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EFECTOS DEL POSACONDICIONAMIENTO ISQUEMICO EN
CORAZONES AISLADOS DE MACHOS Y HEMBRAS

EFFECTS OF ISCHEMIC POSTCONDITIONING ON ISOLATED HEARTS OF

MALES AND FEMALES

SERGIO SCURI', ALEJANDRO CIOCCI PARDO? SUSANA MOSCA?

RESUMEN

Nuestro objetivo fue determinar los efectos del posacondicionamiento is-
quémico (PCl) sobre las alteraciones miocérdicas producidas por la isque-
mia-reperfusion en ratas Wistar macho (M) y hembra (H). Los corazones ais-
lados y perfundidos por el sistema de Langendorff, fueron asignados a los
grupos: 1) Control no isquémico (C): perfusion durante 90 minutos (min); 2)
Control isquémico (Cl): 30 min de isquemia global (IG) y 60 min de reperfu-
sion (R); 3) PCl: 3 ciclos de 30 segundos (s) de IGy 30 s de R se aplicaron al
inicio de R. Se midi6 el tamano del infarto (Tl). La funcién sistolica se eva-
luod a través de la presion desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI) y la
velocidad méxima de ascenso de la presién (+dP/dtmsy); la diastolica a tra-
vés de la velocidad méxima de descenso de la presion (—dP/dtmsy), el tiem-
po hasta la mitad de la relajacion (t50), la constante de tiempo de relaja-
cién (1) y la presion diastélica final del ventriculo izquierdo (PDFVI). En Cl el
Tl fue mayor en M que en H (40 + 2% vs. 29 + 4%, p<0,05). Los valores de
PDVI'y +dP/dtmsx fueron 19 £ 4%y 23 £ 5% en My de 55+ 3%y 59 + 7% en
H (p<0,05). La —=dP/dtmsx fue 21 + 4% para My 54 + 7% para H (p<0,05) y la
PDFVI fue 50 + 4 mmHg para M y 26 + 8 mmHg para H (p<0,05). El t50 no
mostré cambios: aumentoé a los 5y 10 min de Ry se normalizé al final de R
sélo en M. EI PCl disminuyé el Tlen My H (16 £ 1%y 15 + 1%, p<0,05), pero
aumentd la recuperacion posisquémica de la funcién miocardica solo en M.
Estos resultados muestran que: 1) el Tl fue menor y la recuperacion contrac-
til posisquémica fue mayor en H que en M; 2) el PCI disminuyd el Tlen My
H, pero mejord la respuesta contractil posisquémica sélo en M. Estos datos
sugieren que el PCl es una herramienta cardioprotectora mas efectiva en M
que en H.
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ABSTRACT

Our objective was to determine the effects of ischemic postconditioning (IPC) on
myocardial alterations caused by ischemia-reperfusion in male (M) and female (F)
young adult (4-5 months old) Wistar rats. After a 20-min stabilization period, isolated
hearts perfused by the Langendorff system were assigned to the following experi-
mental groups: 1) Non-ischemic control (NIC): perfusion for 90 min; 2) Ischemic con-
trol (IC): 30-min global ischemia (GI) and 60-min reperfusion (R); 3) IPC: 3 cycles of 30
sec of Gl and 30 sec of R at the beginning of R. Infarction size (IS) was determined
by TTC staining technique. Systolic function was assessed by the developed pres-
sure of left ventricle (LVDP) and the maximum rate of rise of left ventricular pressure
(+dP/dtmax). Diastolic function was measured using the maximum rate of decrea-
se of left ventricular pressure (-dP/dtmay), half-relaxation time (t50), time constant of
relaxation (t) and left ventricular end diastolic pressure (LVEDP) as an index of dias-
tolic stiffness. In the IC group the IS was significantly higher in M than F (40 + 2% vs.
29 + 4%, respectively; p<0.05). At the end of R, LVDP and +dP/dtyax were higher in
F compared to M. The values were 19 + 4% and 23 + 5% for M and 55 + 3% and 59
+ 7% for F (p<0.05). Similarly the —~dP/dtmax was higher in F than M (54 + 7% and 21
+ 4%, respectively; p<0.05). LVEDP was 50 £ 4 mmHg for M and 26 + 8 mmHg for F
(p<0.05).t50 did not change in M and F, increased at 5 and 10 min of R and normali-
zed at the end of R only in M. IPC significantly decreased IS in hearts from both sexes
(16 + 19 and 15 + 1% for M and F, respectively) but increased the post-ischemic re-
covery of systolic and diastolic myocardial function only in M.

These results show that in Wistar rats young adults: 1) IS and post-ischemic myo-
cardial function was significantly higher in M than F; 2) IPC decreased IS in hearts
from both sexes; 3) IPC improved post-ischemic recovery of myocardial function
in M but did not modify it in F. These data suggest that IPC is a more effective
cardioprotective tool in M thanin F.

Keywords: ischemia, myocardial reperfusion, male, female.
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INTRODUCCION

Entre las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad isquémica es
la causa mds frecuente de muerte en hombres y mujeres, y es res-
ponsable de més de la mitad de todos los eventos cardiovasculares'.
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Estudios epidemioldgicos muestran que en la mujer premenopdusi-
ca el comienzo de la enfermedad isquémica cardiaca ocurre, en pro-
medio, 10 aflos mas tarde que en el hombre, teniendo lugar el infarto
miocardico 20 afos después?. A pesar de estos datos, existe escasa
informacién sobre la respuesta del miocardio a una lesién aguda de
isquemia-reperfusion en hombres y mujeres*. A nivel experimental,
en la mayorfa de las investigaciones se muestra que los corazones de
animales machos son menos resistentes a los eventos isquémicos®.

El posacondicionamiento isquémico (PCl), propuesto por Zhao et al.
es una estrategia de proteccion que se basa en que la aplicacién de
episodios breves de isquemia-reperfusion al comienzo de la reperfu-
sién disminuirfa las alteraciones posisquémicas. EI PCl representa una
estrategia extrapolable al ambito clinico, particularmente a pacientes
con un infarto agudo de miocardio sometidos a terapias de reperfu-
sion?'%. Numerosos trabajos realizados en distintos modelos experi-
mentales en animales machos proponen al PCl como una herramien-
ta para disminuir la muerte celular posisquémica. En una revision re-
ciente se mencionan estos estudios y se analizan los posibles meca-
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Figura 1. Esquema del preparado y de los protocolos experimentales. C: control. Cl: control isqué-
mico. PCI: posacondicionamiento isquémico. IG: isquemia global. PDI: presién ventriculo izquierdo.
PDVI: presion diastdlica ventriculo izquierdo. PDFVI: presion diastdlica final del ventriculo izquierdo.

nismos responsables de la cardioproteccion dada por el PCI™. Sin em-
bargo, los datos bibliogréficos acerca de los efectos del PCl en anima-
les hembra no son concluyentes.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron: 1) determinar la fun-
cion sistdlica y diastdlica de corazones aislados de ratas Wistar macho y
hembra sometidos a 30 min de isquemia global y 60 min de reperfu-
sion; y 2) evaluar los efectos del PCl en los corazones de ambos sexos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar machos (M) y hembras (H) de 4-5 meses de
vida de las cuales, una vez anestesiadas, se aisld la aorta y a través de
una canula se conectd a un sistema de perfusién de Langendorff. El
corazon fue perfundido con una solucién de Ringer compuesta por:
CINa 120 mM, C1.Ca 1,35 mM, CIK 4,7 mM, SO,Mg 1,2 mM, CO,HNa
20 mM y glucosa 11,1 mM, termostatizada a 37°C y equilibrada a
pH=7,40. La frecuencia cardiaca se mantuvo constante en un valor de
280 + 10 lat/min. Para evaluar la actividad mecénica se colocé un ba-
|6n de l4tex en el ventriculo izquierdo y se conectd a un transductor
de presién (AD Instruments) que permitié medir la presion del ven-
triculo izquierdo (PVI) (Figura 1). El globo de l4tex se llend con un
volumen de agua suficiente para lograr una presién diastélica final
(PDFVI) entre 8-12 mmHg. La presion de perfusion coronaria fue ajus-
tada a valores entre 60 y 75 mmHg v el flujo coronario entre 10y 12
ml/min. La PVI fue adquirida usando un conversor analégico-digital y
el programa de adquisicién Chart V4.2.3 (AD Instruments).
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Figura 2. Trozos de corazones representativos y valores medios del tamario del infarto, expre-
sado como porcentaje del drea de riesgo (AR), de los grupos C (control), Cl (control isquémi-
o) y PCl (posacondicionamiento isquémico) en machos y hembras. * p<0,05 machos (M) vs.
hembras (H). IG: isquemia global.

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Después de un perfodo de estabilizaciéon de 20 min, los corazo-
nes de los animales de ambos sexos fueron sometidos a los si-
guientes protocolos (Figura 1): 1) Control (C, n=6): los corazo-
nes fueron perfundidos con solucién Ringer durante 90 min; 2)
Control isquémico (Cl, n=8 M y n=6 H): se realiz6 una isquemia
global (IG) de 30 min (por interrupcion total del flujo coronario)
y se reperfundié durante 60 min; 3) Posacondicionamiento is-
quémico (PCl, n=7 M, n=6 H): después de la IG de 30 min y al
comienzo de la reperfusion se realizaron 3 ciclos de I1G-R de 30
segundos cada uno y luego se siguio la reperfusion hasta com-
pletar los 60 min.

PARAMETROS MEDIDOS

Determinacion del tamano del infarto

Al término del periodo de reperfusion el corazén fue retirado del sis-
tema de perfusion de Langendorff y el ventriculo izquierdo (VI), una
vez pesado, se congeld a —20 °C por una hora. Al cabo de este tiem-
po el VI fue cortado en trozos de 2 mm de espesor los cuales fueron
pesados y sumergidos en una solucién al 1% de cloruro de trifenilte-
trazolio (TTC) durante 15 min. El tamafo del infarto se expresé como
porcentaje del drea de riesgo (area total).

Funcion sistdlica

La funcion sistélica fue evaluada a través de la presion desarrollada
del VI (PDVI) que se calculé restando a la PVIla PDFVI'y de la velocidad
maéxima de ascenso de la presion ventricular (+dP/dt . ).

Funcion diastolica

a. Rigidez diastdlica. Puesto que nuestro modelo experimental es
una preparacién isovolimica, la PDFVI fue usada como indice de
rigidez diastolica ventricular.

b.  Relajacion isovolimica. Para evaluar la relajacion isovolumica rea-
lizamos las siguientes medidas:
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Figura 3. Cambios de la presidn desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI, panel A) y de la
mdxima velocidad de ascenso de la presion (+dP/dtmdx, panel B), expresadas como porcen-
taje del valor preisquémico, durante la isquemia-reperfusion de los grupos C (control), Cl (con-
trol isquémico) y PCl (posacondicionamiento isquémico) en machos (M) y hembras (H). No-
tar que solo en el grupo Cl los valores de dichos pardmetros fueron significativamente mayo-
res en las H, comparados con los observados en los M. * p<0,05 M vs. H. 1G: isquemia global.

1. La velocidad méxima de descenso de la presién ventricu-
lar (~dP/dt_,);

2 Eltiempo hasta alcanzar el 50% de la presion pico (t50);

3 La constante de tiempo de relajacion (1). Esta constante fue
calculada usando una ecuacién monoexponencial con asin-
tota variable:

P=P,xe™+Pb
donde P es la presion ventricular medida desde el ~dP/dt,
hasta que la PDFVI alcance el valor de 5 mmHg; Pb es el valor
asintotico; P es el valor de la presion ventricular a tiempo=0
durante la relajacién; t es el tiempo que dura la relajacion y T
es la constante de tiempo de relajacion.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar. Para
establecer las diferencias significativas entre dos grupos experi-
mentales se utilizd la prueba de t de Student. Para la comparacién
de mas de dos grupos se utilizd andlisis de varianza (ANOVA) de una
via sequido del test de Newman-Keuls para comparaciones multi-
ples. En todos los casos el valor de 0,05 se consideré como el limite
de significacion estadistica.
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Figura 4. Cambios de la presion diastdlica final del ventriculo izquierdo (PDFVI), expresada
en mmHg, durante la isquemia-reperfusion de los grupos C (control), Cl (control isquémico) y
PCl (posacondicionamiento isquémico) en machos (M) y hembras (H). Observar que solo en
el grupo Cl los valores de PDFVI fueron significativamente menores en H que en M. * p<0,05
Mvs. H. 1G: isquemia global.

RESULTADOS

En el grupo C el valor promedio del tamafio del infarto (TI) fue aproxi-
madamente 1,5%. Después de la isquemia-reperfusion el Tl aumento,
siendo significativamente mayor en los M que en las H (40 £ 2% vs.
29 + 4%). El PCI disminuyd significativamente el Tl en ambos sexos,
alcanzando un valor de aproximadamente 15% (Figura 2).

La recuperacion posisquémica de la funcion sistélica fue significati-
vamente mayor en H que en M. En el grupo Cl, los valores de PDVI'y
+dP/dt_, alfinal de la reperfusién fueron mayores en H que en M (55
+3%y59+7%paraHy 19+ 4%y 23 + 5% para M; p<0,05). En los
corazones posacondicionados (grupo PCl) la recuperacién posisqué-
mica de la funcion sistélica aumenté significativamente en M y no
se modificé en H. En este grupo y al final de la reperfusion, los valo-
res de PDVI'y de +dP/dt_. fueron de 62 + 6% y 64 + 9%, respectiva-
mente, para M, y de 59 + 5% y de 64 + 4%, respectivamente, para H
(Figura3 Ay B).

La PDFVI aumento durante la isquemia y la reperfusién, adquirien-
do en M valores significativamente mayores que en H. Es decir, la
rigidez diastolica posisquémica fue mayor en M que en H. En el
grupo Cly al final de la reperfusion, la PDFVI fue de 50 + 4 mmHg
y 26 £ 8 mmHg para M y H, respectivamente. El valor preisqué-
mico de PDFVI fue de aproximadamente 11 mmHg para ambos
sexos. En los corazones posacondicionados (grupo PCl), la rigidez
diastolica disminuyd sélo en M, alcanzando valores semejantes a
los observados en H. En este grupo v al final de los 60 min de re-
perfusion, la PDFVI fue de 33 + 4 mmHg para My 31 + 4 mmHg
para H (Figura 4).

Con respecto al —dP/dt,_. también se observaron valores signifi-
cativamente mayores durante la reperfusion en H que en M. A los
60 min de reperfusion, el valor promedio fue 54 + 7% para H 'y
21 + 4% para M. De manera similar a lo que ocurrié con los pa-
rametros anteriormente mencionados, el PCl aumento la recupe-
racion del —dP/dt . solamente en los M sin modificarse en las H
(Figura 5 A).
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Figura 5. Panel A. Cambios durante la isquemia-reperfusion de la mdxima velocidad de des-
censo de la presion (=dP/dt ), expresada como porcentaje del valor preisquémico, de los
grupos C (control), Cl (control isquémico) y PCl (posacondicionamiento isquémico) en machos
(M) y hembras (H). Panel B. Valores de la constante de tiempo de relajacién () en el perio-
do de estabilizacion (E) y a los 5, 10, 30 y 60 min de reperfusidn. * p<0,05 M vs. H. IG: isque-
mia global.

El valor preisquémico de t50 en My en H no fue diferente (58 + 1
msy 55 + 3 ms, respectivamente). A los 5 min de la reperfusion,
t50 aumentd ligeramente en los M sin alcanzar significacion esta-
distica. Sin embargo, en las H no se observé ningin cambio. Estos
valores no se modificaron en los corazones posacondicionados de
ambos sexos. En cuanto a la constante t, en M, desde un valor
preisquémico de 28 + 3 ms, aument6 a 48 =5 msalos 5 min de la
reperfusion, siguié elevado a los 10 min y paulatinamente se nor-
malizé al finalizar dicho periodo. Sin embargo, en H t no se modi-
fico durante toda la reperfusion. EI PCl anulé los cambios observa-
dos en los My en H no mostré cambios (Figura 5 B).

DISCUSION

En este trabajo observamos que la aplicacion de un periodo seve-
ro de isquemia global (30 min) seguido de 60 min de reperfusién a
corazones aislados de ratas adultas jévenes produjo un dafio mio-
cérdico mayor en machos que en hembras. Esto es evidenciado por
un mayor tamafo de infarto, una menor recuperacién de la funcién
sistélica, un aumento de la rigidez diastdlica durante la reperfusion

y un empeoramiento de la relajacién isovolimica. Otro hallazgo in-
teresante es que, en los corazones de M, el posacondicionamiento
isquémico logré atenuar la muerte celular y la disfuncion sistolica y
diastolica posisquémica. En cambio, en H, esta intervencion solo lo-
gro6 disminuir el tamafio del infarto sin modificar la respuesta con-
tractil durante la reperfusion.

Con respecto a la respuesta a la isquemia de M y H, aunque al-
gunos estudios no observaron diferencias en el tamafo del infar-
to originado por episodios de isquemia aguda, la mayoria de las
investigaciones experimentales muestran que los corazones de
hembras toleran o poseen una mayor resistencia frente a la isque-
mia-reperfusion®®'2'3 Nuestros datos concuerdan con estos ulti-
mos resultados. Los mecanismos responsables no han sido aun
dilucidados y los datos de este estudio no nos permiten dar con-
clusiones al respecto. No obstante, mencionaremos algunas de las
hipdtesis que hasta el momento se han considerado. Algunos au-
tores reportan diferencias en el acoplamiento excitacion-contrac-
cién y en los procesos de manejo del calcio en los cardiomiocitos
entre hombres y mujeres''. Diferencias en las vias dependientes
de quinasas tales como proteina quinasa B (PKB o Akt) y/o protei-
na quinasa C (PKC), produccién de especies reactivas del oxige-
no (ROS), asi como diferencias en la apoptosis y la autofagia entre
machos y hembras y en los mecanismos dependientes del éxido
nitrico, son algunos de los mecanismos propuestos®'s.

Con respecto al PCl en machos y hembras, la bibliografia existen-
te hasta la actualidad es escasa y contradictoria. Asf, un estudio
previo realizado en corazones aislados de rata macho y hembra
muestra que la aplicacion de distintos protocolos de PCl no mejo-
ra la tolerancia a la isquemia-reperfusién ni disminuye el tamafio
del infarto?. Otra investigacion demuestra que el PCl reduce el ta-
mafo del infarto después de 10 min de reperfusion solo en hem-
bras?'. Resultados obtenidos por Crisostomo et al. muestran que
el PCl es cardioprotector en rata macho pero no en hembra des-
pués de 25 min de isquemia, resaltando que los beneficios del PCI
dependen de la duracion de la isquemia?.

CONCLUSIONES

Nuestros datos evidencian la existencia de una sensibilidad diferen-
te del miocardio de rata macho y hembra a la aplicacién de un pe-
riodo severo de isquemia global. Este dimorfismo sexual se manifies-
ta por una mayor disminucion en la recuperacién de la funcion sisto-
lica'y diastélica posisquémica en el macho que en la hembra. Los da-
tos de PCl también muestran que esta herramienta cardioprotecto-
ra fue mas eficiente en machos que en hembras. Estudios posteriores
seran necesarios para dilucidar los mecanismos responsables de to-
das las diferencias observadas.
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