: Regulacion del metabolismo mitocondrial por Akt.

Glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3B):

La GSK-3 se caracteriz6 por su capacidad de fosforilar e inhibir la glucégeno sintasa, una
etapa reguladora clave en la sintesis de glucdégeno para almacenamiento de la glucosa
(Embi y col, 1980). Existen 2 isoformas homodlogas de GSK-3, la a y la B (Ross y caol,
1999). La GSK-3 a participa principalmente en la produccién de amiloide y la GSK-3p es
una figura central en muchas vias de sefalizacién, ya que fosforila diversos sustratos

metabdlicos, proteinas de sefalizacion y factores de transcripcion (Grimes y Jope, 2001).
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Estudios recientes muestran que la fosforilacion de GSK-3B en Ser9 mejora la tolerancia
del miocardio frente a las lesiones por isquemia- reperfusion (Foster et al, 2006). Uno de
los efectos es la disminucién del tamafo del infarto observada en el Pl. También se
demostré que la fosforilacion de GSK-3p en Ser9 la inhibe, reduciendo su actividad
quinasa (Juhaszova y col 2004). La administracion de inhibidores de GSK-33, tales como
el cloruro de Li y la indirubina-3-monoxima-5-yodo, imitando el efecto de la fosforilacion en
Ser9, reduce la necrosis de las células cardiacas producida por isquemia-reperfusion
(Gross, Hsu y Gross, 2004; Li, Bijur y Jope, 2002; Sutherland, Leighton y Cohen, 1993).
Una hipotesis atractiva para el mecanismo por el cual la P-GSK-3@ protege a los
cardiomiocitos de la lesién por isquemia/reperfusion, es la supresion de la apertura del
PPTM (Juhaszova y col 2004). Trabajos previos sugieren que los efectos de la inhibicion
de la GSK-3[3 se centran principalmente en la mitocondria y la apertura limitada del PPTM
(Juhaszova y col., 2004).

Diversas vias de sefializacién que estan dirigidas hacia Akt o PKC, convergen para causar
un grado de proteccion similar al PPTM (como efector final), fosforilar e inhibir la actividad
de la GSK-3B. Se ha encontrado que sirven también como un punto clave préoximo a los
componentes que forman el complejo del PPTM vy limitar su apertura (Juhaszova y col.,
2004).

Proteina quinasa C (PKC):

La PKC es una serina/treonina quinasa que se activa por cofactores lipidicos. Existen
multiples isoformas de PKC en el corazén, cada una de las cuales tiene un sustrato
especifico. Las formas clasicas (a, B y y) son dependientes de DAG y de Ca*" Las
isoformas 8, n y € son independientes de la concentracién de Ca?* y sélo necesitan DAG.
La importancia de PKC en el PI fue reportada por el grupo de Mitchell y col en 1995. Sin
embargo la primera evidencia de que PKC puede mediar el efecto protector del Pl fue

presentada por Ytrehus y col en el 2004.

También la PKC es un elemento clave en la cardioproteccién derivada del POS, Zatta y

col, 2006, reportaron una reduccion significativa en el tamano del infarto, en ratas a las
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cuales se les aplico un protocolo de POS (3 ciclos de 10 segundos de
isquemial/reperfusion), al inicio de la reperfusion y que este efecto fue atenuado con la
administracién de celeritrina, un inhibidor especifico de PKC. La administracion de la
celeritrina 5 minutos antes de la reperfusion, anula el efecto del POS sobre el tamarfio de
infarto, mientras que la aplicacion del 4b-phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), un
activador de la proteina PKC en lugar del POS, resulta cardioprotector (Philipp y col.,
2006).

En conjunto, estos datos sustentan la participacién de PKC en la proteccion por el POS.

En modelos murinos, se sabe que las isoformas de la PKC que predominan sonla d y la €.
Ambas isoformas estan involucradas en el dafio por isquemia/reperfusion. La isoforma &
se transloca a la mitocondria en los primeros minutos de la reperfusién, induciendo una
mayor produccion de anién superoxido. Es decir que la translocacion de PKCO se
relaciona con una alteracion mitocondrial y liberacion de citocromo C (Churchill y Szweda,
2005). Por otro lado, la isoforma € de la PKC fue relacionada con el efecto cardioprotector,

a través de una inhibicion de la formacién del PPTM (Zatta y col, 2006).

recientemente fue demostrado que PKCze interactia con los componentes del poro en la
mitocondria cardiaca (Baines y col.,, 2003). La inmunoprecipitacion de mitocondrias
cardiacas de ratén, revelaron la asociacion fisica de la proteina PKCe con ANT y VDAC,
asi como, la fosforilacién directa de de VDAC por PKCg, siendo esta la forma como PKCe
puede regular la apertura del PPTM, y proteger a la célula contra la muerte inducida por

reperfusion (Budas y Mochly-Rosen., 2007).
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OBJETIVOS



Objetivo general

Estudiar los efectos y vias de sefializacién involucradas en el preacondicionamiento
isquémico (Pl) y postacondicionamiento isquémico (POS) en corazones de ratas
hipertensas espontaneas (SHR) sometidas a protocolos isquemia-reperfusion.

Objetivos especificos

1.- Examinar los efectos del Pl (con 1 y 3 ciclos) y POS sobre el tamafo infarto y la
funcién miocardica postisquémica en corazones aislados de SHR sometidos a 45 min de
isquemia global y 60 min de reperfusion.

2.- Determinar el papel de la enzima glucogeno sintetasa quinasa 3B (GSK-3 (), en el
citosol y en la mitocondria, en los efectos de las intervenciones aplicadas. Para ello,
utilizaremos una herramienta farmacoldégica como es el inhibidor especifico de GSK-3,
indirubina- 3-monoxima5-yodo (IMI).

3.- Evaluar la participacion de la fosfatidilinositol-3'-quinasa (PI3K/Akt), en el citosol y en la
mitocondria, en los efectos de las intervenciones aplicadas. Para ello, usaremos como
herramienta farmacoldgica a la wortmanina, inhibidor de PI3K/Akt.

4.- Estudiar el rol de la isoforma ¢ de la proteina quinasa C (PKCg), en el citosol y en la
mitocondria, en los efectos de las intervenciones aplicadas. Para ello, utilizaremos como
herramienta farmacoldgica a la celeritrina, inhibidor de PKC.

5.- Estudiar la participaciéon del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria
(PPTM) en los efectos de las intervenciones aplicadas. Para ello, se usara la ciclosporina
A (CsA), inhibidor especifico de la ciclofilina D (componente citosélico del PPTM) para
evitar la formacion del poro.

6.- Evaluar la sensibilidad del PPTM al calcio en una suspensién de mitocondrias aisladas
de corazones sometidos a los distintos protocolos.

7.- Evaluar el daio oxidativo analizando en homogenatos de corazones sometidos a los
distintos protocolos, la peroxidacion lipidica y el contenido de glutatiéon reducido (GSH).

8.- Determinar las posibles asociaciones fisicas de P-GSK-3B y P- PKCe con el canal

aniénico dependiente de voltaje (VDAC) de la mitocondria en el Pl y POS.
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MATERIALES Y
METODOS



ANIMALES

Se utilizaron ratas machos hipertensas espontaneas (SHR) de 5 a 6 meses de edad
obtenidas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas, de la Universidad Nacional de
La Plata. Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guia para el cuidado
y uso de animales de laboratorio publicado por el Instituto Nacional de la Salud (NIH) de

Estados Unidos (publicacion N° 85-23, revisada en el afio 1996).

Obtencidon del corazén aislado

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/kg i.p.).Se les abri
rapidamente el térax, se aislo la aorta y se cortaron las conexiones cardiacas liberando al
corazon de grasa y tejido conectivo, sacandolo del animal. La aorta se ligd con hilo de lino
a una canula colocada en un sistema de perfusiéon de Langendorff. Estas maniobras se
realizaron en un tiempo no mayor de 50 seg para evitar el deterioro del preparado. El
corazoén fue perfundido con una solucién de Ringer compuesta por: CINa 120 mM, Cl,Ca
1.35 mM, CIK 4.7 mM, SO4Mg 1.2 mM, COzHNa 20 mM y glucosa 11.1 mM, la cual fue
termostatizada a 37°C y equilibrada con una mezcla gaseosa de 95% O - 5% CO,, para

obtener un valor de pH de aproximadamente 7.40.

Bomba de =

perfusion @ ! !

9S5%0, — —

5% EDJ — —
afll o
a o

Transductor de i
Bafio termostatico presion R Transductor de
{ppc} prasion
(PVI)
Marcapaso

Baldn de latex

Figura 1: Representacion esquematica del modelo experimental
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Luego de un breve periodo de estabilizacién, se produjo el bloqueo auriculo-ventricular
dafando con una fina aguja el tejido conductivo del septum auricular. La estimulacion
eléctrica se realizé a través de dos electrodos que fueron suturados a la pared ventricular
derecha para mantener la frecuencia cardiaca constante en un valor de 280 + 10 lat/min.
Para evaluar la actividad mecanica se colocdé un balon de latex atado a un tubo de
polietileno en el ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral. ElI extremo opuesto del
tubo fue conectado a un transductor de presion (AD Instruments) que permitié medir la
presiéon del ventriculo izquierdo (PVI) (Figura 1). El globo de latex y el tubo de polietileno
se llenaron con un volumen de agua suficiente para lograr una presion diastolica final
(PDF) de entre 8-12 mmHg. Dicho volumen se mantuvo constante durante todo el
experimento. La presién de perfusion coronaria fue monitoreada en el punto de canulacion
de la aorta y ajustada a valores entre 60 y 75 mmHg. El flujo coronario, controlado por una
bomba peristaltica fue de aproximadamente 10-12 ml/min en todos los grupos
experimentales. La PVI fue adquirida usando un conversor analdgico-digital y el programa
de adquisicién Chart V4.2.3 (AD Instruments). A través de esta senal se obtuvieron los

parametros mecanicos necesarios para evaluar la funcion miocardica.

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

1- Control (C)
Perfusion durante 140 min.

2- Control Isquémico (Cl)
a) Estabilizacién (E): 35 min
b) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min

c) Reperfusion (R): 1 hora

3- Preacondicionamiento Isquémico (1 ciclo, Pl)
a) Estabilizacion (E): 20 min
b) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG /10 min R

c) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
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d) Reperfusién (R): 1 hora

l 1G l

4- Preacondicionamiento Isquémico (3 ciclos, 3PI)

a) Estabilizacién (E): 15 min

b) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG /5 min R

c) Isquemia global normotérmica (I1G): 45 min
)

d) Reperfusién (R): 1 hora

1 L TR S

5- Postacondicionamiento isquémico (POS)
a) Estabilizacion (E): 35 min

b) Isquemia global normotérmica (1G): 45 min
c) 3 ciclos de IG-R: 30 seg IG/ 30 seg R

d) Reperfusion (R): 1 hora

[ 1G i} R

6- Tratamiento con 1 mM de indirubina-3'-monoxima,5-yodo (IMl, inhibidor especifico
de GSK-3p) previamente a la isquemia (IMlpre)

a) Estabilizacién (E): 25 min

)
b) IMI: 10 min
c) Isquemia global normotérmica (1G): 45 min
)

d) Reperfusién (R): 1 hora

[ —_c——
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7- Tratamiento con 1 mM de indirubina-3'-monoxima,5-yodo (IMI, inhibidor especifico

de GSK-3B) previamente a la isquemia (IMI3pre)

a) Estabilizacién (E): 20 min

b) IMI: 15 min

c) Isquemia global normotérmica (I1G): 45 min
)

d) Reperfusién (R): 1 hora

— G | >

8- Tratamiento con IMI en el inicio de la reperfusion (IMipos)

a) Estabilizacién (E): 35 min

c) IMI: 3 min

)
b) Isquemia global normotérmica (1G): 45 min
)
d) Reperfusién (R): 1 hora

9- Cl + 100 uM wortmanina (inhibidor de PI3K/Akt)

a) Estabilizacién (E): 20 min

b) Wortmanina (W): 15 min

c) Isquemia global normotérmica (I1G): 45 min
)

d) Reperfusién (R): 1 hora

10- P1 + 100 uM wortmanina (inhibidor de PI3K/Akt)
a) Estabilizacion (E): 5 min
b) Wortmanina (W): 15 min
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c) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG /10 min R
d) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min

e) Reperfusién (R): 1 hora

—- R IG |

11- 3P1 + 100 uM wortmanina

a) Estabilizacion (E): 10 min

b) Wortmanina (W): 15 min

c) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG /5 min R

d) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
)

e) Reperfusion (R): 1 hora

B —c—

12- POS + 100 uM wortmanina
a) Estabilizacion (E): 20 min

b) Wortmanina (W): 15 min

)
)
c) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
d) 3 ciclos de IG-R: 30 seg IG/ 30 seg R

)

e) Reperfusion (R): 1 hora

13- Cl + 1 uM celeritrina (inhibidor de PKC)
a) Estabilizacién (E): 20 min.

b) Celeritrina (Ce): 15 min
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c) Isquemia global normotérmica (1G): 45 min

d) Reperfusién (R): 1 hora

14- Pl + 1 pM celeritrina

a) Estabilizacién (E): 5 min

b) Celeritrina (Ce): 15 min

c¢) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG /10 min R

d) Isquemia global normotérmica (I1G): 45 min
)

e) Reperfusion (R): 1 hora

{ ce [ ] IC |

15- 3P1 + 1 uM celeritrina

a) Estabilizacion (E): 10 min

b) Celeritrina (Ce): 15 min

c¢) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG /5 min R

d) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min

e) Reperfusion (R): 1 hora

—E{eTee[Tee[H 6]

16- POS + 1uM celeritrina
a) Estabilizacion (E): 20 min.

b) Celeritrina (Ce): 15 min
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c) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
d) 3 ciclos de IG-R: 30 seg IG/ 30 seg R
e) Reperfusiéon (R): 1 hora

e ] 1c il :

17- Cl + 0.5 uM ciclosporina A (inhibidor del poro de permeabilidad transitoria de la
mitocondria)

a) Estabilizacién (E): 20 min.
b) Ciclosporina A (CsA): 15 min
c) Isquemia global normotérmica (1G): 45 min

c) Reperfusion (R): 1 hora

18- Pl + 0.5 uM ciclosporina A
a) Estabilizacién (E): 5 min

b) Ciclosporina A (CsA): 15 min

)

)
c) 1 ciclo de IG-R: 5 min IG /10 min R
d) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
)

e) Reperfusién (R): 1 hora

—E a1 G } R

19- 3PI + 0.5 uM ciclosporina A
a) Estabilizacion (E): 10 min
b) Ciclosporina A (CsA): 15 min
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c) 3 ciclos de IG-R: 2 min IG /5 min R
d) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min

e) Reperfusién (R): 1 hora

E feaea e G | R

20- POS + 0.5 uM ciclosporina A
a) Estabilizacion (E): 20 min

b) Ciclosporina A (CsA): 15 min

)
)
c) Isquemia global normotérmica (IG): 45 min
d) 3 ciclos de IG-R: 30 seg IG/ 30 seg R

)

e) Reperfusién (R): 1 hora

[ CsA | (e il R

Estos protocolos experimentales fueron repetidos 3 veces. Una serie fue utilizada para la
determinacion del tamafo del infarto. La otra para todas las determinaciones bioquimicas.

La tercera serie fue usada para el aislamiento de mitocondrias.

PARAMETROS MEDIDOS

Presion arterial sistoélica

Este parametro se controlé semanalmente en la cola de las ratas en forma indirecta
usando el método pletismografico (Byrom y Wilson, 1938) y siguiendo las modificaciones
detalladas en el trabajo realizado por Fritz y Rinaldi (2007).

Determinacion del tamario del infarto
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Al término del periodo de reperfusion el corazon fue retirado del sistema de perfusion de
Langendorff y el ventriculo izquierdo (VI), una vez pesado, se congelé a -20 °C por una
hora. Al cabo de este tiempo el VI fue cortado en trozos de 2 mm de espesor a lo largo del
eje mayor desde la punta a la base, los cuales fueron pesados y sumergidos en una
solucién al 1 % de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) durante 15 min (Fishbein y col, 1981).
El colorante ingresa a las células y al ser reducido queda atrapado en su interior
tinéndolas de color rojo. Sdlo las células que conservan actividad deshidrogenasa, pueden
retener este colorante. En consecuencia, las células que se encuentran vivas, quedaran
tefidas de color rojo, mientras que las células muertas no se tefiiran, permitiendo asi la
diferenciacion del tejido infartado (Figura 2). Los trozos de corazon fueron guardados en
formalina al 10% por 24 horas luego de lo cual se escanearon y, usando un programa de
analisis de imagenes (Scion Image 1.62), se determinaron los pesos de las areas de
infarto y de las areas de riesgo. El peso total del infarto se calculé como (A1 x P1) + (A2 x
P2) + (A3 x P3) + (A4 x P4) + (A5 x P5) + (A6 x P6), donde A es el area de infarto de cada
trozo y P el peso respectivo. Como en esta preparacion el corazén entero constituye el
area de riesgo (AR), el peso total del area de riesgo fue calculado de la misma forma que
el peso del infarto pero teniendo en cuenta el peso y el area total de cada trozo. El tamafio

del infarto se expresé como porcentaje de AR (Suzuki y col., 2001).

e & O 8 P o

Figura 2. Trozos de VI tefiidos con TTC.

Funcion sistdlica vy diastodlica miocardicas

La funcién sistdlica fue evaluada a través de la presion desarrollada del VI (PD) que se
calculé restando a la PVI la PDF. La funcién diastdlica fue evaluada a través de la PDF.
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DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Preparacién del homogenato del tejido cardiaco

Al final de la reperfusion, luego de finalizado cada uno de los protocolos experimentales,
los corazones se retiraron del sistema de perfusion de Langendorff. Una porcién del VI fue
homogeneizada en la proporcion de 1 g de tejido en 5 ml de buffer compuesto por KPO4H
25 mM y CIK 140 mM a pH = 7.4. El tejido fue homogeneizado durante 1 min a una
temperatura entre 0-2 °C con el homogenizador Polytron. Una alicuota del homogenato
fue centrifugado 10 min a 3000 rpm y el sobrenadante fue utilizado para la determinacion
de la concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). Otra alicuota

fue usada para medir el contenido de glutatién reducido (GSH).
ESTRES OXIDATIVO

1- Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Para la estimacion de la peroxidacion lipidica se utilizé la determinacion de TBARS,
(Buege y Aust, 1978). El ensayo consistio en lo siguiente: a 0.5 ml del sobrenadante se le
agregd6 1.5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 10%, 1 ml de acido tiobarbiturico al 0.67 %
y 0.5 ml de agua bidestilada. La preparacién se agitdé 10 seg y se incubd a 100 °C durante
15 min. Al término de este periodo se observo la formacién de un producto de color
rosado. Las muestras fueron enfriadas y centrifugadas 10 min a 2500 rpm. En el
sobrenadante obtenido se leyd la absorbancia a 535 nm contra un blanco con mezcla de
reaccion y sin muestra. Los resultados fueron expresados como nmoles por mg de

proteina (nmoles/mg de prot), utilizando el coeficiente de extincién de 1.56 x 10°M'em™.

2- Glutatién reducido (GSH)

Para la determinacion del contenido de GSH se midieron los grupos sulfidrilos no unidos a
proteinas. ElI fundamento de la reaccidon consiste en que el 5,5-ditiobis-2-acido
nitrobenzoico (DTNB) es reducido por los grupos sulfidrilos a 2-nitro-5 mercaptobenzoico,
que es de color amarillo intenso. El ensayo consistié en lo siguiente: a una alicuota (820
pl) del homogenato se agrego 180 pl de TCA al 28 %. Las muestras se agitaron y luego se

centrifugaron 10 min a 7.000 rpm. A 250 pl del sobrenadante se le agregaron 250 ul de
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TCA al 5 %,1 ml de Tris HCI a una concentracién de 0.4 M (pH = 8.9) y 25 pl del colorante
DTNB preparado en metanol a una concentracion final de 10 mM. Se midié la absorbancia
a 414 nm dentro de los 5 min de agregado el DTNB contra un blanco con la mezcla de
reaccion sin muestra. Se realizd una curva de calibracibn usando distintas
concentraciones de GSH. Los resultados obtenidos se expresaron como ug por mg de

proteina (ug/mg prot) (Sedlak y Lindsay, 1958).

3- Western Blot

Otra porcién del VI fue homogeneizada en frio en un buffer para el ensayo de
radioinmunoprecipitacion (RIPA) compuesto por 300 mM sacarosa, 1 mM dithiothreitol
(DTT), 4 mM Acido acético de etilen glicol (EGTA), 20 mM TRIS pH 7.4, 1% Triton X, 10%
coctel de proteasa, 25 uM fluoruro de sodio (FNa), 1 yM Ortovanadate. Luego, la muestra
fue centrifugada a 1000 x g por 15 min a 4 °C para remover nucleos y restos celulares. El
sobrenadante fue seguidamente centrifugado a 10 000 x g por 30 min. El sobrenadante
resultante fue ahora centrifugado a 100 000 x g por 1 hora y se obtuvo asi la fraccion
citosolica. El residuo de la centrifugacion de 10 000 x g, correspondiente a la fracciéon
mitocondrial fue resuspendido y otra vez centrifugado a 10 000 x g por 30 min (Baines,
Zhang, Wang y col, 2002). Las mitocondrias lavadas fueron entonces resuspendidas. 100
Mg de proteina mitocondrial y 60 pg de la citosdlica fueron sembradas en un gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico para la corrida electroforética (SDS-PAGE) y
transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) durante 2 horas. El
tefido con Ponceau S confirmd el uso de la misma cantidad de proteina en todas las
muestras sembradas en el gel. Posteriormente las membranas fueron bloqueadas con 5 %
de leche descremada en solucion salina conteniendo TRIS (pH 7.5) y 0.1 % Tween 20
(TBS-T) e incubadas toda la noche a 4°C con anticuerpos anti—pSer9 GSK-3p (1:1000,
Santa Cruz Biotechnology), anti-Akt (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anti-MnSOD
(1:1000, Abcam) y anti-pPKCe (1:1000, Santa Cruz Biotechnology). Luego las membranas
fueron lavadas 4 veces por 10 min en una solucion salina con buffer TRIS y Tween 20
(TBS-T) antes del agregado del anticuerpo secundario policlonal de conejo (1:5000, Santa

Cruz Biotechnology). Las bandas fueron analizadas por un sistema de quimioluminiscencia
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(ECL Plus; Amersham Biosciences). Las sefiales de (gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenada (GAPDH) y del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) de la
membrana mitocondrial externa usando los anticuerpos especificos (anti-GAPDH y anti-
VDAC) fueron usadas como control de las fracciones citosdlica y mitocondrial,

respectivamente.

4- Coimmunoprecipitacion

100 ul de los sobrenadantes obtenidos de la primera homogeneizacion de los corazones
fueron aplicados a 50 ul de la proteina Sepharose A (suspension al 50%) por 1 hora a 4
°C. Después de la centrifugacién durante 5 min a 9000 rpm a 4 °C los lisados fueron
incubados toda la noche en heladera con un anticuerpo policlonal de conejo anti-VDAC (5
pl, 6.7 mg IgG) y 100 ul de Sepharose A. La resina fue lavada 2 veces para remover
uniones proteicas no especificas. Después de la centrifugacion a 9000 rpm x 5min, la
resina fue resuspendida en buffer SDS-PAGE. Las muestras fueron sometidas a
electroforesis en gel de arcrilamida al 7.5% o 10%. Los inmunoblots fueron confirmados
con los anticuerpos anti-pSer9-GSK-3 (1:1000) y anti-P-PKCe (1:1000).

5- Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue evaluada por el método de Bradford (Bradford, 1976)

usando la albumina de suero bovino como estandar.

Aislamiento de mitocondrias

Al término de la reperfusion el VI fue utilizado para el aislamiento de las mitocondrias por
centrifugacion diferencial (Mela y Seitz, 1979). El VI fue inicialmente lavado en una
solucion fria de aislamiento (SA) compuesta por 75 mM sacarosa, 225 mM manitol y 0.01
mM EGTA neutralizada con el buffer TRIS a pH 7.4. Luego se lo trozd, se descarté la
solucién de lavado y se reemplazé por SA nueva (5 ml), transfiriendo esta suspension a un
homogeneizador de mano. Antes de comenzar el proceso de homogeneizacion se agregd
0.8 mg de una proteinasa (bacterial, tipo XXIV, Sigma, llamada primeramente Nagarse). El
proceso de homogeneizacion total no llevé mas de 14 min realizado en 2 etapas de 7 min

cada una (con el agregado de 5 ml de SA fresca cada vez). EIl homogenato fue
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cuidadosamente transferido después de cada etapa a un tubo de centrifuga de
policarbonato. Después de una centrifugacién de 5 min a 480 x g para descartar nucleos y
restos celulares el sobrenadante fue centrifugado a 7 700 x g por 10 min para sedimentar
a las mitocondrias. Este sedimento fue lavado 2 veces con SA y un ultimo enjuague con

SA sin EGTA centrifugando cada vez a 7 700 x g por 5 min.

Determinacion de la sensibilidad al Ca®" del poro de permeabilidad transitoria de la
mitocondria (PPTM)

La respuesta de la suspensién mitocondrial al Ca?* fue evaluada incubando mitocondrias
aisladas en una solucion conteniendo CIK 120 mM, (3-[N-Morfolino]-acido
propanesulfonico) (MOPS) 20 mM, TRIS-CIH 10 mM y PO4H2K5 mM ajustada a pH = 7.4
(Baines, Bolli, y col, 2003). Aproximadamente 0.3 mg de la suspension mitocondrial
energizada con 6 mM de succinato, fueron incubados durante 5 min y luego tratados con
200 puM de Cl,Ca. EI PPTM se abre en presencia de Ca®" y los solutos entran libremente a
la matriz mitocondrial provocando la hinchazén de la organela. Este cambio es observado
como disminucion de la dispersion de luz y fue seguido usando un espectrofluorémetro
Hitachi F4500 con control de temperatura y agitacion continua a 520 nm como longitud de
onda de excitacion y emision (Facundo, de Paula, y Kowaltowski, 2007). La dispersién de
la luz (DL) fue calculada para cada muestra como la diferencia entre la observada antes y

después del agregado de CaCl,.
ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Para establecer las
diferencias significativas entre dos grupos experimentales se utilizd la prueba de t-Student.
Para la comparacion de mas de dos grupos se utiliz6 analisis de varianza (ANOVA) de
una via seguido del test de Newman-Keuls para comparaciones multiples. En todos los

casos el valor de 0,05 se consideré como el limite de significacion estadistica.

~38 ~



RESULTADOS



En la Tabla a continuacidon se muestran los datos del peso corporal (PC), peso del
corazon (PCo), el indice de hipertrofia (relacion PVI/PC) y la presion arterial sistolica (PAS)
de las ratas SHR asignadas a los siguientes grupos: control (C); control isquémico (Cl); un
ciclo de PI; 3 ciclos de Pl (3PIl); POS; tratado con IMI durante las reperfusiones de los
protocolos de PI, 3Pl y POS (IMlpre, IMI3pre e IMlpos); Pl, 3Pl y POS en presencia de
wortmanina (Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort); Cl con celeritrina (Cl + Ce); PI con
celeritrina (Pl + Ce); 3 PI con celeritrina (3Pl + Ce); POS con celeritrina (POS + Ce); ClI
con ciclosporina (Cl + CsA); PI con ciclosporina (Pl + CsA); 3PI con ciclosporina (3Pl +
CsA) y POS con ciclosporina (POS + CsA).

PAS (mmHg)

c 1.50 + 0.04 5+0. 216+ 5

cl 328+ 10 1.53 £ 0.07 7 +0. 204 + 8

PI 329+ 13 1.43 + 0.04 4+0. 208 + 8

3Pl 341+ 15 1.51 + 0.04 4+0. 210+ 6
POS 325+ 13 1.52 £ 0.07 7+0. 213+ 4
IMIpre 330 + 14 1.54 + 0.03 7 +0. 218+ 4
IMI3pre 302+5 1.56 + 0.05 1+0. 220+ 7
IMIpos 322+ 10 1.52+0.05 . . 230+ 10
Pl + wort 340 + 12 1.60 £ 0.07 7 +0. 2157
3Pl + wort 321+13 1.60 £ 0.08 90. 226 £9
POS + wort 332+15 1.52 + 0.05 . . 230+ 11
Cl+Ce 328 + 11 1.50 + 0.03 6+0. 2187
Pl + Ce 331+17 1.55 + 0.07 . . 203+ 4
3P I+ Ce 320+ 10 1.07 £ 0.01 2+0. 2125
POS + Ce 326 + 14 1.20 + 0.07 . . 219+6
Cl+CsA 329+13 1.49 + 0.09 ) . 2104
Pl + CsA 320 £ 19 1.54 + 0.06 . . 209+ 4
340 + 10 1.57 + 0.03
330+ 12 1.57 £ 0.05
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1. Preacondicionamiento y Postacondicionamiento Isquémicos

Tamario del infarto:

En la Figura 1, se muestran los valores individuales y promedios del tamano del infarto
medido al final del periodo de reperfusién en corazones de SHR pertenecientes a los
grupos C, ClI, PI, 3Pl y POS. En el grupo C el valor promedio fue de 1,6 £ 0,4 %, en el
grupo Cl 51 * 4 %, y en los grupos PRE, 3Pl y POS 34 £1%,34+2 % y36*4%

respectivamente.
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Figura 1: Tamafo del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo, en los grupos control (C, n =
8), control isquémico (Cl, n = 10), un ciclo de preacondicionamiento isquémico ( Pl, n = 12), 3 ciclos de
preacondicionamiento isquémico (3PI, n = 6) y postacondicionamiento isquémico (POS, n=11). *p <0,05

con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a ClI.

Funcion sistoblica y diastélica miocardicas:

En los corazones del grupo C, la contractilidad observada al final de los 140 min de
perfusion disminuyd soélo un 10% con respecto al valor de estabilizacion. La presion
desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI) fue de 80 * 3 mmHg vs 91 £ 1 mmHg. Sin
embargo, en los corazones sometidos a isquemia-reperfusién (grupo CIl) la PD se

recuperd escasamente (aproximadamente 1%). Similares recuperaciones de la
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contractilidad se obtuvieron después de Ila aplicacion de las intervenciones
cardioprotectoras (PI, 3Pl y POS). La funcion diastdlica, medida a través de la presion
diastdlica final (PDF), no se modific6 con la perfusion (grupo C) pero aumentd
significativamente durante la reperfusion en el grupo Cl. Desde un valor de 10 £+ 1 mmHg
observado al final de los 35 min de estabilizacion llegé hasta 86 £ 8 mmHg al final de la
reperfusion. En los grupos Pl, 3Pl y POS los valores observados fueron superiores y/o

similares (112 +7,112 * 2 y 91 * 10 mmHg, respectivamente).

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS):

En la Figura 2 se muestra la concentracion de TBARS (indicador de la peroxidacion
lipidica) en homogenatos de miocardio. En el grupo C fue de 0,22 * 0,03 nmol/mg
proteina. La aplicacion de la isquemia y la reperfusién produjo un aumento significativo de
TBARS cuyo valor al final del periodo de reperfusion fue de 0,46 * 0,04 nmol/mg
proteina. Cuando los corazones fueron sometidos a los protocolos de PI, 3 Pl y POS los
niveles de TBARS disminuyeron, alcanzando valores de 0,26 * 0,05, 0,28 + 0,06 y 0,28 +

0,03 nmoles/mg prot, respectivamente.

0.5
0.4 1
0.3

0.2 1

TBARS (nmol/mg de proteina)

0.1 1

0.0 -

C Cl Pl 3PI POS

Figura 2: Concentracién de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos C, Cl, PI, 3Pl y

POS. n =7 para cada grupo. * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Glutation reducido (GSH):
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En la Figura 3 se muestra el contenido miocardico del GSH. El valor en los corazones del
grupo C fue de 3,7 * 0,4 pg/mg de proteina y disminuyd en aquellos sometidos a
isquemia-reperfusién (grupo Cl) a 0,8 + 0,1 pg/mg proteina. Con las intervenciones se
preservaron parcialmente los niveles de GSH, siendo de 2,1 £ 0,3, 2,1+ 0,1 y 1,8 £0,2

HMg/mg proteina para los grupos PIl, 3Pl y POS, respectivamente.

GSH (ug/mg de proteina)

Figura 3: Contenido de glutatién reducido (GSH), expresado en ug por mg de proteina, en los grupos C, Cl,

PI, 3Pl y POS. n = 7 para cada grupo. * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Expresion de la enzima superoxido dismutasa dependiente de manganeso (SODMn)

_—- SODMn

150 o 42 KDa | —— ——  GAPDH

citosolica:

26 KDa

125 1

Expresion de SODMn/GAPDH
(% del control)
o ~ S
o )] o
1 1 1

N
a
1

o
I

C Cl Pl 3PI POS

~43 ~



Figura 4: Expresion de SODMn/GAPDH, como porcentaje del control, en corazones de los grupos C, Cl, PI,
3Pl y POS. n =7 para cada grupo * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

La expresion de la enzima SODMn en el citosol aumentd en el grupo CI (111 * 1%) y
disminuy® significativamente en los grupos PI, 3Pl y POS, siendo los valores de 88 * 3 %,
89 3 %, 89 % 2 %, respectivamente (Figura 4).

Expresion de GSK-33 y Akt fosforiladas, en la fraccién citosdlica:

La expresion de GSK-3B fosforilada (P-GSK-3B) en la fraccion citosélica disminuyo
significativamente en el grupo Cl (45 * 4 %) y las intervenciones recuperaron parcialmente
su contenido, alcanzando valores de 97 * 2 %, 108 £2 % y 91 * 1% en los grupos PI, 3PI

y POS, respectivamente.

A7 KDa | s w— — — P-GSK-3p
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25 +

C Cl Pl 3PI POS

Figura 5: Expresién de P-GSK-3p en la fraccién citosdlica, como porcentaje del control, en los grupos C, Cl,

Pl, 3Pl y POS. n =7 para cada grupo * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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Figura 6: Expresion de P-Akt en la fraccién citosélica, como porcentaje del control, en los grupos C, ClI, P,
3Pl y POS. n =7 para cada grupo * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

El nivel de P-Akt disminuyd significativamente en el grupo CI (56 * 3 %) y con los
tratamientos se recuperd parcialmente, siendo los valores de 94 * 3 %, 104 £+ 3 %y 93 *
1% para PI, 3Pl y POS, respectivamente.

Expresion de las proteinas P-GSK-38 y P-Akt en la fraccion mitocondrial:

En la Figura 7 se observa que la expresion de P-GSK-3B en la fraccion mitocondrial,
normalizada segun la expresion de VDAC, aumentd en los corazones del grupo Cl (165 +
3 %) con respecto a los del grupo C (100 * 3 %). Las intervenciones disminuyeron ese
valor, siendo de 67 * 1 %, 106 £ 2 % y 69 £ 1 % en los grupos Pl, 3Pl y POS,
respectivamente. P-Akt mostré el mismo comportamiento, aumentando en el grupo Cl y
disminuyendo en los corazones intervenidos. Los valores fueron de 169 * 5 %, 81 * 6 %,

109 + 3 % y 82 * 5 % en los grupos Cl, Pl, 3Pl y POS, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7: Expresion de P-GSK-3p en la fraccion mitocondrial, como porcentaje del control, en los corazones
de los grupos C, ClI, PI, 3Pl y POS. n = 7 para cada grupo * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con
respecto a Cl.
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Figura 8: Expresion de P-Akt en la fraccion mitocondrial, como porcentaje del control, en los corazones de
los grupos C, Cl, PI, 3Pl y POS. n =7 para cada grupo * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto
aCl.
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Medida de la sensibilidad del poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria (PPTM)
al calcio:

El agregado de calcio a una suspensiéon mitocondrial produce una disminucién de la

dispersion de la luz como muestra el registro tipico de la Figura 9.
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Figura 9: Dispersion de la luz (DL) producida por el agregado de calcio a una suspension mitocondrial en
funcion del tiempo.

Las mitocondrias obtenidas de corazones del grupo C mostraron un decaimiento de DL de
0,74 * 0,07 unidades arbitrarias (u.a.) ante el agregado de 200 uM de calcio. En aquellas
obtenidas de los corazones del grupo CI el valor fue de 0,06 * 0,01 u.a. En mitocondrias

aisladas de los grupos PI, 3Pl y POS los cambios de DL fueron de 0,23 * 0,03 u.a., 0,28
+ 0,01 u.ay 0,29 * 0,03 u.a., respectivamente (Figura 10).
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Figura 10: Cambios de la dispersion de la luz producido por el agregado de una dosis de 200 uM de Cl,Ca a
mitocondrias aisladas de corazones de los grupos C, Cl, PI, 3Pl y POS. n = 5 para cada grupo.

*p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

De los resultados hasta aqui presentados podemos inferir que el Pl, 3Pl y POS
producen:

1.- Disminucién del tamano del infarto

2.- No hubo modificacion de la recuperacion postisquémica de la funcion
miocardica

2.-Disminucién de la peroxidacion lipidica y preservacion parcial del contenido
de GSH

3.- Disminucién de la expresion de SODMn en el citosol

4.- Aumento de P-GSK-38 y de P-Akt en la fraccién citosolica

5.-Disminucién de P-GSK-33 y P-Akt en la fraccion mitocondrial

6.- Aumento de la sensibilidad del PPTM al calcio

2. Intervenciones farmacologicas

2.1. Tratamiento con inhibidor de la GSK-38: indirubina-3-monoxima,5-yodo (IMl):

Los corazones fueron tratados con IMI, un inhibidor especifico de la GSK-3f3, a una dosis
de 1uM. La administracion de dicho inhibidor fue realizada antes de la isquemia (IMI pre),

durante los 3 ciclos de PI (IMI3pre) 6 en los primeros 3 min de la reperfusién (IMI pos).
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Tamano del infarto:

En la Figura 11 se muestran los valores promedios de los tamafios del infarto medidos al
final del periodo de reperfusion de corazones pertenecientes a los grupos C, ClI, IMlpre,
IMI3pre, e IMIpos. En el grupo Cl el tamafio del infarto fue de 51 * 4 %, el cual disminuyo
significativamente con el tratamiento con el inhibidor, ya sea administrandolo antes,
durante los 3 ciclos del Pl o después de la isquemia global de 45 min. Asi los grupos
IMipre, IMI3pre e IMIpos mostraron tamafos de infarto de 33 * 1%, 27 £ 1% y 36 * 2%,
respectivamente. Los valores de IMIpre e IMIpos fueron similares a los obtenidos con Pl y
POS. Sin embargo, el de IMI3pre fue significativamente menor que el obtenido en el grupo
3PI.
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Figura 11: Tamafo del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo en los grupos control (C, n
=8), control isquémico (CI, n = 10) y tratados con IMI antes de la isquemia (IMIpre, n = 8) ¢ al inicio de la
reperfusién (IMIpos, n = 8) y en el grupo de 3 ciclos de preacondicionamiento isquémico con IMI (IMI3pre, n

=5). *p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS):

La concentracion de TBARS fue de 0,57 * 0,04 nmoles/mg proteina en el grupo CI, la
cual disminuy6 significativamente con el tratamiento con IMI, el inhibidor de GSK-3p,

administrado antes (15 6 20 min) 6 después de la isquemia (Figura 12).
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Los valores fueron 0,29 * 0,05 nmoles/mg prot en el grupo IMipre, 0,30 * 0,08
nmoles/mg prot en el grupo IMI3pre y 0,29 * 0,06 nmoles/mg proteina en el grupo

IMIpos. Estos valores fueron similares a los observados en los grupos PI, 3Pl y POS

0.8 1

TBARS nmoles/mg proteina

Figura 12: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos C (n = 5), ClI
(n =5), IMI (pre y pos) e IMI3pre. n =5 para cada grupo con IMI. * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05

con respecto a CI.

Glutation reducido (GSH):

La Figura 13 muestra los niveles de GSH en los grupos tratados con IMI. El contenido de
GSH de los corazones sometidos a isquemia-reperfusion fue de 0,8 * 0,1 pg/mg
proteina, el cual fue significativamente menor que el observado en corazones no
isquémicos. El tratamiento con IMI logré preservar parcialmente el nivel de dicho

antioxidante obteniendo valores mayores que los del grupo CI.
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Estos valores fueron de 2,1 * 0,2 ng/mg proteina para el grupo IMlpre, 1,9 * 0,07 ug/mg
proteina en el grupo IMlpos y 2,3 * 0,3 ug/mg proteina en el grupo IMI3pre. Estos

valores fueron similares a los observados en los grupos PI, 3Pl y POS.

4.50 -

GSH (ug/mg de proteina)

Figura 13: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en pg por mg de proteina, en los grupos C (n

=7), C (n =7), IMlpre, IMI3pre, IMIpos. n = 5 para cada grupo con IMI. * p < 0,05 con respecto a ClI.

Expresion de la enzima superoxido dismutasa dependiente de Mn (SOD Mn) citosélica:

En la Figura 14 se muestran los valores observados en la expresion de SODMn en los
grupos tratados con IMI. En el grupo Cl se observa un aumento de la expresion de
SODMnN (111 £ 1 %) que fue significativamente atenuado en los grupos tratados con IMI,
siendo los valores de 90 £ 1 %, 93 *2 % y 92 1 % en IMlpre, IMI3pre e IMIpos,
respectivamente. Estos valores fueron similares a los observados en los grupos PI, 3Pl y
POS.
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Figura14: Expresion citosolica de SOD Mn, expresado como porcentaje del control C n = 7), en corazones

de los grupos Cl(n = 7), IMlpre, IMI3pre e IMIpos. n = 5 para cada grupo tratado con IMI. * p < 0,05 con
respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Contenido de GSK-38 y Akt fosforiladas, en la fraccién citosdlica:

En la Figura 15, se muestra la expresion de P-GSK-33 y P-Akt en la fraccion citosdlica,
normalizadas con GAPDH. La expresion de P-GSK-3B disminuyé en los corazones
sometidos a isquemia-reperfusion (grupo CI) a un valor de 45 * 4 % con respecto a los
corazones no isquémicos (100 * 2 %). El tratamiento farmacologico (IMI) aumentd la
expresion de dicha enzima. Los valores alcanzados fueron de 110 1 %, 118 + 3 % y 110
* 1 %, para los grupos IMlpre, IMI3pre e IMIpos, respectivamente. Estos valores fueron

significativamente mayores que los observados en los grupos PI, 3Pl y POS.

La expresion de P-Akt en el grupo C fue de 100 * 3%, disminuyé en el Cla 56 *3% y
aumento en los grupos tratados siendo los valores de 109 + 1%, 112 1 y 110 * 1% para
IMipre, IMI3pre e IMlpos, respectivamente (Figura 16). Estos valores fueron

significativamente mayores que los observados en los grupos PI, 3Pl y POS.
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Figura 15: Expresion de la P-GSK-3 en la fraccion citosélica, como porcentaje de la obtenida en el grupo C
(n =7), en corazones de los grupos, Cl (n =7), IMIpre, IMI3pre e IMIpos. n = 5 para cada grupo tratado con

IMI. * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

La expresion de P-Akt en el grupo C fue de 100 * 3%, disminuyé en el Cla 56 *3% y
aumentd en los grupos tratados siendo los valores de 109 * 1%, 112 1 y 110 * 1% para

IMipre, IMI3pre e IMIpos, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16: Expresion de P-Akt en las fraccion citosdlica, expresada como porcentaje de expresion de la
obtenida en el grupo C (n =7), en corazones de los grupos Cl (n =7), IMIpre, IMI3pre e IMIpos. n = 5 para

cada grupo tratado con IMI. * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a ClI.
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Contenido de GSK-33 y Akt fosforiladas en la fraccibn mitocondrial:

La expresion de P-GSK-3f en la fraccion mitocondrial fue de 100 £ 3 % y 165 * 3%, para
los grupos C y CI. En los grupos tratados con IMI los valores fueron de 73 ¥1%, 81 £ 3 %
y 73 £ 1 % para IMlpre, IMI3pre e IMIpos, respectivamente (Figura 17). El contenido de
P-Akt fue de 100 * 4 % y 169 * 5% para los grupos C y ClI, respectivamente. Con el
tratamiento con IMI los valores de P-Akt fueron de 82 * 4 %, 90 *2 % y 83 * 5 % para
IMipre, IMI3pre e IMIpos, respectivamente (Figura 18). Los valores de ambas proteinas
de los grupos IMIpre e IMIpos fueron similares a los observados en los grupos Pl y POS.
Sin embargo, los obtenidos en el grupo IMI3pre fueron significativamente menores que

aquellos hallados en el 3PI.

47 KDa — | P-GSK-38

200 + 31 KDa | — _| VDAC
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Figura 17: Expresion de P-GSK-3 en la fraccién mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el grupo C
(n =7), en corazones, CI (n =7), IMIpre, IMI3pre e IMIpos. n = 5 para cada grupo tratado con IMI. * p < 0,05

con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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Figura 18: Expresion de P-Akt en las fraccién mitocondrial como porcentaje de la obtenida en el grupo C (n
=7), en corazones, Cl (n =7), IMIpre, IMI3pre e IMI pos. n = 5 para cada grupo tratado co IMI. * p< 0,05 con

respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Medida de la sensibilidad del PPTM al calcio:

A Dispersioén de la luz (u.a.)

C Cl IMlpre  IMI3pre  IMIpos

Figura 19: Cambios de la dispersion de la luz (DL), expresada en unidades arbitrarias (u.a.) producida por el
agregado de calcio a muestras mitocondriales pertenecientes a los grupos C, Cl e IMI (pre, IMI3pre y pos).
n = 5 para cada grupo. * p < 0,05 con respecto a Cl.

Como se observa en la Figura 19 el tratamiento con el inhibidor de la enzima GSK-3

recuperd parcialmente la sensibilidad del PPTM al calcio en comparacion a la observada
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en el grupo CIl. El cambio de la dispersion de la luz fue de 0.24 * 0.03 u.a., 0.30 * 0.03

u.a. y 0.28 * 0.04 u.a. en los grupos IMlpre, IMI3pre e IMI pos, respectivamente. Estos

valores fueron similares a los observados en los grupos PI, 3Pl y POS.

De los resultados hasta aqui presentados podemos inferir que el tratamiento
con IMI- inhibidor de la enzima GSK-33- produce:
1.- Disminucién del tamaro del infarto

2.- Disminuciéon de la peroxidacion lipidica y preservacion parcial del

contenido de GSH

3.- Disminucién de la expresion de SODMn en el citosol

4.- Aumento de P-GSK-3p y de P-Akt en la fraccion citosélica

5.- Disminucién de P-GSK-33 y de P-Akt en la fraccion mitocondrial
6.- Aumento de la sensibilidad del PPTM al calcio

2.2 Tratamiento con el inhibidor de PI3K/Akt (wortmanina):

Tamarnio del infarto:
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Figura 20: Tamafo del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo, en los grupos C (n = 8), Cl (n
=10), Cl + wort (n = 10), Pl + wort (n = 10), 3Pl + wort (n = 6) y POS + wort (n = 10). * p< 0,05 con respecto

aC.
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En la Figura 20 se observan los valores correspondientes a los tamafnos de infarto para los
grupos C, CI, PI, 3Pl y POS en presencia de wortmanina (wort). La presencia del inhibidor
de PI3K/Akt, no tuvo ningun efecto en el grupo Cl (49 * 2 % vs. 52 * 3 %) y anuld la
proteccion ejercida por las intervenciones, siendo el tamano del infarto 56 £ 7 % para el
grupo Pl + wort, 53 £ 1 % para 3Pl + worty 49 1 % para POS + wort.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS):

En la Figura 21 se observa que la wortmanina anulé la proteccion dada por las
intervenciones PI, 3Pl y POS, alcanzando la concentracion de TBARS valores similares a
los obtenidos en los corazones controles isquémicos. Estos fueron de 0,69 * 0,05, 0,59 +
0,09 y 0,65 * 0,05 nmoles/mg proteina para los grupos Pl + wort, 3Pl + wort y POS +

wort, respectivamente vs. 0,56 £ 0.03 nmoles/mg proteina en el grupo Cl + wort.
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TBARS nmoles/mg proteina
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C Cl Cl+wort Pl+wort 3Pl+wort POS+wort

figura 21: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos C (n = 5), Cl
(n=5), Cl + wort, PI+ wort, 3P| + wort y POS + wort. n =6 para cada grupo con wortmanina. * p < 0,05 con

respecto a C y # p < 0.05 con respecto a ClI.

Glutation reducido (GSH):

En la Figura 22 se muestra que el tratamiento con wortmanina anula la proteccion dada
por el Pl y POS observandose una disminucion del contenido de GSH. Los valores
obtenidos fueron: 1,0 £ 0,05, 1,10 £ 0,09, 0.26 + 0,01 y 0.79 * 0,40 ug/mg proteina para

los grupos CI + wort, Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort, respectivamente.
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Figura 22: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en ug por mg de proteina, en los grupos, C (n
=7), C (n =7)I, CI + wort, PI + wort, 3PI + wort y POS + wort. n = 6 para cada grupo con wortmanina. * p<

0,05 con respecto a C.

Expresion de la enzima superoxido dismutasa dependiente de Mn (SODMn) citosdlica:
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Figura 23: Expresién citosdlica de (SODMn), en corazones de los grupos C (n =7), Cl (n =7), CI + wort, PI
+ wort, 3PI + wort y POS + wort. n = 6 para cada grupo tratado con wortmanina. * p< 0,05 con respecto a C;

# p< 0.05 con respecto a los corazones intervenidos no tratados con wortmanina.
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En la Figura 23 se muestran los valores observados correspondientes a la expresion de
SODMn en los grupos tratados con wortmanina. En los corazones controles isquémicos
(grupo CI) el tratamiento con el inhibidor de PI3K/Akt no afectd la expresidon de dicha
enzima (111 £ 1 % vs. 110 * 2 %). Sin embargo, en los corazones intervenidos la
wortmanina anuldé la disminucion de SODMn, alcanzando valores similares a los
observados en el grupo CI. Estos fueron 97 £1 %, 98+ 2 % y 102 * 2 % en los grupos

Pl + wort, 3Pl+wort y POS + wort, respectivamente.

Contenido de GSK-3beta y Akt fosforiladas en la fraccién citosdlica:

En la Figura 24 se muestra la expresion de P-GSK-38 en la fraccidon citosdlica,
normalizada con GAPDH, en presencia de wortmanina. Se observa que el tratamiento no
modificd la expresion de dicha enzima en el grupo Cl pero produjo una disminucion
significativa en los grupos PI, 3Pl y POS. Los valores obtenidos fueron 45 * 6 %, 43 * 4 %,
45+ 3 % y 44 * 4% para los grupos Cl + wort, Pl + wort, 3Pl + worty POS + wort,
respectivamente.
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Figura 24: Expresion de la P-GSK-3 en la fraccion citosélica, como porcentaje de la obtenida en el grupo C
(n =7) en corazones, Cl (n =7) Cl + wort, PI + wort, 3P| + wort y POS + wort. n = 6 para cada grupo tratado
con wortmanina. * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0.05 con respecto a Cl.

~ 59 ~



Efectos similares se observaron cuando se analizaron los valores de P-Akt (Figura 25).
Asi, la wortmanina disminuyo la expresion de P-Akt alcanzando valores significativamente
menores que los obtenidos en el Cly el Cl + wort (1521 %,15*2 % y 13 1 % para

los grupos Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort, respectivamente).
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Figura 25: Expresion de P-Akt en la fraccidon citosélica, expresada como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n =7), en corazones, CI (n =7), Cl + wort, Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort. n = 6 para cada
grupo tratado con wortmanina. * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0.05 con respecto a Cl.

Contenido de GSK-33 y Akt fosforiladas en la fraccion mitocondrial:

En la fraccion mitocondrial, el nivel elevado de P-GSK-3 observado en los grupos Cl y CI
+ wort, disminuyo frente a las intervenciones PI, 3Pl y POS. La wortmanina aumento la
expresion de P-GSK-3( en Pl y POS y disminuy6 en el 3PI. Los valores fueron: 85 * 2 %,

83+ 2 % vy 88 3 % en los grupos Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort,
respectivamente).
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Figura 26: Expresion de P-GSK-3 en la fraccién mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el grupo C
(n =7), en corazones, Cl (n =7), Cl + wort, Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort, n = 6 para cada grupo

tratado con wortmanina. * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0.05 con respecto a Cl.

La expresion de P-Akt mostr6 cambios similares a los observados en P-GSK-3p. Aqui
también la wortmanina revirtié el efecto del Pl, 3 Pl y POS (Figura 27), observandose un
aumento de P-Akt en los grupos Pl + wort y POS + wort (90 + 2 % y 92 = 1%,

respectivamente) y una disminucién en el grupo 3PI + wort (85 * 3 %).
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Figura 27: Expresion de P-Akt en la fraccion mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el grupo C (n
=7) en corazones, CI (n =7), Cl + wort, PI + wort, 3Pl + wort y POS + wort. n = 6 para cada grupo tratado

con wortmanina. * p< 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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Medida de la sensibilidad del PPTM al calcio:

La Figura 28 muestra que la restauracion parcial de la sensibilidad del PPTM al calcio
lograda por el Pl y POS fue anulada por la inhibicion de la PI3K/Akt con wortmanina. Los
cambios de la dispersion de la luz fueron 0.08 % 0.02 u.a., 0.05 * 0.03 u.a. y 0.07 £ 0.01

u.a. en los grupos, Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort, respectivamente.
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C Cl Cl+wort Pl+wort 3Pl+wort POS+wort

Figura 28: Cambios de la dispersion de la luz, medidos en unidades arbitrarias (u.a.), producidos por el
agregado de una dosis de 200 uM de Cl,Ca a muestras de mitocondrias obtenidas de corazones de los
grupos C (n =5), Cl (n =5), Cl + wort, Pl + wort, 3Pl + wort y POS + wort. n = 6 para cada grupo tratado con

wortmanina. * p < 0,05 con respecto a Cl

De los resultados hasta aqui presentados podemos inferir que la proteccion
dada por el Pl, 3Pl y POS fue anulada por la inhibicion de PI3K/Akt con
wortmanina. Los efectos observados fueron:

1.- Aumento del tamano del infarto

2.- Aumento de la peroxidacion lipidica y disminucion del contenido de GSH
3.- Disminucién de la expresion de SODMn en citosol

4.- Disminuciéon de la expresion de P-GSK-35 y de P-Akt en la fraccion
citosolica

5.- Aumento de la expresion de P-GSK-38 y de P-Akt en la fraccion
mitocondrial en Pl y POS y disminucion en 3PI.

6.- Disminucion de la sensibilidad del PPTM al calcio
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2.3. Tratamiento con celeritrina, inhibidor de la proteina cinasa C (PKC)

Tamario del infarto:

En la Figura 31 se observan los valores correspondientes a los tamanos de infarto para los
grupos C, CI, PI, 3Pl y POS en presencia y ausencia del inhibidor celeritrina (Ce). La
inhibicion de PKC anulé la proteccion ejercida por el Pl, el 3P1y el POS siendo los valores
del tamano del infarto de 58 £ 7 %, 53 * 1 %, de 54 £ 1 % en los grupos Pl + Ce, 3Pl +

Ce y POS + Ce, respectivamente.
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Figura 29: Tamafio del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo, en los grupos CI (n = 10), CI
+Ce(n=5) PI(n=12),PI+Ce (n=6),3PI (n=6), 3PI+Ce (n=5),POS(n=11)yPOS +Ce (n=5).*p
< 0,05 con respecto a Cl; ¢ p < 0,05 con respecto a las intervenciones sin Ce

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS):

En la Figura 30 se observa que la concentracion de TBARS obtenida por las
intervenciones PI, 3Pl y POS fue anulada por el tratamiento con celeritrina alcanzando
valores que superaron el hallado en los corazones controles isquémicos. En presencia de
celeritrina la concentracion de TBARS fue de 0,63 * 0,07, 0,63 + 0,02 y 0,51 * 0,06

nmoles/mg proteina para los grupos Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS + Ce, respectivamente.
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Figura 30: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos C (n = 5), CI
(n =5), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PI, 3PI + Ce, POS y POS + Ce. n =7 para cada grupo con Ce * p < 0,05 con

respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl; £ p < 0,05 con respecto a las intervenciones en ausencia de Ce.

Glutation reducido (GSH):

En la Figura 31 se muestra que el tratamiento con celeritrina anula la proteccién dada por
el Pl, 3Pl y POS observandose una disminucién del contenido de GSH. En presencia de
celeritrina los valores obtenidos fueron: 1,20 * 0,21, 1,21 * 0,20 y 1,06 * 0,18 ng/mg

proteina para los grupos Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS + Ce, respectivamente.
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Figura 31: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en ug por mg de proteina, en los grupos C (n
=7), Cl(n=7),Cl+CePI, Pl +Ce, 3PI, 3PI+Ce, POS y POS + Ce. . n =7 para cada grupo con Ce. * p <

0,05 con respecto a Cl, # p < 0,05 con respecto a las intervenciones en ausencia de Ce.

Expresion de la enzima superdxido dismutasa dependiente de Mn (SODMn) citosdlica:

150, 42 KDa |MENE S S S SR SN s s s | GAPDH

1254

100

(% del control)
~
(4]
1

Expresion de SODMn/GAPDH
13}
o
1

N
[S3]
1

C Cl  Cl+Ce PI Pl+Ce 3Pl 3PI+Ce POS POS+Ce

Figura 32: Expresion citosdlica de (SODMn) en corazones de los grupos C (n =7), Cl (n =7), Cl + Ce PI, PI
+ Ce, 3PI, 3PI+Ce, POS y POS + Ce. n =7 para todos los grupos tratados con Ce * p< 0,05 con respecto a
C; # p< 0,05 con respecto a CI.
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En la Figura 32 se muestran los valores observados en la expresion de la SODMn en los
grupos tratados con celeritrina. La expresién de la enzima disminuy6 en presencia de
inhibicion de PKC sélo en el grupo Cl + Ce. Sin embargo, el tratamiento no modificd los
valores observados en los corazones intervenidos no tratados. Los valores fueron: 89 % 2,
872 %,88*3%y89*3%enlos grupos Cl + Ce, Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS + Ce,

respectivamente.

Contenido de GSK-3beta, Akt y PKCe fosforiladas en la fraccion citosdlica

En la Figura 33 se muestra la expresion de P-GSK-33 en la fraccion citosdlica,
normalizada con GAPDH, en presencia de celeritrina, el inhibidor de PKC. El tratamiento
con celeritrina no modifico la expresion de P-GSK-33 observada en los distintos grupos
experimentales. Los valores observados fueron 97 2 %, 108 £2 % y 91 £ 2 % para los
grupos PIl, 3PI,POSy95+2 %, 111 % %y 87 * 2 %, para los grupos Pl + Ce, 3Pl + Ce
y POS + Ce, respectivamente. Efectos similares se observaron cuando se analizaron los
valores de P-Akt (Figura 34). Asi, la celeritrina no modifico la expresion de P-Akt en todos
los grupos experimentales. Los valores fueron: 94 £ 3 %, 104 3 % y 93 £ 1 % para los
grupos PIl, 3PI, POS y 96 + 1%, 106 + 4% y 96 + 2 % para los grupos Pl + Ce, 3Pl + Ce

y POS + Ce, respectivamente.
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Figura 33: Expresion de P-GSK-3B3/GAPDH en la fraccion citosélica, como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PI, 3PI + Ce, POS y POS + Ce. n =7 para

cada grupo tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a Cl.
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Figura 34: Expresion de P-Akt/GAPDH en la fraccién citosélica, como porcentaje de la obtenida en el grupo
C (n =7) en corazones Cl (n =7), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PIl, 3Pl + Ce, POS y POS + Ce.. n =7 para cada
grupo tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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La expresion de P-PKCe fue de 116 £ 1 %, 128 * 1 %, 117 * 5% para los grupos PI, 3PI,
POS. Disminuyo significativamente con el tratamiento con celeritrina siendo los valores de
26+1%, 251 %, 26 £ 1 %, 26 * 5% para los grupos Cl + Ce, Pl + Ce, 3Pl + Ce y
POS + Ce, respectivamente (Figura 35).
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Figura 35: Expresion de P-PKCe/GAPDH en la fraccion citosélica, como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n =7), en CI (n =7), Cl + Ce PI, PI + Ce, 3PI, 3PI + Ce, POS y POS + Ce.. n =7 para cada grupo
tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl; ¢ p < 0.05 con respecto a las

intervenciones sin Ce.

Contenido de P-GSK-353, P-Akt y P-PKCe en la fraccidon mitocondrial:

El aumento de P-GSK-33 (Figura 36) observado en el grupo Cl y en el grupo 3PI, asi
como la disminucion de la expresion de dicha enzima en los grupos Pl y POS con respecto
al grupo C, no fue modificado por el tratamiento con celeritrina. Los valores fueron: 162 * 2
%, 65*2%,113%+1% y 68 *4 % enlos grupos Cl + Ce, Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS +
Ce, respectivamente.
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Figura 36: Expresién de P-GSK-3B/VDAC en la fraccion mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el

grupo C (n =7), en corazones CI (n =7), Cl + Ce PI, PI + Ce, 3PI, 3Pl + Ce, POS y POS + Ce. n=7 para

cada grupo tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a CI.

La expresion de P-Akt mostré cambios similares a los observados en P-GSK-3(3. El
tratamiento con celeritrina no modificé los valores observados en las distintas
intervenciones. Los valores de P-Akt fueron: 167 £2 %, 79 *1 %, 117 *1 % vy 80 * 1%,
respectivamente en los grupos Cl + Ce, Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS + Ce vs. los hallados en
los corazones no tratados (169 £1 %, 81 1 %, 119*1 % y 82 1 % en los grupos Cl,
Pl, 3Pl y POS, respectivamente) (Figura 37).
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Figura 37: Expresion de P-Akt/VDAC en la fraccion mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el grupo
C (n =7), en corazones CI (n =7), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PI, 3Pl + Ce, POS y POS + Ce. n =7 para cada
grupo tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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La expresion de P-PKCe en la fraccidon mitocondrial de los corazones del grupo Cly Cl +
Ce fue similar a la obtenida en los corazones controles no-isquémicos (grupo C). Sdlo en
los grupos Pl y POS el nivel de P-PKCe disminuy6 con respecto al control (67 + 1% y 64 *
2 %, respectivamente), pero los valores no se modificaron con el tratamiento con
celeritrina. Estos valores fueron: 66 * 2 % para el grupo Pl + Ce, 98 * 3 % para 3Pl + Ce
y 64 * 3 % para el grupo POS + Ce. (Figura 38)
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Figura 38: Expresion de P-PKCe/VDAC en la fraccion mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PI, 3PI + Ce, POS y POS + Ce. n =7 para

cada grupo tratado con Ce * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Medida de la sensibilidad del PPTM al calcio:

La Figura 39 muestra que la recuperacion parcial de la sensibilidad del PPTM al calcio
lograda por las intervenciones Pl, 3Pl y POS fue significativamente atenuada por la
inhibicion de PKC con celeritrina alcanzando los siguientes valores: 0.10 £ 0,01, 0,20 £

0,02y 0,18 £ 0,02 para los grupos Pl + Ce, 3Pl + Ce y POS + Ce, respectivamente.
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Figura 39: Cambios de la dispersion de la luz, medida en unidades arbitrarias (u.a.) ante el agregado de una
dosis de 200 yM de Cl,Ca, en corazones de los grupos C (n = 5), Cl (n =5), Cl + Ce PI, Pl + Ce, 3PI, 3PI +
Ce, POS y POS + Ce. n =6 para cada grupo * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respectoa Cl; { p

< 0,05 con respecto a las intervenciones en ausencia de Ce.

De los resultados hasta aqui presentados podemos inferir que la inhibiciéon de
PKC con celeritrina produce los siguientes efectos:

1.- Aumento del tamano del infarto

2.- Aumento de la peroxidacion lipidica y disminucién del contenido de GSH
3.- La expresiéon de SODMn en el citosol no se modifica

4.-La expresion de P-GSK-38 y P-Akt en la fracciéon citosdlica y en la
mitocondrial no se modifica

5.- Disminucién de la expresion de P-PKCe en la fraccidn citosdlica

7.- La expresion de P-PKCe en la fraccion mitocondrial no se modifica

7.- Disminucién de la sensibilidad del PPTM al calcio
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2.4. Tratamiento con ciclosporina A, inhibidor de la formacion del poro de

permeabilidad transitoria de la mitocondria (PPTM)

Tamano del infarto:

En la Figura 40 se observan los tamafos de infarto para los grupos ClI, PI, 3Pl y POS, en

presencia y ausencia de ciclosporina (CsA).
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Figura 40: Tamano del infarto, expresado como porcentaje del area de riesgo, en los grupos CI (n = 10), CI
+CsA(n=8),Pl(n=12), Pl + CsA (n=5), 3PI(n=6), 3PI+CsA(n=5), POS(n=11), y POS + CsA (n

=5). *p < 0,05 con respecto a Cl; # p < 0,05 con respecto a las intervenciones no tratadas con CsA.

La CsA disminuyo el tamafo del infarto observado en el grupo Cl a un valor similar al
obtenido en los corazones intervenidos (36 £ 5 %). El tratamiento también disminuyd el
tamano del infarto obtenidos en los grupos PI, 3Pl y POS. Los valores fueron: 17 + 3 %, 16
£2% y21+1% enlos grupos Pl + CsA, 3Pl + CsAy POS + CsA, respectivamente.

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS):

En la Figura 41 se observa que la concentracion de TBARS obtenida por las
intervenciones PIl, 3Pl y POS no fue modificada por el tratamiento con CsA. En estas
condiciones los valores fueron: 0,36 * 0,10, 0,32 * 0,12 y 0,30 * 0,10 nmoles/mg prot
para los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente.
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Figura 41: Concentracion de TBARS, expresada en nmoles por mg de proteina, en los grupos CI (n = 5), CI
(n=5)Cl + Ce, PI, PI + Ce, 3PI, 3PI + Ce, POS y POS + Ce. n =6 para cada uno de los grupos con CsA *

p < 0,05 con respecto a Cl.

Glutation reducido (GSH):

En la Figura 42 se muestra que el tratamiento con CsA no modifica los niveles de GSH
producidos por las intervenciones PI, 3Pl y POS. Los valores obtenidos fueron: 2,02 *
0,04, 2,04 + 0,08 y 1,88 * 0,1 ng/mg prot, para los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsAy POS +

CsA, respectivamente.

3.0

GSH (ug/mg de proteina)

Cl CI+CsA PI PI+CsA 3Pl 3PI+CsA POS POS+Ce

Figura 42: Contenido de glutation reducido (GSH), expresado en ug por mg de proteina, en los grupos C (n
=7),Cl (n=7), Cl + CsA PI, Pl + CsA, 3PIl, 3Pl + CsA, POS y POS + CsA. n = 6 para cada uno de los

grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a Cl; ¢ p < 0,05 con respecto a Cl + CsA.
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Expresion de la enzima superéxido dismutasa dependiente de Mn (SOD Mn) citosdlica:

En la Figura 43 se muestran los valores observados en la expresion de SODMn en los
grupos tratados con CsA. En el Cl aumento6 de la expresiéon de SODMn (11121 %) y en
todos los demas grupos disminuyo. Los valores fueron: 89 £ 3 %, 90 *1 % y 87 2 %

para los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente.
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Figura 43: Expresion citosolica de (SODMn) en corazones de los grupos C (n=7), Cl (n =7), Cl + CsA PI,
Pl + CsA, 3PIl, 3PI+CsA, POS y POS + CsA. n = 6 para cada uno de los grupos con CsA * p< 0,05 con
respecto a Cl, # p< 0,05 con respecto a Cl.

Contenido de GSK-38, Akt y PKCce fosforiladas en la fraccion citosdlica:

En la Figura 44 se muestra la expresion de P-GSK-3B en la fraccién citosdlica,
normalizada con GAPDH, en presencia de CsA. La CsA produjo un aumento de los niveles
de P-GSK-3p en todos los grupos experimentales. En el grupo Cl el valor fue de 85 £+ 1 %
y en los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA los valores fueron de 112 1 %, 115 *
1%y 111 £1 %, respectivamente.

Efectos similares se observaron cuando se analizaron los valores de P-Akt (Figura 45).
Asi, la CsA aumento significativamente la expresién de P-Akt en los corazones CI (78 *
1%) y también en los grupos PI, 3Pl y POS. Los valores fueron 116 *1 %, 114 1 % y
112 £1 % para los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente.
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Figura 44: Expresion de la P-GSK-3B3/GAPDH en la fraccion citosolica, expresada como porcentaje de la
obtenida en el grupo C, en corazones C (n =7), Cl (n=7), Cl + CsA PI, Pl + CsA, 3PI, 3Pl + CsA, POSy
POS + CsA. n = 6 para cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con

respecto a Cl; { p < 0,05 con respecto a los corazones intervenidos no tratados con CsA.
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Figura 45: Expresién de P-Akt/GAPDH en la fraccién citosdlica, como porcentaje de la obtenida en el grupo
C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + CsA PI, Pl + CsA, 3PI, 3PI + CsA, POS y POS + CsA. n =6 para
cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl; { p < 0,05 con

respecto a los corazones intervenidos no tratados con CsA.

El tratamiento con CsA aumenté significativamente la expresién de P-PKCe en los
corazones Cl (120 * 1 %). Sin embargo, la CsA no modificé los niveles de P-PKCe
detectados en los grupos PI, 3Pl y POS. Los valores fueron: 132 £ 1%, 143 * 1% y 121 *
1% para los grupos Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente (Figura 46).

~75~



D2 [ - —— - - — -

2001 42Ka SN S - - —] 070!

1754

150 # #

1254 # # o #

100

(% del control)

~
o
1

expresion ae FP-FKRCe/GAFDH

50

251

C Cl CI+CsA Pl PI+CsA 3Pl 3PI+CsA POS POS+CsA
Figura 46: Expresion de P-PKCe en la fraccion citosdlica, expresada como porcentaje de la obtenida en el

grupo C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + CsA PI, Pl + CsA, 3PI, 3Pl + CsA, POS y POS + CsA. n=6

para cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.

Contenido de GSK-35, Akt y PKCe fosforiladas en la fraccion mitocondrial:

La Figura 46 muestra que el tratamiento con CsA no modifico la expresion de P-GSK-33
de los corazones del grupo Cl (159 * 3%), pero aumenté significativamente en los demas
grupos. Los valores fueron de 125+ 2 %, 126 *3 % y 130 £ 2 % en los grupos Pl + CsA,
3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente.
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Figura 46: Expresion de la P-GSK-3p en la fraccién mitocondrial, expresada como porcentaje de la obtenida
en el grupo C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + CsA PI, Pl + CsA, 3PI, 3Pl + CsA, POS y POS + CsA. n
= 6 para cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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Figura 47: Expresion de P-Akt en la fraccion mitocondrial, expresada como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n = 7), en corazones Cl (n = 7), Cl+ CsA PI, Pl + CsA, 3PI, 3PI+CsA, POS y POS + CsA. n=6

para cada uno de los grupos con CsA * p< 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.

La expresion de P-Akt mostré cambios similares a los observados en P-GSK-3p. La CsA
aumentd la expresion de P-Akt obtenida en todos los grupos experimentales. Los valores
de P-Akt en presencia de CsA fueron: 170 4 %, 132 *1 %, 140+ 2 % y 135 * 1% para
los grupos Cl + CsA, Pl + CsA, 3Pl + CsAy POS + CsA, respectivamente.
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Figura 48: Expresion de P-PKCe/VDAC en la fraccion mitocondrial, como porcentaje de la obtenida en el
grupo C (n =7), en corazones Cl (n =7), Cl + CsA, PI, Pl + CsA, 3PI, 3Pl + CsA, POSyPOS + CsA. n=6

para cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p < 0,05 con respecto a Cl.
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La expresion de P-PKCe aumento significativamente en todos los grupos tratados con
CsA. Los valores fueron: 1770 £ 3 %, 180+ 2 %, 196 * 3 % y 185 * 6 % para los grupos CI
+ CsA, Pl + CsA, 3Pl + CsA y POS + CsA, respectivamente (Figura 48)

Medida de la sensibilidad del PPTM al calcio:

La Figura 49 muestra que el tratamiento con CsA aumento la sensibilidad al calcio de las
mitocondrias aisladas de los corazones controles isquémicos, produciendo un cambio de
la dispersién de la luz de 0,17 * 0,01 u.a. Sin embargo, la CsA disminuyd la sensibilidad
al calcio de mitocondrias aisladas de los grupos Pl, 3Pl y POS. Los cambios de la
dispersion de la luz fueron: 0,12 * 0,02, 0,17 * 0,02 y 0,2 * 0,02 u.a. para los grupos Pl +
CsA, 3Pl + CsA, y POS + CsA, respectivamente.
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Figura 49: Cambios de la dispersion de la luz, expresado en unidades arbitrarias (u.a.) ante el agregado de
una dosis de 200 uM de CI,Ca, en corazones de los grupos C (n = 5) Cl (n = 5) Cl + CsA, PI, Pl + CsA, 3PI,
3Pl + CsA, POS y POS + CsA. n =5 para cada uno de los grupos con CsA * p < 0,05 con respecto a C; # p
< 0,05 con respecto a Cl.

De los resultados hasta aqui presentados podemos inferir que el tratamiento
con ciclosporina produce:

1.- Disminucién del tamano del infarto

2.- La peroxidacion lipidica y el contenido de GSH no se modificaron

3.- La expresion de SODMn en el citosol no se modifica

4.- Aumento de la expresion de P-GSK-35 y de P-Akt en ambas fracciones

5.- Aumento de la expresion de P-PKCs en ambas fracciones.

7.- La sensibilidad del PPTM al calcio no se modifica
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3. Coinmunoprecipitacion de P-GSK-38 y P-PKCe

Para dar cumplimiento al ultimo objetivo se evaluaron las interacciones fisicas de P-GSK-
3B-VDAC y P-PKCe-VDAC por coinmunoprecipitacién. Las muestras fueron tratadas con
el anticuerpo anti-VDAC vy reveladas con los anticuerpos el P-GSK3B y P-PKCe. La
asociacion P-GSK-3B-VDAC disminuyé en los corazones controles isquémicos (ClI),
obteniendo un valor de 56 * 3 % y aumentd en los grupos PI, 3PI, POS (102 * 1 % para
Pl, 114 * 1 % para 3PIl, 104 * 1 % para POS, 123 *1 % para IMIpre, 125 * 1 % para
IMI3pre y 122 £ 1 % para IMIpos. Los aumentos de dicha interaccidn producidos en los
corazones pre Yy postacondicionados fueron significativamente atenuados por el
tratamiento con wortmanina indicando que Akt es necesaria para promoverla. Los valores
observados fueron 77 £1 %, 74 *1 % y 76 £ 1 % para los grupos Pl + wort, 3Pl + wort y

POS + wort, respectivamente (Figura 50).
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Figura 49: Expresién de P-GSK3B-VDAC, expresada como porcentaje de la obtenida en el grupo C, en
corazones C, ClI, PI, 3PI, POS IMlpre, IMI3pre, IMIpos, PI + wort, 3Pl + wort y POS + wort.. n = 4 para cada
grupo. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a Cl; { p < 0,05 con respecto a los corazones

intervenidos no tratados con wortmanina.

De la misma forma en la asociacion de P-PKCe-VDAC, también se observo la disminucion

en el Cl a un valor de 45 * 4 % y un aumento en todos los corazones intervenidos. Los
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valores de la asociacion fisica P-PKCe-VDAC para los grupos Pl, 3Pl y POS fueron 134 £
1%, 138 *1 % y 131 £ 1 %, respectivamente. En los grupos IMipre, IMI3pre e IMIpos
los valores fueron 137 £1 %, 138 *1 % y 136 1 % y para los grupos Pl + wort, 3Pl +
wort y POS + wort fueron 136 1 %, 135*1 % y 138 * 1 %, respectivamente (Figura
51).
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Figura 50: Expresion de P-PKCe-VDAC, expresada como porcentaje de la obtenida en el grupo en
corazones C, Cl, PI, 3PI, POS, IMIpre, IMI3pre, IMIpos, PI + wort, 3Pl + wort y POS + wort. n = 4 para cada

grupo. * p < 0,05 con respecto a C; # p< 0,05 con respecto a CI.
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DISCUSION



El presente estudio demuestra que los dos protocolos de preacondicionamiento
isquémicos y el de postacondicionamiento isquémicos ejercen un efecto protector en los
corazones hipertroficos de las ratas hipertensas espontaneas (SHR) sometidos a injuria
por isquemia/reperfusion, observandose una disminucion del tamafo del infarto, del estrés
oxidativo y de la permeabilidad mitocondrial. También demostramos que en dichos efectos
beneficiosos participan activamente las formas fosforiladas de GSK-3B3, Akt y PKC
mediante vias de sefalizacion que culminan en la mitocondria y especificamente en el
poro de permeabilidad transitoria de dicha organela (PPTM).

Sin embargo, estas intervenciones no modificaron la recuperacion postisquémica de la
contractilidad miocardica. En el presente estudio, el POS, reduce el tamafio del infarto sin
mostrar recuperacion de la funcion ventricular (estado contractil y rigidez del miocardio).
La ausencia de la mejoria de la funcion ventricular en nuestro estudio, puede ser debida a
la presencia de areas con atontamiento miocardico en la parte periférica de la zona
infartada. En este sentido, ha sido bien demostrado, que la presencia de un cierto grado
de disfuncion postisquémica (miocardio atontado) se revierte aproximadamente después
de 48/72 horas de reperfusion. Ademas el cambio en el tamano del infarto en
experimentos agudos, no influencia significativamente la funcién ventricular (Cohen vy col,
1999)

De acuerdo con un trabajo previo (Leichtweis y Ji, 2001), la abrupta produccion de ROS
que ocurre durante los primeros minutos de la reperfusién se correlaciona directamente
con la disminucién del GSH intracelular (Slodzinski y col, 2008). El glutatién es un
antioxidante de bajo peso molecular que juega un rol central en la defensa contra el dafo
oxidativo, reciclando los grupos tioles de las células de mamiferos. EI aumento de la
peroxidacién lipidica obtenido en los corazones isquémicos fue acompanado por una
disminucién del contenido de GSH indicando la presencia de estrés oxidativo en SHR, ya
reconocido por investigaciones previas (Fantinelli y col, 2012). Las intervenciones (PI, 3P,
POS) y el tratamiento con IMI, disminuyeron el contenido de TBARS en el tejido cardiaco
y preservaron parcialmente el nivel de GSH, sugiriendo una menor produccion de ROS 6
un mejoramiento del principal sistema antioxidante en dichas condiciones. Teniendo en

cuenta que las ROS pueden causar la apertura del PPTM (Halestrap, 2009), los datos
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observados en este estudio en mitocondrias aisladas, en donde se produce una
recuperacion parcial de la integridad y de la respuesta al calcio en los corazones
intervenidos sustentan la idea de que una menor produccion y/o liberacion de ROS podria
estar ocurriendo en esas condiciones. Por otro lado, la inhibicion de PI3K/Akt con
wortmanina y la inhibicion de PKC con celeritrina, revirtieron estos efectos beneficiosos
observandose un aumento de la peroxidacion lipidica y una disminucion de GSH y de la
respuesta del PPTM al calcio, en estos grupos experimentales. Sin embargo, el
tratamiento con ciclosporina no modificd ninguna de los parametros mencionados. Al no
obtener una proteccién adicional, este resultado sugiere que el Pl y el POS ejercen su
efecto cardioprotector a través del mismo blanco que seria el PPTM. Estudios previos
realizados por Griffiths y Halestrap (1993) y por Argaud y col (2005) muestran que
ambas intervenciones (Pl y POS) producen efecto cardioprotector frente al dano
miocardico producido por isquemial/reperfusion mediante la disminucion de la
apertura del PPTM. En un trabajo realizado recientemente en nuestro laboratorio
demostramos que el Pl protege a las SHR contra las alteraciones producidas por la
isquemia-reperfusion disminuyendo, a través del NO y de los canales de K dependientes
de ATP de la mitocondria, la apertura del PPTM (Fantinelli y col., 2013).

De forma similar la CsA, un inhibidor del PPTM, preacondiciona corazones aislados de
rata (De Paulis y col., 2013).

Resultados previos obtenidos en animales normotensos muestran que la fosforilacion del
residuo serina 9 (Ser9) / inhibiciéon de la GSK-3 juega un papel importante en diferentes
intervenciones cardioprotectoras (Nishino y col, 2008; Miura y Miki, 2009). Esta
importancia se atribuye al hecho de que la GSK-3 es un sustrato de multiples proteinas
quinasas de pro-supervivencia y que, por lo tanto, la fosforilacion de GSK-3[3 es un punto
de convergencia de distintas vias de sefalizacion. La inhibicién directa de la GSK-3p por
el uso de inhibidores farmacoldgicos estructuralmente diferentes tales como SB-216763,
LiCl e IMI limita el tamafio del infarto (Gross y col, 2004; Obame y col, 2008; Faghihi y col
2008). En nuestro modelo experimental, el tratamiento con IMI antes y después de la
isquemia ejerce un efecto cardioprotector similar al obtenido con ambos protocolos de Pl 'y

POS, lo que sugiere que la disminucion del infarto observada luego de dichas
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intervenciones esta vinculada en una relacion causa-efecto a un mecanismo dependiente
de GSK-38.

Entre las quinasas capaces de fosforilar a la GSK-3[ esta la PI3K/Akt (Pap y Cooper,
1998), enzima cuya participacién en la cardioproteccion contra la injuria por reperfusion
fue previamente demostrada (Zhu y col, 2006). El acoplamiento de Akt y GSK-3[ conduce
a cambios inversos en sus actividades. Por lo tanto, el aumento de la actividad de Akt
produce la fosforilacidn/inhibicion de GSK-3[3, mientras que la disminucion de la actividad
de Akt conduce a la desfosforilacion/activaciéon de GSK-3B. Nuestros datos muestran que,
en corazones isquémicos obtuvimos una disminucion en la fraccion citosdlica de P-Akt y
de P-GSK-3B, mientras que lo opuesto ocurri6 en corazones preacondicionados,
postacondicionados y tratados con IMI. Estos resultados ponen de manifiesto el importante
papel de GSK-3B y Akt en isquemia- reperfusion en SHR, que ademas concuerda con
trabajos previos realizados en conejos hipertensos (Barillas y col, 2007) y en SHR
propensas a accidentes cerebrovasculares, SHR-SP (Chen y col, 2000).

Las intervenciones cardioprotectoras Pl y POS producen la activacién de cascadas a
través de disparadores que se acumulan extracelularmente en respuesta al estimulo y que
actuan sobre receptores de la superficie celular. Estas vias de sefalizacién que ocurren en
el citosol parecen modular la apertura del PPTM (Hausenloy y col, 2009). Estudios previos
demostraron que la P-GSK-3[ eleva el umbral de apertura de dicho poro (Juhaszova y col,
2009). Aunque se ha demostrado que el tiempo critico de apertura del poro mitocondrial
esta dentro de los primeros minutos de la reperfusion, en nuestro preparado los niveles
de P-GSK-3[ citosdlica al final de los 60 min de reperfusion fueron significativamente
menores que los encontrados en corazones no-isquémicos. A este mismo tiempo,
corazones preacondicionados, postacondicionados y tratados con IMI mostraron niveles
elevados de P-GSK-3p citosodlica. Cuando examinamos la fraccion mitocondrial obtuvimos
resultados opuestos. Es asi como el nivel de P -GSK-3B aumentd en los corazones
isquémicos y disminuyé en aquellos corazones intervenidos y/é tratados. Los datos
obtenidos en mitocondrias aisladas muestran que la respuesta al calcio de una suspension
mitocondrial obtenida de corazones isquémicos esta significativamente disminuida y que
aquellas extraidas de corazones preacondicionados, postacondicionados ¢ tratados con

IMI dicha respuesta se recuperé parcialmente. Es decir, que las intervenciones aplicadas y
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el tratamiento con IMI atenuan la permeabilidad de la membrana mitocondrial y tienen un
elemento en comun, que es la fosforilacion de GSK-3f citosdlica. Por lo tanto, estos datos
sugieren que la GSK-3B citosdlica y no la mitocondrial seria la verdaderamente

responsable de la proteccidn observada en los corazones isquémicos intervenidos.

Nuestros datos muestran que, en corazones isquémicos, se produce una disminucion de
P-GSK-38 en la fraccion citosélica. En presencia de wortmanina, el tratamiento no
modifico la expresion de dicha enzima en el grupo Cl pero produjo una disminucién de P-
GSK-3p en los grupos Pre y postacondicionados. Estos datos corroboran que la proteina
GSK-3B, es un blanco de Akt. La expresion de la P- Akt también en la fraccion citosdlica,
disminuy6 en el grupo Cl y se observaron valores aun menores cuando los grupos fueron
tratados con wortmanina. Esto fue atribuido en estudios anteriores a que la inhibicién de
Akt bloquea el efecto protector del Pl (Wymann y col, 1996) y del POS (Honisch y col,
2010). Al evaluar la fraccién mitocondrial obtuvimos resultados opuestos, tanto en el nivel
de P-GSK-3B como en los de P-Akt, donde se observd un aumentd en los corazones
isquémicos y de aquellos corazones intervenidos y/6 tratados, menos en el 3Pl con
wortmanina. Estos datos sugieren que aunque se ha reportado la presencia de una Akt
mitocondrial (Bijur y Jope, 2003) y (Stiles, 2009) en nuestros datos, la responsable de los
efectos obtenidos, seria la que esta presente en la fraccién citosdlica.

Por otro lado, la CsA produjo un aumento de los niveles de P-GSK-3p, P-Akt y P-PKCe en
la fraccione citosdlica, en todos los grupos experimentales. Esto puede ser debido a que la
CsA también se une a la ciclofiina A, la cual inhibe la fosfatasa serina-treonina
dependiente de calcio, calcineurina y por lo tanto la inhibicion de las propiedades
desfosforilativas de la calcineurina podria incrementar o mantener la fosforilacion de estas

proteinas (Liu y col, 1991).

Park y col, 2006, demostré usando tanto corazén aislado como cardiomiocitos aislados,
que el POS se asocia también con un incremento de P-GSK-3p, P-Akt y la inhibicion de
la apertura del PPTM, por la disminucion del potencial de membrana después de la carga
de calcio (Gomez y col, 2008).
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Existen algunos estudios que relacionan un aumento de la fosforilacion de proteinas
cardioprotectoras a la inhibicién de calcineurina. Es asi como en cardiomiocitos de ratas,
la inhibicion de calcineurina por CsA ¢ por el inhibidor selectivo de calcineurinaFK506,
aumenta la fosforilacion de Akt (Ni, Wang, Cao y col, 2007). El tratamiento con CsA 6
FK506 también aumenta la fosforilacion de la GSK-33 en células de neuroblatoma
humano (Kim y col 2009). En corazones de cobayo el tratamiento con CsA antes de la
isquemia aumento la fosforilacion de Akt y GSK-3B (Onishi y col, 2012). Como se han
encontrado niveles elevados de calcineurina en animales hipertensos (Zhang y col, 1999),
esta via inhibida por ciclosporina podria ser la responsable de los aumentos de expresion
de P-GSK-3[ y P-Akt observados en la fraccion citosolica de corazones de SHR. Cuando
examinamos los resultados de la fraccidon mitocondrial, también encontramos un aumento
de la expresion de todas las proteinas evaluadas, P-GSK-3p, P-Akt y P-PKCe. El
mecanismo implicado en la inhibicion del PPTM por GSK-3B durante la reperfusion, no
esta claro. Sin embargo, ha sido propuesto que GSK-3B puede estar localizada en la
mitocondria asociada con ANT y con VDAC, 2 componentes importantes del complejo del
PPTM (Juhaszova y col, 2004), (Nishihara y col, 2007) y (Terashima y col, 2010).

Teniendo en cuenta que la CsA, inhibe a la ciclofilina D y por lo tanto la posibilidad de que
el calcio desencadene la formacién del poro, la concentracion de este i6n en la matriz
mitocondrial podria aumentar y de esta manera activar la fosforilacion de quinasas
presentes en este compartimento. Esta podria ser la explicacion para el hallazgo de
niveles muy aumentados de P-GSK-3[3, P- Akt y P-PKCe en la fraccion mitocondrial de los

grupos tratados con CsA

Por otro lado, diversas investigaciones muestran la participacién de la proteina quinasa
(PKC) en cascadas cardioprotectoras (Yoshida y col, 1997; Gray, Mochly-Rosen vy col,
2004). Estudios realizados por Ytrehus y col 2003 en corazones aislados de conejos
demostraron que el Pl induce translocacion de PKC desde el citosol a la membrana y que
el efecto protector del Pl puede ser mimetizado por la administracion de farmacos
activadores de PKC. Las isoformas de PKC que actuan en el Pl varian segun la especie
estudiada. Es asi que en el corazon de rata actuan PKCa, PKCd y PKCe (Yoshida y

col,1997) y en el de conejo PKCe y PKCn (Ping, Cao y col,1997; Mochly-Rosen vy col,
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2004). Un trabajo realizado por Inagaki y col, 2003 demuestra que no todas las isoformas
de PKC cumplen el mismo rol en isquemia -reperfusion. Dicho trabajo muestra que la
activacion de PKCd es perjudicial mientras que la de PKCe es beneficiosa. La activacion
de PKC participa activamente en los efectos protectores ejercidos por el pre y
postacondicionamiento isquémicos Derek y col, 2007; Sadat, 2009). Ha sido demostrado
que, especificamente la isoforma PKCe juega un papel critico en la cardioproteccion
(Armstrong, 2004), (Budas y col 2007) y (Baines y col 2002).Es bien conocido que cuando
se activa la PKC se transloca a multiples sitios subcelulares incluyendo a la mitocondria,
nucleo y membrana plasmatca (Budas y Mochly-Rosen. 2007; Uecker y col, 2003; Dorn y
col, 1999). Existe amplia evidencia de que en la mitocondria hay sustratos para PKC
(Baines y col, 2003; Ogbi y Johnson, 2006). Sin embargo, aunque algunos estudios
muestran que PKCe esta presente constitutivamente en la mitocondria, otros sugieren que
para que dicha quinasa ejerza efecto protector se debe translocar (Budas y Mochly-Rosen,
2007; Dorn y col, 1999). Dado que la mayoria de las proteinas mitocondriales estan
codificadas en el nucleo, sintetizadas en el citosol y transportadas a la mitocondria a
través de poros formados por translocasas de las membranas mitocondriales interna y
externa (Lithgow, 2000; Kaldi, 1998), PKCe puede ser translocada a la mitocondria via
importantes mecanismos para interactuar con sustratos dentro de dicha organela. En un
estudio previo realizado en nuestro laboratorio en SHR (Fantinelli y Mosca, 2007) se
demostré que el aumento de la recuperacion postisquémica de la contractilidad lograda
por el Pl y POS en dichos animales era anulado cuando PKC era inhibida. Estos datos nos
permitieron concluir que la PKC desempeina un papel importante en la cardioproteccion
ejercida por ambas intervenciones en SHR. Encontramos resultados similares en este
estudio en el cual la disminucién del infarto observada en ambos protocolos de Pl y en el
POS fue significativamente atenuada por la inhibicion de PKC con celeritrina. Nuestros
datos de Western blot muestran que la expresion de P-PKCe citosdlica aumenta frente a
las intervenciones y disminuye dramaticamente cuando PKC es bloqueada. Sin embargo,
el contenido de P-PKCe en la fraccion mitocondrial disminuyé en el Pl, 3Pl y POS. Esto
demuestra que la activacion/fosforilacion de PKCe en el citosol parece ser suficiente para
brindar proteccién a las SHR y sugieren que no seria imprescindible la translocacion, por

lo menos hacia la mitocondria para producir acciones beneficiosas.
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Por otro lado, la PKC es capaz de fosforilar e inactivar a la GSK-33 (Inagaki et al, 2006;
Ping, 2002). En nuestras condiciones experimentales, cuando PKC fue inhibida, el nivel de
expresion de P-Akt y P-GSK-3B no se modificd, 6 inclusive, en algunos grupos aumento.
Esto esta indicando que la PKC esta actuando en una cascada de proteccién paralela a la
que participan las quinasas mencionadas mas arriba.

¢, Cual es el mecanismo? Korge y col, 2002 muestran que la activacién de PKC disminuye
el grado de apertura del PPTM en mitocondrias cardiacas de conejo. En otro estudio
Baines y col, 2003, sugieren que la PKCe se puede asociar a componentes del poro y asi
producir la inhibicion del mismo. Entre otros sustratos mitocondriales con los cuales la
PKC puede interactuar se encuentran la aldehido deshidrogenasa 2, la citocromo C
oxidasa subunidad IV y los canales de K dependientes de ATP (Budas y Mochly-Rosen,
2007).

El aumento de la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial conduce a la
liberacion de componentes de la matriz mitocondrial al citosol entre los que figura la
enzima superoxido dismutasa-dependiente de Mn (SODMn). Siguiendo la sugerencia de
un trabajo previo (Jin y col, 2005), el aumento de la expresién de la SODMn citosdlica
hallado en nuestro preparado isquémico estaria indicando un aumento de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial. Ambos protocolos de PI, el POS y tratamiento con IMI
disminuyeron el contenido citosélico de SODMn. Sin embargo, el contenido de esta
enzima aumenté cuando los corazones intervenidos fueron tratados con wortmanina.
Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en mitocondrias aisladas y estarian
relacionados con la modulacion ejercida por GSK-3B y Akt de la apertura del PPTM como
un mecanismo implicado en la muerte celular. En presencia del bloqueo de PKC con
celeritrina, aunque no se observaron cambios significativos en los niveles de SODMn, la
sensibilidad del PPTM al calcio disminuyd. Es decir, que la PKCe interacciona con el poro
y modifica su probabilidad de apertura. Nuestros datos de co-inmunoprecipitacidon
muestran que esta quinasa esta asociada fisicamente al VDAC y de esta manera, podria
preservar la impermeabilidad mitocondrial. Estos resultados estan de acuerdo con los
obtenidos por Baines y col (2006) en mitocondrias cardiacas de raton.

Uno de los elementos que constituye el PPTM es la ciclofilina D. Experimentos previos

realizados en animales normotensos (Woodfield y col, 1998) y también en pacientes (Piot
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y col, 2008) muestran que la inhibicion de este componente mediante el uso de la CsA
disminuye la formacion y /o apertura del PPTM, acompafado de efectos beneficiosos. En
nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con CsA disminuyé el tamafio del
infarto no sélo en corazones Cl sino también en corazones pre y postacondicionados. Es
decir, que las intervenciones reconocen mecanismos en paralelo que podrian tener un
blanco en comun como lo es el PPTM.

La pregunta ahora es: ¢ Cuales son los mecanismos que determinan una disminucion 6
retardo en la apertura del PPTM? Sabemos de lo realizado hasta aqui que P-Akt, P-PKCe
y P-GSK-3[3 estan involucradas.

En tal sentido, algunos estudios mostraron que la P-GSK-3[ interactua con la ANT
(Nishihara y col, 2007; Terashima y col, 2010), fosforila a VDAC (Pastorino y col, 2005;
Das y col, 2008) y esto interrumpe la unién de lahexoquinasa Il (Nishihara y col, 2007).
También fue demostrado que Akt puede fosforilar directamente a la hexoquinasa Il e
inducir su union a VDAC (Miyamoto y col, 2008) manteniendo, de esta manera, la
integridad mitocondrial. A través de la prueba de co-inmunoprecipitacion nosotros
detectamos la asociacion fisica P-GSK-3p citosélica/VDAC y PKCe citosolica/VDAC. Estas
asociaciones podrian explicar la modificacion de la apertura del poro ejercida por ambas
proteinas citosolicas. Datos obtenidos por Costa y Garlid (2008), en ratas Sprague-Dawley

estarian de acuerdo con este mecanismo.

Penna y col, 2006, demostraron que la cascada de proteccion involucra ademas de la PKC
a los canales mitocondriales de K dependientes de ATP y las ROS. Como en nuestro
preparado el bloqueo de PKC con celeritrina exacerbd el dafio oxidativo, mostrando una
disminucion de GSH y un aumento de las TBARS nosotros sugerimos que la activacion de
PKC esta antes 6 “upstream™ que las ROS. Sin embargo, ambos, ROS y PKC parecen
estar involucrados en la cardioproteccién dada por PRE y POS a las SHR. En este trabajo
y también en SHR, realizando una isquemia mas prolongada que lleva a la muerte celular,
demostramos que la inhibicion de PKC con celeritrina abole la disminucion de infarto
producida por ambas intervenciones, poniendo de manifiesto la importante participaciéon de
la PKC en el PRE y POS. Es decir, que nuestros resultados estdn de acuerdo con

investigaciones previas realizadas en animales normotensos y previamente mencionadas.
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CONCLUSIONES



En el presente estudio aportamos evidencias que sustentan potenciales mecanismos de
proteccion asociados al pre y postacondicionamiento isquémicos en ratas hipertensas
espontaneas (SHR). La aplicacion de 1 6 3 ciclos de isquemia-reperfusion previos a la
isquemia prolongada, asi como la aplicacion de 3 ciclos breves de isquemia-reperfusion al
comienzo de la reperfusién ejerce un efecto cardioprotector contra la injuria por isquemia-
reperfusion. Este efecto se traduce en una disminucion del tamafo del infarto en los
corazones pre Yy postacondicionados acompafados de una disminucion del estrés
oxidativo y una preservacion parcial de la integridad mitocondrial. Nuestros resultados
también demuestran que el efecto protector a nivel del tejido miocardico esta asociado a la
activacién/fosforilacion de PKCe y a la inhibicion/fosforilacion de GSK-3p teniendo ambas
proteinas un blanco en comun, como es el poro de permeabilidad transitoria de la
mitocondria (PPTM).

Los efectos cardioprotectores observados fueron:

1. Disminucién del tamario del infarto.

2. Disminucion de la peroxidacion lipidica.

3. Preservacion parcial del contenido de GSH.

4. Aumento de la expresién de las formas fosforiladas de Akt, GSK-3B y PKCe en la
fraccién citosalica.

5. Disminucion de la expresiéon de las formas fosforiladas de Akt y GSK-33 y PKCe en la
fraccion mitocondrial.

6. Co-localizacién de P-GSK-3f y P-PKCe con el canal aniénico dependiente de voltaje de
la mitocondria (VDAC)

7. Recuperacion parcial de la sensibilidad del PPTM al calcio.

Otro hallazgo importante de nuestro trabajo fue que la CsA mimetiz6 en corazones
isquémicos la cardioproteccion obtenida con el Pl y POS y potencié la accion beneficiosa

de estas intervenciones.
Conclusion final

El presente estudio muestra que, en las SHR, los agonistas liberados por las isquemias
breves del Pl y POS en su interaccion con receptores de membrana (GPCR) vy el acople a

proteinas G, desencadenan cascadas de sefalizacidn que involucran la activacién de
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PI3K/Akt- que lleva a la fosforilacidn/inactivacion de GSK-3[3- y fosforilacién/activacion de
PKCe en el citosol. Las asociaciones fisicas de P-GSK-33/VDAC y de P-PKCe/VDAC
estarian implicadas en la preservacion de la impermeabilidad mitocondrial obtenida en las
intervenciones aplicadas. La calcineurina (CN) participaria en el efecto protector adicional
al Pl y POS ejercido por la ciclosporina, posiblemente permitiendo un mayor grado de

fosforilacién de las quinasas involucradas.

Preacondicionamiento Postacondicionamiento
En isquémico isquémico

el
presente

estudio

----------------- Ciclosporina ---------------

aportamos evidencias que sustentan potenciales mecanismos de proteccién asociados al
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