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RESUMEN



Esta tesis estudi6 los efectos directos del fitoestrogeno genisteina en varios modelos de isquemia-
reperfusion: de no-flujo/reperfusion (I/R) en corazones enteros de rata y cobayo, y de
hipoperfusién/reperfusion (HIP/R) en corazones enteros de rata. En estos modelos se generd una
recuperacion contractil parcial durante la reperfusion, sin infarto, denominado “corazén atontado”. La
disfuncion contractil en estos modelos estd acompafiada por una elevada liberacién de calor que
conduce a la disminuciéon de la economia muscular total. Los cambios energéticos reflejan
alteraciones en la contractilidad, en la regulacién de la [Ca2+]i, en los mecanismos activos de
remocion y liberacion de Ca* al citosol, y en la actividad metabdlica mitocondrial.

Aunque el fitoestrégeno genisteina es considerado protector cardiovascular, sus efectos directos
en el miocardio atontado no estaban establecidos. Conocerlos es de importancia para evaluar una
posible accién preventiva de este fitofdrmaco que se emplea en estados post-menopdusicos y como
componente dietético principalmente aportado en la soja.

La tesis estudi6 los efectos de perfundir 2 y 20 uM de genisteina previo a la I/R en corazones de
rata o cobayo, puesto que ambos difieren en el grado de participacion de mecanismos sarcoreticulares
y sarcolemales. Ademads, puesto que la genisteina es considerado un fitoestrogeno, se evaluaron las
diferencias de respuesta entre los dos sexos, tanto en I/R como en HIP/R. Se estudiaron los efectos
desarrollados por la perfusion de genisteina directamente en los corazones aislados y contenidos en el
interior de un calorimetro de flujo. En otras series experimentales, se estudiaron los efectos
producidos después de la administracion in vivo de 5 mg/Kg via intraperitoneal un dia antes del
experimento de I/R en el corazén aislado.

Experimentalmente, se midieron simultineamente la presion intraventricular izquierda (LVP en
mmHg) y el flujo de calor total (Ht en mW/g tejido) de corazones enteros de rata y cobayo
introducidos en la cdmara interna de un calorimetro de flujo, en forma continua tanto durante la
perfusion control (6 ml/min) como en isquemia de no-flujo (por corte global de la perfusién) o en

hipoperfusién (por reducir el flujo a 1,2 ml/min). En los modelos de “atontamiento”, los periodos de
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I/R o de HIP/R se eligieron para lograr una recuperacion de alrededor del 50% de la contractilidad
inicial en condicién control. En corazones de rata se estudié también un modelo de “atontamiento
severo” en el que el control recuperd alrededor del 15% de la contractilidad inicial. Los corazones
estabilizados dentro del calorimetro se expusieron a diversos protocolos de pretratamiento con
genisteina (GST) y/o ciertos inhibidores selectivos de transportadores para evaluar su rol en el efecto.
Se hallaron los siguientes resultados principales en los diferentes modelos:

a) En el modelo de atontamiento por I/R: en corazones aislados de rata expuestos a 20
min I/45 min R a 37 °C, GST 20 uM no cambi6 la recuperacidn contrictil post-isquémica (RCPI),
pero aument6 la velocidad de relajacion relativa (-dP/dt/P) de las contracciones en R. Ademads, mejord
la economia muscular total (P/Ht) sélo cuando estuvo presente desde antes de la I al final de la R. La
perfusiéon de menor concentracién de GST 2 uM a 37°C (descripta en plasma de pacientes que
consumen fitoestrégenos en la dieta) tampoco modific6 la RCPI ni la economia, observando similar
efecto que a 20 uM atn en la relajacion. Sin embargo, a 30 °C, en los corazones expuestos a 45 min
1/45 min R, GST 20 uM redujo la RCPI tanto en corazones de ratas como de cobayos macho (M), sin
modificar la RCPI de las hembras (H), con similares comportamientos de la economia. La inhibicion
de tirosina fosfatasas con orto-vanadato (OVN) durante la perfusion con 20 pM GST previno la
disminucién de la RCPI en corazones de rata M, sugiriendo que el efecto inotropico negativo de GST
es debido a la inhibicidn de tirosina-quinasas (TK). Reperfundiendo los corazones isquémicos con
Krebs-10 mM cafeina-36 mM Na® se indujo una contractura dependiente del contenido de Ca®
sarcoreticular, y una liberacion de calor que representa el ciclaje de Ca™ a través de los varios
transportadores involucrados. La relajacion de la contractura depende principalmente de la
recaptacién mitocondrial de Ca™ en estas condiciones, y GST redujo esa velocidad de relajacion a
30°C. En corazones de cobayo, GST 20 uM mantuvo la proteccién del precondicionamiento (PC)

isquémico previo a los 30 min I/45 min R, pero ambos efectos fueron reducidos (cay6 la RCPI) por el



bloqueante selectivo de los canales de K" mitocondriales (KATPm) 5-hidroxidecanoato, sugiriendo la
participacion de los KATPm en el efecto de GST y del PC.

b) En cardiomiocitos aislados de rata y perfundidos en medio aerébico, GST 20 uM
previno el aumento en la fluorescencia de Rhod-2 ([Ca**Jm libre) y demor6 la caida de la senal
fluorescente de Fluo-4 ([Ca**]i libre citos6lico) ambos provocados por la perfusién de un Krebs-10
mM cafeina-36 mM Na'.

c) Efectos de GST en el modelo de atontamiento con estimulacién simpdtica: se
encontrdé que 20 pM GST redujo la disfuncién provocada por adrenalina en el modelo de
atontamiento por I/R, mejorando la RCPI y la economia (P/Ht). Esta interaccién sugirié que GST
redujo la sobrecarga de Ca®* inducida por adrenalina.

d) En el modelo de atontamiento severo por I/R: en corazones aislados de rata a 37 °C,
GST 5 mg/Kg administrada via intraperitoneal 24 horas antes del experimento mejoré la RCPI de
corazones expuestos a 30 min I seguido de 45 min R, especialmente en corazones de rata macho. Este
efecto no estuvo asociado a la inhibicién de las tirosina-kinasas (no se modificaron por tratamiento
previo con OVN), ni a cambios en el contenido de Ca®* del RS (no alterd la contractura provocada por
Krebs-10 mM cafeina-36 mM Na®).

e) En el modelo de hipoperfusion/reperfusion (HIP/R): inicialmente se caracterizo el rol
de los transportadores de Ca®* mitocondriales en este modelo. Se logré6 mejorar la RCPI y la
economia durante la hipoperfusidon cuando se pretrataron con clonazepam 10 puM, el cual inhibe al
NXCm, sugiriendo el rol cardioprotector de conservar mas Ca®* en las mitocondrias durante la
hipoperfusion. Otros transportadores mitocondriales (UCam y KATPm) no ejercieron un rol
cardioprotector en la HIP/R. Luego, 20 uM GST gener6 el mismo patrén de comportamiento que en
el atontamiento por I/R a 37°C, es decir que M y H no alteraron la RCPI ni la economia. Pero al
combinar la perfusién de GST luego y en simultidneo con la de clonazepam se observé una disfuncién

muy acentuada: reduccion de RCPI y economia, y gran contractura. Esta disfuncion fue atenuada por



la simultdnea perfusion de ciclosporina A, lo cual sugiere que hay una gran alteracién en la
homeostasis de Ca** con apertura del mPTP al interferirse los transportadores mitocondriales UCam y
NXCm. Por otro lado, cuando el modelo de HIP/R se realiz6 24 horas después de la administracién IP
de 5 mg/Kg de GST en corazones de rata macho, se obtuvo cardioprotecciéon con aumentos de la
RCPI y la economia (P/Ht).

Estos resultados sugieren que GST actda en varios mecanismos que regulan la homeostasis de
calcio miocardica y la energética durante la I/R, los cuales difieren con la temperatura y el género.
Entre ellos, hemos caracterizado a los siguientes:

a) Una inhibicién del influjo de Ca™ por canales L, mds notoria en machos que en hembras y
a baja temperatura (30 °C), que es dependiente de la inhibicién de TK.

b) un aumento de la velocidad de relajacion de las contracciones, posiblemente por aumentar
la captacién sarcoreticular de Ca™, el cual fue evidente tanto a 30°C como a 37°C pero fue
enmascarado por la accién lusitrépica propia de la adrenalina.

d) un aumento del leak de Ca** del RS dependiente de la temperatura, ya que fue evidenciado
por el aumento de la LVEDP durante la R en los corazones tratados con GST a 37 °C, aun en las
condiciones de cardioproteccion.

e) una disminucién de la captacién de Ca’t mitocondrial, evidenciado en cardiomiocitos
aislados y en corazones en I/R a 30 °C, cuando se perfundieron con Krebs-10 mM cafeina-36 mM
Na®.

e) una accién cardioprotectora cuando se administré in vivo, que podria estar asociada a la
interaccién agonista competitiva con el estradiol endégeno a nivel de los receptores estrogénicos,
puesto que la RCPI y la economia mejoraron mucho mas en el tratamiento in vivo de rata macho que
en el de rata hembra. La dosis de 5 mg/Kg evaluada en esta tesis es comparable a la administrada en

humanos terapéuticamente (70 mg/dia de isoflavonas de soja).



En conclusion, esta tesis valida el efecto benéfico de la administracién in vivo de GST en un
individuo, especialmente si tiene reducido nivel estrogénico, como preventivo del atontamiento
miocardico disparado por la reduccion del flujo coronario. Ademds, establece algunos de los
mecanismos determinantes de tal proteccién a nivel de la homeostasis de Ca® y la energética

miocardica.



INTRODUCCION



1. ACOPLAMIENTO EXCITO-CONTRACTIL EN _EL _CORAZON NORMAL Y

DIFERENCIAS DE ESPECIE:

1.a Dinamica general del ciclo contrdctil miocdrdico:

La contraccién de cada célula del musculo cardiaco (cardiomiocito) es consecuencia de un
conjunto de fendmenos, que comienzan en la membrana celular o sarcolema, con la despolarizacién
de la misma (potencial de accion), y culminan en el interior de la célula, con la contraccién a nivel de
los miofilamentos. Este proceso, que tiene como nexo y principal protagonista al ion Ca™, se
denomina acoplamiento éxcito-contractil. La contraccién del musculo cardiaco se inicia con la unién
de Ca™ a troponina C, como en el musculo esquelético (Leavis y Kraft, 1978; Zot y Potter, 1990). Sin
embargo, a diferencia de éste, el cardiaco es absolutamente dependiente de la presencia extracelular
de Ca™ para efectuar la contracciéon. La membrana celular se debe despolarizar inicialmente por el
influjo de Na" a través de las canales rdpidos de Na'. Una vez alcanzado el umbral cercano a -40mV
se activan los canales de Ca’* de tipo L (LCC) originando la corriente de Ca’* (Ica), predominante en
la fase 2 o meseta del potencial de accidon. A pesar del elevado gradiente electroquimico para el
ingreso de Ca®* al citosol, la baja permeabilidad de la membrana al Ca** en condiciones de reposo
mecanico es en parte responsable del mantenimiento de la baja [Ca®*]; (Coraboeuf, 1978). Pero ésta es
principalmente mantenida por los sistemas de remocion activa de Ca* que utilizan energia quimica
directa o indirectamente (ver Fig. 1). Los sistemas de remocidn citosdlica de Ca’* estdn ubicados tanto
en la membrana celular o sarcolema (SL) (Ca2+—ATPasa—SL e intercambiador Na'/Ca”* o NXC-SL)
como en el reticulo sarcopldsmico (RS) (Ca2+—ATPasa denominada SERCAZ2a) y en las mitocondrias
(uniporter de Ca®* o UCam e intercambiador Na*/Ca** mitocondrial o NXCm) (Reuter y Seitz, 1968;
Caroni y Carafoli, 1980; Tada e Inui, 1983; Gunter y col. 1994; Bers. 2001). Sin embargo, no todos
tienen el mismo grado de participacién en el ciclo contrictil. La [Ca™]; estd en el orden de

micromolar (entre 0.1 uM en la didstole y 1-10 uM en la sistole) (Sheu y col., 1984). El influjo de



Ca® por LCC es amplificado por una liberacion de Ca™ desde el reticulo sarcopldsmico (RS)
(Fabiato, 1983). Hay una relacidon de acoplamiento entre cada canal L y cierto niimero de receptores
de rianodina (RyR) del RS agrupados en forma de clusters, la cual varia con la especie (Bers, 2001).
La misma proporcién de Ca** liberado del RS es recapturado por el mismo a través de la Ca*
ATPasa del RS (SERCA). La SERCA2a es la mayor responsable del descenso del Ca®* citosélico y,
por lo tanto, de la relajacién miocdrdica, pudiendo llevar la [Ca**]i a niveles diastélicos. La
calcecuestrina, como amortiguador del Ca’* libre intraluminal, también favorece la relajacion
(MacLennan y col., 2002). El otro sistema responsable de la relajaciéon es el NCX, que es un
transportador electrogénico sarcolemal (Miura y Kimura, 1989). El NCX es conducido por el
gradiente electroquimico de Na' y Ca®, de modo que predomina el modo de eflujo de Ca™*
(“forward”) durante el transitorio de [Ca*]i, iniciando asi la remoci6n para la relajacion. Durante el
evento contrctil, el musculo cardiaco estd sometido a cambios rapidos en la [Ca2+]i, la cual oscila
entre el nivel basal correspondiente al estado de reposo mecdnico (< 0.1 pM) y un maximo de
aproximadamente 25-50 uM durante la contraccién (Fabiato, 1981). En general se atribuye al NXC-
SL una gran capacidad de eflujo (Vmax de 27 nmol Ca**g's™) y relativamente baja afinidad (1 a 4
uM), mientras la SERCA2a posee una alta afinidad (0.1 a 0.5 pM) y buena capacidad (Vmax de hasta
85 nmol Ca®*g's™ (Bassani y col. 1994). En base a estos datos se deduce que hay una remocién
inicial por el NCX-SL durante el pico del transitorio de Ca™, y una regulacién continua de la
concentracion de Ca* intracelular durante todo el ciclo por la SERCA2a (Noma y col., 1992). Si bien
hay cierta competencia entre los dos transportadores para remover el Ca®* citosdlico (Bers y Bridge,
1989), otro factor que influye en la participacion relativa de cada transportador es la ubicacion celular.
Asi, el NXC-SL regula el eflujo principalmente durante el inicio de la relajacion, cuando se
alcanzan altas concentraciones locales de Ca* en la diada donde estdn mayormente ubicados, que es
en la cercania de los receptores de rianodina (RyR) del RS. Asi el NCX-SL extrude alrededor de un

20% del Ca’* liberado del RS en cada latido (Matsuiko y col., 1991). Estudios en cardiomiocitos



aislados mostraron que la actividad del NXC-SL es dependiente de la especie, dadas las diferencias en
la [Na']i. Asf, la velocidad de remocién de Ca** en presencia de 10 mM cafeina (droga que estimula
la liberacion del RS y el ciclaje de Ca” sin remoci6n efectiva) refleja primariamente la actividad de
extrusién de Ca®* por el NXC-SL. Esa velocidad de eflujo citosélico de Ca®* resulté con el siguiente
orden de especies: hamster >cobayos > humanos > ratas (Sham y col., 1995). El corazén de la rata
tiene una mayor [Na']i (12 a 15 mM) que el de conejo (9-10 mM) y el de cobayo (7 a 10 mM)
(Shattock y Bers, 1989). En la rata la SERCAZ2a contribuye en aproximadamente el 90 % a la caida
del Ca** citosélico que lleva a la relajacidn, y el NXC-SL contribuye en el 9 %. El pequefio porcentaje
restante es removido por la Ca®* ATPasa-SL y por las mitocondrias, siendo considerados ambos
sistemas lentos. En el hombre la extrusion de Ca®* para la relajacion es conducida en
aproximadamente el 70 % por SERCA2a, 28 % por NXC-SL, y 1-2 % por los sistemas lentos (Bers y
col., 1996). Si la actividad de la SERCA2a aumenta, la velocidad de secuestro de Ca** serd mayor y el
Ca®* secuestrado por el RS aumentara en relacion al que se extruye fuera de la célula. Esto provoca no
solo un aumento de la velocidad de relajacién, sino también de la carga del RS y por lo tanto del Ca**

liberado para la proxima contraccion (Frank y Kranias, 2000).

1.b Influjo de Ca’* y regulaciones:

El influjo de Ca’* a través del sarcolema se efectiia por canales de Ca™, cuya conductancia es
afectada por fosforilacion de sus proteinas constituyentes (Tsien y Zucker, 1986), por la naturaleza de
los fosfolipidos y carbohidratos que lo rodean (glicocdlix) y por el pH extracelular (Sperelakis y
Schneider, 1976). Si bien hay tres tipos de canales de Ca™ voltaje dependientes, en células
ventriculares adultas como las de conejo se encuentra presente solo la isoforma Cav1.2 (Jaleel y col.,
2008) concentrada en los tibulos T (fig. 1) (Kawai y col., 1999; Takagishi y col., 2000). A esta
isoforma se la denomina comtinmente canal de tipo L (LCC, L-type calcium channel) o receptor de

dihidropiridinas (DHPR, dihydropyridine receptor) dada su sensibilidad caracteristica a este grupo de
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compuestos, que pueden actuar como bloqueantes (nifedipina, amlodipina, nisoldipina y otros
derivados). A pesar de que existe otro tipo de canales de Ca®* en el misculo cardiaco, los T (o
transitorios de rapida inactivacion), éstos estdn presentes predominantemente en el sistema de
conduccidn, y no participan significativamente en la contraccion miocardica. Ambos se activan por
despolarizacion de la membrana y se inactivan de modo tiempo y voltaje-dependiente. La diferencia
es que los canales T se activan al potencial umbral de -60 mV y tienen una amplitud de pico de hasta -
30 mV, mientras los L se activan a -40 mV y su pico ocurre a +5 mV (Shuba y Mc Donald, 1995). La
corriente T se inactiva més rapidamente que la L, y completamente a potenciales mas positivos que -
30 mV o a potenciales mantenidos estables de -50 mV, mientras la L. permanece activa (Shuba y Mc
Donald, 1995). Esto genera la consecuencia de que el influjo de Ca®* durante la contraccién sea
debido més probablemente a los canales L, y una minima fraccién se asocie a los T, aunque se citan

algunas diferencias de especies en los voltajes de activacion e inactivacién (Bers, 2001).

SARCOLEMA

Fig. 1: Esquema
de los
transportadores
que regulan la
homeostasis de
Ca** durante el
ciclo cardiaco
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Adaptado de Bers, 2002
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La activacion de los LCC durante el potencial de accion cardiaco estimula la liberacion de Ca™
inducida por Ca®" desde el reticulo sarcopldsmico al citosol (Fabiato, 1983; Bers, 2001). La corriente
de Ca™ L (Icy) generada por estos canales posee dos componentes. A uno se lo denomina rapido ya
que ocurre en los primeros milisegundos luego de la activacion del canal y corresponde al pico de la
corriente. A este componente se lo considera responsable de la induccién de la liberacién de Ca™ por
los RyR. El segundo es un componente lento que causa acumulacién de Ca* en el citoplasma. La
inactivacién de este canal es tiempo, Ca™* y voltaje dependiente (Altamirano y Bers, 2007). De estos
tres mecanismos, la inactivacién por Ca™ esla principal y se cree que responde a un efecto local del
Ca®* que ingresa por el canal, ya que esta inactivacidn se encuentra presente alin en condiciones
donde la contraccién (dada por el Ca™ global) ha cesado. La inactivacién por concentracion
intracelular de Ca™" se produce por unién de este i6n a calmodulina. Esta proteina se encontraria unida
al canal de tipo L en reposo, actuando como un sensor de Ca®*. Una vez que el Ca® se une a la
calmodulina ésta sufre un cambio conformacional que a su vez modifica la porcién del canal que se
cree es responsable de la oclusion del poro (Kim y col., 2004). Si bien un factor determinante de esta
inactivacion por Ca’" en los corazones de rata es la liberacién de Ca’* desde el RS (Sun y col., 1997),
algunos autores han mostrado que las mitocondrias contribuyen a la acumulacién de Ca®* local
citosélica cercana a los canales de Ca®* tipo L (Isenberg y col., 1993; Sanchez y col., 2001). Esta
regulacion mitocondrial podria estar alterada en situaciones patoldgicas donde el corazén late a altas
frecuencias tales como la taquicardia supraventricular, contribuyendo a la disfuncién contréctil
(Sanchez y col., 2001).

Los LCC estdn concentrados en su mayor parte en los tibulos T sarcolemales. Estos canales son
complejos proteicos multiméricos formados por 5 unidades (o, oy, B, ¥ y d), que son codificadas por
genes separados. La subunidad a1 contiene el poro por el que entra el calcio y los sitios de unién para
los agonistas y antagonistas célcicos, y contendria ademas los sitios de fosforilacion de la proteina

Kinasa A (PKA), de la proteina Kinasa dependiente de Ca** y calmodulina (CaMKII) y de la proteina
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Kinasa C (PKC), que regulan la actividad del canal (Hosey y col., 1986; Sharp y col., 1987; O’Callan
y col., 1988).

Si bien los LCC representan la via mas importante de influjo de Ca®* extracelular durante el
potencial de accion, en ciertas condiciones se han descripto otras vias. Una de ellas es el NXC-SL, en
modo reversa, cuya participacion parece importante en condicion de sobrecarga de Na* intracelular

(Bers, 1987).

1.c Receptores de Rianodina (RyR):

En células ventriculares cardiacas existe un canal de Ca®* ligando-dependiente que posee
extrema importancia: los receptores de rianodina (RyR). Este canal se encuentra embebido en la
membrana de las cisternas del RS, formando agrupaciones o clusters en directa oposicion a la
membrana de los tibulos T que contienen los LCC (Fig. 1).

En mamiferos existen tres isoformas de esta proteina RyR1, RyR2 y RyR3. La isoforma RyR2
es la mas abundante en el musculo cardiaco (Fill y Copello, 2002; Zalk y col., 2007). Estos canales
presentan una pobre selectividad para Ca** pero una alta conductancia (Fill y Copello, 2002). En
células ventriculares los RyR son activados por el aumento de [Ca®*] cerca de la boca del canal, en
el lado citoplasmatico. La probabilidad de apertura del RyR muestra una relacion exponencial con
la concentracién del Ca** que actda como activador (Fig. 1) (Copello y col., 1997).

La relacién de concentraciones entre el Ca** en el citoplasma y el Ca’* libre en el RS hace que
ante la apertura del RyR el Ca** fluya desde el limen del RS hacia el citoplasma. Este Ca®* liberado
a su vez actia como una sefial de retroalimentacién positiva para el mismo canal, para otros
receptores adyacentes dentro del cluster, o inclusive para otro agrupamiento de receptores.

Existen otros mecanismos de regulacién del canal RyR, siendo su fosforilacion (Wehrens y
col., 2006) y el contenido luminal de Ca®* (Shannon y col., 2000) los mas importantes.

Si bien hay un gran niimero de firmacos y toxinas que actiian sobre el receptor de rianodina

(Sutko y col., 1997) y pueden ser usados como herramientas de estudio del receptor, ninguno
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presenta una especificidad por RyR2. Dos de estos compuestos revisten gran importancia: rianodina
y cafeina. La molécula de RyR presenta dos sitios de unién irreversible al alcaloide rianodina, uno
de alta afinidad (Kd 1-10 nM) y uno de baja afinidad (Kd 1-10 uM) (Sutko y col., 1997). Mientras
la unién de la droga al sitio de alta afinidad abre el canal en un estado de sub-conduccion, la unién
al sitio de baja afinidad lo bloquea completamente. Por otra parte, cafeina aplicada en una
concentracién del orden de micromolar aumenta la sensibilidad del RyR por Ca**, en tanto que en
una concentracion de 5-20 mM causa la apertura inmediata del receptor, con la consecuente pérdida

de Ca™ proporcional al contenido del RS (Bers, 2001).

La participacidn relativa de diferentes fuentes de Ca®, extracelular y sarcorreticular, varfa con las
especies. La liberacion de Ca™ del RS predomina en el ventriculo de rata, el influjo de Ca™
extracelular es preponderante en el ventriculo de batracio y participan variables proporciones de
ambas fuentes en los corazones de conejo y cobayo (Fabiato y Fabiato, 1978; Rich y col., 1988; Wang
y col., 1993, Bers, 2001). El ventriculo humano seria mds parecido al de conejo y cobayo que al de la
rata respecto al origen del Ca** utilizado (Fabiato y Fabiato, 1978; Guo y col. 2011). Ademds, el
contenido de Ca®* del RS es mayor en el corazén de rata que en el de cobayo (Terracciano y col.
1997) y por lo tanto contribuye mas al transitorio de Ca* citosélico (Bers, 2001).

Como consecuencia de los procesos de influjo de Ca™ y liberacién de Ca** inducida por Ca™ se

eleva la [Ca®*]i libre. Se ha denominado “transitorio de Ca®*”

al pico de [Ca®™i siguiente a un
potencial de accién miocardico. Durante este transitorio, la [Ca2+]i alcanza niveles cercanos a la
constante de afinidad de varias proteinas celulares o sitios de unién (estimada por la inversa de la Kq 5
que es la [Ca™]i que ocupa el 50% de los sitios especificos de union). Entre ellos, ocurre la unién de
Ca’ a troponina C (Kos 5 nM a 0.5 pM, Potter y Gergely, 1975), lo cual dispara la interaccion

actomiosinica. El grado de unién de Ca® a troponina C (Tn-C) es el que determina el grado de

interaccién actomiosinica y, por lo tanto, la magnitud de la fuerza desarrollada (Kerrick y col., 1980).
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Pero también se activan diversos transportadores, con afinidades comparables, que actdan en la
remocion de Ca®* citosélico, como la SERCA (Kys5 de 0.1 a 0.5 uM, Carafoli, 1985), la Ca-ATPasa-
SL (Kgs 0.3 a 0.5 uM, Carafoli, 1985) y el NXC-SL (Ko de 2 a 40 uM, Carafoli, 1985; Philipson,
1985). Ademds, el Ca®* se une a sitios especificos en proteinas citosélicas como la calmodulina (Klee
y Vanaman, 1982), el ATP y la fosfocreatina (PCr) y a otros sitios fijos intracelulares (Bers y Langer,
1979). Debido a la proximidad en las afinidades, no tarda en establecerse una competencia cercana al
equilibrio entre los sistemas reversibles de unién de Ca®*. Son las Ca-ATPasas y el NXC-SL los
mecanismos que pueden desviar ese equilibrio removiendo el Ca®* libre citosélico y el Ca”™ unido a
Tn-C, con lo cual se provoca la relajacion. La Fig. 1 muestra que el transitorio de Ca’™ alcanza su
mdaximo al tiempo aproximado en que el miisculo alcanza su mdxima velocidad de desarrollo de
fuerza contrictil (Allen y Blinks, 1978; Wier, 1980; Allen y Kurihara, 1983). Esto indica la temprana
desaparicion del Ca* libre citos6lico inicialmente por la unién a los sitios enlazantes y luego por la

remocion activa.

1.d Remocion del Ca** citosélico y modulaciones:

Debido a sus altas afinidades, las Ca’* -ATPasas de RS y SL actuarian continuamente en la
remocién del Ca®* citosélico. Ambas Ca®*-ATPasas servirian para reducir la [Ca**]i al bajo nivel de la
diastole debido a sus bajos Kgs (Carafoli, 1985). Como se explicé antes, el NXC-SL, con menor
afinidad y mayor capacidad que las Ca*-ATPasas, actuarfa fundamentalmente durante el inicio de la
relajacién. Sin embargo, se ha encontrado que mantiene el eflujo a 100 nM de Ca® en el reposo,
contribuyendo a regular el contenido del RS en algunas especies con “leak” (pérdida del RS al
extracelular) y potenciacién post-reposo como el conejo (Carafoli, 1985; Sutko y col., 1986; Bers,
2001). Cléasicamente se ha afirmado que las mitocondrias no tendrian una participacién importante en
la regulacién latido a latido de la [Ca**]i en condiciones fisiolégicas normales, aunque serfa un sitio

de almacenaje en condiciones de sobrecarga de Ca** (Crompton, 1990). Sin embargo, recientemente
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se ha descripto que las mitocondrias son capaces de acumular Ca®* durante la estimulacién (Wolska y
Lewartovski, 1991), y de dar picos latido a latido (Leisey y col., 1993), que pueden preceder al
transitorio citosélico (Maack y col., 2006) y son mas o menos visibles dependiendo de la especie en

estudio (Griffiths, 1999b; O“Rourke y Blatter, 2009).

Ca-ATPasas:

La SERCA es la principal proteina presente en la membrana del RS. De las tres isoformas
descriptas s6lo SERCA2a ha sido detectada en el misculo cardiaco (Sperelakis, 2001). Esta
proteina se encuentra localizada en la membrana del RS, tanto en la cisterna terminal como en los
tibulos longitudinales. Esta ATPasa transporta dos iones de Ca®* al limen del RS por cada
molécula de ATP hidrolizada (cambio entalpico de -40 kJ/mol de Ca®"). La actividad de la SERCA
es regulada por la proteina regulatoria fosfolamban, que es un inhibidor endégeno que se encuentra
inserto en la membrana del RS (Tada y col., 1983). El Ca™, Mg2+, pH y ATP también regulan a la
SERCA. Existen varios moduladores y un limitado grupo de agentes que son potentes inhibidores
de la SERCA. Dentro de los inhibidores, la tapsigargina es el que presenta la maxima selectividad y
afinidad, siendo esta udltima caracteristica la que le da caricter irreversible a su inhibicién (Thastrup
y col., 1990; Sagara e Inesi, 1991; Davidson y Varhol, 1995).

La fosfolamban (PLN) se fosforila in vivo por la PKA, en su residuo serina 16 (Ser 16) y por la
Ca-MKII en el residuo treonina 17 (Thr 17) (Mundifia-Weilenmann y col., 1996). La fosforilacién
libera la inhibicién que ejerce la PLN desfosforilada sobre la SERCA2a, aumentando la afinidad de
esta bomba por el Ca** y, como consecuencia, la recaptura de Ca** desde el citosol hacia el interior
del RS acelerando la relajacion miocdrdica. Como consecuencia, la contractilidad resultard
aumentada y acortada. El rol funcional de la PLN fue dilucidado a través del uso de animales
transgénicos y modelos de ratones con ablacién génica. El gen murino de la PLN fue eliminado por

recombinacion homdloga de células embrionarias madres o pluripotenciales (stem cells),
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generandose ratones deficientes en PLN (PLNKO), que no se diferencian a nivel morfolégico e
histolégico de los ratones silvestres controles (wild type, WT) (Luo y col.,, 1994). Estudios
bioquimicos comprobaron que la afinidad de la SERCA2a por el Ca®* estaba significativamente
aumentada en los corazones PLNKO comparados con los WT. Estos hechos son compatibles con
los descritos previamente en membranas ex vivo, acerca de la modulacién funcional de la
SERCAZ2a ejercida por la PLN. La ablacion de la PLN se asocié con un significativo aumento de la
contractilidad y la relajacion, no sélo a nivel celular sino también a nivel del 6érgano y del animal
intacto (Luo y col., 1994). Por otro lado, en animales con sobreexpresion de PLN, se observé una
disminucién en la afinidad de la SERCA2a por el Ca™ y propiedades contrictiles opuestas a las de
los PLNKO. Comparados con los controles WT, los miocitos de estos animales presentaban una
menor contractilidad y una menor amplitud y velocidad de caida del transitorio de Ca** (Kadambi y
col., 1996).

Los resultados obtenidos a través de la aplicacién de la ingenieria genética revelaron no sélo el
papel de la PLN en la regulacién de la actividad de la SERCAZ2a, sino ademds la importancia de la
relacion estequiométrica entre PLN y SERCAZ2a, en la determinacion de la contractilidad y la
relajacion miocdrdicas. Esta relacion puede estar alterada en distintas patologias y ser responsable
de ciertas alteraciones de la contractilidad y relajacion. Por otra parte, es de importancia la
regulacion de la interaccion PLN/SERCA?2a, y el hecho de que la fosforilacién de la PLN se hace
fundamentalmente a través del sistema B-adrenérgico que aumenta la velocidad de relajacién y la
contractilidad miocérdicas (Frank y Kranias, 2000). Los receptores adrenérgicos més importantes
para el miocardio son el B; y B,, siendo el B;, 75-80 % del total (Ahlquist, 1948). En particular los
receptores 3 inician una cascada de sefiales que comienza con la fijacion del agonista al receptor, lo
que provoca un cambio conformacional que activa a la proteina G estimulatoria (Gs) a la que se
acopla el receptor. La activacién de la proteina Gs provoca la disociacién de 2 subunidades, la

subunidad fijadora de GTP (Gas), que estimula la enzima adenilatociclasa (AC) y el heterodimero
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GPy, que también estd involucrado en sefiales intracelulares (Dohlman y col, 1991). En el miocito
cardiaco la estimulacién de la AC causa la produccién de AMP ciclico (AMPc) y la subsecuente
activacion de la PKA. A su vez PKA fosforila a nivel del RS a la PLN y el RyR2a, y ademads actda
en el sarcolema y las miofibrillas. La fosforilacion de la PLN es el principal mecanismo fisioldgico
regulador de la retoma de Ca™ por el RS, y es el principal mecanismo de los efectos lusitrépico
positivo (acelerador de la relajacion) e inotrépico positivo de los agonistas B adrenérgicos (Mclvor
y col.,, 1988; Mundifia-Weilenmann y col.,, 1996; Li y col.,, 2000; Said y col., 2002). La
estimulacién P adrenérgica fosforila a los canales de Ca™ tipo L y el sitio Ser'® de PLN,
produciendo el aumento del Ca®* intracelular. El Ca® intracelular aumentado se une a la
calmodulina y activa a la CAMKII, lo que determina la fosforilacion del sitio Thr'” de PLN. Todas

estas regulaciones contribuyen al efecto inotrépico y lusitrépico positivo de las catecolaminas.

A nivel sarcolemal existe otra Ca-ATPasa (conocida como PMCA) para la extrusién de Ca™
del interior celular. A diferencia del NXC-SL esta bomba es un transportador activo primario que
utiliza la energia de la hidrélisis de ATP para remover Ca**, con alta afinidad pero baja capacidad,
contra su gradiente electroquimico. Su estequiometria es de 1 Ca**, por ATP, por lo que disipa -80
kJ/mol de Ca®" removido del citosol. En su estado de reposo la bomba se encuentra auto-inhibida,
una vez que la concentracion de Ca®* se eleva, este i6n se une a la proteina calmodulina, y el
complejo interactia con PMCA activando a la bomba (Strehler y col., 2007). No han sido descriptos
inhibidores especificos, si bien ciertos andlogos de fluoresceina pueden inhibirla potentemente
(Gatto y Milanick, 1993). Su baja velocidad de transporte hace que en la mayoria de las especies
esta bomba no contribuya substancialmente a la remocién de Ca®* durante la relajacién miocardica.

Esto llevé a la postulacion de roles fisioldgicos alternativos para la presencia de esta proteina en
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células cardiacas: modulacién del crecimiento celular (Bers, 2001) y apoptosis (Henaff y col.,

2002).

Intercambiador Na*/Ca’* sarcolemal:

El NXC-SL es un transportador activo secundario que utiliza la energia almacenada en el
gradiente de Na* generado por la Na*,K*-ATPasa para intercambiar tres Na* por un Ca®*. Al estar
acoplado al gradiente de la bomba de Na* su estequiometria es de 1 Ca** por ATP y disipa -80
kJ/mol de Ca**. Est presente en la mayoria de las células, y existen tres isoformas descriptas en
mamiferos (NCX1, NCX2 y NCX3). Si bien su importancia funcional varia en cada tipo celular sus
propiedades son muy similares (Sperelakis, 2001). El intercambiador que se expresa en células
cardiacas (NCX1) tiene alta capacidad (flujo mdximo), por lo que ain con una baja afinidad es
aceptado como el principal mecanismo de extrusion de Ca”* de la célula. Ha sido demostrado que el
intercambiador remueve la misma cantidad de Ca** que ingresé a la célula por los canales de Ca™
(Bridge y col., 1981).

Dos formas de regulacion idnica han sido descriptas hasta el momento: inactivaciéon en modo
directo por altas concentraciones de Na' intracelular (Collins y col., 1992; Hilgemann y Collins,
1992; Hilgemann y col., 1992a; Hilgemann y col.,, 1992b; Matsuoka y Hilgemann, 1992) y
activaciéon en ambos modos por concentraciones fisioldgicas de Ca® citoplasmadtico. El
intercambiador es también regulado por otros mecanismos, siendo los principales la estimulacion 3
adrenérgica, los niveles de ATP, y el pH. (Sperelakis, 2001).

Lo activan los fosfolipidos acidicos y lo inhiben los catidénicos (Philipson, 1984) mientras el
bajo pH lo inhibe. Si bien no esta bien establecido el rol en condiciones patoldgicas, la caida del pH
durante la isquemia cardiaca reducirian en funcionamiento del NXC-SL, contribuyendo a la
sobrecarga de Ca** de la isquemia/reperfusién (Bers, 2001). Aunque podria ser fosforilado por la

PKC, esto no altera significativamente su funcién. Si bien puede ser inhibido por varias drogas
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(clorpromazina, tetracaina, verapamilo, bepridilo) y cationes (La**>Cd**>Sr**>Ba’**=Mn**>Mg*"),
ninguna de ellos es selectivo (Bers, 2001), Entre las drogas los mas afines son KB-R7943 cuya Ki
es de 0.3 uM para modo outward y 17 uM para modo inward, y diclorobenzamilo (Ki 4-17 puM)

(Bers, 2001).

1.e Transporte de Ca’* mitocondrial:

Es sabido que las mitocondrias se encargan de proveer energia al miocardio mediante la sintesis
de adenosina trifosfato (ATP). Aunque durante mucho tiempo se consideré a las mitocondrias
incapaces de participar en la movilizacién de Ca” durante la contraccién por tener transportadores de
muy baja afinidad con Kg, 5 de 15-30 mM (Crompton, 1990; Bassani y col., 1994), actualmente se
discute si los flujos de Ca®* mitocondriales son cuantitativamente importantes en el acoplamiento
excito-contrictil.

La [Ca®]m es importante en la regulacién del metabolismo mitocondrial, varios autores han
demostrado que sus pequefios cambios colaboran en la regulaciéon de la produccidon de energia
mitocondrial (Bers, 2001; O"Rourke y Blatter, 2009). Se conoce desde hace tiempo la regulacion
dependiente de Ca®* de algunas de las enzimas claves en el ciclo de los 4cido tricarboxilicos (Linn y
col., 1969a; Linn y col.,, 1969b). Se ha demostrado que la actividad de la o-cetoglutarato
deshidrogenasa sobre el a-cetoglutarato aumenta en presencia de Ca®" sin cambios en Vmax (Rutter y
Denton, 1988). El Ca* puede incrementar indirectamente la actividad de la a-cetoglutarato
deshidrogenasa hasta 100 veces interactuando con ATP, ADP, NADH y Pi (Lawlis y Roche, 1981).
También el Ca™ puede aumentar la afinidad de la isocitrato deshidrogenasa por el isocitrato (Denton
y col., 1978).

Adicionalmente se ha observado sensibilidad al Ca’* en otras enzimas y transportadores no
relacionados con el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. Por ejemplo son sensibles a la [Ca®*Im la

fosfatasa (enzima que cataliza la conversion de una molécula de pirofosfato a 2 iones fosfato), y la
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NO sintasa (cataliza la producciéon de NO a partir de L-arginina) (Ghafourifar y Richter, 1997;
Davidson y Halestrap, 1989). Mientras que la activacion dependiente de [Ca*]m de la fosfopiruvato
deshidrogenasa, la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la isocitrato deshidrogenasa ha sido establecida
desde hace varios afios, investigaciones mas recientes han revelado sensibilidad a la [Ca®"Im de las
proteinas y complejos asociados a la cadena de transporte de electrones. El flujo de electrones a través
de ubiquinona y el complejo III es sensible a la [Ca>*]m (Murphy y col., 1990). En un trabajo atin mds
reciente Glancy y col. (2013) demostraron sensibilidad a la [Ca*]m en las 3 bombas de H' de la
cadena de transporte electronico. También se ha sugerido que la [Ca™]m es un potente regulador de la
F1FOATP-sintasa (complejo IV) (Harris y Das, 1991).

Con diversas metodologias y herramientas, se ha demostrado en cardiomiocitos y en
mitocondrias aisladas que se producen oscilaciones del Ca** mitocondrial que acompafan con menor
amplitud a los transitorios citos6licos (Miyata y col., 1991; Griffiths y col., 1997; Maack y col. 2006).
Esto sugiere que las mitocondrias participan activamente en la regulacion de la homeostasis del Ca™
en el ciclo fisiologico, y que se pueden desencadenar alteraciones de estos mecanismos de
homeostasis en los procesos patoldgicos especialmente de deficiencia de oxigeno (Griffiths, 2009).
Diversos transportadores mitocondriales son los encargados de la transmisién de los cambios de Ca”*
citosdlicos hacia la mitocondria (Gunter y col., 1994; Sadek y col., 2003). Las [Ca2+]m son
controladas por mecanismos de captacion de Ca™ de baja afinidad y mecanismos que lo extruyen, con
el costo de un ciclo fitil de Ca’* a través de la membrana mitocondrial (Gunter y col, 1994; Sadek y
col., 2003; Murgia y col., 2009). Por otra parte, se ha discutido bastante acerca de la cinética de
captacion de Ca®* mitocondrial, que estd muy influenciada por la metodologia utilizada, y de su rol en
el metabolismo energético del miocardio (O'Rourke y Blatter, 2009). En esta funcién estdn
involucrados diversos mecanismos mitocondriales que regulan la [Ca®Im y su liberacién al citosol
(Bernardi, 1999). La principal via para el transporte de Ca®* mitocondrial en el corazén estd formada

por el uniporter de Ca** (UCam) para el influjo y el intercambiador Na*/Ca®>* mitocondrial (NXCm)
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para el eflujo, aunque existen otros transportadores con menor participacién. Los transportadores de
Ca®* mitocondriales son descriptos a continuacion y los principales se muestran esquematicamente en

la Fig. 2.

Fig. 2: Esquema de los principales
mecanismos reguladores de la
homeostasis de Ca’*.

(UCam: uniporter de Ca**
mitocondrial; NXCm: intercambiador
Na'/Ca** mitocondrial; mPTP: poro
de transicion de permeabilidad
mitocondrial; mK* arp. canal de K*
mitocondrial dependiente de ATP).

MPTP
Adaptado de Griffiths, 2012

Uniporter de Ca (UCam):

En las células excitables la via principal de entrada de Ca®* hacia la matriz mitocondrial es el
UCam. Este es un canal idénico que posee alta selectividad y baja afinidad (Ko s= 15-30 pM) pero
alta capacidad para transportar Ca**, el cual muestra una cinética de segundo orden con dos sitios de
unién: uno de activaciéon y un sitio de transporte (Gunter y col., 2000). En una suspensién de
mitocondrias aisladas reportaron una Kos de 10-20 uM de Ca* para el UCam (Griffiths, 2009;
O’Rourke y Blatter, 2009). Esta afinidad indica que las mitocondrias pueden captar Ca®* a
semimdxima velocidad en el pico del transitorio de Ca™.

Los gradientes de protones y eléctrico (fuerza protén-motriz, A¥Ym) son creados por el
transporte de protones a través de la membrana mediante los complejos I, Il y IV. Estos complejos
son parte de la cadena de transporte de electrones que consume energia metabdlica (y oxigeno) para
mantener una diferencia de potencial (AYm=-180 mV) que es necesaria para la sintesis de ATP por
la F1,FO-ATP-sintasa (complejo V). Esta actividad metabdlica implica reacciones exotérmicas, tal
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que existe una relacion entre el consumo de oxigeno y el equivalente caldrico, de 477 kJ/mol de
oxigeno (Curtin y Woledge, 1978). Adicionalmente, este potencial de membrana negativo crea un
gradiente eléctrico que permite la entrada de Ca®* a la mitocondria a través del UCam. El ingreso de
Ca®* disipa el A%®m y por lo tanto se incrementa el consumo de oxigeno para mantener el gradiente.

Las mitocondrias localizadas proximas a los canales de liberacion de calcio del RS (RyR) estan
expuestas a concentraciones mucho mayores de Ca** que las mitocondrias localizadas en otros lugares
del citosol (Rizzuto y col., 1992; Rutter y Rizzuto, 2000). En estas regiones se han estimado altas
concentraciones de Ca** citosélico, de 20 a 50 uM  (Pacher y col., 2000; Sharma y col., 2000). Estos
datos desestiman el problema de la baja afinidad del UCam por el Ca®* encontrado en mitocondrias
aisladas, y refuerzan el concepto de que las mitocondrias responden a cambios de la [Ca®™] citosélica.

El UCam tiene como funcién secuestrar Ca** desde el citosol hacia el interior mitocondrial
utilizando el gradiente electroquimico de la membrana interna mitocondrial (A¥Ym) sin estar
acompafado por otro i6n y sin la necesidad de hidrélisis de ATP (Gunter y col., 2000; Graier y col.,
2007). La velocidad maxima de transporte del UCam es de 10 nmol Ca®* mg” de proteina
mitocondrial.s™. Esta velocidad de captacién puede fluctuar dependiendo de las concentraciones de
[Ca2+]i y [Mg2+]i (Carafoli, 1985; Crompton, 1990). Muestra un valor umbral cercano a cero a
concentraciones de Ca’* extramitocondrial menor a 200 o 300 nM, nivel que es 2 a 3 veces més alto
que el promedio del Ca®* citosélico en reposo (Crompton, 1999; Gunter y col., 2000; Graier y col.,
2007). Esto sugiere que el UCam no captaria durante el reposo. Sin embargo, segin algunos autores,
durante el ciclo cardiaco debe haber microentornos de Ca** alto en la cercania mitocondrial regulando
la captacion, especialmente dados por la colocalizacion con el RS (O’Rourke y Blatter, 2009). Segtin
otros, el UCam solo secuestra Ca”* cuando el Ca®* citos6lico aumenta mucho, tal como ocurre en
situaciones patoldgicas, en las que el rol del uniporter podria ser acumular Ca® en el interior

mitocondrial, el cual induciria la apertura del mPTP y la apoptosis celular (Gunter y col., 2000).
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La probabilidad de apertura del UCam es regulada por diversas proteinas entre las que se
encuentran MICU1 (Mitochondrial Ca* uptake 1), MICU2 (Mitochondrial Ca** uptake 2), MCURI1
(Mitochondrial Ca** Uniporter Regulator 1), SLC25A23, y EMRE (Essential MCU Regulator) (ver
fig. 3) (Perocchi y col., 2010; Mallilankaraman y col., 2012; Csordas y col., 2013; Hoffman y col.,
2013; Plovanich y col., 2013; Sancak y col., 2013; Foskett y Madesh, 2014; Hoffman y col., 2014;

Kamer y col., 2014; Kovacs-Bogdan y col., 2014; Logan y col., 2014; Patron y col., 2014).

2 .

ESPACIO [Ca*'], Fig. 3: Esquema que muestra 4 componentes

I TERMEREIAN: transmembrana mitocondrial que regulan el
i +

UCam, y los reguladores presentes en el
espacio intermembrana. MICU1
(Mitochondrial Ca** uptake 1), MICU2
(Mitochondrial Ca** uptake 2), MCURI
(Mitochondrial Ca** Uniporter Regulator 1),
SLC25A23, y EMRE (Essential MCU

MATRIZ Regulator).

Modificado de Williams y col., 2015

El MICUI limita la entrada de Ca** cuando se encuentra en sus niveles basales pero activa la
captacién mitocondrial de Ca** cuando la [Ca™]; es elevada, mientras que MICU2 parece actuar
predominantemente como un inhibidor del UCam (Williams y col., 2015).

El uniporter es activado a bajas [Ca®™) por concentraciones fisiolgicas de poliaminas, es
modulado por nucleétidos de adenina e inhibido completamente por el cation hexavalente rojo de
rutenio (RR) y mads selectivamente por su derivado complejo de amina dinuclear con puente de
oxigeno (Ru-360) (Gunter y col., 2000; Griffiths, 2009). El Ru-360 permea lentamente al interior de
la célula e inhibe especificamente la captacion de Ca** mitocondrial en cardiomiocitos y en corazones
aislados con Ki de 0.9 uM (Garcia Rivas y col., 2006). Ademas se ha demostrado que mejora la
recuperacion contrictil de corazones reperfundidos de rata después de un periodo de isquemia, lo cual
fue relacionado con una brusca disminucién en la [Ca®*Jm y con la parcial inhibicién del UCam
(Garcia Rivas y col., 2005). Este efecto protector del Ru-360 frente a la injuria por reperfusion

exhibié6 un mecanismo dosis-dependiente. A concentraciéon de 250 nM de Ru-360 promovié la
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mdaxima recuperacion mecdnica de los corazones isquémicos, efecto que se mantuvo hasta 1 uM. En
cambio, a concentraciones mayores de 1 uM la recuperacion decrecié drasticamente, efecto que fue
adjudicado posiblemente a alteraciones en la actividad contréctil (Garcia Rivas y col., 2005). Los
autores demostraron que en un modelo de ratas in vivo Ru-360 disminuy¢ la incidencia de arritmias,
mantuvo la integridad mitocondrial y atenué la disfunciéon hemodindamica producida por reperfusién

(Garcia Rivas y col., 2006).

Modo rdpido de captacion de Ca’* mitocondrial (Ram):

La captacion de Ca®* mitocondrial también puede producirse por vias alternativas con
propiedades diferentes al UCam. El Ram o “rapide uptake mode” es una de ellas (Graier y col.,
2007). Por esta via se transfiere Ca’* hacia el interior mitocondrial durante pulsos fugaces (Bers,
2001). Este transporte conduce con alta velocidad al comienzo del pulso de Ca® y con baja velocidad
cuando el Ca** disminuye (Murgia y col., 2009). La velocidad de captacién mitocondrial de Ca™ por
el Ram es 100 veces superior a la del uniporter (Gunter y col., 2000; Graier y col., 2007). El Ram es
menos sensible al bloqueo por RR que el UCam (Gunter y col., 2004; Murgia y col., 2009).

El funcionamiento del Ram se interrumpe cuando la [Ca®*] previa al pulso excede los 150-160
nM. Esto sugiere que la captacién de Ca* por el modo réapido es inhibida por la unién de Ca** a sitios
de unidn externos con alta afinidad en ese rango (Gunter y col., 2004). Esto nos lleva a pensar que el
Ram tendria una funcién més importante en el reposo diastdlico, mientras el UCam participaria mas
durante los pulsos de liberacién y transitorios de Ca®* 0 en situaciones de alta [Ca2+]i, como la

reperfusion.

Receptores de rianodina mitocondriales (nRyR):
Los receptores de rianodina mitocondriales (mRyR) se localizan en la membrana interna y

contribuyen a la captacién de Ca** desde el citosol a la mitocondria con alta afinidad (Km= 1 pM)
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(Beutner y col., 2001; Graier y col., 2007). El mRyR en mitocondrias cardiacas exhibe
propiedades bioquimicas, farmacoldgicas y funcionales similares a los receptores de RyR en el RS
del musculo esquelético (Beutner y col., 2005).

Farmacoldgicamente, el mRyR ha sido caracterizado como RyR tipo 1 (Beutner y col., 2001).
El mRyR constituye un mecanismo de transporte mitocondrial que tiene la capacidad de secuestrar
Ca”* disparado por las oscilaciones de las [Ca®*] citosélicas durante el latido del corazén (Beutner y
col., 2005). Este influjo de Ca’* via el mRyR1, tiene como consecuencia la activaciéon de las
enzimas del ciclo de Krebs y por ende incrementa la generacién de ATP al estimular la fosforilacién
oxidativa (Beutner y col., 2005). El Mg2+ inhibe el mRyR bajo condiciones fisioldgicas. Sin
embargo, en presencia de ATP u otro nucleétido de adenina la permeabilidad del Ca’* a través del
mRyR estd incrementada ain en presencia de concentraciones fisiologicas de Mg+2. Esto es
explicado por la formacién de un complejo entre el Mg2+ y ATP en el espacio intermembranoso de
forma tal que el secuestro del Mg2+ previene la inhibicion completa del mRyR (Beutner y col.,
2005).

En conclusién, el mRyR funcionaria como un traductor de sefiales de Ca®* citoplasméticas en la

mitocondria para regular la generacion de energia por parte de esta organela (Beutner y col., 2005).

Intercambiador Na*/Ca*? mitocondrial (NXCm):

El NXCm es el principal mecanismo de extrusién de Ca”" de la matriz mitocondrial en células
excitables como las del corazén. La funcién principal del intercambiador Na*/Ca** (NXCm) es
mantener los niveles de [Ca®*]m bajos por extrusién de 1 Ca®* desde el interior mitocondrial en
intercambio con 3 iones Na', segiin la estequiometria mds aceptada, lo cual lo convierte en
electrogénico. Como el UCam, este intercambiador se encuentra localizado en la membrana interna

mitocondrial (Crompton, 1990; Cox y Matlib, 1993a; Gunter y col., 1994).
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La cinética del NXCm en mitocondrias cardiacas ha sido descripta como de primer orden para
el Ca® y de segundo o tercer orden para el Na". El Kgs para el Ca®* intramitocondrial es
aproximadamente de 8-10 nmoles/mg de proteina y para el Na* externo de aproximadamente 9-10
mM (Gunter y col, 2000). Esto sugiere que estd funcionando cerca de un 50% de su Vmax en la
célula especialmente en el corazon de rata, ya que la [Na®li es cercana al Ko 3.

Segin la estequiometria de 3 Na*: Ca** el NXCm transporta una carga positiva en exceso al
interior de la matriz mitocondrial, por lo que la relativa despolarizacién que disipa el AYm debe ser
compensada por mayor actividad de la cadena respiratoria (Gunter y Gunter, 2001; Saris y
Carafoli, 2005; Murgia y col,, 2009). Por lo tanto, tanto el movimiento de Ca® de captacion
(UCam) como el de extrusion mitocondrial (NXCm) consumen energia metabdlica y
consecuentemente liberan calor.

Bajo condiciones fisioldgicas, la misma cantidad de Ca® que entra a la mitocondria durante
cada transitorio de [Ca®*]i debe ser removido por el NXCm. Por lo tanto cualquier perturbacién en
la [Na*]i va a influir en la actividad del NXCm y por lo tanto en el flujo de Ca**. De esta forma si
aumenta [Na']i va a aumentar la actividad de NXCm y disminuir4 la [Ca**Im (Maak y col., 2006;
Liu y O'Rourke., 2008). El Na* que entra a la matriz mitocondrial a través del NCXm es removido
luego hacia el citosol por el intercambiador Na*/H* (Mitchell y Moyle., 1967; Krulwich T., 1983).

Existen muchas sustancias inhibidoras del NXCm incluyendo trifluorperazina, diltiazen,
verapamil, clonazepan, la benzotiazepina CGP37157, amilorida y sus derivados, pero muchos de
ellos no son selectivos (Gunter y col., 2000). Las ventajas son para el bloqueo del NXCm por
benzodiazepinas como clonazepam o benzotiazepinas como CGP-37157 porque no afectan la
captacién de Ca** mitocondrial por el UCam, el NXC-SL, ni el funcionamiento de la SERCA (Cox
y col., 1993). El diltiazem, clonazepam y CGP-37157 se utilizaron como inhibidores efectivos del
NXCm en mitocondrias aisladas con valores de ICsy de 8, 7 y 0.4 uM respectivamente (Matlib y

col., 1985; Cox y Matlib, 1993b; Griffiths, 2009). En células cardiacas intactas, el diltiazem inhibe
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los canales de Ca* tipo L (LCC), mientras que el clonazepam o el CGP37157 no lo hacen,
mostrando asi selectividad por el NXCm (Matlib y col., 1985; Matlib y col., 1993; Griffiths, 2009).
El clonazepam inhibi6é la actividad del NXCm aumentando entonces la [Ca2+]m, estimul6 la
actividad de las dehidrogenasas sensibles al calcio, e increment6 la sintesis de ATP y NADH por
estimulacién del ciclo de Krebs (Cox y Matlib, 1993b). Ademds, no mostré efecto sobre la
contraccién celular o los transitorios de Ca®* citosélicos atin a concentraciones mayores de 100 pM
(Griffiths, 2009). Por otro lado, el clonazepam previno la sobrecarga de Ca®* medida en
cardiomiocitos de rata sometidos a periodos de hipoxia — reoxigenacién. Dado que la inhibicién
del UCam (y de la SERCA) por rojo de rutenio (RR) no evitd esta sobrecarga y que esta via de
influjo fue Na'-dependiente, los autores sugirieron que el influjo de Ca®* mitocondrial durante estas
condiciones ocurrirfa via el NXCm en modo reverso, provocada por los cambios idnicos y

eléctricos del periodo de hipoxia-reoxigenacion (Griffiths y col, 1998; Griffiths, 1999a).

Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP):

Otra de las vias de eflujo de Ca®* de la mitocondria cardiaca es el poro de transicién de
permeabilidad (mPTP). Altos niveles de [Ca* Im pueden causar swelling o hinchazén mitocondrial
que llevaria a la disfuncién cardiaca. Este proceso fue atribuido a una permeabilidad transitoria
mitocondrial y se conoce como un proceso comin que contribuye o conduce a la muerte celular
(Lemaster y col.,, 1998). Esto es causado por un poro que atraviesa ambas membranas
mitocondriales llamado “poro de transicion de permeabilidad mitocondrial” (mPTP). Durante varios
afios se creyé que el mPTP consiste de un canal aniénico voltaje-dependiente sobre la membrana
mitocondrial externa y una ATP/ADP translocasa sobre la membrana mitocondrial interna (Baines,
2009). Sin embargo, Kokoszka y col. (2004) demostraron que en mitocondrias de ratén carentes de
ATP/ADP translocasa también se genera apertura del mPTP. M4ds recientemente Alavian y col.

(2014) evidenciaron que el mPTP estd formado por una F;FyATP-sintasa, mas especificamente la
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subunidad C. Estos autores demostraron que esta unidad tiene la capacidad de formar poros luego
de ser purificada y reconstituida en una bicapa lipidica. E1l mPTP es conocido por mediar cambios
letales en la permeabilidad de las membranas mitocondriales conduciendo a la mitocondria a la
muerte en situaciones patoldgicas tales como las que ocurren durante la I/R (Halestrap y col., 2002).

El mPTP es un canal de alta conductancia que permite el pasaje de cualquier molécula de peso
molecular menor a 1500 KDa bajo determinadas condiciones celulares (Bernardi, 1999, Halestrap y
col., 2002; Halestrap y Brenner, 2003). La ciclofilina D es un regulador que sensibiliza el poro
para generar su apertura a ciertas [Ca™]m y también es el sitio con el que interactia la ciclosporina
A (Elrod y Molkentin, 2013). La proteina quinasa C (PKC) también podria jugar un rol importante
en la formacion estructural del poro dado que fosforila los canales i6nicos dependientes de voltaje
en el complejo del poro previo a su apertura (Baines y col., 2003).

Debido a que el mPTP permite el pasaje rdpido de protones, su apertura se acompaia de
despolarizacién mitocondrial, lo cual trae como consecuencia el desacoplamiento de la fosforilacién
oxidativa (Halestrap y col, 2002), con el consiguiente aumento en el consumo de oxigeno y una alta
liberacidn de calor. Ademas, el equilibrio de los pequefios solutos a través de la membrana interna
mitocondrial concentra las proteinas en la matriz ejerciendo una presion coloidal osmoética
responsable del hinchamiento mitocondrial (Di Lisa y Bernardi, 2009). En respuesta a estos
cambios puede ocurrir la ruptura de la membrana externa mitocondrial causando la pérdida del
citocromo c y de otras proteinas que estimulan la apoptosis celular. Por lo cual, una apertura
prolongada del mPTP parece ser incompatible con la supervivencia celular (Halestrap y col, 2002;
Halestrap y Brenner, 2003; Di Lisa y Bernardi, 2009).

La transicién apertura-cierre del poro es altamente regulada por multiples factores (Bernardi,
1999). La apertura del mPTP sé6lo ocurre bajo ciertas condiciones patoldgicas, como por ejemplo
aquellas a las que se somete al corazén durante la reperfusion pos-isquémica. Entre estas

.. 2 . . ., L.
condiciones se encuentran el aumento de [Ca”" |m, el stress oxidativo, la deplecion de nucleétidos
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de adenina, el aumento de las concentraciones de fosfatos y la caida del AYm (Bernardi, 1999;
Crompton, 1999; Di Lisa y Bernardi, 2009). Muchos autores demostraron que el mPTP permanece
extensamente cerrado durante la isquemia pero que se abre durante la reperfusion, periodo en el
cual ocurre mayormente la muerte celular (Halestrap y col., 1998; Crompton, 1999).

El primer disparador de la apertura del mPTP es la [Ca**]m en la matriz (Halestrap y col.,
2002). En estudios ex vivo se ha mostrado que el poro se abre cuando se adiciona Ca** y se cierra
rdapidamente cuando se quela este catién. De todos modos, la [Ca>*]m necesaria para lograr la
apertura del poro depende de las condiciones prevalentes (ADP; pH, stress oxidativo, entre otras).
Por otro lado, la apertura del mPTP in vivo durante la I/R seria mediada mds por el stress oxidativo
que por un incremento en la [Ca+2]m (Di Lisa y col., 2007).

A partir del estudio funcional del poro se encontré la existencia de sitios adicionales de union a
cationes divalentes sobre la superficie externa de la membrana interna mitocondrial que inhiben la
apertura del mPTP. De esta forma la apertura del poro puede ser inhibida por cationes bivalentes
como Sr**, Mn**, Ba* y Mg** (Halestrap y col., 2002). El Mg®* inhibe la apertura del mPTP con
una Ki de aproximadamente 0.3 mM, que es menor a la [Mg**] citosélico (de 1 a 4 mM). Por otra
parte, durante la apertura del mPTP y su consecuente despolarizacién podria incrementarse la
concentracién libre de Mg®*. Dado que el ATP se une mds firmemente al Mg** que el ADP, este
aumento de la [Mg2+] favoreceria la hidrélisis de ATP oponiéndose a los efectos estimulantes
debidos a la despolarizaciéon (Halestrap, 2009). Ademads, los fosfatos inorgdnicos son un poderoso
inductor del mPTP cuyo efecto puede ser sélo parcialmente explicado por actuar como buffer de la
matriz. Por otro lado, andlogos de ubiquinonas pueden actuar ya sea como activadores o inhibidores
del poro (Crompton, 1999; Halestrap y col., 2002).

El mPTP puede inhibirse por la caida del pH de la matriz a valores menores de 7 debido a que
los H* compiten con el Ca** por su unién al sitio disparador de la apertura (Di Lisa y col., 2007). Un

ejemplo de esto es la inhibicion de la apertura del mPTP durante la isquemia global (Griffiths y
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Halestrap, 1995). Durante el cese de perfusion hacia el tejido cardiaco ocurre una caida del pH
intracelular (por ejemplo, desde 7,1 a 6,5 en 20 minutos de isquemia en corazones de rata, segin
Murphy y col. (1991) como consecuencia de la alta produccién de acido lactico. Esta disminucién
en el pH inhibe la apertura del mPTP. En cambio, cuando se reperfunde el tejido cardiaco, la
mitocondria restaura su metabolismo aerébico generando el A¥Ym necesario para la sintesis de ATP,
y luego de unos minutos de reperfusion restaura el pH. Simultdneamente ocurre una sobrecarga de
Ca®™ y un rdpido aumento de ROS (Silverman y Stem, 1994; Halestrap y col., 2004). Estas
condiciones en su conjunto crean un ambiente propicio para la apertura del mPTP en la reperfusién
(Halestrap y col., 2004).

El antipsicético trifluorperazina también actia como inhibidor del mPTP, ya que cambia la
sensibilidad del poro al voltaje y por lo tanto es efectivo solo bajo condiciones de mitocondrias
energizadas. Este agente probablemente actde por inhibir el flujo de electrones hacia el complejo I
de la cadena respiratoria y también por inhibir tanto la adenina-nucleétido translocasa (ANT) como
el transportador de fosfato mitocondrial (PiC), ambos involucrados en la formacion del mPTP
(Halestrap, 2009)

El més destacado y potente inhibidor de la apertura del mPTP es ciclosporina A (Cys-A). Esta
droga es ampliamente utilizada en farmacologia por sus propiedades inmunosupresoras disparadas
por su unién a calcineurina en los linfocitos T. La interaccién de esta sustancia con el mPTP se
describe mejor como una desensibilizacion en lugar de una inhibicién. Este concepto también es
vélido para los otros “inhibidores” tales como salglifehrin A y NIM811 (Di Lisa y col., 2007). El
efecto resulta selectivo a la concentracion de 0.2 uM de Cys-A (Griffiths y Halestrap, 1993). Sin
embargo, en el rango de 1-10 uM la Cys-A tiene un efecto adicional sobre la homeostasis del Ca*
en la mitocondria que no puede ser atribuido a la inhibicién del mPTP. La Cys-A con una ICs
alrededor de 1 pM inhibe la entrada de Ca** mediante el uniporter de Ca** mitocondrial (UCam) por

un mecanismo independiente de la inhibiciéon del mPTP o de la unién a calcineurina. Este efecto
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puede contribuir a reducir la despolarizacién y la sobrecarga de Ca®* en la mitocondria y entonces
cooperaria con la inhibicién directa del mPTP para prevenir la apoptosis celular (Montero y col.,
2004).

Estudios in vivo y ex vivo han mostrado que la inhibicién farmacoldgica directa de la apertura
del mPTP con Cys-A disminuye la pérdida de miocitos y previene la disfunciéon contrictil que
ocurre tanto durante la I/R como en otras patologias cardiacas (Di Lisa y col., 2007; Baines, 2009).
Al respecto, muchos autores nombran al mPTP como un blanco crucial para la cardioproteccién
especialmente frente a isquemias prolongadas (Di Lisa y Bernardi, 2009).

Estos antecedentes sugieren que el mPTP funcionaria en corazones normales como una vélvula

liberadora de [Ca2+]m que limita la acumulacién de Ca”* excesiva en la matriz mitocondrial.

1.f Transporte de K' mitocondrial:

Al igual que ocurre con el Ca®* existen vias de ingreso y salida de K* a la mitocondria. La
eyeccion de protones mediada por la cadena transportadora de electrones genera un potencial en la
membrana mitocondrial interna (A¥Ym) que oficia de fuerza impulsora para el influjo de K" tanto
por difusién (leak) como por canales de K*. Esta entrada de K™ va acompaiiada de agua. El exceso
de K" es eyectado fuera de la matriz mitocondrial por medio del antiporter K/H" (Garlid y Paucek,
2003). De esta manera se genera un ciclo mitocondrial del K™ que consiste en vias de influjo y
eflujo para el K, H" y otros aniones (Garlid y Paucek, 2003). Este ciclo tiene por objetivos: regular
el volumen de la matriz mitocondrial para prevenir el excesivo hinchamiento o la excesiva
contraccion de la misma y regular la produccién de ROS (Garlid y Paucek, 2003).

Costa y col. (2006) han descripto que en las mitocondrias respirando tanto in vivo como ex
vivo, el ciclo del K" est4 constituido por dos vias de influjo de K™ a la matriz: una de difusion (o
“leak”) de influjo electroforético de K* (impulsado por el eflujo electrogénico de H" de la cadena de

transporte electrénico), y otra de influjo de K* a través de los canales de K™ dependientes de ATP
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(mKATP). Ambos influjos estdn balanceados por el eflujo de K™ via el antiporter K'/H". Dado que
el movimiento de H" estd casi equilibrado por el transportador de fosfato, no hay neto cambio del
pH ni movimiento neto de fosfato en el estado estacionario del ciclo de K*. El aumento del influjo
de K" a las mitocondrias por apertura del mKATP o por el tratamiento con el ionéforo de K*
valinomicina resulta en un desbalance entre el influjo y el eflujo de K*, con el resultado de una
reduccion de la captacién de H por el antiporter. Esto provoca un incremento del pH de la matriz,
con la consecuente captacion neta de 4cido fosférico. Esta captaciéon neta de sales conduce
osmoéticamente al hinchamiento de la matriz (“swelling”). La alcalinizacién de la matriz incrementa
la actividad del antiporter K'/H", ya que éste tiene una inhibicion alostérica por H', hasta que se
alcanza un nuevo estado estacionario (Costa y col., 2006).

Se han caracterizado farmacolgicamente y funcionalmente 3 clases de canales de K
mitocondriales los cuales son similares a algunos de los canales de K de la membrana plasmatica.
El canal de K* regulado por ATP (mKartp), €l canal de K" activado por Ca** (mBKCa) y el canal de
K" voltaje dependiente (mKy). Tanto el mKatp, como el mBKCa estdn involucrados en la
regulacion del potencial de membrana mitocondrial, la produccion de ROS, la apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP) y la fosforilacion oxidativa (Graier y col., 2007).

En particular, la apertura de los canales mKarp ha sido asociada con la disminucion del tamafio
del infarto y el mejoramiento de la recuperacidén contréctil post-isquémica, ademds de estar
implicados en el proceso de precondicionamiento cardiaco (Grover y col., 1997).

A continuacién se describen los diferentes canales de K mitocondriales

Canal de K mitocondrial dependiente de ATP (nKATP):
Los mKatp son canales que permiten la entrada de K, y en presencia de Mg2+ son bloqueados
tanto por ATP como por ADP, pero no por GDP. (Liu y col., 1998; Misra y col., 2009). Estos

canales tienen baja capacidad y una composicién diferente de los KATP sarcolemales (Misra y col.,
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2009). En ausencia de ATP ocurre la apertura de los mKarp y con esto se incrementa la
conductancia del K*. De ese modo frente a una reduccién energética celular se mantiene el volumen
de la matriz mitocondrial, el volumen del espacio intermembranoso y disminuye la permeabilidad
de la membrana externa mitocondrial al ATP y al ADP (Paucek y col., 1992; Costa y col., 2006).

Estos canales son activados por diazéxido, cromokalin y pinacidil por lo cual se los conoce
como “abridores de los canales mKarp*“. El diazéxido en particular es 2000 veces mas potente para
activar el canal mitocondrial que el sarcolemal en miocitos cardiacos (Liu y col., 1998; Garlid,
2000).

Los canales Katp son bloqueados por sustancias como la glibenclamida o el 5-hidroxidecanoato
(5-HD), siendo sdlo el 5-HD selectivo por el mKarp (Garlid y col., 1997; Murata y col., 2001).
Ademds, fisiolégicamente los mKatp pueden ser inhibidos por ésteres de Acil CoA de cadena larga,
y no son inhibidos por tetraetilamonio (TEA) que bloquea a otros canales de K (Paucek y col.,
1992; Liu y col., 1998; Hanley y Daut, 2005).

El diazdéxido (agonista del mKATP) se comporté como protector del dafio observado en el
corazon por modelos de I/R (Iwai y col., 2000; Carreira y col., 2005). Esta proteccién fue revertida
en todos los casos por glibenclamida y por 5-HD. Dado que tanto el diazéxido como el 5-HD son
selectivos por los mKarp el efecto cardioprotector fue adjudicado a la apertura de estos canales, (Liu
y col, 1998; Bernardi, 1999). Ademds de sus efectos sobre el mKatp, tanto el diazéxido como el 5-
HD tienen efectos sobre el metabolismo mitocondrial (Hanley y col., 2002; Hanley y Daut, 2005).
Mientras que el diazéxido inhibe la cadena transportadora de electrones por inhibir a la succinato
deshidrogenasa; el 5-HD actda de sustrato para la acil-CoA-sintetasa produciendo de esta manera 5-
HD-CoA (Hanley y col., 2002). E1 5-HD-CoA formado puede servir como sustrato para la Acil-
CoA deshidrogenasa o posiblemente inhibir esta enzima interfiriendo asi en la 3-oxidacién (Hanley

y col., 2002; Hanley y col., 2003).
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La apertura o el cierre de los canales mKatp causan importantes cambios en el volumen de la
matriz mitocondrial, de forma secundaria a la entrada obligada de agua que acompaiia el flujo neto
de K* y aniones (Kowaltowski y col., 2001). En mitocondrias aisladas de rata cargadas con un
indicador fluorescente de K™ en la matriz Costa y col (2006) mostraron que el influjo de K* fue
aumentado por diazéxido e inhibido por ATP y 5-HD, ademds de que tanto diazéxido como
valinomicina (ion6foro de K™ desacoplante) causaron alcalinizacion de la matriz e hinchamiento o
“swelling”. El hecho de que el mKatp regula el volumen mitocondrial bajo condiciones fisiologicas
sugiere que este podria tener una funcién importante en la I/R (Liu y col., 2010). Durante la
isquemia, la matriz se contrae debido a la reduccién de su A¥m, lo cual causa reciproca expansion
del espacio intermembrana, y resulta en aumentada permeabilidad de la membrana externa al ADP
y ATP, y promueve la rdpida hidr6lisis del ATP celular en la mitocondria (Dos Santos y col., 2002).
Esta separacion de ATP y ADP aumenta la hidr6lisis localizada del ATP dentro de la mitocondria,
reduciendo el AWm, y esta despolarizacion reduce la captacién de Ca™ y previene la sobrecarga
(Liu y col., 1998; Korge y col., 2002).

La apertura del mK,tp aumenta la conductancia al K™ para mantener el volumen de la matriz y
del espacio intermembranoso. Ha producido una gran reduccién en la hidrdlisis del ATP durante la
isquemia simulada, preservando el ATP para la reperfusion (Dos Santos y col., 2002). Varios
autores concuerdan en que la apertura de los canales mKarp previno la hidrdlisis del ATP por la
FoFATP-sintasa mitocondrial (Costa y col., 2006; Liu y col., 2010) y la excesiva carga de Ca’t de
la mitocondria por disminuir el A¥m, lo cual reduce la fuerza impulsora para el influjo de Ca™a
través del UCam (Ishida y col., 2001; Murata y col., 2001; Carreira y col., 2005). Este mecanismo
seria uno de los responsables de la proteccién miocardica ejercida por los abridores de los canales
mKatp frente a la injuria por reperfusion (Ishida y col., 2001; Murata y col., 2001; Carreira y col.,

2005).
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Ademads hay una clara diferencia entre el mKarp y el mPTP sobre la regulacién de la [Ca2+]
mitocondrial. Mientras el mK,tp modula la acumulacion de Ca*™ en la matriz mitocondrial durante
la isquemia, el mPTP contribuye a alterar la homeostasis de Ca®* durante la reperfusion
(Holmuhamedov y col., 1999).

Los efectos de los abridores del mKarp sobre la funcién mitocondrial dependen del estado
energético de la mitocondria. Bajo condiciones energéticas mas fisioldgicas, los abridores de estos
canales como el diazéxido y pinacidil atendan la respiraciéon mitocondrial, efectos independientes
de la apertura del canal mKatp. En sentido contrario, bajo condiciones energéticamente menos
fisiolégicas, ambos abridores aceleran la respiracion mitocondrial lo cual pareceria ser mediado por
la apertura del mKatp (Riess y col, 2008).

Por otra parte, la apertura de los mKatp induce un moderado incremento en la produccién de
ROS mitocondrial en cardiomiocitos (Garlid, 2000), y en corazones perfundidos (Forbes y col.,
2001). El mecanismo estd mediado por la alcalinizacién de la matriz (Andrukiv y col., 2006). Esto
es importante si se considera que se ha demostrado que una produccién moderada de ROS actia
como segundo mensajero en la cardioproteccioén y en el precondicionamiento (Das y col., 1999).
Hay muchas evidencias de que los canales KATP participan en la proteccion impuesta por el
precondicionamiento cardiaco. Esta proteccion ha sido adjudicada a la activacién de los mKATP
dado que fue abolida por la adiciéon de glibenclamida y 5-HD (Zhu y col., 2003). Sanada y
colaboradores demostraron que tanto los Karp mitocondriales como los sarcolemales estdn
implicados en la disminucién del tamafio del infarto en diversos modelos de precondicionamiento
de corazones caninos “in vivo”; sin embargo, cada uno de estos canales ejerceria su rol protector de

forma independiente (Sanada y col., 2001).

Canal de K* mitocondrial dependiente de Ca’* (nBKCa):
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El canal mBKc, fue originalmente descripto usando la técnica de patch-clamp en células del
glioma humano. Mds tarde canales similares fueron observados en mitocondrias de misculo
cardiaco, esquelético y cerebrales (Szewczyk y col., 2006; Szewczyk y col., 2010). Si bien los
componentes moleculares de este canal atin no han sido identificados en su totalidad, se sabe que
estd localizado en la membrana mitocondrial interna y que a diferencia de los Karp, estos canales no
son funcionalmente expresados en el sarcolema. Los mBKc, son estimulados por Ca** y por
benzoimidazolones (como el NS1619, y otros) a concentraciones micromolares y son bloqueados
por caribdotoxina (Szewczyk y col., 2010). Estudios en cardiomiocitos de cobayo demostraron que
los mBKc, estdn implicados en la proteccion frente a la injuria por I/R, y que si bien el efecto
citoprotector es similar al indicado para los mKartp, actdan en forma independiente de ellos (Sato y
col, 2005).

Kicinska y Szewcyz (2004) mostraron que la apertura del mBK¢, por NS1619 produjo una
disminucién del A¥m con la consecuente disminucion en la sobrecarga de Ca® y la inhibicién de la
cadena respiratoria mitocondrial. Estos autores sugieren que el mecanismo antes mencionado seria
el responsable de la proteccion ejercida por los abridores de dichos canales (Kicinska y Szewcyzk,
2004). Recientes estudios han mostrado que los efectos cardioprotectores del estradiol incluyen la
activacion de los canales mBKc, en mitocondrias cardiacas sometidas a un modelo de I/R simuladas

(Ohya y col., 2005).

1.g Diferencias de género en los mecanismos de acoplamiento éxcito-contrdctil:

Diversos estudios en modelos animales han aportado evidencias de que existen diferencias en los
mecanismos excito-contractiles entre machos (M) y hembras (H). En cardiomiocitos aislados de rata,

el acortamiento fraccional fue significativamente menor en H que en M (Farrell y col., 2010).
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Ademds, Rosenkranz y col. (1994) encontraron que en cardiomiocitos de ratas H los niveles de
ARNm correspondientes a o y 3 miosina de cadena pesada y de actina sarcomérica eran mds elevados
que en M, asi como también la actividad ATPasa en las miofibrillas a las mismas concentraciones de
Ca®" intracelular (Schwertz y col., 2004). Estos antecedentes sugieren que la maquinaria contréctil en
corazones de ratas H es mds sensible al Ca** y responderia a mas bajas concentraciones de Ca™
intracelular que en corazones de rata M.

Ademds, estudios realizados en cardiomiocitos de rata han determinado que la amplitud de los
transitorios de Ca** es menor en H que en M (Leblanc y col., 1998; Curl y col., 2001; Wasserstrom y
col., 2008; Farrell y col., 2010). También los niveles de Ca®* diastélicos son mds bajos en
cardiomiocitos de rata H (Farrell y col., 2010; Howlett, 2010). Farrell y col. (2010) midieron en forma
simultdnea la densidad de corriente de Ca** y los transitorios de Ca®* y encontraron que en H se
libera una menor cantidad de Ca** desde el RS en respuesta al influjo de Ca® extracelular. Por otra
parte, se describié que los cardiomiocitos de rata H tienen una menor velocidad de caida de los
transitorios de Ca** (Leblanc y col., 1998; Curl y col., 2001; Wasserstrom y col., 2008), lo cual
sugiere una menor recaptacién de Ca** hacia el RS. Sin embargo, no se han encontrado diferencias de
género en la expresion de la proteina SERCA2a o en los niveles de ARNm en estudios realizados en
cardiomiocitos de rata (Chen y col., 2003; Chu y col., 2005; Tappia y col., 2007). Tampoco hay
diferencias de género en los niveles de la proteina fosfolamban (PLN, regulador intrinseco de la
SERCAZ2a) (Chen y col., 2003; Chu y col., 2005; Tappia y col., 2007). Por lo tanto las diferencias de
género en la velocidad de caida de los transitorios de Ca®* no se deben a diferencias en la expresion de
la SERCAZ2a ni en la PLN. Sin embargo, no hay estudios que evalien si existen diferencias de género
en los niveles de fosforilacion de estas proteinas, las cuales podrian explicar la diferente velocidad de
caida de los transitorios de Ca™" .

Complementariamente, Mason y Macleod (2009) evaluaron si existen diferencias de género en el

contenido de Ca* del RS de cardiomiocitos de cobayo, generando la descarga de Ca®* desde esta
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organela mediante el agregado de 10 mM de cafeina. Estos autores encontraron que las H liberan
mayor cantidad de Ca®* desde el RS y tienen un mayor contenido en esa organela. Ademads, en H se
ha encontrado una mayor expresion del receptor de RyR2 y aumento en los niveles de su ARNm
(Chu y col., 2005; Yaras y col., 2007). Por lo tanto, el RS no es el responsable de la reduccién del
transitorio de Ca** en corazones de hembras.

Si bien en muchos trabajos se ha evaluado si existen diferencias de género en la densidad de
corrientes de Ca’* en cardiomiocitos aislados, no se han encontrado diferencias significativas en
ninguna de las especies estudiadas (ratas, cobayos, ratones) (Leblanc y col., 1998; Grandy y Howlett,
2006; Brouillette y col., 2007; Yaraz y col., 2007; Farrell y col., 2010; Howlett , 2010). Sin embargo,
en H se ha encontrado mayor cantidad de la proteina Cav1.2 (una subunidad del canal de Ca™ tipo L,
LCC) (Chu y Col., 2005; Sims y col., 2008). Sumado a esto, Vizgirda y col. (2002) encontraron un
aumento en la densidad de receptores de dihidropiridina (canales de Ca®* de tipo L) en los ventriculos
de ratas H. Pero si las H tienen mas subunidades Cav1.2 de canal, la similitud en las densidades de la
corriente de Ca™* entre M y H sugiere que habria diferencias de género en la actividad individual de
los canales LCC.

También varios autores han evaluado si existen diferencias de género en la cantidad y/o actividad
del intercambiador Na*/Ca** sarcolemal (NXC-SL). En cardiomiocitos de conejo Chen y col. (2011)
encontraron una mayor extrusion de calcio por el NXC-SL en H. Ademds, la expresion de la proteina
NCXI1 (la isoforma més abundante a nivel cardiaco) es mayor en H (Chen y col., 2011). Estos
resultados sugieren que tanto la expresion como la actividad del NXC-SL son mayores en H que en
M, lo cual podria contribuir a la reduccién de los transitorios de Ca** observada en H en comparacion

con los M.

1.h Efectos de las hormonas sexuales sobre la contractilidad cardiaca:

39



Stice y col. (2011), demostraron que tanto el receptor estrogénico o (REa) como el receptor
estrogénico B (REP) estan presentes en corazones de ratas adultas ovariectomizadas y ancianas, con y
sin reemplazo estrogénico. Ademds, demostraron en estudios realizados mediante la técnica de
Western blot que no hay diferencias en la cantidad de receptores estrogenicos o y B presentes entre
estos 4 grupos. Ademads existe un receptor estrogénico acoplado a proteina G (GPER) (Deschamps y
Murphy, 2009). También en el miocardio esta presente el receptor androgénico (RA) (McGill y col.,
1980). El REq, el RE y el RA estan localizados tanto en el citosol como en el niicleo (McGill y col.,
1980). Ademads el REa esté localizado en el sarcolema, particularmente en los tibulos T (Bell y col.,
2013). No sélo la expresion del subtipo de receptores estrogénicos y androgénicos es similar en
cardiomiocitos de M y H sino que también tienen la misma localizacion (Lizotte y col., 2009), aunque
esto puede depender de los esteroides sexuales circulantes (Krieg y col., 1978; Grohé y col., 1997,
Lizotte y col., 2009).

La unién de los esteroides sexuales a sus respectivos receptores produce efectos a largo plazo
mediante cambios en la expresion genética (McGill y col., 1980) y efectos a corto plazo no
genémicos. El 17-f estradiol (E,) regula la expresion de la proteina HSP72 tanto en cardiomiocitos de
rata H como en M (Knowlton y Sun, 2001; Voss y col., 2003; Hamilton y col., 2004). En
cardiomiocitos de rata E, a dosis terapéuticas aument6 la expresion de HSP72 mediante la activacion
secuencial de los factores de transcripcion NF«f3 y HSF-1 (Hamilton y col., 2004). Hasta hace 16 afios
atrds todos los efectos mediados por los estrogenos se atribuian a la unidn a sus receptores nucleares,
alterando la transcripcion génica (Mendelsohn y Karas, 1999). Sin embargo, los receptores
estrogénicos también estdn asociados con la membrana plasmatica, y estos receptores (especialmente
el REa) se acoplan a la activacion de la via del PI3K (Simoncini y col., 2000).

Nuedling y col. (2001) demostraron que el REf es responsable del aumento en los niveles de NO
sintasa endotelial (eNOS) en los cardiomiocitos. Ademas, los estrégenos a través de sus acciones a

corto plazo pueden llevar a activacién de la via PI3K y a la fosforilacion y activacién de la eNOS. Es
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decir que los estrégenos pueden generar tanto un aumento en los niveles de la eNOS como en su
actividad.

Ademds, la unién de los estrégenos al receptor acoplado a proteina G llamado GPR30 o GPER
activa la via del PI3K (Filardo y Thomas, 2005; Revankar y col., 2005). Los efectos a corto plazo
involucran la via PI3K/Akt, y la activacion de la NO sintasa y la PKG. Hay evidencias de que estas
vias estan implicadas en la cardioproteccidon generada por la administracién aguda de E, en situacién
de isquemia y reperfusiéon (Node y col., 1997; Deschamps y col., 2010). Por lo tanto, los estrogenos
pueden generar cardioproteccidn, por modificar la expresion génica o por su accién a corto plazo de
activacion de la via del PI3K.

Cross y col. (1998) demostraron que en corazones de ratén perfundidos a través de las arterias
coronarias, 20 minutos de isquemia de no flujo genera un dafio similar a M y H. Sin embargo, en
modelos de corazones de ratén modificados genéticamente sin expresion de PLN o con
sobreexpresion del NXC-SL la isquemia de no-flujo generé menor dafio en H que en M (Cross y col.,
1998; Cross y col., 2003). Esto sugiere un grado diferencial de funcion del RS y el NXC-SL segtin el
sexo, siendo mas importante la remocién de Ca®* por el NXC-SL en H que en M. Coincidentemente,
Lagranha y col. (2010) encontraron que los corazones de H expuestos a 30 minutos de isquemia
global tienen un tamafio de infarto significativamente menor que los de M, pero eso fue atribuido a
una menor produccién mitocondrial de ROS. Esto sugiere que la cardioprotecciéon en H es
significativamente mayor que en M con isquemias mds prolongadas, pudiendo participar tanto una
reduccidn del rol del RS respecto del NXC-SL como una actividad mitocondrial diferente. En este
sentido, en los corazones de ratas H se encontré menor captacion de Ca”* hacia las mitocondrias que
los de M (Arieli y col., 2004), lo cual podria ser responsable de la menor produccion intramitocondrial
de ROS que lleva a cardioproteccion.

Poco se conoce acerca de las acciones del receptor androgénico (RA) y sus intermediarios en el

miocardio, pero hay evidencias de que estdn involucradas mdltiples vias de sefializacidn, entre ellas,
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las MAPKs (p38-MAPK; ERK1/2) y PI3K/Akt (Meldrum y col., 2005; Wang y col., 2005;
Crisostomo y col., 2006; Altamirano y col., 2009; Huang y col., 2010). La testosterona ha dado
resultados dispares en cuanto a si es cardioprotectora en corazones aislados. Entre los mecanismos
cardioprotectores se citan el aumento de expresion de la proteina HSP70, y la activacién de los
mKATP (Bell y col. 2013). En la fig. 4 se esquematizan las vias de sefializacion desencadenadas

luego de la interaccién de los esteroides sexuales con sus respectivos receptores presentes en el

miocardio:
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Adaptado de Bell y col. , 2013.

Mediante sus efectos sobre los diversos receptores los esteroides sexuales tienen influencias
importantes en el acoplamiento éxcito-contractil. Inicialmente sus efectos se han deducido en modelos
de animales en los que se provocé la deficiencia. Particularmente los estrégenos reducen la
contractilidad miocdrdica (Raddino y col., 1986) porque actian:

a) sobre los miofilamentos: reducen la sensibilidad al Ca’>" de los miofilamentos,
considerando que ratas ovariectomizadas mostraron aumentada sensibilidad al Ca2+, la cual se revirtio

en presencia de E, (Wattanapermpool, 1998; Wattanapermpool y col., 2000).
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b) sobre el transitorio de Ca™: en ratas ovariectomizadas se perdié la diferencia en la
amplitud de los transitorios de Ca™ que estaba disminuida en cardiomiocitos de ratas H respecto de
los M (Curl y col. 2001), pero la administracién de E, nuevamente los redujo (Curl y col., 2003).
Como se discuti6 anteriormente, el mecanismo podria relacionarse a la reduccién del influjo de Ca** a
través de los canales de Ca>* L (Grohé y col., 1997; Meyer y col., 1998), o a la reduccién de la
liberacién de Ca** desde el RS, como fue descripta por Farrell y col. (2010) en cardiomiocitos de rata
H. En concordancia, en cardiomiocitos de rata ovariectomizadas aumento la liberacion de Ca’* del RS
(Kravtsov y col., 2007). Ademds, a la reduccién del transitorio de Ca’ podria contribuir una
elevacion de la remoci6n sarcolemal de Ca®* por el estrégeno y en este sentido fue encontrado que la
actividad del NXC-SL es menor en corazones de ratén sometidos a ovariectomia que en H jévenes, y

es mayor en machos castrados (Sebag y col., 2011).

En cuanto a los efectos de testosterona en cardiomiocitos, no hay muchos trabajos que los
evalien. En parte, los efectos serian opuestos a los del estrégeno, ya que la castracién redujo el
acortamiento (Golden y col., 2003), y la amplitud de los transitorios de Ca** (Curl y col., 2009) en
cardiomiocitos de rata M, efectos que fueron revertidos por testosterona. La administracion cronica de
testosterona aument6 la expresion de canales de calcio de tipo L (Michels y col., 2007; Gassanov y
col., 2009) y la densidad de la corriente L. (Gassanov y col., 2009). Los cardiomiocitos de M tienen
una mayor velocidad de caida de los transitorios de Ca™ que los de H (Curl y col., 2001). Si bien no
se encontraron diferencias de género en la expresion de las Ca-ATPasas o fosfolamban, se ha sugerido
que testosterona podria modular la expresion del NXC-SL (Golden y col., 2002; Tsang y col., 2009).
Este tltimo mecanismo podria contribuir a las mencionadas diferencias en la velocidad de caida de

los transitorios de Ca’* entre M, H y H ovariectomizadas.

43



2. ISQUEMIA Y REPERFUSION CARDIACA

La isquemia cardiaca es la falta, o bien la disminucién, del flujo sanguineo coronario que
produce un desequilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno por el corazon. Este desequilibrio
compromete ademds la entrega de nutrientes a las células y la remociéon de sus desechos
metabodlicos, cuya acumulacidn resulta potencialmente téxica.

El proceso de isquemia-reperfusion cardiaca es subyacente a la enfermedad de angor o angina
de pecho, que constituye la principal causa de muerte en las sociedades industrializadas. Esta falla
cardiaca es consecuencia de un gran nimero de riesgos etiolégicos que coexisten con otros estados
de desorden tales como hipertrofia cardiaca, hiperlipidemias y arterosclerosis, diabetes y resistencia
a la insulina, entre otros (Ferdinandy y col., 2007).

Durante muchos afios se pensé que la isquemia producia un dafio irreversible en los miocitos.
Sin embargo, este concepto cambi6 con el descubrimiento de que la reperfusion temprana puede
llevar a una recuperacién contréctil en el territorio isquémico (Maroko y col., 1971; Ginks y col.,
1972; Maroko y col., 1972; Theroux y col., 1976; Matsuzaki y col., 1983). Es decir que las
consecuencias son un dafio mds o menos severo al miocardio, que es reversible o irreversible,
dependiendo de la duracién de la isquemia. Se reconocen dos principales consecuencias del proceso
de isquemia/reperfusion (I/R): el atontamiento (sfunning) y el infarto. El atontamiento fue definido
como una funcién miocédrdica deprimida siguiente a un evento isquémico (Kloner y Jennings, 2001)
relativamente corto, y persiste después de la reperfusion a pesar de la ausencia de dafo irreversible
y de la restauracion del flujo coronario normal o casi normal (Bolli y Marbdn, 1999). Esta
disfuncién no es usualmente un problema grave en la clinica médica debido a que desaparece
espontineamente después de una oclusion coronaria y responde positivamente al uso de agentes

inotropicos. S6lo compromete la vida del paciente cuando se ve afectado una gran porcion del
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miocardio (Piper y col., 1998). Por el contrario, el infarto miocardico (IM) implica la pérdida
irreversible de la funcién contrictil por apoptosis o muerte celular.

El principal problema que enfrenta el miocardio expuesto a isquemia es energético, ya que se
reduce su metabolismo aerébico y la sintesis de compuestos fosfato de alta energia (ATP y PCr)
esenciales para los transportes activos i6nicos y el acoplamiento actomiosinico (Di Lisa y col.,
2007; Halestrap y col., 2007). El primer efecto de la insuficiente oxigenacién (en este caso por
isquemia) es la inhibicion de la cadena respiratoria lo cual impacta sobre la fosforilacién oxidativa
mitocondrial y por ende en la conservacion de la energia (Di Lisa y col., 2007; Baines, 2009).

El corazén puede tolerar pequefos periodos de isquemia, pero si la isquemia persiste el
miocardio desarrolla un severo déficit de ATP que resulta en una injuria irreversible. Por lo tanto, la
reperfusion es un requisito para que la célula sobreviva (Halestrap y col., 2004; Ferdinandy y col.,
2007). Sin embargo, numerosas investigaciones han demostrado que, paraddjicamente, ocurre una
nueva lesion durante los primeros minutos de la reperfusion, por lo cual es considerada “un arma de
doble filo™.

Las consecuencias del proceso de I/R cardiaca dependen de la drasticidad del periodo
isquémico, es decir del periodo transcurrido en ausencia (isquemia) o reduccion (hipoperfusién) del
flujo de perfusion coronaria. La tolerancia cardiaca a la isquemia depende de los mecanismos que le
permiten preservar las reservas energéticas, como el cambio hacia el metabolismo anaerdbico, el
contenido de enzimas eliminadoras de ROS, el aumento en la captacion de glucosa, la utilizacién de
dcidos grasos como sustrato energético y la disminucion de la contractilidad. Si la isquemia persiste
y ocurre un déficit importante de ATP se produce un dafio irreversible.

A pesar de que se han utilizado diferentes modelos experimentales y especies animales para
estudiar la patogénesis del miocardio atontado €sta ain no estd del todo establecida. Sin embargo,
los resultados experimentales dan fuerza a dos hipdtesis como las mds concluyentes. Una esta

basada en la sobrecarga de calcio durante la fase temprana de la reperfusiéon (Heyndrickx y col.,
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1975; Braunwald y Kloner, 1982; Kusuoka y col., 1987; Marban, 1991). La otra hipétesis (de los
radicales libres derivados del oxigeno) postula que el atontamiento cardiaco es causado por especies
reactivas del oxigeno (ROS) que incluyen al anidn superéxido y el peréxido de hidrégeno. Sin
embargo, las evidencias indican que ambos origenes se entrecruzan siendo responsables en diverso

grado segtn la duracion de la isquemia.

2.a Alteraciones en la homeostasis de calcio:

Durante la isquemia se origina un rdpido agotamiento de las reservas energéticas del miocito.
La contractilidad cardiaca se reduce abruptamente, hecho que fuera atribuido al acortamiento del
potencial de accién por activacién de canales K'-ATP dependientes de sarcolema (Cole y col.,
1991) de modo de proteger al miocardio abreviando el influjo de Ca®* durante la fase 2. En las
mitocondrias, sucede la inhibicién de la transferencia de electrones por lo cual cesa el bombeo de
H" a través de la membrana interna, proceso necesario para generar y mantener el potencial de
membrana mitocondrial (A¥m) (Baines, 2009). En respuesta a esto, las mitocondrias trabajan para
restablecer el A¥m revirtiendo la funcién de la FiFyATP sintasa que comienza a funcionar en forma
reversa hidrolizando ATP (Baines, 2009). La isquemia entonces, produce la caida de los niveles de
ATP y de creatina fosfato (PCr) y un aumento concomitante de las concentraciones de AMP y
fosfatos inorgdnicos (Pi) (Ferdinandy y col., 2007; Halestrap y col., 2007). Estos pueden
incrementarse desde aproximadamente 1 a 20 mM durante la isquemia (Allen y Orchard, 1987).
Ademads, dado que la fosforilacion oxidativa estd inhibida durante la isquemia, el cardiomicito se
abastece de ATP por medio de la glicdlisis anaerébica. Esto conlleva a la produccién de lactato, y la
acumulacién de acido lactico conduce a una disminucién dréstica del pH intracelular (pHi) o
citosolico (Halestrap y col., 2004; Di Lisa y col., 2007). Tanto la acidosis como los niveles altos de
Pi disminuyen la sensibilidad de los miofilamentos al Ca** ejerciendo un fuerte efecto depresor

contrictil tipico de la isquemia (Lee y col., 1988; Bers, 2001). Esto se suma al ya mencionado
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acortamiento del potencial de accién por activacidon de los canales K dependientes de ATP (Ixatp)
que reduce el influjo de Ca** (Cole y col. 1991) y asi la contractilidad se reduce bruscamente hasta
desaparecer en los primeros minutos de isquemia. La caida de los niveles de ATP y PCr reduce la
actividad de la Na"/K" ATPasa, por lo cual aumenta la [Na']li (Pike y col., 1990).
Consecuentemente, el reducido gradiente de Na* origina una disminucién del eflujo de Ca®* por el
NXC-SL, y las Ca-ATPasa reducen su flujo por la baja [ATP]. Todo esto induce una contractura
diast6lica durante la isquemia, asociada al aumento de la [Ca*")i y la reducida [ATP] para los
miofilamentos (Bolli y Marbdn, 1999). Se ha demostrado que durante la isquemia el Ca™
miocdrdico se incrementa en un 50% (Varadarajan y col., 2001). Ademds, durante la primera parte
de la isquemia se eleva la [K']i hasta un valor de 20 mM aproximadamente. Esta pérdida de K" es
una consecuencia pasiva de la ganancia de Na' durante la isquemia y provoca una despolarizacion
que contribuye a la entrada de Ca”* al citosol (Weiss y Lamp, 1989).

En la Fig. 5 se representa el conjunto de eventos celulares que ocurren en la I/R.
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Adaptado de Hermann y col., 2013
Si bien la reperfusion restaura la oxigenacion al tejido y con ello la sintesis de ATP, este
proceso también tiene potencial para causar dafio irreversible en las células miocardicas

(Ferdinandy y col., 2007). Estas manifestaciones deletéreas hacia el tejido cardiaco se conocen
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como injurias por reperfusion. Este proceso se caracteriza por una serie de eventos que pueden ser
enteramente atenuadas con intervenciones adecuadas en el tiempo de reperfusiéon dependiendo
fundamentalmente de la duracién de la isquemia previa (Piper y col., 1998; Ferdinandy y col.,
2007). Estas anormalidades incluyen arritmias por reperfusién, miocardio atontado e injuria letal o
infarto por reperfusion (Piper y col., 1998).

Durante el periodo de reperfusion, al mismo tiempo que se restaura la oxigenacion, se
sintetiza ATP via la refosforilacién mitocondrial de ADP y AMP, los cuales fueron acumulados
durante el periodo isquémico (Kloner y Jennings, 2001). El pHi retorna a niveles normales mientras
que los valores de PCr se incrementan rdpidamente (Kloner y Jennings, 2001). Se produce una
recuperacion parcial del balance de protones por una paulatina activacién del intercambiador
Na*/H" (NHE), que exporta protones aprovechando el gradiente electroquimico de Na* (Karmazyn,
1999) al restablecerse la actividad de la Na'/K* ATPasa. Este proceso esté favorecido por el lavado
extracelular de protones ejercido por la perfusion restaurada. El desbalance i6nico es una de las
mayores causas de la injuria por reperfusion. Durante los primeros minutos de la reperfusion, y
principalmente como consecuencia de la puesta en marcha de mecanismos dirigidos a corregir la
acidosis intracelular, puede precipitarse un empeoramiento abrupto de la sobrecarga de Na* y Ca**
por hiperactivacién del intercambiador Na/H"™ y la pérdida de K" con la consecuente
despolarizacion que alteran el influjo de Ca™ (Pierce y Czubryt, 1995). Bajo estas condiciones
patoldgicas de gradientes i6nicos alterados el NXC-SL reduce el eflujo e incluso puede permitir el
inflyjo de Ca”" actuando en modo reversa (Tani, 1990; Schafer y col., 2001) (ver Fig. 5). Esto ha
conducido al dafio miocardico incluyendo la pérdida de la funcién mitocondrial (Tanaka y col.,
2009). Se ha descripto un aumento del Na* citosélico de un 50 a un 150% (Misra y col., 2009) y un
aumento del Ca®* miocérdico de 4 o 5 veces (Varadarajan y col., 2001). Esta sobrecarga de Ca*
causa una hipercontractura mayor que en la isquemia, y disfuncién mecédnico-energética en los

cardiomiocitos (Misra y col., 2009). Los cambios del gradiente de Na* citoslico afectan también a
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las mitocondrias, que tienen transportadores de Ca™ dependientes de Na* como el NXCm. El
inhibidor relativamente selectivo del NXC-SL SEA0400 ejercio efectos cardioprotectores durante la
isquemia leve, los cuales fueron atribuidos a la prevencién del dafio mitocondrial (Motegi y col.,
2007). Este dafio se dispar6 por la sobrecarga de Na* mitocondrial durante la isquemia y/o por la
sobrecarga de Ca™ citosélica via el modo reversa del NXC-SL durante la reperfusién (Motegi y col.,
2007).

Experimentos con preparaciones aisladas mostraron que aun cuando los transitorios de Ca** no
resultan muy afectados en el miocardio atontado hay una considerable caida en la contractilidad
(Gao y col., 1995). Por ello se ha sugerido que los mecanismos implicados en esta falla son:
disminuciéon de la respuesta de las proteinas contréctiles al Ca™, sobrecarga de Ca* y
desacoplamiento excito-contrictil por disfuncién del RS (Bolli y Marbdn, 1999). Diversos autores
han mostrado evidencias en musculos sin membrana plasmadtica intacta (“skinned”) que sugieren
que durante el atontamiento se reduce la sensibilidad de las miofibrillas al Ca” (Hofmann y col,,
1993). Sin embargo, en musculos intactos de diversas especies se demostré una reduccién de la
médxima fuerza activada por calcio pero no de la sensibilidad al Ca® tanto en el miocardio
isquémico como en el reperfundido atontado (Soei y col., 1994). Esta caida en la fuerza mixima
seria compatible con la accion deletérea de los ROS sobre la integridad de las miofibrillas (Bolli,
1990). Sin embargo, el Ca™ juega un rol interactivo con las miofibrillas en la patogénesis del dafio
por I/R. Durante la fase inicial de la reperfusion, la [Ca™] elevada sobreestimula las miofibrillas,
causando una hipercontractura diast6lica y el dafio en el funcionamiento de la maquinaria contractil
(Piper y col., 1998). Puede ocurrir degradacién proteolitica de los miofilamentos finos dependiente
de Ca’ en la reperfusion (Gao y col., 1996). La troponina I parece ser selectivamente degradada en
corazones atontados, aunque luego de un periodo largo de isquemia también pueden degradarse
otras proteinas de los miofilamentos y la a-actinina. En experimentos donde se reemplazé la

troponina enddégena con troponina proveniente de corazones atontados se redujo la funcién
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contrictil y la respuesta de los miofilamentos al Ca®™, sin alterar los transitorios de Ca”* celulares
(Murphy y col., 2000). Por lo tanto, la degradacién de la Tnl seria un factor importante en la
disfuncion contrictil en el corazén atontado. Se ha indicado que este proceso puede ser revertido con
la re-sintesis proteica en periodos tan variables como para explicar la reversibilidad del
atontamiento (Bolli y Marbén, 1999).

Por otra parte, hay muchas evidencias que indican que la actividad de la SERCA se encuentra
modificada durante la I/R (Abdelmeguid y Feher, 1994; Kaplan y col., 2003). En modelos de
atontamiento en corazones aislados de rata se encontré que al final de la reperfusion los niveles de
Ca®* son normales pero la funcién del RS estd alterada (Gao y col., 1995; Wu y Feher, 1996).
Ademds se ha demostrado que la fosforilacion de fosfolamban, se incrementa durante la isquemia
en forma desfasada en sus dos sitios, mds demorado en el de Ser'® (sustrato de PKA y dependiente
de catecolaminas) respecto del sitio de Thr'” (sustrato de CaMKII y dependiente de Ca™). Asi, la
fosforilacién de Thr'” al inicio de la reperfusion ha sido fundamental para la recuperacion de la
relajacién en corazones de rata sometidos a un modelo de I/R reversible (Vittone y col., 2002).
Experimentos en ratones transgénicos en los cuales se reemplazd los sitios de fosforilacion de
fosfolamban Ser'® y Thr'” por un residuo Ala no fosforilable, confirmaron que la fosforilacién de
ambos sitios es necesaria para la recuperacién de los corazones con atontamiento, pero la
fosforilacién del sitio de Thr'’ por CaMKII es mds importante durante toda la reperfusién (Said y
col., 2003). Se demostré que la fosforilacién de Thr'” ocurre durante los primeros minutos de la
reperfusion, y es una etapa crucial en la recuperacion mecanica del corazén y de los transitorios de
Ca”* en este modelo de atontamiento (Valverde y col., 2006). La ausencia de fosforilaciéon de
fosfolamban produce alteraciones en la homeostasis del Ca®* y en la recuperacion contréctil después
de I/R, demostrando el rol de la SERCA. Sin embargo, no afecta la contractilidad basal de los
corazones, ni la sensibilidad de miofilamentos o la degradacion de Tn-I como otros autores

proponen (Valverde y col., 2006).
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Otro mecanismo que puede alterar el manejo del Ca’ citosélico durante la I/R es la captacién
mitocondrial de Ca*. Las mitocondrias pueden almacenar grandes cantidades de Ca®* durante la
reperfusion mediante el uniporter (UCam) (Gunter y col., 1994). Si la elevacién del Ca” durante la
reperfusion fuera excesiva, este aumento podria disparar la apertura del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Baines, 2009). Esta aceptado que la apertura del mPTP
contribuye a la pérdida de viabilidad asociada con la I/R (Di Lisa y Bernardi, 2006) pero esto parece
ser mas un proceso asociado al dafio irreversible por isquemias prolongadas que al atontamiento
(Hausenloy y Yellon, 2003; Weiss y col., 2003). En efecto, en trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio con un modelo de atontamiento en corazones de rata pretratados con solucién
cardiopléjica de alta [K']e no se ha encontrado la activacién del mPTP (Ragone y col. 2009). Otros
autores describen el rol mitocondrial disparador de la apoptosis mediante la activaciéon del mPTP y
cascadas intracelulares pro-apoptdticas en un modelo de I/R prolongada con infarto en ratas
espontdneamente hipertensas (SHR) con activacién de la CaMKII generando pérdida de citocromo-
¢, hinchazén mitocondrial e interaccién GSK3B-VDAC mitocondrial (Salas y col. 2010; Gonzalez
Arbelaez y col. 2013). Las evidencias sugieren que atn con cascadas enziméticas que desencadenan
necrosis y apoptosis del miocito, el eje central de la disfuncién estd dado por una sefial deletérea de
Ca” desde el RS a las mitocondrias y una activacién del mPTP en éstas que ocasiona una nueva
sobrecarga de Ca** citosélica en la I/R con injuria severa. En forma andloga, en cardiomiocitos y
mitocondrias aisladas sometidos a “isquemia simulada” por inhibicién de la respiracion
mitocondrial (Ruiz-Meana y col. 2006) describieron alta captacién mitocondrial de Ca* y
disipacién del potencial de membrana durante la isquemia, seguido de apertura del mPTP. Si bien la
sobrecarga de Ca*? mitocondrial se previno por bloqueo del UCam, el consecuente aumento de la
[Ca*] citos6lica desencaden6 apoptosis, sugiriendo que el ajuste de la [Ca™] en los diversos
compartimentos es un proceso de regulacion fina que se altera en la hipoxia o la isquemia drasticas.

La apertura del mPTP desencadené hipercontractura dependiente del Ca* y consumo de ATP
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(Ruiz-Meana y col 2007). La hipercontractura se activé por ciclaje de Ca** proveniente del RS y
revirtid por colchicina, demostrando que participa una red de microtibulos entre el RS y las
mitocondrias (Ruiz-Meana y col., 2009). En clinica, el uso de colchicina como despolimerizante de
microtibulos origind prevenciéon de eventos secundarios cardiovasculares en pacientes con
enfermedad coronaria estable (Nidorf y col., 2013). Evidencias de una interaccion bidireccional
entre las mitocondrias y el RS aparecen también para las especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Murphy y Steenbergen, 2008; Ruiz-Meana y col., 2010), y su producciéon mitocondrial aument6 la
aparicién de “Sparks” u ondas de Ca®* del RS (Yan y col.,, 2008). En cardiomiocitos con
hipercontractura “isquémica” simulada la apertura del mPTP ocurri6é tempranamente en la R, y fue
debida a oscilaciones de Ca®* del RS, y aumentd las especies reactivas de oxigeno (ROS)
mitocondrial (Abdallah y col., 2011). Por lo tanto, hay cada vez mds evidencias de que en la I/R
participa la interaccidén entre compartimentos que regulan la [Ca*™] como son el RS y las

mitocondrias.

2.b Hipotesis de los radicales libres (ROS):

Hay evidencias de que durante la reperfusion en una cirugia de corazén entero o luego de una
trombolisis la disfuncion en la fuerza desarrollada por el ventriculo izquierdo o atontamiento
cardiaco estd relacionada al estrés oxidativo (Misra y col., 2009). Al proceso de agotamiento de
ATP y los desbalances de Na* y Ca** ya descriptos en la Fig. 5 se agrega la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS), moléculas muy pequefias como el superdxido, perdxido de hidrégeno,
y el radical hidroxilo, que aumentan marcadamente con el reingreso del oxigeno a la célula
cardiaca. Ademds, son liberados por parte de células sanguineas fagociticas que intervienen en la
respuesta inflamatoria aguda en los focos de necrosis tisular como fagocitos y células endoteliales,
disminuyendo los mecanismos celulares de defensa (Misra y col., 2009). La producciéon de ROS

puede ser reducida mediante intervenciones antioxidantes como las vitaminas E (alfa-tocoferol) y C
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(4cido ascorbico), y suplementos alimenticios antioxidantes como la yerba mate (Schinella y col.,
2005). Uno de los mecanismos que actualmente estd recibiendo gran atencion es la pérdida de la
estructura y funcién de las mitocondrias durante el proceso de I/R, en parte disparada por procesos
de ROS vy alteracién de los flujos i6nicos en la membrana mitocondrial interna. Existen estudios
basados en la hipétesis de que los ROS producidos durante la reperfusion del miocardio isquémico
representan la mayor causa de la injuria letal por reperfusion (Piper y col., 1998). Esto ocurre
fundamentalmente en isquemias prolongadas que conducen a infarto miocardico. La consecuencia
de este dafio se refleja en la actividad de la cadena respiratoria de las mitocondrias cardiacas
(Halestrap y col., 2004).

Algunos trabajos han sugerido una vinculacién entre la produccién de ROS y la activacion del
NHE-1 (Myers y col., 1998). Un inhibidor del NHE-1 como cariporide puede inhibir al NHE
mitocondrial demorando la acidificacion de la matriz y la depleciéon de ATP (Ruiz-Meana y col.,
2003). Mas recientemente se ha descripto que los inhibidores del NHE-1 sarcolemal ejercen un
efecto a nivel mitocondrial de reduccién de la produccion de ROS en el miocardio de gatos, el cual
involucra la inhibicién de la via de las MEK-ERK1/2- p90 ribosomal S6 kinasa dependiente de los
ROS (Garciarena y col., 2008).

Ademads, los ROS contribuyen a disminuir la actividad de la Ca’* ATPasa del reticulo
sarcopldsmico (SERCA), la cual juega un rol crucial en el manejo del Ca®* cardiaco (Misra y col.,
2009). Los ROS alteran la funcién de los RyR y de las proteinas de los miofilamentos (McCord,
1985). Ademds modifican un gran nimero de sefiales involucradas en el control de vias de
apoptosis y proliferacion celular importantes en distintos aspectos de la funcidn celular cardiaca
(Bolli y Marban, 1999; Levraut y col., 2003). Estudios en perros conscientes sujetos a 15 min de
oclusién coronaria demostraron que los ROS se generan después de la reperfusion, con un pico a los

2-3 min del inicio de la misma y caida dentro de los 20 min, que los antioxidantes atentan
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marcadamente este disparo de los ROS y el atontamiento miocérdico, indicando que los ROS son

responsables de que ocurra esta disfuncion contréctil (Bolli y Marbéan, 1999).

En resumen, la generacién de ROS, la rdpida restauracién del ATP en presencia de altas [Ca*]i
y la protedlisis de miofilamentos durante la reperfusién podrian participar en el atontamiento (Bolli
y Marbén, 1999). En cambio, la induccién de la apertura del mPTP durante la reperfusién puede
resultar en hipercontractura y desencadenar los procesos de necrosis y apoptosis celular propios del
infarto. El eslabén comin a todos estos procesos es la alteracion de la homeostasis del Ca™ y la

consecuencia es una alteracion en la energética y la economia cardiaca.
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3. ENERGETICA CARDIACA Y SU APLICACION AL ESTUDIO DE LA ISQUEMIA Y

REPERFUSION

Al igual que en todo sistema vivo, la célula miocardica realiza trabajo mecdnico y de
transportes i6nicos consumiendo energia como transformaciones sucesivas de enlaces quimicos de
alta energia a enlaces quimicos de baja energia, transformando energia quimica en energia
mecdnica, y liberando estequiométricamente el calor proveniente de dichas reacciones exotérmicas.
De esta manera, el musculo cardiaco actia como transductor de energia. La energia quimica que la
célula almacena en forma de ATP y fosfocreatina (PCr) es transformada en otras formas de energia:
trabajo mecénico, movimiento iénico contragradiente, y calor liberado. Dada la actividad continua
cardiaca, los niveles de ATP y PCr deben ser restaurados en simultdneo a su consumo en procesos
de recuperacion metabdlica en su mayoria aerdbicos, que involucran consumo de oxigeno y
sustratos (glucosa, acidos grasos), desprendimiento de didéxido de carbono y liberacidon de calor
(Gibbs y Chapman, 1979). De esta manera, la medicion del consumo de oxigeno es proporcional a
la demanda cardiaca pero estima sélo el componente de resintesis aerdbica de la energia quimica.
En cambio, la medicién del calor liberado permite obtener una estimacioén de todos los procesos de
consumo de energia quimica y resintesis de la misma sean éstos aerdbicos o anaerdbicos. Es decir,
que todos los procesos celulares exotérmicos pueden estimarse mediante la calorimetria.

Estudiando el flujo de calor del misculo cardiaco se ha logrado entender la regulacién
energética del mismo, tomando como antecedente a los estudios previos realizados en el musculo
esquelético (Hill y Rahimtulla, 1965). Como en este tltimo, en el miocardio el flujo de energia por
latido ha sido dividido fundamentalmente en dos componentes: a) el componente de reposo
correspondiente al periodo diastélico donde se mantiene el metabolismo basal y la actividad basal
de transportes activos primarios como Na",K'-ATPasa y Ca”**-ATPasas, y b) el componente del

metabolismo activo, que incluye la energia utilizada en cada contraccién del musculo cardiaco y la
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recuperacion de una fraccién similar a nivel metabdlico (Gibbs y Chapman, 1979; Gibbs, 2003). A
diferencia del musculo esquelético en el que el calor de recuperacién se encuentra demorado
respecto del calor activo, en el musculo cardiaco la fraccion de recuperacion metabdlica estd

integrada en cada contraccion (Mulieri y Alpert 1982; Ponce-Hornos y col. 1995).

La Energética cardiaca, y en particular la Calorimetria, brindan una herramienta para analizar la
posibilidad de ocurrencia “in situ” de un mecanismo dado, en integracion con otros en una célula o
tejido funcional. Cuando el misculo no realiza trabajo (contracciones isométricas) existe una relacion
estequiométrica entre la energia medida como la entalpia (AH) de una reaccién y las cantidades de
sustratos intercambiadas en esa reaccion, o el flujo de un i6n transportado activamente mediante la
hidrodlisis del ATP cuyo equivalente energético es de -80 kJ/mol incluyendo su resintesis (Gibbs y
Chapman 1979; Ponce-Hornos, 1990). Por lo tanto, las mediciones efectuadas en células o tejidos
enteros, como las obtenidas a través de un estudio miotérmico, permiten establecer los limites a la
extrapolacién del conocimiento especifico obtenido separadamente para los diversos transportadores
celulares. La extrapolacion de la informacién (datos de flujos iénicos, por ejemplo) obtenida por
aislamiento de los sistemas de transporte especificos estd lejos de representar el funcionamiento

integral en una célula, y la medicién energética permite establecer el limite.

3.a. Calorimetria y metodologias miotérmicas:

Los estudios sobre liberacion de calor comenzaron en musculo esquelético aislado con Helmholtz
en 1848 quien utilizé tres termocuplas en serie con un galvanémetro (Hill, 1965). En 1909, A.V. Hill
comienza un estudio sistematico e integrado de la termodindmica de la contraccién muscular
esquelética, utilizando las termopilas (gran nimero de termocuplas en serie) a las que mejora

progresivamente tanto en rapidez de respuesta como en sensibilidad. Esta metodologia, con diferentes
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variantes continda siendo aplicada en el estudio energético del musculo esquelético y cardiaco.
Inicialmente se buscé la distincién entre metabolismo basal y activo, como en musculo esquelético
(Hill, 1965).

Las mediciones miotérmicas brindan un enfoque mas amplio que la medicién del consumo de O,,
puesto que registran tanto los procesos de resintesis aerébica del ATP (equivalentes al consumo de
0,) como los procesos anaerébicos que hidrolizan ATP. La tension parietal (fuerza de estiramiento
tangencial que soporta la pared en cada punto de su superficie) es el mayor determinante del consumo
de O, (Burton, 1957). Las primeras medidas miotérmicas en musculo cardiaco con el método de las
termopilas desarrollado por A.V. Hill se realizaron en el musculo papilar de ventriculo derecho de
corazén de conejo (Ricchiuti y Gibbs, 1965). Esas termopilas se mejoraron tanto en velocidad de
respuesta como en sensibilidad por el grupo de Mulieri y col. (1977). Poco después se desarrollé un
método calorimétrico con una sensibilidad comparable al método de las termopilas, con suficiente
velocidad de respuesta y que permite el estudio simultineo de pardmetros energéticos, contractiles,
ionico-cinéticos y metabdlicos (Ponce-Hornos y col. 1982). Este ultimo método ha sido mejorado en
sensibilidad de las termocuplas (Ponce-Hornos y col. 1995; Consolini y col. 2007) y es el que ha sido
aplicado en esta tesis para el estudio mecanico-energético de los corazones enteros de rata y de
cobayo, ya que es el tinico que permite efectuar mediciones en presencia y ausencia de perfusion, para
detectar cambios en la I/R.

A continuacién se describird brevemente cada uno de estos métodos y se expondran las ventajas,

desventajas y aplicabilidad de los mismos:

3.a.1. Método de las termopilas
En 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguieron desarrollar un sistema de termopilas (termocuplas
conectadas en serie) disefiadas para medir produccién de calor en preparaciones musculares con

ciertas caracteristicas (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs y col., 1967). Entre estas caracteristicas, la mas
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limitante es que la preparaciéon muscular debe ser suficientemente delgada para permitir la adecuada
difusién de oxigeno en el tejido, y que su forma sea tal que permita que la mayor parte de su
superficie esté en contacto con las uniones termosensibles. La preparacién muscular més utilizada ha
sido el musculo papilar de ventriculo derecho de corazén de conejo o el papilar de ventriculo
izquierdo de corazon de rata, siempre realizando contracciones isométricas. El calor producido por el
musculo es medido como el producto entre la variacién de temperatura, registrada por las termopilas,
y el calor especifico del musculo. Para la medicién, el miisculo contenido en una pequefia cuba debe
ser removido de ella durante 5 seg para ponerlo en contacto con las termopilas. Los inconvenientes
técnicos estdn relacionados, por un lado, con la elevada pérdida de calor que se produce, y
consiguiente inestabilidad de la linea de base, el pequefio tamafio de las preparaciones utilizadas
(masa promedio 5 mg), la cantidad de solucién que permanece adherida a la preparacién y que puede
inducir una incertidumbre en la masa tisular a utilizar en los célculos, y la pequefia isquemia a la que
estd sometida la preparacioén durante la medicion. Este dltimo punto y el hecho de que el misculo esta
sumergido pero no perfundido por via fisiolégica son los que originan que este método no pueda ser
utilizado para efectuar mediciones en isquemia de no flujo ni en hipoperfusion. Las ventajas mas
relevantes de esta metodologia son su alta sensibilidad y rdpida respuesta (constantes de tiempo de
alrededor de 10 segundos). Las termopilas fueron posteriormente mejoradas por Mulieri y col. (1977)
y permitieron describir varias fracciones de calor del miocardio, pero siempre con las limitaciones

mencionadas.

3.a.2. Método microcalorimétrico para tejidos perfundidos:

El método desarrollado por Ponce-Hornos y col. (1982) que se aplicé en esta tesis permite
evaluar simultineamente parimetros mecdnicos, bioquimicos e idnico-cinéticos en preparaciones de
corazén entero perfundido por via arterial, en contracciones isovolumétricas, y proveniente de

especies pequefias como rata, cobayo y raton, o en porciones de miocardio de especies mayores como
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el conejo. El método se basa en la medicién del flujo de calor desde la cdmara interna de un
microcalorimetro, en donde se encuentra la pieza muscular en estudio, hacia las paredes externas del
mismo en contacto con un bafio mantenido a temperatura constante. La medicion detecta la diferencia
de temperatura entre el interior de la cdmara y el exterior en contacto con el bafio de agua a
temperatura estable. Se lleva a cabo mediante dos unidades Peltier que forman las paredes de la
camara, cada una de ellas con 127 unidades termosensibles, conectadas en serie. Las paredes de
ceramica de cada unidad toman contacto con el musculo del lado interno y en el externo con la base
compacta de cobre que, una vez cerrada herméticamente estd en contacto con el bafio calefaccionante.
Dada la perfusién por via arterial fisioldgica, se resuelve el inconveniente del espesor tisular como
factor limitante de la difusion de oxigeno hacia el tejido, y permite efectuar mediciones continuas,
tanto en presencia como en ausencia de perfusion (isquemia). En cuanto a su velocidad de respuesta
(constante de tiempo de alrededor de 20 seg) es menor que el método de termopilas, pero no afecta
mediciones estacionarias como las alcanzadas durante el reposo o la estimulacién continua del
musculo, como las abordadas en esta tesis. Su sensibilidad es comparable con la de las termopilas y
varia con el flujo de perfusion, debiéndose determinar el factor de calibracién en cada condicion.
Ademads, ha sido utilizada para la evaluacién simultinea de actividad contrictil, parametros
metabdlicos (mediante métodos bioquimicos), flujos iénicos (mediante el uso de iones marcados), con
las mediciones del flujo de calor (Dominguez-Mon y col., 1984; Ponce-Hornos y col., 1987). Cabe
destacar que por su versatilidad, capacidad de respuesta y sensibilidad, este método es el que se ha

utilizado en la presente tesis, encontrdndose detallado en seccién: Materiales y Métodos.

3.a.3. Otros estudios miotérmicos:
Mediante una metodologia que combine la mediciéon energética conjuntamente con la
contractilidad cardiaca se logra una estimacién del funcionamiento del conjunto de eventos

dependientes e independientes de tensién. Otros métodos miotérmicos fueron empleados para
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evaluar los efectos de cambios en la longitud de la fibra medidos simultdneamente con la fuerza, y
el calor en musculos papilares aislados de rata (Kiriazis y Gibbs, 2000), y para estimar el
componente energético de trabajo y el independiente de tension mediante el consumo de oxigeno
durante el ciclo cardiaco con acortamiento y trabajo en el loop presién-volumen-tiempo (Suga y col.
1983). Hace pocos afios, el grupo de Loiselle compard los resultados de ambas metodologias
aplicadas respectivamente al miocardio latiendo isométricamente y al que realiza trabajo en el ciclo,
hallando congruencias e imponiendo el concepto de “isoeficiencia” (Han y col. 2012). Mais tarde,
Taberner y col. (2011) desarrollaron una metodologia que permite medir en forma simultdnea el
calor liberado por trabéculas aisladas de ratas utilizando una cdmara calorimétrica de 1 mm de
didmetro interno junto con la longitud muscular y una termopila con gran sensibilidad que detecta
un minimo de 52 nW. M4s recientemente, en el grupo de Loiselle, Han y col., (2014a) midieron el
consumo de oxigeno de corazones enteros aislados de ratas diabéticas a medida que generaban
cambios en la precarga y postcarga. En otro trabajo los autores emplearon el sistema
microcalorimétrico de alta sensibilidad con trabéculas cardiacas aisladas de ratas diabéticas para
medir en forma simultdnea la longitud de acortamiento del preparado (la diabetes prolongé la
duracién de la contraccion) y la producciéon de calor que no fue afectada, y establecié similitud
entre los resultados obtenidos en trabéculas con otros previos obtenidos en corazones enteros
midiendo consumo de oxigeno (Han y col., 2014b). Asi, en los dltimos afios la energética se estd
aplicando al estudio de patologias miocardicas, puesto que la eficiencia o economia energética del
musculo puede afectarse antes que otras variables bioquimicas o contrictiles, y asi permitir la

comprension de los mecanismos implicados.
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3.b. Metabolismo Basal

El metabolismo basal es una medida de la energia quimica utilizada y re-sintetizada durante el
estado de reposo contrictil (Gibbs y Cahpman, 1979; Loiselle, 1987). Este componente del
metabolismo solo puede ser estudiado cuando el corazén se encuentra inactivo (en ausencia de
actividad contractil), lo cual se logra ya sea por extirpaciéon de las auriculas y focos de
automaticidad, minimizando las condiciones de automatismo a baja temperatura o por el
tratamiento con soluciones cardiopléjicas. Puesto que en esta tesis se trabajé a 37°C y con I/R no se
ha podido determinar el flujo de calor de reposo.

Se considera que el metabolismo basal estd constituido por: procesos regenerativos de
mantenimiento de la estructura e integridad funcional del musculo, procesos para la homeostasis
i6nica citosdlica, y metabolismo anaerdbico y aerdbico basal.

El metabolismo basal del musculo cardiaco es alto en comparacién con el de musculo
esquelético, y representa el 25-30% del metabolismo total (Loiselle, 1987). El alto valor esta
asociado a la regulacién fina de la homeostasis de Ca** y la elevada poblacién mitocondrial
cardiaca, que representa un 35% del volumen del miocito en los mamiferos (Barth y col, 1992). La
magnitud del metabolismo basal cardiaco es claramente dependiente de la especie, y se cree que
estarfa relacionada con diferencias de estructura y funcidn relativa de sarcolema, reticulo
sarcoplasmico y otras organelas intracelulares (Gibbs y Loiselle, 2001). Consistentemente, las
diferencias observadas en el flujo de calor de reposo (Hr) cardiaco entre distintas especies se
correlacionaron con el volumen mitocondrial de sus corazones (Loiselle, 1987). Asi, se han obtenido
estimaciones de calor basal de alrededor de 1 mW/g para gato, 1.8 mW/g para conejo, 2.5 mW/g para
cobayo, y 3.5 a4 mW/g para rata (Gibbs y Loiselle, 1978, Marquez y col. 1997).

Del metabolismo basal, estimado como consumo de O,, aproximadamente el 20-30% es

utilizado para mantener el A¥Y mitocondrial frente al continuo influjo pasivo de H" hacia la matriz
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(Loiselle, 1987). El 60-70% del O, consumido es utilizado para la sintesis de ATP mitocondrial
necesario para la sintesis de protefnas y el mantenimiento de los gradientes de Na* y Ca®* (Gibbs y
Loiselle, 2001). El uso de técnicas miotérmicas permite estimar no sélo la fraccion de resintesis del
ATP consumido (comparable al consumo de O) sino también la fraccion exotérmica de hidrélisis
del mismo (equivalente a -40 kJ/mol ATP cada una, Curtin y Woledge 1978). Mediante técnicas
miotérmicas conjuntamente con métodos radioisotpicos también se ha estimado que en el flujo de
calor durante el reposo mecdnico (Hr, estimado en mW/g o mJ/s.g) participarian la Na",K*-ATPasa
en un 10 a 25% (Gibbs y Chapman, 1979; Gibbs, 1987; Ponce-Hornos y col., 1987), el recambio de
proteinas hasta un 20% (Gibbs y Chapman, 1979) y el mantenimiento del gradiente protén-matriz
mitocondrial en un 33 % (Loiselle, 1987). Se ha calculado que el mantenimiento de una baja [Ca™"i
citosélica en el miocardio mediante la Ca’*-ATPasa del RS (SERCA) representaria menos de un 28 %
del flujo de calor de reposo promedio entre especies (Ponce-Hornos, 1990). De hecho, cambios en la
[Ca’]e no afectaron al flujo de calor de reposo en [K']e cercanas a la fisioldgica (Gibbs y Loiselle,
1978; Wendt y Loiselle, 1981; Suga y col., 1983; Ponce-Hornos y Taquini, 1986) a menos que el
miocardio esté despolarizado con una solucién cardiopléjica que activa el influjo de Ca** a través de
los LCC y en el cual Hr crece con la [Ca**]e (Consolini y col. 1997; Marquez y col. 1997; Consolini y

col. 2011).

3.c. Metabolismo activo:

Cuando un musculo se contrae, su tasa metabdlica inmediatamente aumenta, reflejando el costo
energético implicado en la activaciéon muscular, y el flujo de calor total (Hf, en mW/g o ml/s/g)
ahora estd formado por el flujo de calor de reposo (Hr) méas el flujo de calor activo (Ha). La
fraccion metabdlica que acompafia al ciclo contraccién-relajacién es lo que se conoce como

“metabolismo activo”, que incluye la resintesis de la energia quimica consumida en el ciclo. La
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energética permite estimar una fraccién de calor liberado en cada contraccidon, denominada calor
activo (Ha, estimada en mJ/g) que puede definirse como la fraccién del flujo de calor (Ht, estimado
en mW/g) que se libera por encima del flujo de calor basal o de reposo (Hr) integrado en el tiempo
correspondiente a una contraccién (Gibbs y col., 1988). Clasicamente se lo calcula como el drea

bajo la curva definida entre Ht y Hr por el intervalo entre dos contracciones (Fig. 6 ).

Ht W\ | 50 pw

R romumn

10 s

Fig. 6: Registro simultdneo del flujo de calor total (Ht) y el desarrollo de presion isovolumétrica
del ventriculo izquierdo perfundido de rata ante un tren estacionario de estimulos mediante el
calorimetro para tejidos perfundidos. Al suspender la estimulacion, el registro retorna al flujo de

calor de reposo (Hr). El drea Ha corresponde al calor activo por latido.

La energia calculada en la fraccién de calor activo (Ha) es superior a la energia calculada a
partir de la correspondiente medicién de consumo de O, de una contraccién (metabolismo activo
asociado a la resintesis del ATP). Esto es debido a que en el calor activo se registran las reacciones
exotérmicas de hidrélisis de ATP o PCr (necesarias para el acoplamiento actomiosinico y bombeos
i6nicos) mas la energia implicada en el metabolismo aerdbico (re-sintesis del ATP consumido).

Cuando se trabaja con corazones isovolimicos que no realizan trabajo externo, es posible comparar
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las mediciones miotérmicas con el consumo de O, mediante el equivalente energético metabdlico
de 477 kJ/mol de O, (Curtin y Wooledge, 1978). Asimismo, pueden compararse los flujos de calor
con los flujos i6nicos de ciertos transportadores, conociendo la estequiometria del idn respecto del
ATP y la entalpia de hidrdlisis y resintesis del ATP, que corresponde a 80 kJ/mol de ATP.

Debido a que el miocardio desarrolla una actividad contractil ininterrumpida, la energia quimica
consumida durante la contracciéon no puede demorarse en ser recuperada hasta la finalizacion del
ciclo. Por lo tanto, en el corazén no se ha encontrado una clara distincién temporal entre el calor
activo proveniente del consumo y el “metabolismo de recuperacién” proveniente de la resintesis de
los compuestos de alta energia, que estd contenido en Ha (Gibbs y Chapman, 1979).

En el miusculo cardiaco la energia total transformada es mdxima cuando el musculo se contrae
isométricamente (Gibbs y col., 1988). La energia quimica consumida durante el evento contrictil es
empleada para realizar acortamiento interno a expensas de la extension del elemento eléstico y en
parte, liberada en forma de calor (Gibbs y Chapman, 1979; Gibbs, 1987). Generalmente la energia
(consumo y resintesis) vinculada a la generacién de fuerza constituye aproximadamente un 70-75 %
del total del componente activo, mientras que el 20-30 % restante estd asociado a los procesos de
activacién por unién de Ca®* a sitios especificos (como TnC) y transportes iénicos activos (Gibbs,
2003). El flujo de calor total (Hf) alcanza un estado estacionario que depende de la actividad
contrictil y metabdlica (frecuencia, longitud diastélica), asi como de la homeostasis celular del
Ca™.

Conceptualmente la energia activa miocdrdica (Ha) puede ser subdividida en tres diferentes
procesos con sus respectivas fracciones de calor, aunque ha tomado tiempo distinguirlas en cada
contraccion:

a) Dependientes de la generacion de fuerza, relacionados con la hidrdlisis de ATP

actomiosinico.
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b) Independientes de la generacion de fuerza: asociados a los procesos exotérmicos de
unidn a los sitios especificos (troponina C y calmodulina) e inespecificos, y a la remocién idnica
activa del citosol por Ca-ATPasas, intercambiador Na‘/Ca®*, y la Na*/K*-ATPasa (Gibbs vy
Chapman, 1979),

c) Recuperacion metabdlica, asociada a las reacciones exotérmicas del metabolismo
anaerdbico, aerdbico y fosforilacién oxidativa.

Un problema ha sido la distincién cuali- y cuantitativa entre los componentes dependiente e
independiente de tensién y su correspondiente recuperacién. Ha habido varios intentos y
metodologias para separar los componentes de calor dependiente de tensién (THD) de los de calor
independiente de tension (TIH), aunque ambos incluyen la respectiva fraccioén de recuperacion. Los
métodos incluyeron la anulacién del componente de contraccidn, ya sea por el empleo de soluciones
hiperosméticas, por gradual acortamiento o rdpida liberacién del musculo de su longitud inicial en
papilares cardiacos por el método de termopilas (Gibbs y col., 1988). Alternativamente se lograron
separar los componentes en contracciones aisladas o estacionarias de corazones enteros perfundidos
en un calorimetro de flujo similar al empleado en esta tesis, en presencia de desarrollo contractil
(Ponce-Hornos y col., 1995). En estas condiciones se encontr6 ademas un componente de calor que
aparecia muy demorado en una contraccién aislada, y como una fraccidn suprabasal que se sumaba al
Hr en el tren estacionario de latidos, y que se caracteriz6 como un componente de actividad
mitocondrial altamente dependiente del oxigeno y de la frecuencia (Ponce-Hornos y col., 1995). Este
componente se exacerbd especialmente por aumento de la [Ca®]o en medio despolarizante que

estimulaba el influjo del i6n (Consolini y col. 1997).
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3.d. Consideraciones bioenergéticas del ciclo de Cd’* mitocondrial:

El proceso de ciclaje de Ca** mitocondrial involucra continuos flujos de Ca®*, de Na* y de H*
conducidos por la cadena respiratoria (Crompton, 1990). El influjo de Ca®* disipa el potencial de
membrana mitocondrial (A¥Ym cercano a -180 mV), mientras el eflujo disipa el gradiente de H*
(ApH) indirectamente via los intercambios Na'/ Ca®* (NXCm) y Na'/H* (Crompton, 1990).
Ademds, el bombeo de H' de la FiF,-ATP-sintasa puede contribuir a mantener el A¥m durante la
captacion de Ca’*a expensas de la hidrélisis del ATP, por lo que el ciclaje de Ca®* mitocondrial es
energéticamente caro. Sin embargo, diversos trabajos mostraron que el aumento en [Ca™i (propia
del aumento en la demanda cardiaca) origind consecuentes aumentos en la [Ca 2+]m, con la
activacion de las enzimas del ciclo de Krebs y la producciéon de NADH, todos ellos establecidos
lentamente en comparacion a las oscilaciones del transitorio de Ca* citosélico (O Rourke y Blatter,
2009). De esta forma, los autores proponen que la integracion de las sefiales mitocondriales via Ca™
permite restaurar los niveles de NADH. Experimentos en los que se inhibi6 el uniporter o se
aument6 la [Na*]i impulsando al NXCm, condujo a aumentada oxidacién del pool de NADH por la
mayor postcarga cardiaca, activando la fosforilacién oxidativa para mantener el balance (Liu y
O’Rourke, 2008). Todos estos procesos activos resultan exotérmicos y por lo tanto tienen su

contribucion a la respuesta calorimétrica del musculo cardiaco.

3.e. Aplicacion de la calorimetria al estudio de la isquemia/reperfusion y al rol mitocondrial en

corazones de rata y cobayo:

Con el método de calorimetria de corazones enteros perfundidos se lograron avances en el estudio de la
isquemia/reperfusion en el laboratorio previos al desarrollo de esta tesis, que en buena parte sirvieron como

marco de comprensién del proceso de I/R. Especialmente, contribuyeron al conocimiento del rol de las

mitocondrias en el proceso de disfuncion por I/R con atontamiento cardiaco. Como primer
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antecedente, se encontré que la isquemia de no-flujo reducia los componentes de calor
independiente de tensién asociados a los movimientos de Ca®* de contracciones aisladas de rata,
mientras estos no se afectaban en un modelo de hipoperfusion, mientras en ambos modelos se
reducia el componente de calor asociado al metabolismo mitocondrial (Consolini y col. 1999). En
condiciones de estimulacién estacionaria a baja temperatura (30°C) se evalué el efecto
cardioprotector de una solucién de alta [K'le y baja [Ca’*]e (componente esencial de las
cardioplejias utilizadas en cardiologia para detener el corazén en diastole previo a una intervencién
quirdrgica). Este pretratamiento (CPG) protegié al miocardio de la contractura diastélica de I/R y
mejord la recuperacion contrictil en la reperfusion con activacion de la remocién del Ca** via el
SL-NXC (Consolini y col. 2004). Ademds, el tratamiento cardiopléjico increment6 el rol de las
mitocondrias como organela donadora de Ca* al reservorio del RS via el NXCm en corazones de
rata adulta, contribuyendo asi a la recuperacion contrictil postisquémica (RCPI). La inhibicion del
NXCm por 10 uM clonazepam disminuyé la RCPI por reduccién de la fraccion de Ca®* del RS
liberable por cafeina (Consolini y col. 2007). Las intervenciones que aumentan la [Ca®*]m durante
el tratamiento con CPG (como el inhibidor del canal mKarp 5-HD) elevaron el flujo de calor de
reposo (Hr) sin modificar la RCPI pero previnieron el efecto negativo de la inhibicion del mNCX
(Ragone y Consolini, 2009). En cambio, las intervenciones que reducen el contenido de Ca®
mitocondrial (bloqueo del uniporter de Ca** con Ru-360 o apertura del mKarp con diazéxido para
reducir el gradiente del uniporter) redujeron la RCPI y aumentaron el flujo de calor total (Ht),
reduciendo la economia del corazén post-isquémico. Esto evidencia efectos opuestos del bloqueo de
los dos transportadores mitocondriales, mKarp y NXCm, y un rol de la [Ca®*]m en la contribucién
del Ca*® mitocondrial al RS, el cual en tltima instancia determina la RCPI (Ragone y Consolini,
2009). Contrariamente, los corazones de rata neonata no experimentaron proteccion post-isquémica
por la cardioplejia de 25 mM [K']o y [Ca**]o 0.5 mM (CPG) en el modelo de atontamiento como

los de rata adulta, pero si cuando se mantuvo la [Ca**]o en 2 mM. Mediante el uso de clonazepam y
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KB-R7943 (inhibidor no selectivo del uniporter y NXC-SL) se demostré un comportamiento
diferente en los corazones de rata neonata de 10-12 dias de edad (que tienen escaso desarrollo del
RS comparado con los de rata adulta), respecto de la recuperacion contractil y energética (Consolini
y Bonazzola, 2008). La CPG-2 mM Ca** y el KB-R7943 protegieron a los corazones neonatos con
mejoria de la RCPI bajo condiciones isoténicas, pero no isométricas, concluyendo que en CPG-baja
[Ca]lo se estimula la captacién mitocondrial de Ca* via uniporter lo cual reduce el Ca** disponible
para el RS y la RCPI. En cambio, a 2 mM Ca’* la CPG estimulé la recarga del reservorio del RS,
como en los corazones de rata adulta. Los resultados descriptos muestran que las mitocondrias
pueden variar su grado de participacion como aceptor o dador de Ca® dependiendo de la
interaccion con el citosol o el RS, lo cual depende de varios factores que regulan la homeostasis de
Ca®*. Para dilucidar los efectos de la CPG sobre el Ca™* celular, se midieron los cambios en los
niveles de Ca’" citosélico y mitocondrial de cardiomiocitos de rata adulta en normoxia, mediante
microscopia confocal, evaluando la hipdtesis del aporte de Ca®* mitocondrial al RS. En
cardiomiocitos de rata la CPG (25 mM K-1 mM Ca) aument6 los niveles de Ca®* libre citosélico y
mitocondrial, que decayeron exponencialmente excepto cuando se inhibié la SERCA con
tapsigargina, la cual elevé lentamente el nivel de Ca®* mitocondrial. La misma intervencién
aument6 la presion diastdlica de los corazones, la cual fue mds incrementada por el bloqueo del
uniporter con KB-R7946, ambos con una leve reduccidon del flujo de calor de reposo (Hr)
(Consolini y col. 2011). Estos resultados avalaron la hipétesis de que en corazones de rata adulta la
CPG aumentaria el rol mitocondrial como reservorio y fuente lenta de Ca®* en competencia con el
RS y con creciente rol cuando éste es no funcional.

La misma hipétesis se evalué en corazones enteros de cobayo sometidos a I/R y en
cardiomiocitos de cobayo, donde la CPG protegié reduciendo la contractura diastélica y
aumentando la RCPI. Sin embargo, el bloqueo del NXCm por clonazepam o la reduccion de la

[Ca2+]m por diazéxido, ambos en CPG, mejoraron la RCPI a diferencia de lo obtenido en rata. Por
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otra parte, el aumento de la [Na']i con ouabaina (para incrementar la extrusién de Ca mitocondrial
via mNCX) redujo el efecto protector de clonazepam. En los cardiomiocitos de cobayo bien
perfundidos la CPG elevo las sefiales de Ca** citosélica y mitocondrial como en la rata, pero el
bloqueo del mNCX redujo la sefial mitocondrial y aument6 la citosélica, mientras el agregado de
ouabaina invirtié este efecto en la sefial de [Ca**]m, sugiriendo que el mNCX puede variar su
direccion predominante dependiendo de los gradientes i6nicos. Asi las mitocondrias en corazones
de cobayo juegan un mayor papel en la captacién del Ca®* citosélico que en la cesién al RS,
diferencidndose de los corazones de rata. Esto acuerda con reportes de que la captacion
mitocondrial de Ca** en cobayos depende de la velocidad de liberacion del RS durante el transitorio
citosolico (Kohlaas y Maack, 2010). Estos resultados sugirieron que las diferencias entre las
respuestas de rata y cobayo dependen de la [Na']i y de la carga de Ca®* del RS, los cuales afectan el
rol mitocondrial en la homeostasis del Ca®* (Ragone y col. 2013). Las diferencias de
comportamiento son de importancia porque el corazén humano seria mas parecido al de cobayo que
al de rata en el rol RS/sarcolema sobre la homeostasis de Ca>* (Terracciano y col. 1997; Bers 2001;
Guo y col. 2011), pero estados fisiopatolégicos que afectan a la [Na']i y carga de Ca®* del RS
(como la I/R) podrian cambiar el comportamiento de un corazén ‘“atontado” frente a drogas

empleadas como protectoras (ouabaina, clonazepam, diaz6xido).
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4. EFECTOS DE LA GENISTEINA:

La genisteina (GST) es un fitoestrogeno extraible de la soja al que se le atribuye proteccion
cardiovascular, en parte por sus efectos favorables sobre el perfil lipidico (Anderson y col., 1995;
Anthony y col., 1998) y por sus propiedades vasodilatadoras (Figtree y col., 2000, Li y col., 2004).

Si bien se han descripto algunos efectos cardiacos, al momento no se ha establecido si ejerce
efectos cardioprotectores frente a la I/R. Se describen a continuacion los antecedentes acerca de sus

efectos cardiacos.

4.a Efectos mediados por la via de las Tirosinas Kinasas:

Se ha evidenciado que GST es capaz de inhibir la via de las Tirosinas Kinasas (Akiyama y col.,
1987; Hasinoff y col., 2008). Esta via participa fosforilando residuos de tirosinas de una gran
variedad de canales i6nicos, entre ellos se encuentran canales de K" gatillados por voltaje, corriente
rectificadora “inward” de K, canales de Ca ** de tipo L (LCC) sean estos activados por voltaje o
por receptor en el musculo liso (Davis y col.,, 2001). De esta manera estd involucrada en el
acoplamiento éxcito-contractil en células del musculo liso vascular (Hollenberg, 1994; Watts y col.,
1996; Jansen y col., 2001;), aunque su rol en el misculo cardiaco atin no estd completamente claro
(Keef y col., 2001).

En la bibliografia ha sido también discutido cudles de los efectos de GST son mediados por la

via de las TK. Las evidencias se resumen en cada aspecto a continuacion.

4.b Efectos en la corriente de Ca’*:

En cardiomiocitos de ratas jovenes (10 a 18 dias) GST redujo la corriente de Ca* con una CI50
de 11 uM. Sin embargo, también su andlogo estructural daidzeina genero este efecto, a pesar de no

tener accion inhibidora de TK (Yokoshiki y col., 1996). En otro trabajo Katsube y col. (1998)
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evaluaron los efectos de GST sobre los canales de Ca’" en cardiomiocitos aislados de rata,
comparando las diferencias de efecto entre ratas adultas y neonatas. Si bien GST inhibi6 la corriente
de Ca®* en ambos preparados, los autores encontraron que el efecto fue del 43,3% en ratas neonatas
y del 30,6 % en adultas. Los autores adjudicaron estas diferencias a la conocida prevalencia de la
actividad de TK en ratas neonatas. Por lo tanto, en corazones de rata el efecto bloqueante de los
LCC seria parcialmente debido a la inhibicion de TK. Por otra parte, en cardiomiocitos de cobayo
Belevych y col. (2002) encontraron que GST 50 puM inhibi6 la amplitud de la corriente de Ca™* a
través de los canales LCC, utilizando la técnica de patch-clamp. El grado de inhibicién de estos
canales fue proporcional a la concentracién de GST aplicada y obtuvieron una CIS0 de 20£3.5 uM.
Interesantemente, el efecto de GST se observé si GST se administraba de manera extracelular pero
no si se administraba directamente en el lado citosdlico, por lo que este resultado no estaria de
acuerdo con un efecto mediado por la inhibicién de las TK. Esto fue confirmado cuando los autores
agregaron peroxivanadato (un potente inhibidor de las tirosinas fosfatasas) junto con GST, sin
lograr revertir los efectos inhibitorios de GST. Teniendo en cuenta estos resultados, los autores
realizaron una intervencion muy interesante: agregaron ATPyS antes del agregado de GST. El
ATPyS puede sustituir al ATP en las reacciones de quinasas, de esta forma los residuos de serina,
treonina o tirosina de las proteinas no pueden ser desfosforilados por las fosfatasas. Con esta
intervencion no lograron revertir el efecto de GST, apoyando la hipdtesis de que el efecto no seria a
través de la inhibicién de las TK. Sumado a estos resultados, los autores no lograron mimetizar el
efecto de GST con lavendustrin A (un potente inhibidor de la via de las TK que no esta relacionado
estructuralmente con GST) apoyando fuertemente la hipétesis de que en el corazén de cobayo el
bloqueo de los canales de Ca™L por GST no estd relacionado con la via de las TK (Belevych y col,
2002).

Sin embargo, dos afios mds tarde, Ji y col. (2004a), realizaron un trabajo muy similar pero con

. . 2
resultados contrarios. Estos autores evaluaron los efectos de GST sobre las corrientes de Ca ‘en
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cardiomiocitos de cobayo mediante el método de patch clamp. A las 3 concentraciones evaluadas de
GST (10, 50 y 100 uM) observaron un efecto inhibitorio de la entrada de Ca’* a través de los
canales LCC, proporcional a la concentracion. Nétese que hasta aqui los resultados estaban de
acuerdo con los publicados por Belevych y col. (2002). Sin embargo, Ji y col. (2004a) encontraron
que daizeina (el andlogo estructural sin actividad inhibidora de TK) no inhibi6 los canales Ca** tipo
L y el inhibidor de las tirosinas fosfatasas (TP) ortovanadato de sodio (OVN) logré revertir el
bloqueo generado por GST, demostrando que los efectos son mediados a través de la inhibicion de
TK. Una variable que podria explicar las diferencias entre los dos tltimos trabajos mencionados es
que los autores no tuvieron en cuenta la diferencia de género al comparar los efectos de GST, y la
participaciéon en mayor o menor medida de la via de las TK en el bloqueo de los canales de Ca®
podria estar influida por la mayor o menor proporcién de uno de los géneros.

Afortunadamente, Liew y col. (2003) tuvieron en cuenta la diferencia de género y evaluaron los
efectos de GST en cardiomiocitos de cobayo macho. Estos autores encontraron que GST (10 y 40
uM) aumenté el acortamiento celular y los transitorios de Ca**. A pesar de tener un efecto
inotrépico positivo, estos autores encontraron que GST también inhibe la corriente de Ca** L, dando
la pauta de que ambos mecanismos opuestos son desencadenados por GST. Ademds, el agregado de
bpV (phen) (un inhibidor de las TP), logr6 revertir en parte el efecto inotropico positivo de GST,
evidenciando la participacién de la via de las TK en el efecto inotrépico positivo de GST en
corazones de cobayo macho.

Con el fin de evaluar los efectos de GST sobre la homeostasis de Ca2+, Ji y col (2004b)
midieron el contenido de Ca®* intracelular [Ca2+i] en cardiomiocitos de cobayo mediante
microscopia confocal. GST (10, 20 y 40 uM) gener6 una significativa disminucién en la [Ca™i],
que fue dependiente de la concentracién. Sorprendentemente, los autores encontraron que dicha

inhibicién se observé tanto con solucién Tyrode normal como con solucién Tyrode libre de Ca™, y

esto permitié interpretar que GST reduciria el influjo de Ca®* desde el medio extracelular como asi
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también la salida de Ca®* desde el RS. En solucién Tyrode normal, el efecto inhibitorio de GST fue
marcadamente atenuado por el inhibidor de TP ortovanadato de sodio, evidenciando que el efecto
inhibitorio de GST sobre el influjo de Ca®* se debe a su efecto inhibitorio sobre la via de las TK.
Ademas GST redujo marcadamente el incremento en la [Ca™]i generado por el compuesto Bay
K8644 (un agonista de los canales de Ca** de tipoL), lo cual comprueba su efecto inhibitorio sobre
los LCC. Congruentemente, en musculos papilares aislados de cobayo GST redujo la duracién del
potencial de accién, de manera dependiente de la concentracion (Ma y col., 2002), lo cual es

compatible con la inhibicién de los canales LCC.

4.c Efectos sobre el contenido de calcio sarcoreticular:

Liew y col. (2003) buscaron un mecanismo que explicara el aumento en el acortamiento celular
generado por GST en cardiomiocitos de cobayo. Estos autores encontraron que GST 40 uM gener6
un aumento en la cantidad de Ca** liberada desde el RS por el agregado de pulsos de 10 mM
cafeina. Sin embargo, en otro trabajo realizado en cardiomiocitos de cobayo Ji y col (2004b)
encontraron que GST 40 uM generd una significativa disminucién en la [Ca®]i cuantificada
mediante microscopia confocal en una solucién Tyrode libre de Ca**, sugiriendo que GST inhibi6 la
salida de Ca®* desde el RS. Estos autores también encontraron que el aumento en la [Ca2+]i
generado por dosis bajas de Ryanodina en una solucién libre de Ca®* fue atenuado por GST (Ji y
col., 2004b).

Contrariamente, Li y col. (2008) evidenciaron un efecto inotrépico positivo de GST (a partir de
una concentraciéon 1 pM) en musculos papilares de ventriculo izquierdo de cobayo, y adjudicaron
este efecto a la inhibicion de la via de las TK, asociado a modulacién de PI3K, y a la produccion de

AMPc, lo cual facilita la movilizacion de Ca’* del RS.
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4.d Efectos sobre el intercambiador Na'/Ca’* sarcolemal:

Liew y col. (2003) encontraron que en cardiomiocitos de cobayo GST redujo la constante de
relajacion en la contraccion generada por el agregado de cafeina, por lo que sugirieron que GST
reduce la actividad del NXC-SL. Pero el efecto inotrépico positivo de GST evidenciado por Li y
col. (2008) en musculos papilares de ventriculo izquierdo de cobayo no pudo ser revertido por KB-
R7943, una droga considerada inhibidora del NXC-SL. Sin embargo, es conocido que el KB-R7943
también inhibe al uniporter mitocondrial (UCam) (Santo-Domingo y col., 2007) mecanismo que
podria participar también en la lenta relajacion de la contractura inducida por cafeina, por lo que el

efecto de GST se podria extender a las mitocondrias.

4.e Efectos sobre los miofilamentos:

En cardiomiocitos de cobayo, GST aument6 el acortamiento celular, mientras que tuvo poco
efecto sobre los transitorios de Ca** (Liew y col.,, 2003). Ademas durante una estimulacion
sostenida y en presencia de tapsigargina (inhibidor irreversible de la SERCA) GST mantuvo su
efecto inotrépico positivo, por lo que Liew y col. (2003) sugirieron que GST aumentaria la
sensibilidad al Ca** de los mioflamentos.

Schwab y col (2012) estudiaron los efectos de GST sobre el proteoma cardiaco en ratones
hembra ovariectomizados. La administraciéon de GST oral modificé la composicién de muchas
proteinas contrictiles y del citoesqueleto, y aumentd la fosforilacién de la cadena liviana de la
miosina (CLM), debido a un incremento de la actividad de la quinasa de la CLM vy la inhibicién de
la fosfatasa. Estos efectos sensibilizantes de los miofilamentos podrian explicar los efectos

inotrépicos positivos de GST en corazén de cobayo, aun cuando se reduzca el influjo de Ca™".
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4.f Efectos de genisteina sobre los receptores estrogénicos:

Debido a que GST es un fitoquimico cuya estructura se asemeja a la de los estrégenos
endogenos (ver fig 7), varios autores han evaluado su habilidad para actuar sobre los receptores
estrogénicos. Liew y col. (2003) encontraron que en cardiomiocitos de cobayo macho el agregado
de 17 estradiol reducia el acortamiento celular, efecto opuesto al que generaba una concentracién
equimolar de GST en las mismas condiciones experimentales. Por lo tanto, el efecto inotropico
positivo de GST no parece ser mediado por el receptor estrogénico. Acuerda con esto el hecho de
que en musculos papilares de ventriculo izquierdo de cobayo, el efecto inotrépico positivo de GST
(a concentraciéon mayor de 1 uM), no pudo ser reducido por ICI 182780, un antagonista especifico
del receptor estrogénico oy B (Li y col., 2008).

Si bien en corazones aislados de rata GST habia resultado inotrépica negativa, cuando éstas
fueron ovariectomizadas (OVX) la aplicacién de GST aument6 la contractilidad en el rango de 10 a
50 uM, pero la redujo a concentraciones mas altas (100 y 150 uM) (Al-Nakkash y col., 2009). Esto

muestra la complejidad de efectos y cierta interaccion con el estado hormonal.

Fig. 7: Estructura molecular de
genisteina (a) y estradiol b). Observar la
parcial semejanza estructural

Adaptado de McClain y col., 2006.
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4.2 Efectos en otras vias asociadas a tirosina-kinasas:

En cardiomiocitos de ventriculo izquierdo de rata, GST 10 uM no gener6 aumento en la
apoptosis en ningtin género. Sin embargo, la combinacién de 10 uM de GST y concentraciones
fisiologicas de estradiol (100 pM) generaron un aumento en la muerte celular de cardiomiocitos de
ratas macho pero no en hembra (Haines y col., 2012). Estos autores también demostraron que en
cardiomicitos aislados de rata GST es capaz de inhibir receptores asociados a las TK tanto en
macho como en hembra. Sin embargo, algunos de estos receptores fueron inhibidos s6lo en macho
(como el receptor insulinico, Tie-2, EphAl, ErbB4 y c-Ret), lo que lleva a suponer que estos
receptores son los responsables de las diferencias de género en los efectos de GST (Haines y col.,

2012).

4.h Efectos de genisteina en modelos in vivo:

En ratones machos alimentados con una dieta suplementada con GST y daidzeina, tratados
durante 28 dias con sunitinib 40 mg/Kg/dia (compuesto que se une a multiples receptores de TK
inhibiendo sefiales celulares) se encontré un aumento considerable en la letalidad, reduccién de la
funcién cardiaca y dilatacién ventricular de los corazones in situ respecto de los tratados sélo con
sunitinib y alimentados con una dieta carente de dichos fitoestrégenos (Harvey y col., 2015).
Ademds estos autores encontraron que los cardiomiocitos aislados de rata tratados con GST
conjuntamente con sunitinib exhibieron mayor inhibicién contrictil y un aumento en la apoptosis
comparado con los tratados solamente con sunitinib. Estos efectos negativos de GST fueron
adjudicados a la inhibicion de 21 subtipos diferentes de receptores de TK (Harvey y col., 2015).

En ratones sometidos a ovariectomia (OVX), GST a las dosis de 3 y 10 g/Kg de alimento

revirtié la caida en la relacién entre el peso del corazén y el peso corporal causada por la
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ovariectomia (Nguyen y col., 2012). Ademads los autores encontraron un aumento en la expresion
del factor de crecimiento insulinico (IGF1) y de miocardina por las mencionadas dosis de GST
respecto de los bajos niveles alcanzados en los ratones OVX. Sin embargo, no encontraron un

aumento en la expresion de los receptores estrogénicos (Nguyen y col., 2012).

4.i Efectos de genisteina en modelos que mimetizan patologias cardiacas:

En modelos de isquemia/reperfusion, también se comparé el efecto de GST con el de
estrogenos. Tissier y col. (2007) encontraron que la administracion intravenosa (IV) de GST (100 y
1000 pg/Kg) aplicado como postcondicionamiento redujo el tamafio de infarto generado por 20
minutos de oclusiéon de la arteria coronaria en corazones de conejo, y también observaron
cardioproteccion con la administracion IV de 100 pg/Kg de 17-f estradiol. Este efecto
cardioprotector de GST fue bloqueado por el antagonista no selectivo del receptor estrogénico
fulvestran, y por wortmanina (un inhibidor de PI3K). Esto sugiere que el efecto cardioprotector en
el infarto se debia a la activacion del receptor estrogénico y la via de PI3K. Estos autores
demostraron ademdas mediante la técnica Western blots que los corazones tratados con GST tenian
un aumento significativo en la fosforilacion de la quinasa cardioprotectora Akt (Tissier y col.,
2007).

En corazones aislados de ratas Sprague-Dawley sometidas a isquemia de 45 minutos y 5 horas
de reperfusion la administracién de GST por via IV luego de la oclusion coronaria redujo el drea de
infarto. Este efecto cardioprotector se observé en dosis entre 0,24 y 1 mg/Kg de GST, pero a dosis
mayores a 1 mg/Kg se perdi6 su efecto cardioprotector (Deodato y col., 1999).

En otra patologia cardiaca como es la hipertrofia, considerando que la GST estd altamente
presente en la soja, es interesante el hallazgo de Stauffer y col., (2006) que encontraron que al

cambiar de una dieta basada en soja a una dieta basada en caseina se mejor6 la funcién cardiaca en
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un modelo de cardiomiopatia hipertréfica (HCM) en ratones transgénicos. La primera dieta rica en
soja generaba dilatacion ventricular y falla cardiaca en M, pero no en H, evidenciando nuevamente
diferencias de género para los efectos de GST.

Por otra parte, en los ratones macho con HCM, una dieta suplementada durante meses con GST
y Daizeina redujo significativamente la funcién contrictil (medida a través de un ecocardiograma),
sin embargo este tratamiento no afectd a las hembras (Haines y col., 2012). Este efecto fue
asociado con un aumento en las dimensiones internas del ventriculo izquierdo durante la didstole y
en varios marcadores patoldgicos de hipertrofia cardiaca (factor natriurético atrial, B miosina de
cadena pesada, a actina esquelética). Ademas, los fitoestrogenos aumentaron 3 veces el depdsito de
coldgeno en el corazén, y aumentaron varios marcadores de apoptosis, entre ellos Bax (un
intermediario pro-apoptotico) y caspasa-9 (indicador de apoptosis iniciada por disfuncién
mitocondrial). Ademds, luego de realizar gonadectomia a ratones con HCM de ambos géneros, los
autores lograron proteger a las hembras pero no a los machos mediante la administraciéon de
estradiol, sugiriendo que las diferencias de efecto se deben a otros factores diferentes de los
estrogenos plasmaticos (Haines y col., 2012).

En otro trabajo, Maulik y col. (2012) encontraron que GST era capaz de revertir la hipertrofia
cardiaca generada por la administracion crénica de isoproterenol en ratas Wistar macho. Este efecto
fue bloqueado por L-NAME, sugiriendo que este efecto benéfico es mediado por la activacion de la

NOS.
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PROBLEMA DE ESTUDIO:

A pesar de que se ha adjudicado a la GST la proteccién cardiovascular, las evidencias
bibliograficas no son concluyentes en cuanto a sus efectos a nivel cardiaco y a diferencias de
especie y de género en modelos de isquemia/reperfusion reversible (atontamiento). Establecerlo
permitird predecir si el fitoestrégeno podria ser eficaz para prevenir la disfuncién miocardica en una

eventual, incipiente y transitoria afeccion coronaria.

HIPOTESIS:

Puesto que GST reduce el influjo de Ca™ y mejora la funcién del RS en preparados de
miocardio no isquémico, su administracion podria reducir la sobrecarga citosélica de Ca™ y mejorar
la fraccidn liberada desde el RS en miocardios con cierto grado de atontamiento por estar expuestos
a isquemia de no-flujo o hipoperfusién. Con ello, mejoraria la recuperacion contréctil y la economia

muscular cardiaca, reduciendo la disfuncion.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL:

Estudiar los efectos de genisteina sobre la homeostasis de Ca** miocérdica a través de las respuestas
mecanico-energéticas de corazones aislados expuestos a dos modelos de atontamiento:

a) isquemia de no-flujo/reperfusion, e

b) hipoperfusioén/reperfusion,

considerando las diferencias de especie (cobayo vs rata) y de género.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Para alcanzar el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

a. Evaluar los efectos del fitoestrogeno genisteina en los modelos de atontamiento por isquemia
de no-flujo/reperfusiéon (I/R) ya caracterizados en el laboratorio en ratas y en cobayos mediante
enfoque mecanico-energético.

b. Comparar los efectos de genisteina en el modelo de I/R segun el género y la especie

c. Comparar los efectos de genisteina en corazones de rata en I/R con diversos grados de
atontamiento y diferente via de administracién (perfusion ex vivo vs. administracion intravenosa)

d. Caracterizar los efectos y mecanismos participantes en un modelo de atontamiento por
hipoperfusion-reperfusiéon (HIP/R) en corazones de rata.

e. Estudiar los efectos de genisteina en el modelo de atontamiento por hipoperfusion-reperfusion
(HIP/R) en corazones de rata.

f. Comparar los efectos de la perfusion ex vivo de genisteina con los de su administracién in vivo
g. Evaluar los mecanismos implicados en los efectos de genisteina mediante el uso de
intervenciones farmacoldgicas relativamente selectivas por los transportadores celulares.

h. Contribuir a la comprensién del mecanismo evaluando los cambios producidos en las

concentraciones de calcio de cardiomiocitos aislados mediante microscopia confocal
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MATERIALES Y METODOS
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1. PREPARACIONES BIOLOGICAS

1l.a. Animales de experimentacion empleados:

La tesis se realiz6 empleando ratas Sprague-Dawley de ambos sexos, provenientes por
donacién del bioterio de Laboratorios Bagd, y cobayos de ambos sexos adquiridos en veterinarias
de la ciudad. En ambos casos, los animales se mantuvieron hasta el dia del experimento en el
Bioterio de la Catedra de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas, con ciclos de 12 hs
luz/12 hs oscuridad, en jaulas aprovisionadas con el correspondiente alimento estindar y agua ad-
libitum. La estadia, tratamiento, uso de la minima cantidad necesaria, sujecion, anestesia y eutanasia
de los animales se realizé bajo las reglas éticas internacionalmente aceptadas (Guia para el Uso y
Cuidado de Animales de Laboratorio de la Agencia Nacional de Medicamentos y Accsesorios
Tecnologicos (ANMAT); Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicada por el
United States National Institute of Health (NIH) Publication No. 85-23, revisada en 1985, 1996 y

2010; y la Directiva de la Unién Europea para Experimentos en Animales, 2010/63/EU).

1.b. Corazones aislados de rata:

Ratas Sprague-Dawley de ambos sexos (200 a 250 g de peso) se anestesiaron con sobredosis de
pentotal (60 mg/kg, via intraperitoneal, i.p.) y se heparinizaron (HNF sédica 2000 UI). Después de
detectar la pérdida de reflejos y del tono muscular esquelético, el corazén fue rapidamente removido por
toracotomia y sumergido en soluciéon Krebs. Inmediatamente se perfundié en forma retrégrada
mediante la técnica de Langerdorff con un flujo constante de 6 ml/min mediante bomba peristaltica
(Gilson Minipuls, France). El flujo de perfusién se calculé mediante la siguiente ecuacién: CF =
7.43*HW** (donde CF es el flujo coronario y HW es el peso del corazén), que es vélida para diversas

especies y es la recomendada para prevenir el edema cardiaco causado por el alto flujo de perfusién con

solucién salina como el Krebs (Dhein., 2005).
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Se empled una técnica de preparacion previamente descripta (Ponce-Hornos y col., 1995;
Ponce-Hornos y col., 1999; Consolini y col., 2001; Consolini y col., 2004; Consolini y col., 2007;
Ragone y Consolini, 2009) que consté de los siguientes pasos: remocion de ambas auriculas y
eliminacion de las contracciones espontineas mediante pequefias compresiones o cortes en el
tabique interventricular, introduccién de un balén de latex (sujeto a canula conteniendo agua) dentro
del ventriculo izquierdo el cual se cerré por medio de una sutura, colocacién de dos electrodos (uno
en el ventriculo derecho y otro en el dpice), e introduccion del corazén dentro del interior de la
cdmara de un calorimetro de flujo previamente estabilizado a 30.0 o 37.0 £ 0.01 °C. Los corazones
de rata fueron estabilizados con estimulo eléctrico de 5 V-5 ms mediante un estimulador eléctrico
(Letica 124006) a frecuencia constante de 1, 2 o 3 Hz (segtn el protocolo empleado (ver detalles

mas adelante).

1.c. Corazones aislados de cobayo:

Se anestesiaron cobayos (200 — 300 g de peso) con inyeccion intraperitoneal de uretano 25%
(0.6 ml/100 g) y se heparinizaron (HNF s6dica 2000 UI). El uretano proporciona mejor relajacién
del musculo esquelético del cobayo que el pentotal (Ragone y col., 2013). El corazén fue
rapidamente removido por toracotomia y sumergido en solucién Krebs. Inmediatamente se
perfundié en forma retrégrada mediante la técnica de Langerdorff con un flujo constante de 6
ml/min mediante bomba peristaltica (Gilson Minipuls, France). A diferencia del corazén de rata, en
el de cobayo se conservaron las auriculas y la frecuencia espontdnea (2.29 + 0.08 latidos por
minuto, n= 37). Posteriormente se introdujo un balén de latex (sujeto a una cénula conteniendo
agua) dentro del ventriculo izquierdo, cerrdndolo por medio de una sutura. Seguidamente, se
introdujo el corazdén dentro del interior de la cimara del calorimetro de flujo, al igual que el corazén
de rata. Una vez que se colocd el corazén dentro de la cidmara, esta se cerrd rapidamente y se

sumergio el calorimetro en un bafio de agua mantenido a temperatura controlada de 30 £ 0.01 °C.
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1.d. Aislamiento de cardiomiocitos de rata:

Se anestesiaron con pentotal las ratas Sprague-Dawley (200-250 g de peso). El corazén fue
rapidamente removido por toracotomia y perfundido mediante la técnica de Langendorff durante 5
minutos con solucién Krebs modificada libre de Ca** (Krebs-HEPES-24, compuesta en mM por:
4.4 KC1, 1.0 NaH,PO,4, 5 MgCl,, 24 HEPES, 22 dextrosa, 20 taurina, 5 creatina, 0.5 piruvato
sodico, ajustada con NaOH a pH 7.4 y burbujeada con O, 100%.). Luego durante 14 minutos se
perfundié la misma solucién a la que se le agregdé 50 uM CaCl,, 0.1 mg/mL de colagenasa P
(Roche) y 0.02 mg/mL protease XIV (Sigma, USA), tal como ha sido previamente descripto
(Consolini y col., 2011; Ragone y col. 2013). Todas las soluciones fueron burbujeadas con O, y
mantenidas a 37 °C. Luego las enzimas se lavaron durante 5 minutos con la solucién conteniendo 50
uM CacCl, y finalmente los ventriculos fueron removidos, cortados en piezas y agitados suavemente
en la solucién de bajo—Ca2+ durante 10 min y filtrados. La concentraciéon de Ca’ fue elevada en
pasos hasta 1 mM y los miocitos fueron mantenidos por hasta 6 horas en esta solucioén buffer salina-

HEPES.
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2. MEDICIONES MECANICO-CALORIMETRICAS EN CORAZONES ENTEROS

PERFUNDIDOS

En ambas preparaciones de corazén entero el balon intraventricular de volumen regulable fue
conectado mediante una canula llena con agua a un transductor de presion (Bentley DEL900) para
el registro continuo de la presion intraventricular durante las contracciones isovolumétricas. El
transductor de presion se calibré (en mm Hg) antes de cada experimento. El volumen del baldn se
aumentd progresivamente en pequefios pasos cada 5 minutos, hasta que en dos sucesivos aumentos
no se incrementara la maxima presion desarrollada durante la contracciéon (P). Este volumen
diastdlico se mantuvo durante todo el experimento para obtener contracciones isovolumétricas. La
seflal se amplificd y se registré simultineamente, ya sea en un poligrafo Beckman RS511A
(Braintree, MA, USA) con adquisicion A/D a un sistema National Instruments P-516, o
directamente en un sistema de adquisicion de 2 canales (PowerLab 2/26, AD Instruments,
Australia). Se registré a frecuencias bajas (1 Hz) o altas (100 Hz) segin se estuviera
respectivamente en un estado estacionario sin contracciones o durante las contracciones. A partir
del registro continuo de presion intraventricular (LVP) se calcularon la méxima presioén desarrollada
en cada contraccién (P) y los cambios en la presion diastélica con respecto a la condicién
preisquémica con solucién Krebs-C (ALVEDP), ambas en mm de Hg. Durante la isquemia y la
reperfusion la P también fue expresada como el porcentaje del valor preisquémico inicial durante la
estabilizacion en solucién Krebs-C. Ademads, se calculd la integral presion-tiempo (IPt) como el
drea bajo la curva del registro de presiéon desarrollada en una contraccidn, y las méximas
velocidades de contraccion (+dP/dt) y relajacion (-dP/dt) a partir de los mdximos y minimos de la
primera derivada del registro de LVP de cada contraccién, que luego se normalizaron por la
maxima presion desarrollada P (+P= +dP/dt/P y —P= -dP/dt/P, respectivamente). Cada latido fue
dividido en 4 periodos de tiempo como se detalla a continuacion: t.;: tiempo medido desde el inicio

de la contraccién hasta el tiempo en que se produce la maxima velocidad de contraccidn, te;: tiempo
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medido desde la madxima velocidad de contraccion hasta la médxima presion desarrollada tpp
(tiempo a la presion pico, que comprende t.; + t2), tr;: €l periodo desde el tpp hasta el tiempo de la
maxima velocidad de relajaciéon (-P) y tg: tiempo desde —P hasta el final de la contraccion. El

tiempo de relajacién total (tR) comprende tr; + try del latido (ver fig. 8).
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Simultdneamente, se midid el flujo de calor total liberado (Ht, calibrado en mW) por el corazén
en el interior de la cdmara calorimétrica continuamente durante todo el experimento, tanto en
presencia como en ausencia de perfusién, como se explica en el punto siguiente. Dado que los
corazones varian su flujo de calor de reposo (Hr) durante el proceso de I/R, no fue posible calcular
el calor activo por latido (Ha). Las sefiales de flujo de calor (Ht) y presion intraventricular (LVP)
fueron amplificadas y registradas en simultineo con la sefial de LVP en el mismo sistema de
adquisicion digital. Para comparar la eficiencia mecédnica con la energética, se reemplazo el cldsico

célculo de la “economia de la contraccién” por el cilculo de la “economia muscular total”. La
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primera se define como la relacion entre P y la energia de un latido (Ha) (la cual se calcula por
diferencia entre el Hr y el Hr multiplicada por el periodo entre dos contracciones, como se explicé
en el punto 3C de la Introduccién). Pero como no fue posible estimar el Hr durante la I/R, se
calcul6 un indice de “economia muscular total” a partir de la relacion P/Ht donde Hr contiene el
flujo de energia basal mas el componente activo del corazén.

Al finalizar cada experimento se extrajo el corazén del calorimetro, se pesé el mismo en un
recipiente tarado para obtener el peso himedo con el cual se expreso el flujo de calor (en mW/g) y
luego fue llevado a estufa para su secado hasta peso constante. La ausencia de edema significativo
fue confirmada en los corazones de rata y de cobayo por el contenido de agua después de
someterlos a I/R. Se obtuvieron los siguientes porcentajes de agua:

¢ 80,88 £ 0,35 % (n=78) para los corazones de rata a 30 °C.

® 80,27 £ 0,34 % (n=64) para los corazones de rata a 37°C sometidos a 20 min. de isquemia.
® 81,44 £ 0,55 % (n=27) para los corazones de rata a 37°C sometidos a 30 min. de isquemia.
¢ 80,88 = 1,01 (n=56) para los corazones de rata a 37 °C sometidos a hipoperfusion.

® 82,93 + 1,23 (n=39) para los corazones de cobayo a 30 °C.

Estos valores no son diferentes del contenido de agua reportado en corazones de rata sin I/R a
25 °C (Ponce Hornos y col., 1995), lo cual demuestra que en estas condiciones de flujo y de

reperfusion el preparado estuvo bien perfundido, sin generar edema importante.

En los corazones en que se estimé la participacion del RS mediante reperfusién con una
solucién de Krebs con 10 mM cafeina y 36 mM Na LVP provocé una contractura proporcional al
contenido de Ca®* del RS (Consolini y col. 2007). Esto se analiz6 registrando la LVP que excede a
la linea de base de la condicién control preisquémica, y luego se calculd el drea bajo la curva de

LVP durante la reperfusion por sobre la linea del final de la isquemia.
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3. CALIBRACION Y ESTABILIZACION DEL CALORIMETRO

El calorimetro de flujo utilizado es andlogo al originalmente desarrollado por Ponce-Hornos y
col. (1982) y mejorado en sensibilidad (Ponce-Hornos y col., 1995; Consolini y col., 1997;
Consolini y col., 2001). Para su uso en la I/R ha sido ampliamente descripto en trabajos previos del
grupo (Consolini y col., 2007; Ragone y Consolini 2009; Ragone y col., 2013; Ragone y col. 2015).
Estd constituido por un cilindro compacto de cobre (rdpido conductor de calor) que contiene una
cdmara interna delimitada por dos moédulos Peltier de cerdmica paralelos, con 127 unidades
termosensibles cada uno (Melchor Thermoelectrics, USA). Estas registran las variaciones de
temperatura entre el interior de la cdmara y el bafio externo que se mantiene a temperatura constante
y las transforma en una diferencia de voltaje que luego es amplificada por el sistema de registro.
Mediante este método puede medirse continuamente el flujo de calor liberado en el interior de la
camara, una vez calibrado el sistema (Fig. 9).

Aproximadamente 24 horas antes de cada experimento se procede a encender el sistema
termostatizante del bafio del calorimetro regulado a 30 o 37 + 0.01 °C. Esta regulacién se lleva a
cabo por la circulacion de agua entre tres bafios de un volumen mayor a 10 litros cada uno: uno
contiene el termorregulador al + 0.01 °C (MGW Lauda, Alemania), el segundo contiene los
matraces con las soluciones a perfundir y a su vez impulsa la circulacién mediante bomba
(Grundfos) hacia los otros dos bafos, y finalmente el tercer bafio contiene al calorimetro. Asi se
logra una temperatura uniforme en todo el sistema.

Lineas de base y calibraciones:

Antes y después de la colocacion del musculo en la cimara se registré el flujo de calor debido
a la perfusion, y los cambios producidos respectivamente por la hipoperfusién o por el corte de la
misma (dependiendo del protocolo experimental desarrollado ese dia). Estos registros se utilizaron

como lineas de base para restar al registro general y asi , con el factor de calibracién, obtener el
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flujo de calor (Ht) producido por el corazén a diversos tiempos del protocolo en cada experimento.
El mismo dia del experimento se calibraron los canales destinados a registrar la presion
intraventricular y el flujo de calor liberado. La calibracion del calorimetro se realizé al finalizar
cada protocolo experimental, mediante la aplicacién de una potencia constante de 2 mW (a
frecuencia de 2.1 kHz y voltaje subumbral de 1 volt) a través del mismo musculo que actia como
resistencia. Asi se obtuvieron en cada experimento dos factores de calibracién (expresados en
mW/V), uno en condiciones de presencia de la perfusién y otro en ausencia (para los experimentos
de isquemia/reperfusion, I/R) o del flujo reducido (a 1.2 ml/min) en experimentos de hipoperfusién/
reperfusion (HIP/R). En promedio, el factor de calibracién con perfusion fue el doble del factor sin
perfusién, de acuerdo al comportamiento previamente descripto, que indica la pérdida de calor

ejercida por la perfusiéon (Ponce-Hornos y col., 1982).

Fig. 9: Foto del calorimetro y del montado del preparado (izquierda) y esquema del calorimetro de

flujo (derecha) utilizado en esta tesis.
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4. MICROSCOPIA CONFOCAL DE Ca?

Los cardiomiocitos aislados de rata se incubaron con 12 pM Fluo-4 AM (Molecular
Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 15 minutos a temperatura ambiente para medir la
sefial de calcio libre citosdlica, o con 3 uM Rhod-2 AM (Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) durante una hora a 4°C seguido de lavado durante una hora a 37°C para medir solo el
calcio libre en el compartimento mitocondrial (Trollinger y col. 1997, Ragone y col. 2013). Luego
las células fueron sembradas en una cdmara de perfusion adaptada para el microscopio confocal
pretratada con laminina (Roche).

Las células fueron perfundidas con solucién Krebs-24 HEPES conteniendo 2 mM Ca®* hasta
estabilizacion, y luego con la respectiva solucién indicada en el protocolo. Los cambios en la

fluorescencia de las células fueron registrados utilizando un microscopio confocal Leica SP5
(Leica Microsystems, Mannheim, Germany). Los datos fueron analizados utilizando el software
Leica LAS AF Lite v. 2.2.1, y expresados como intensidad relativa de fluorescencia media de
emision (F/Fo). Los cambios en F/Fo fueron calculados a lo largo del experimento usando un ajuste
no lineal para la linea de base obtenida en medio control al inicio y final del protocolo, mediante el
programa Origin 7.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA). Para evaluar el calcio
citosOlico libre, las células cargadas con Fluo-4 fueron excitadas a 480 nm cada 20 s y se
monitorearon los cambios en la fluorescencia de emision a longitudes de onda mds altas a 520 nm,
durante los 20 a 25 min que dur6 el protocolo de perfusion de los miocitos. Para medir el calcio
libre mitocondrial, las células cargadas con Rhod-2 fueron excitadas a 540 nm, cada 20s y fueron
monitoreados los cambios en la emision de fluorescencia a longitudes de onda mads altas a 590 nm
durante los 20 a 25 min del protocolo.

Los protocolos comenzaron con una condicién basal de los miocitos en la cdmara de perfusion

con solucion Krebs-24 HEPES (C) durante 5 min (sola o seguida de C con GST 20 uM), seguida
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por la perfusién con Krebs-24- HEPES-cafeina 10 mM- Na* 36 mM (con o sin GST 20 uM)
durante 10 minutos y finalmente perfundidos durante 5 min con C.

A continuacion se esquematizan los protocolos experimentales:

[ C-C+caf3BNa

Cc C-GST-GST+caf36Na

Fig. 10: Protocolos experimentales realizados en corazones aislados de rata para evaluar los

efectos de GST sobre la homeostasis de Ccda’*.

5. MEDICION DEL GRADO DE INFARTO

Se midi6 en los corazones al finalizar algunos experimentos (aquéllos corazones en los cuales
no se hizo la calibracion final del calorimetro porque esta intervencion los exponia a una demora e
isquemia reiterada). Se limpiaron los corazones de restos de vasos sanguineos, y auriculas (en
cobayos en que no se trabajo a frecuencia espontdnea). Luego se cortd transversalmente el corazén
en 4 secciones (lonjas) desde el vértice (punta del corazén) hacia la base (normalmente formada por
la cara posterior de las auriculas). Se colocaron los trozos en la solucién. de cloruro de trifenil
tetrazolium (TFT) previamente termostatizada, durante 15 minutos a 37°C (Inserte y col., 2002).

El TFT es un indicador redox utilizado para diferenciar tejidos metabdlicamente activos del
tejido muerto, tiene la capacidad de reaccionar con la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), para
tefiir de color rojo las células no infartadas, mientras que las zonas de tejidos muertos conservan
color blanco o incoloro, debido a que las enzimas han sido desnaturalizadas o degradadas. El
tetrazolio es algo inestable térmica y luminicamente, por este motivo se evitd la exposicion a estos

ambientes.
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Una vez transcurridos los 15 minutos se tomé una imagen de ambas caras de la pared. Se
midid el 4rea total y el drea infartada por planimetria utilizando el programa Image-Pro Plus 6.0.
Luego se pesaron los trozos individuales de corazon, para normalizar el area infartada por peso en
cada lonja y en el ventriculo izquierdo completo. Finalmente se expresé como porcentaje de peso de
musculo infartado respecto del peso total de ventriculo izquierdo (% Al/VI).

A continuacién se muestra una imagen de una lonja de corazén de rata (izquierda) y de cobayo
(derecha), incubados con sc. de cloruro de trifeniltetrazolio luego de ser sometidos a I/R (ver fig.

11).

Fig. 11: Muestra una lonja de un corazon
de rata sometido a atontamiento por I/R a
30°C (izquierda), a 37°C (centro) y una
lonja de corazon de cobayo sometido a
I/R a 30°C (derecha). Los preparados
fueron incubados con sc. de cloruro de
trifeniltetrazolium durante 15 minutos al
finalizar el protocolo experimental. En
este caso no se observan significativas
zonas de infarto.
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6. SOLUCIONES Y DROGAS EMPLEADAS

La solucidén control de estabilizacién inicial de corazones enteros (Krebs-C) tuvo la siguiente
composicion (en mM): 1 MgCl,, 125 NaCl, 0.5 NaH,PO,, 7 KCl, 25 NaHCO;s; y 2 mmol CaCl,,
burbujeado con carbégeno (95% 0,:-5% CO,), para alcanzar un pH de 7.4. La unica diferencia
entre la solucién Krebs-C empleada para corazén de rata y de cobayo fue la concentracion de
glucosa, que fue de 6 mM para rata y 11 mM para cobayo. La concentracién de 7 mM KClI ha sido
empleada para evitar la actividad espontdnea de los corazones que alteraria la frecuencia regular.

La solucién Krebs-caf-bajo Na* se obtuvo cambiando las concentraciones de NaCl del Krebs-C
a 10,5 mM de NaCl, y manteniendo la osmolaridad con el agregado de 217 mM de sacarosa. Luego
se agregé cafeina hasta alcanzar una concentracién de 10 mM.

La solucién de aislamiento para cardiomiocitos fue la siguiente: (en mM): 126 NaCl, 4.4 KCl,
1.0 NaH2PO4, 5 MgCl2, 24 HEPES, 22 dextrose, 20 taurine, 5 creatine, 0.5 piruvato de sodio,
ajustado con NaOH a pH 7.4 y burbujeada con O, 100%. La soluciéon de Krebs-24- HEPES se
preparé con las siguientes concentraciones (en mM): 126 NaCl, 4.4 KCI, 1 MgCl,, 24 HEPES, 2
CaCl, and 11 dextrosa, ajustado con NaOH a pH 7.4 y burbujeado con O, 100%. Para los
experimentos con Fluo-4 0.5 mM fue agregado probenecid. La solucidon Krebs-24- HEPES-cafeina
10 mM- Na" 36 mM se obtuvo cambiando las concentraciones de NaCl de Krebs-24- HEPES a 36
mM de NaCl, y manteniendo la osmolaridad con el agregado de 21,98 M de sacarosa.

Para evidenciar mecanismos de la GST, se utilizaron las siguientes drogas:

-5-Hidroxidecanoato de sodio (5-HD, ICN Biochemicals and Reagents, CA, USA): se prepar6
una solucién 100 mM en dimetilsulféxido (DMSO) y fue diluido hasta llegar a una concentracién
de 100 uM en la solucién Krebs.

-Genisteina (Gen, from Sigma, USA) fue preparada como solucién madre en DMSO a 20 mM

y fue diluida hasta llegar a una concentracion de 20 uM en la solucién Krebs.
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-Ortovanadato de sodio (OV, from Sigma-Aldrich, Argentina) se preparé una solucién madre
de 10 mM vy fue diluido hasta llegar a una concentracién de 10 uM en la solucién Krebs.

- Clonazepam (Saporiti, Argentina): se prepard una solucién acuosa de concentraciéon 10 mM,
luego se realizaron diluciones en solucién krebs hasta llegar a una concentracién final de 10 pM.

- Ciclosporina-A (Cys-A, Fluka, Sigma-Aldrich, USA) se preparé como soluciéon 0.2 mM en
DMSO y fue diluido en Krebs-C hasta obtener una concentracién 0.2 pM.

- Ru-360 o (u-oxo) bis (trans-formatotetramine ruthenium) (Calbiochem, USA-Canada) se
disolvi6é 0.1 mg en 0.2 ml de agua destilada libre de oxigeno y luego se diluy6 en solucién Krebs
para obtener una solucién 1 pM.

-Adrenalina (Adrenalina iny. Biol amp. 1mg/mg) se preparé una solucién madre en medio
acuoso de 1*10™ M y fue diluida a una concentracién de 0,05 uM en la solucién Krebs.

-Piruvato de sodio (Biopack, Arg.) se pesaron 0,033 grs el mismo dia del experimento para
preparar una sc. 3 mM en sc. Krebs.

- NC-Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME, from Sigma-Aldrich, Argentina) se preparé
una soluciéon madre en DMSO de 30 mM vy fue diluida hasta llegar a una concentracién de 30 pM
en la solucion Krebs.

- Los fluordforos se prepararon a partir de un vial de 50 pg en 100 ul de DMSO, que luego se
dividieron en 10 alicuotas de 10 pl cada una, conservadas a -20 °C hasta el uso, y diluidas entonces
en 1 ml del Krebs con células para la carga.

-Todas las drogas fueron diluidas en Krebs-C a partir de la respectiva solucién madre (en
general a 1/1000 o més baja) en el momento del experimento. Ademads la solucién de Ru-360 y Cys-
A fueron protegidas de la exposicion a la luz cubriendo las lineas de perfusién con una cubierta

oscura.
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7. PROTOCOLOS MECANICO-ENERGETICOS

7.a. Modelo de atontamiento por isquemia de no flujo-reperfusion:

Las condiciones experimentales de 30 °C y estimulacién a 1 Hz se eligieron de previos estudios
(Ragone y Consolini 2009, Ragone y col., 2013) en las cuales la energética y los mecanismos
celulares de atontamiento fueron caracterizados en corazones de rata y cobayo. Sin embargo, dado
que esas condiciones eran subfisioldgicas, los efectos de GST en corazones de rata fueron también
evaluados en un modelo a 37 °C y 3 Hz de frecuencia de estimulacién. En ambas condiciones, se
eligieron los periodos I/R para obtener un modelo de atontamiento con un 50% de recuperacién
contrictil post-isquémica (RCPI), y un modelo de atontamiento severo con alrededor de un 20% de

RCPI en la condicion control sin GST.

7.a.1 Corazones de rata:

7.a.1.1 Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo vy

reperfusion a 30°C:

Dado que en el laboratorio se habia caracterizado el modelo de atontamiento por isquemia de
no flujo-reperfusién a una temperatura de 30°C con estimulacién a frecuencia de 1 Hz, se realizaron
los primeros estudios de los efectos de genisteina en dichas condiciones. Se efectué un protocolo
control, en el cual luego de un periodo de estabilizaciéon de unos 30 minutos, en los cuales la
presion maxima desarrollada (P) y el flujo de calor total (Hf) permanecieron constantes, se

registraron las variables durante la perfusion con solucién Krebs-C durante 25 minutos. Luego la
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perfusion fue suspendida durante 45 minutos (isquemia) y finalmente fue reanudada (reperfusion)
con solucién Krebs-C durante 45 minutos (ver Fig.12).

En las series experimentales para estudiar los efectos de GST en la I/R, luego del periodo de
estabilizacion se aplicé uno de los siguientes protocolos de pretratamiento durante 25 minutos
previos a la isquemia (Fig. 12):

1) Perfusién con C + 20 uM de genisteina (GST) (25 min)

2) Perfusion con C + 10 uM de orto vanadato (OVN) (5 min), seguido de perfusion con C
+ 20 uM GST + 10 uM OVN (20 min).

3) Perfusiéon con C + 10 uM OVN (25 min)

4) Perfusiéon con C + 30 uM de NG—Nitro—L—Arginine Methyl Ester (L-NAME) (5 min),
seguido de perfusién con C + 20 uM GST + 30 uM L-NAME (20 min).

Luego del pretratamiento todos estos grupos de corazones fueron sometidos a 45 minutos de
isquemia global de no flujo (I) seguidos de 45 minutos de reperfusion (R) con Krebs-C.

5) Perfusion con C, luego I (45 min), y reperfusion con C + 20 pM de genisteina (GST) (45
min).

Para evaluar las diferencias de género se dividieron en subgrupos de machos y hembras (ver

fig. 12).
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Fig. 12: Protocolos experimentales bdsicos de I/R realizados en corazones aislados de rata a 30°C

v I Hz de frecuencia de estimulacion (modelo de atontamiento)

Con el fin de evaluar la participacién del RS en los efectos de GST, en otra serie experimental,
los corazones fueron sometidos a diferentes tratamientos seguidos por un periodo de isquemia de no
flujo de 45 min y otro de reperfusion con solucién Krebs conteniendo 36 mM de Na* (para inactivar
el eflujo de Ca”™ por el intercambiador Na*/Ca®*) y 10 mM de cafeina (para inducir la liberacién de
Ca* masiva desde el RS) (K-caf-36Na*) durante 45 min. Luego de la estabilizacién por unos 30
minutos en Krebs-C se aplicé uno de los siguientes protocolos de pretratamiento en cada grupo de
corazones de rata durante 25 minutos previos a la isquemia (Fig. 13).

1) Perfusion con C (25 min)

2) Perfusiéon con C + 20 uM GST (25 min)

3) Perfusiéon con C + 10 uM OVN (5 min), seguido de perfusién con C + 20 uM GST + 10

uM OVN (20 min).
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Perfusién con C + 3 mM Piruvato de sodio (PIR) (5 min), seguido de perfusién con C + 20 uM

GST + 3 mM PIR (20 min).

CONTRO!
LN RV

21

:=s;=

Fig. 13: Protocolos experimentales realizados en corazones aislados de rata para evaluar la

participacion del RS en el modelo de atontamiento a 30°C y 1 Hz de frecuencia de estimulacion.

7.a.1.2. Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y

reperfusion a 37°C:

El siguiente objetivo fue caracterizar el modelo de atontamiento por isquemia-reperfusién en
una condicién mds cercana a la fisioldgica, perfundiendo los corazones con Krebs a 37 °C y
estimuldndolos eléctricamente a una frecuencia de 3 Hz. Para determinar la duracién del periodo de
isquemia se realizaron varias pruebas a distintos tiempos con el criterio de obtener una recuperacioén
de la contractilidad en la reperfusién de aproximadamente 50%, lo cual representa un grado de
atontamiento similar al logrado en el modelo a 30°C. El periodo de isquemia de no flujo que
cumpli6 con tal condicién fue de 20 minutos. Se estudiaron dos concentraciones de GST, 20 y 2
uM. La primera era la que habia demostrado efectos en estudios “ex vivo” (Ji y col., 2004a; Al-
Nakkash y col., 2009), y la segunda se eligié por haber sido reportada como la concentracion

plasmadtica obtenida en el consumo frecuente de este fitoestrégeno (Setchell, 1998).
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En esta serie de experimentos, luego de un periodo de estabilizacion de P y Ht, se aplic6 uno de
los siguientes protocolos de pretratamiento en cada grupo de corazones de rata previo a la isquemia
(Fig. 14 ):

1) Perfusion con C (25 min)

2) Perfusion con C + 20 pM GST (25 min)

3) Perfusién con C + 2 uM GST (25 min) (antes y después de la isquemia)

4) Perfusion con C + 0,05 uM Adrenalina (ADRE) (5 min), seguido de perfusién con C +
20 uM GST + 0,05 uM ADRE (20 min) (para generar la fosforilacién del canal de Ca** tipo L
provocando un aumento en la corriente de Ca®* en el miocito ventricular y asi oponernos a la
inhibicién generada por GST.

5) Perfusiéon con C + 0,05 uM ADRE (25 min)

6) Un grupo de corazones de ratas hembra fue perfundié con GST 20 uM antes y después
de la isquemia (para evaluar si los efectos ocurren solo en presencia de GST y se lavan).

Luego del pretratamiento todos los corazones fueron sometidos a 20 minutos de isquemia

global de no flujo (I) seguidos de 45 minutos de reperfusion (R) con Krebs-C.
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Fig. 14: Protocolos experimentales de I/R en el modelo de atontamiento a 37 °C y frecuencia de

estimulacion de 3 Hz realizados en corazones aislados de rata.

7.a.1.3. Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento severo:

En corazones de rata se gener6 un modelo de atontamiento severo a 37°C con un periodo de
isquemia mas prolongado (30 minutos), de manera de reducir ain méas la recuperacién contractil
postisquémica (ver fig. 15). En este modelo se evalué el efecto de una administracién
intraperitoneal (IP) de GST (5mg/Kg) 24 horas previas al experimento, este protocolo se realiz6 en
ambos géneros. La dosis IP de GST se eligié de previas publicaciones (Fatehi-Hassanabad y col.
1997; McClain y col. 2006; Gurkan Yazici y col., 2007; Jefferson y col., 2007). Para evaluar si los
efectos de la administracién IP de GST son mediados por su accién inhibidora de la via de las TK, a

un grupo de ratas H y otro de M se les administré 15 mg/Kg de OVN por via intraperitoneal 24 hs
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antes de la administracién de GST 5 mg/Kg. La dosis de OVN se eligié de publicaciones previas
(Roman y col., 1981; Hasegawa y col., 2003; Wang y col., 2013).

Ademds, con el fin de evaluar la participacién del RS en los efectos generados por la
administracién IP de 5 mg/Kg GST, en otra serie experimental y luego de transcurridas las 24 hs. de
la administracién IP, los corazones fueron sometidos a la isquemia de no flujo de 30 min y se
reperfundieron con la solucién Krebs conteniendo 36 mM de Na* y 10 mM de cafeina (K-caf-

36Na") durante 45 min (para evaluar los efectos de GST in vivo sobre la funcién del RS) (Fig. 15).

COMTON!

LASFIT I R

imacnosj

Fig. 15: Protocolo experimental de I/R a 37 °C realizados en corazones aislados de rata sometidos

a atontamiento severo con 30 minutos de isquemia.

7.a.2 Corazones de cobayo:

7.a.2.1 Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y

reperfusion a 30°C:

Dado que en el laboratorio se habia caracterizado el modelo de atontamiento por isquemia de

no flujo-reperfusiéon a una temperatura de 30°C con frecuencia espontdnea, se evaluaron los efectos
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de genisteina en dichas condiciones. Luego de un periodo de estabilizaciéon de aproximadamente 20
minutos con solucién de Krebs-C (C), se aplicé uno de los siguientes protocolos en cada grupo de
corazones de cobayo previo a la isquemia:

1) Perfusion con solucién C (20 min)

2) Perfusién con GST 20 uM (20 min)

Luego del pretratamiento todos los corazones fueron sometidos a 30 minutos de isquemia

global de no flujo (I) seguidos de 45 minutos de reperfusion (R) con Krebs-C (Fig. 16).

Krebs-c Krebs-c Krebs-C CONTROL
GST
e [T o (hembras)
Krebs-c Krebs-C G51
(machos)
Tiempo (min) 0 5 20 50 95

Fig.16: Protocolos experimentales del modelo de atontamiento por I/R a 30 °C realizados en

corazones aislados de cobayo.

7.a.2.2 Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo vy

reperfusion con pre condicionamiento isquémico.

Luego de un periodo de estabilizacion de aproximadamente 30 minutos con solucién de Krebs-
C (C), se aplic6 uno de los siguientes protocolos en cada grupo de corazones de cobayo previo a la
isquemia:

1) Perfusién con solucién C (15 min), seguido de isquemia global (3 min), y de perfusion

con solucién C (5 min).
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2) Perfusién con solucién C + GST 20 uM (15 min), seguido de isquemia global (3 min),
y perfusién con solucién C + GST 20 uM (5 min).

3) Perfusion con solucién C + GST 20 uM + 5-Hidroxidecanoato de sodio (5-HD) 100 uM
(15 min), seguido de isquemia global (3 min), perfusién con solucién C + GST 20 uM + 5-HD 100
UM (5 min) (para evaluar si la cardioproteccion se produce mediante la activacion de los mKarp).

Luego del pretratamiento todos los corazones fueron sometidos a 30 minutos de isquemia
global de no flujo (I) seguidos de 45 minutos de reperfusiéon (R) con Krebs-C. Para evaluar las

diferencias de género se dividieron en subgrupos de machos y hembras (ver fig. 17).

I
iempo{minj 0 5 1518 23

4]
[EY]
Vo]
x)

Fig. 17: Protocolos experimentales de I/R a 30 °C realizados en corazones aislados de cobayo

expuestos a un episodio de precondicionamiento (PC).

7.b. Modelo de atontamiento por hipoperfusion y reperfusion en corazones de rata:

Este modelo se realiz6 con perfusiéon del Krebs a 37°C y estimulacién eléctrica a frecuencia de
2 Hz. Se realizaron varias pruebas para determinar la duracion del periodo de isquemia que

permitiera la recuperacién de la contractilidad en alrededor de un 50 % en la reperfusién, de modo
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de obtener un modelo de atontamiento comparable a los anteriores, lo cual se logré con la reduccidén

del flujo a 1,2 ml/min durante 45 min.

7.b.1. Caracterizacion de la participacion de transportadores mitocondriales:

Dado que este modelo no estaba caracterizado en el laboratorio, iniciamos el estudio del rol
mitocondrial. Luego de un periodo de estabilizacién de aproximadamente 30 minutos con solucién
de Krebs-C (C), se aplicé uno de los siguientes protocolos en cada grupo de corazones de rata
previo a la isquemia:

1) Perfusion con solucién C (20 min)

2) Perfusién con solucién C + clonazepam (CLZ) 10 uM (20 min) (Para evaluar el rol del
NXCm en la disfuncién por HIP/R)

3) Perfusion con solucion C + (#-0xo) bis (trans-formatotetramine ruthenium) (RU360) 1
UM (5 min) (para evaluar la participacion del UCam en este modelo experimental)

4) Perfusion con solucién C + 5-HD 100 uM (20 min) (Para evaluar el rol del mKATP en
la disfuncién por HIP/R)

Luego del pretratamiento, se disminuy6 la velocidad de perfusion desde 6 ml/min a 1,2 ml/min

durante 45 min, seguidos de 45 minutos de reperfusion (R) con Krebs-C. (ver fig. 18).
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Fig. 18: Protocolos experimentales de HIP/R a 37°C realizados en corazones aislados de rata para

caracterizar el modelo de atontamiento.

7.b.2 Efectos de genisteina en el modelo de atontamiento por hipoperfusion y reperfusion:

Luego de un periodo de estabilizacién de aproximadamente 20 minutos con solucién de Krebs-
C (C), se aplic6 uno de los siguientes protocolos en cada grupo de corazones de rata previo a la
isquemia:

1) Perfusion con solucién C (20 min)

2) Perfusién con solucién C + GST 20 uM (20 min)

3) Perfusién con solucién C + (CLZ) 10 uM (5 min), seguido de perfusion con CLZ 10
uM + GST 20 uM (20 min)

4) Perfusién con soluciéon C + Cys-A 0,2 uM (5 min), luego Cys-A 0,2 uM + CLZ 10 uM
(5 min), seguido de perfusién con Cys-A 0,2 uM + CLZ 10 uM + GST 20 uM (20 min)

5) También se evalud el efecto de una administracion intraperitoneal de GST (5 mg/Kg)

24 horas previas al experimento. Este protocolo se realizé en corazones de ratas macho.
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Luego de estos pretratamientos, se disminuy6 la velocidad de perfusién desde 6 ml/min a 1,2
ml/min durante 45 min, seguidos de 45 minutos de reperfusiéon (R) con Krebs-C. Para evaluar las

diferencias de género se dividieron en subgrupos de machos y hembras (ver fig. 19).

Cys-A+GST +CiL

{HEMRBRAS)

Fig. 19: Protocolos experimentales de HIP/R a 37 °C realizados en corazones aislados de rata
para caracterizar los efectos de genisteina (GST) con el uso de clonazepam (CLZ) y ciclosporina-A

(Cys-A).

8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados fueron expresados como media + ESM (n= nimero de experimentos). En los
protocolos en que se compararon los efectos de mas de dos tratamientos a lo largo del periodo de
isquemia y/o reperfusion, se realizaron comparaciones multiples mediante ANOVA de dos vias
(variables: tratamiento y tiempo), seguidos por post-tests de Bonferroni para las varias
comparaciones pareadas. En casos de comparaciéon de dos tratamientos se empled el t-test de
Student, y en casos de comparaciones de multiples tratamientos con una sola variable se empleé el
ANOVA de una via. Se consideré diferencia significativa al nivel de P < 0.05. Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo usando el programa GraphPad Prism v. 4.0. Los resultados

estadisticos se presentan en cada figura y en cada tabla.
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RESULTADOS
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1) MODELQ DE ATONTAMIENTOQ POR ISQUEMIA DE NO FLUJO Y REPERFUSION:

1.a Corazones de rata:

l.a.1 Efectos de genisteina en el modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y

reperfusion a 30°C:

1l.a.1.1 Efectos de la perfusion de genisteina 20 uM previo a la I/R:

Cuando los corazones de rata perfundidos con solucién Krebs-C a 30°C se expusieron a un
corte global de la perfusién (isquemia de “no-flujo”, I) durante 45 minutos seguido de reperfusion
(R) con la solucién Krebs-C (grupo control) se manifesté una disfuncién caracterizada por
contractura diast6lica y reducida recuperacion contrictil. Este modelo de “corazén atontado” por
I/R fue adoptado en esta tesis para el estudio de los efectos de la Genisteina (GST). En la Fig. 20 se
muestra un registro tipico de la adquisicién A/D del periodo de I/R en un corazén aislado de rata,
apreciando las sefiales provenientes de la presion intraventricular LVP (convertida a mmHg) y del
flujo de calor liberado total (atin expresada en mV). Este dltimo serd convertido a Ht (en mW/g)
después de restarle las lineas de base del sistema vacio, con perfusion y sin perfusién, segin el
respectivo periodo del registro, y de multiplicarlo por los factores de calibracién respectivos,

descriptos en la seccién 3 de Materiales y Métodos.
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Fig. 20: Registro
experimental (adquisicion
A/D) de las seiiales
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En las Figs. 21 y 22 se muestran los valores absolutos de P y Ht a lo largo del protocolo y se
detallan los porcentajes de recuperacién de cada uno de estos pardmetros respecto de la condicién
pre-isquémica en Krebs-C al final del periodo de estabilizacion.

Otro grupo de corazones fueron tratados con GST 20 uM antes de la isquemia, durante este
periodo GST redujo la P desde 86.4 + 12.0 a 69.6 + 10.4 mmHg en corazones de rata macho (CRM)
(p=0.0247, n=17) y de 105.5 £ 10.0 a 83.5 + 9.6 mmHg (p= 0.0017, n= 16) en corazones de rata
hembra (CRH), sin cambios significativos en el flujo de calor total (Ht) (de 13.2 £ 0.8a 139+ 1.4
mW/g en CRM, y de 13.5 £ 0.7 a 12.7 £ 1.0 mW/g en CRH). Por lo tanto, GST generé una
tendencia a reducir la economia muscular total (P/Ht) de 8.0 £ 1.0 a 5.9 + 0.8 mmHg.mW/g (p=
0.0174) en CRM y de 8.0 + 0.9 a 6.8 + 0.8 mmHg.mW'g (p= 0.062) en CRH. Genisteina también
indujo un aumento en la velocidad de relajacién en CRH (-dP/dt)/P de +0.42 + 0.21 s (t= 1.94, n=
10, p<0.05), mientras que no generé cambios en CRM (0.02 £ 0.88 s-1, NS).

En las figs. 21 y 22 se observa que el tratamiento con GST 20 uM no cambié el
comportamiento de los corazones frente a la isquemia de no flujo (I), ya que P y Ht cayeron hasta
cero similarmente al grupo de corazones no tratados (control). Durante la reperfusiéon (R),
encontramos diferencias de género en los efectos de GST. Los CRM tratados con GST

desarrollaron una recuperacién contrictil postisquémica (RCPI) de 25,6 + 8,6 % de P inicial
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(P<0,001) a los 45 minutos de R, que es mas baja que el grupo de corazones no tratados (65,8 + 6,7
% de P inicial). En cambio, los CRH tratados con GST tuvieron una RCPI similar al grupo control

(62,5 = 10,66 % de P inicial, n=8) (fig. 21).

a) b)
GST ISQ REPERFUSION 120f GST ISQ  REPERABION
1204 B =& cortrol (=12)
== control (n=12) 1 i GSTCRM(=)
1 _ =i~ GST CRM(r=T7) a0l == GSTCRH(=8)
=— o} =%~ GST CRH(1=8)
= 801 o
O - 604
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20 204
o 04
0 5 75 10 125 0 - W
tierrpo (rin) tiermpo (iin)
2-nay ANOVA: por tratamiento: F=24,13, p<0.0001 2-nay ANOVA por tratarmiento; F=68,87, p<0.0001
por iermpo: F=40,73, p<0.0001 por tiempo: F=90,96, p<0.0001

Fig. 21: Valores absolutos de P (en mmHg) (a) y porcentajes respecto del P inicial (b) durante todo

el protocolo de I/R en corazones de rata de ambos sexos pretratados con GST 20 uM y sin
tratamiento (control) en un modelo de atontamiento a 30 °C. Se indican los resultados del ANOVA

de 2 vias y de las diferencias significativas por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control)

Simultaneamente, el gasto energético durante la reperfusion aumenté en corazones que habian
sido tratados con GST antes de I, similarmente en los CRM (123,4 + 13,8 % de Ht inicial, n=7) y en
los CRH (151,3+24,6 % de Ht inicial, n=8), pero mas alto que en el control (96,0+8,7 % de Ht
inicial, n=12) (fig. 22).

En consecuencia a la caida en P y al aumento en Ht, GST 20 uM redujo la economia muscular
total (P/Ht) durante la reperfusion, respecto al valor preisquémico. Sin embargo, la caida en P/Ht en
CRM (desde 7,8+1,4 hasta 1,8+0,7, n=7 mmHg.g/mW) fue superior que en los CRH (desde 8,1+0,9

hasta 3,8+0,9, n=8 mmHg.g/mW), y en ambos mayor que en el grupo control (desde 7,8+1,0 hasta
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6,4+1,5 mmHg.g/mW, n=12). Por lo tanto, al final de la reperfusion, tanto en CRM como en CRH

tratados con GST, P/Ht fue significativamente mds bajo que los corazones no tratados (Fig. 23).
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2-way ANOVA: por tratamiento: F=41,58, p<0.0001
por tiempo: F=25,43, p<0.0001

2:nay ANOVA por tratarriento F=47.52, p<0.0001
por tienpo: F=41.76, p<0.0001

Fig. 22: Valores absolutos de Ht (en mW/g) (a) y porcentajes respecto del Ht inicial (b)
durante todo el protocolo de I/R en corazones de rata de ambos sexos pretratados con GST 20 uM
o sin tratamiento (control) en un modelo de atontamiento a 30°C. Se indican los resultados del

ANOVA de 2 vias y de las diferencias significativas por el test de Bonferroni (¥*p<0.05 vs control).

124
GST ISQUEMA REPERFUSION

—&— contraol (n=12)
—i— GST CRM (n=7)
== GS5T CRH (n=8)

ECONOMIA
{P/Ht)

0 25 50 75 100 125
tiempo (min)
2-way ANOVA: por tratamiento. F= 25,19, p<0.0001
por tiempo: F=42 58, p<0.0001

Fig. 23: Valores de economia muscular total (P/Ht en mmHg.g/mW) durante todo el
protocolo de I/R en corazones de rata pretratados con GST 20 uM o sin tratar (control) en un
modelo de atontamiento a 30 °C. Se indican los resultados del ANOVA de 2 vias y de las diferencias

significativas por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

GST 20 uM también redujo la contractura diastdlica, mas en CRM que en CRH al final de la Iy

durante el comienzo de la R (Ver fig. 24).
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60+
50+ Il control (n=12)
40+ B GST CRM (n=7)

S0+
20+
104
0
-10-
-20=
-30-

B GST CRH (n=8)

ALVEDP

30 70 75 115
tiempo (min)
2-way ANOVA portratamiento F=7 188, P<0.005
portiempo:F=98230, P<0.0001

Fig. 24: Cambios en la presion diastolica (ALVEDP, en mmHg) respecto de su valor preisquémico
producidos a los 5y 45 minutos de la isquemia y a los 5 y 45 minutos de la reperfusion en los
protocolos de corazones tratados con GST 20 uM o sin tratar (control) en un modelo de
atontamiento a 30°C. Se indican los resultados del ANOVA de 2 vias y de las diferencias

significativas por el test de Bonferroni (¥p<0.05 vs control).

El pretratamiento con GST no modificé los tiempos de contraccién ni de relajacién de las
contracciones isovolimicas, ya sea individualmente o mostrados respectivamente como tpp=t.;+te
(tiempo a la presion pico) y tg= tr;+tr2 (tiempo de relajacion, en los periodos desde el inicio hasta la
maxima velocidad de relajacién y desde ésta hasta el final de la misma). Tampoco modificé las
velocidades normalizadas de contraccion y relajacién (+P/P y —P/P) ni la relacién IPt/P (Tabla 1).

Por lo tanto, los cambios en la integral presion-tiempo (IPt) se deben s6lo a los cambios de P.
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Tabla 1: Parametros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de reperfusion en los

corazones de rata controles (n=6) o pretratados con GST (CRH n=8; CRM n=7) expuestos a 45 minutos de

isquemia a 30°C.

1Pt IPt/P +P/P -P/P 1+t r1 + tr2
Grupo C:
C preisquémico 15,81+6,20 | 0,12+0,03 11,08+0,50 | -7,94+0,85 | 0,14+0,01 0,20+0,03
RS 7,83%1,96 0,19+0,02 10,80+2,46 | -7,05+1,47 | 0,130,004 0,29+0,04
R 25 10,99+3,94 | 0,16+0,03 9,76+1,82 -7,06+2,12 | 0,13+0,01 0,16+0,02
R 45 10,34+3,04 | 0,17+0,04 10,87+1,48 | -8,45+1,781| 0,13+0,01 0,21+0,03
Grupo C-GST (CRH):
C preisquémico 17,28+3,58 | 0,16+0,02 14,88+1,08 | -6,56+0,718| 0,12+0,014 0,24+0,01
C-GST-preisquem. 14,05+4,51 | 0,16+0,02 15,51+1,23 | -6,93+0,823 | 0,11+0,005 0,25+0,03
RS 3,80+1,08 0,25+0,08 9,31+2,98 -6,94+2,529| 0,11+0,04 0,12+0,04
R 25 7,2611,69 0,16x0,02 11,37+2,69 | -6,76+0,49 | 0,13%0,02 0,19+0,03
R 45 8,20+1,60 0,15£0,02 12,55+2,76 | -7,56%0,94 | 0,11+0,01 0,18+0,02
Grupo C-GST (CRM):
C preisquémico 21,86+5,62 | 0,21+0,05 15,49+0,73 | -6,86+0,73 | 0,12+0,01 0,28+0,01
C-GST-preisquem. 18,41+4,72 | 0,21+0,05 15,74+1,44 | -6,78+1,00 | 0,10+0,01 0,24+0,03
RS 4,13+2,95 0,14+0,06 7,33+3,17 -5,66+2,457| 0,07+0,03 0,11+0,05
R 25 3,06+1,38 0,15+0,02 13,58+1,31 | -8,87+1,113| 0,12+0,01 0,19+0,02
R 45 4,56%2,60 0,14+0,03 14,69+1,51 | -8,77+1,261| 0,16+0,03 0,23+0,02
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:| Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=0,4362, F=0,5617, F=2,501 F=0,3792 F=1,401 F=0,4280
P=0,6479, NS P=0,5725, NS P=0,0899, NS P=0,6859, NS. P=0,2532, NS. P= 0,6535, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F=7,629, F=0,3770, F=3,096 F=0,6258 F=1,165 F=2,847
P<0.0001 P=0,8244, NS. P=0,0214 P= 0,6458, NS. P=0,3340, NS. P=0,0301

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de los

valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

Las diferencias de género halladas para los efectos de GST hicieron suponer que actuaria en
mds de un mecanismo regulador de la homeostasis de Ca™, y que el grado de participacion de cada
mecanismo podria ser diferente segtn el género. Se evaluaron entonces varios mecanismos posibles

en los dos géneros.

1.a.1.2 Participacion de las tirosina-kinasas en los efectos de genisteina en CRH:

Para evaluar si los efectos de GST en corazones aislados de rata fueron generados por la

inhibicién de la via de las tirosinas kinasas (TK), se realizé un pretratamiento con 10 uM de
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ortovanadato de sodio (OVN). El OVN es capaz de inhibir selectivamente a las tirosinas fosfatasas
(TF) (Di Salvo y col., 1993), evitando la desfosforilacién de los residuos de tirosina. Este
mecanismo le permitiria al OVN oponerse a la hipotética inhibicién de las TK generada por GST.
Teniendo en cuenta las diferencias de género encontradas en los efectos de GST, se estudiaron los
efectos de OVN en los 2 subgrupos: machos y hembras.

En corazones de rata hembra (CRH), el agregado de OVN a GST no modificé
significativamente la RCPI en comparacién con el grupo pretratado solo con GST ( Fig. 25a). Los
efectos benéficos del agregado de OVN a GST aparecen sélo en la economia muscular (P/Ht) que
fue ligeramente aumentada al final de la reperfusién (Fig. 25c). El agregado de OVN a GST
tampoco modificé los efectos de ésta sobre la contractura distdlica (+ALVEDP) inducida en el ciclo
de I/R (Fig. 25d).

Para evaluar si la falta de efecto de GST en CRH se debe al lavado de GST durante la
reperfusion o si se contrarresta con otros efectos positivos, un grupo de corazones de rata hembra
fueron tratados con 20 pM de GST solamente durante la reperfusion. La fig. 25a muestra que la
presencia de GST so6lo durante R no afect6 significativamente la RCPI. A pesar de que GST redujo
el flujo de calor total (Ht) durante R, respecto al grupo tratado con GST previo a la isquemia, no
modificé la economia muscular (P/Ht, ver Fig. 25b y c). Esto sugiere que en CRH la presencia de
GST antes o después de la I mantiene la contractilidad y la economia muscular, posiblemente
activando otros mecanismos protectores que son menos importantes en CRM. Como el tratamiento
con OVN + GST no modificé los efectos de GST en CRH, se estima que tanto los mecanismos
negativos como los positivos de GST en CRH estarian mediados por la inhibicién de la via de las
TK.

El agregado de OVN a GST en CRH no modificé los tiempos de contraccién ni de relajacion

de las contracciones isovolumicas, ni las velocidades normalizadas de contraccion y relajacién
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(+P/P y —P/P). La presencia de GST en la reperfusiéon aumenté la relacion IPt/P respecto del grupo

pretratado con GST, debido a una tendencia a prolongar la segunda fase de la relajacién (Tabla 2).

GsT G2t
a) 2} b) o
GST+ OVN REPERFUSION 250_35T+ OVN 1sQ REPERFUSION
1204 —=—GST + OVN CRH (n=6) —=— GST + OVN CRH (n=6)

% PRESION

1004 —* GST CRH (n=8) 2004 —%— GST CRH (n=8)
504 —+— REP GST CRH (n=5) _— =+ REP con GST CRH (n=5)
60 s
< 100
404 =
36 504 ok K ok ox ok ok x
c

0
v 1

1 1 L) 1
25 50 75 100 125

llempa (mln)

. tiempo (min)
Twofway ANOVA por tratamiento: F=0,8698, P=0,4196, 2 -way ANOVA por tratamiento: F=51,85, P<0.0001,
por tiempo F=64,08, P<0.0001 por tlempo F=16,60, P<0.0001
c) r d)
et +ovn 15Q REPERFUSION
124
< 10
=
o= 8
2 ; g
& 2 101 = OVN + GST CRH (n=6)
2 -20- . GST CRH (n=8)
o =09 | mmm reperfusion GST CRH (n=5)
0 2% 5 B 10 15 o ) 70 75 15
TIEMPO (min) tiempo (min) )
Two-way ANOVA por tratarrento: F=4,004, P=0,0189, Two-way A_N(EVA por tratamiento: F0,009280, P=0,9908, ns;
por tierrpo: F=44,82, P<0.0001 por tiempo: F=14,60, P<0.0001

Fig. 25: Presion desarrollada (% del P preisquémico) (a), flujo de calor total liberado (% del Ht
preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) y contractura diastélica (ALVEDP) (d) en
corazones de rata hembra expuestos a I/R y tratados en el periodo previo a la isquemia con GST 20 uM o
GST 20 uM +OVN 10 uM, o tratados solamente durante la reperfusion con GST 20 uM. Se indican los

resultados del ANOVA de 2 vias y de las diferencias segiin el test de Bonferroni (*p<0.05 vs GST hembras).
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Tabla 2: Parametros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de reperfusion en los

corazones de rata hembra pretratados con GST (n=8), GST + OVN (n=6) o con GST durante la reperfusion

(n=7), expuestos a 45 minutos de isquemia a 30°C.

1Pt IPt/P +P/P -P/P 1+t trR1+ trR2

Grupo C-GST (CRH):
C preisquémico 17,28+3,58 | 0,16%0,02 14,88+1,08 | -6,56+0,718 | 0,120,014 | 0,24+0,01
C-GST-preisquem. 14,05+4,51 | 0,1610,02 15,51+1,23 | -6,93+0,823 | 0,110,005 | 0,25+0,03
RS 3,80+1,08 0,25+0,08 9,31+2,98 -6,94+2,529| 0,11+0,04 0,12+0,04
R 25 7,261,69 0,16+0,02 11,37+2,69 | -6,76+0,49 | 0,13+0,02 0,19+0,03
R 45 8,20+1,60 0,15+0,02 12,55+2,76 | -7,56+0,94 | 0,11+0,01 0,18+0,02
Grupo C-GST+OVN (CRH):
C preisquémico 18,68+3,88 | 0,18+0,01 17,81+0,58 | -7,27+1,18 | 0,11+0,005 | 0,28+0,03
C-GST+OVN-preisquem. 12,61+3,25 | 0,14+0,01 16,99+0,70 | -8,32+1,03 | 0,10+0,01 0,22+0,02
RS 1,79+0,52 0,16+0,03 12,34+1,96 | -10,01+0,94 | 0,13+0,02 0,26+0,07
R 25 4,50+0,67 0,13+0,01 15,82+0,70 | -9,89+0,75 | 0,12+0,02 0,18+0,01
R 45 6,06+0,78 0,13+0,01 16,18+0,43 | -9,75+0,69 | 0,11+0,01 0,18+0,01
Grupo C-R GST (CRH):
C preisquémico 20,45+3,31 | 0,25+0,05 12,70+1,34 | -6,23+0,75 | 0,15+0,01 0,29+0,03
C preisquémico 20,81+3,63 | 0,26+0,05 12,05+1,80 | -6,39+0,91 | 0,16+0,02 0,29+0,04
R5 2,40+0,82 0,32+0,10 13,23+1,28 | -9,96+1,81 | 0,15+0,02 0,27+0,03
R 25 6,23+0,82 0,20+0,05 12,05+£1,05 | -7,27+0,59 | 0,15+0,01 0,30+0,05
R 45 5,81+1,15 0,29+0,08 12,13+1,41 | -7,88+0,703 | 0,15+0,01 0,26+0,03
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:| Por tratamiento: | Por tratamiento:

F= 0,9099 F=7,916 F=6,639 F= 5,417 F=7,349 F=6,534

P=0,4067, NS P=0,0007 P<0.05 P <0.05 P <0.05 P <0.05

Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:

F=19,69 F=0,3578 F=2,141 F=2,160 F=0,2216 F=1,648

P<0.0001 P=0,8380, NS P=0,0849, NS P= 0,0826, NS P=0,9255, NS. P=0,1721, NS.

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de los
valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs GST (CRH)).

1.a.1.3 Participacion de las tirosina-kinasas en los efectos de genisteina en CRM:

Durante la perfusion con OVN 10 uM de los corazones de rata macho (CRM) previo a la

isquemia no hubo cambios significativos en P, pero con OVN+GST se previno el inotropismo

negativo generado por GST 20 uM antes de la isquemia. Ademads, la perfusiéon de OVN+GST

mejord la RCPI que era reducida por el tratamiento con GST sola (ver fig. 26a). Al final de la R los

corazones tratados con OVN + GST recuperaron hasta el 67.1 + 11.6 % de la P inicial, similar a los

corazones control (65.8 + 6.7%), y a aquellos tratados s6lo con OVN (42.9 + 5.5%), siendo todas

1/




estas RCPI mayores que la de los CRM tratados solo con GST (25.5 + 8.6%). El flujo de calor total
fue reducido con el agregado de OVN a GST antes de la I, pero no se encontraron diferencias
durante el periodo de I/R (Fig. 26b), con correlato en la economia muscular total (P/Ht) (Fig. 26¢).

El agregado de OVN a GST en CRM no modificé los tiempos de contraccién ni de
relajacion de las contracciones isovolumicas, ni modificé las velocidades normalizadas de
contraccién y relajacion (+P/P y —P/P), o la relacion IPt/P (Tabla 3).

Considerando que GST reducia la RCPI en CRM, el efecto protector mds importante seria la
prevencion de la contractura diastélica durante la I/R, y es interesante que OVN inhibié en parte
ambos efectos (ver fig. 26d). Estos resultados sugieren que en CRM, los efectos negativos de GST
son mediados a través de la inhibicién de la via de la TK, y podrian relacionarse con la inhibicién

del influjo de Ca**.
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Fig. 26: Efectos de GST, OVN o GST+OVN sobre la mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico)
(a) y el flujo de calor total liberado (% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), sobre la economia muscular
(P/Ht) (C) y sobre la contractura diastolica (ALVEDP) (d) en corazones de rata macho expuestos a

isquemia global y reperfusion (I/R). Se indican los resultados del ANOVA de 2 vias y de las diferencias

significativas por el test de Bonferroni (¥p<0.05 vs GST CRM).
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Tabla 3: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata macho pretratados con GST (n=7), GST + OVN (n=3) o con

OVN (n=6), expuestos a 45 minutos de isquemia a 30°C.

1Pt 1Pt /P +P/P -P/P i1+t trR1+ trR2
Grupo C-GST (CRM);
C preisquémico 21,86+5,62 | 0,24+0,04 | 15,49+0,73 | -6,86+0,73 | 0,12+0,01 | 0,28+0,01
C-GST-preisquemico | 18,41+4,72 | 0,240,04 | 15,74+1,44 | -6,78+1,00 | 0,10+0,01 | 0,24+0,03
RS 4,13+2,95 | 0,09+0,04 | 7,33+3,17 | -5,66+2,46 | 0,07+0,03 | 0,11+0,05
R 25 3,06+1,38 | 0,18£0,01 | 13,58+1,31 | -8,87+1,11 | 0,12+0,01 | 0,19+0,02
R 45 4,56+2,60 | 0,18+0,01 | 14,69+1,51 | -8,77+1,26 | 0,16%0,03 | 0,23+0,02
Grupo C-OVN (CRM)
C preisquémico 15,80+2,70 | 0,36+0,1 | 10,63+0,93 | -6,51+1,03 | 0,15+0,02 | 0,26+0,02
C-GST+OVN- 14,62+3,96 | 0,47+0,2 | 10,22+1,15 | -6,65+0,65 | 0,15+0,02 | 0,24+0,04
preisquemico
RS 2,89+0,74 | 0,49+0,23 | 11,80+1,35 | -8,50+1,46 | 0,15£0,02 | 0,24+0,04
R 25 5,05+2,06 | 0,27+0,14 | 11,05+1,76 | -8,42+1,06 | 0,13+0,02 | 0,19+0,03
R 45 4,15+1,65 | 0,29+0,15 | 12,16+2,32 | -8,36+1,06 | 0,14+0,02 | 0,19+0,03
Grupo C-GST+OVN
(CRM):
C preisquémico 15,14+7,24 | 0,15+0,04 | 13,95+1,59 | -7,55+1,49 | 0,15%0,02 | 0,20+0,02
C preisquémico 21,75+10,20| 0,17+0,04 | 13,02+1,84 | -7,15+1,52 | 0,14+0,02 | 0,20+0,04
RS 6,05+4,22 | 0,14+0,04 | 10,37+2,45 | -8,60+1,49 | 0,14+0,03 | 0,19+0,04
R 25 8,67+4,29 | 0,12+0,04 | 13,22+2,76 | -9,45+2,39 | 0,15+0,01 | 0,20+0,02
R 45 9,36+4,65 | 0,12+0,04 | 12,25+2,69 | -8,97+2,55 | 0,14+0,02 | 0,15%0,03
ANOVA Por tratamiento:| Por tratamient| Por tratamiento:| Por tratamiento:| Por tratamient| Por tratamiento
F= 0,7194 F= 6,367 F=2,033 F=0,5096 F=3,019 F=1,360
P=0,4921, NS. P=0,0033 P=0,1414, NS. P =0,6038, NS P =0,0573,NS.| P=0,2653, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 7,081 F= 0,6374 F=1,548 F=1,361 F=0,4525 F=2,142
P= 0,0001 P= 0,6380, NS | P=0,2024, NS P= 0,2604,NS | P=0,7701,NS.| P=0,0881, NS.

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de los
valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs GST (CRM)).

1.a.1.4 Participacion del dxido nitrico (NO) en los efectos de genisteina en CRH:

La unién de los esteroides sexuales a su receptor, no sélo modifica la expresidén genética sino
que también genera acciones mds rdpidas, como la activacion de diferentes intermediarios en vias
metabdlicas, llevando a un aumento en la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Fukumoto y

col., 2013), como consecuencia de la activacién de la via fosfatidil inositol 3 kinasa/AKT
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(PI3K/AKT) (Murphy y col., 2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes se evaludé si las
diferencias de género encontradas en los efectos de GST se deben a la estimulacién de la sintesis de
6xido nitrico (NO) en CRH. Para ello un grupo experimental fue tratado con L-NAME 30 uM +
GST 20 uM para comparar los efectos con el grupo tratado solamente con GST.

En esta serie de experimentos se observd que L-NAME evité el inotropismo negativo
producido por GST antes de la I, y aceleré la RCPI durante la R sin diferencias en la RCPI al final
de la misma, comparado con el grupo tratado con GST (Fig. 27 a). A pesar de que se encontrd una
disminucién en el gasto energético en el grupo tratado con L-NAME + GST (Ht inicial de 13.7 +
3.2 mW/g) al final de la reperfusion (Fig. 27b), ésta siguidé a la tendencia de P, y no hubo
diferencias significativas en la economia muscular (ver fig. 27¢) ni en la contractura diast6lica (ver
fig. 27d). Tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos de GST y L-NAME+GST en la
relacion IPt/P (ANOVA de 2 vias por tratamiento: F= 0,6454, p=0.42) ni en las velocidades
relativas +P/P (ANOVA de 2 vias por tratamiento: F= 0,18, p=0.67). Pero la —P/P result6 levemente
mas alta en el grupo de L-NAME + GST (ANOVA de 2 vias por tratamiento: F= 5,25, p=0.026).

Estos resultados sugieren que la producciéon de NO jugaria en rol menor en los efectos

postisquémicos de GST, participando en el inotropismo negativo previo a la isquemia.
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tiempo (min)

2-way ANOVA por tratamiento F=0,05421, P=0,8170, ns,
por tiempo: F=12,03, P<0.0001

TIEMPO (min)

Two-way ANOVA por tratamiento: F=3,577, P=0,0595, ns
por tiempo: F=18,77, P<0.0001
Fig. 27: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (c)y contractura diastolica (ALVEDP)
(d) en corazones de rata hembra (CRH) tratados con GST 20 uM o L-NAME 30 uM + GST 20 uM antes de
ser expuestos a isquemia global y a reperfusion con Krebs-C (I/R). Se indican los resultados del ANOVA de

2 vias y de las diferencias significativas por el test de Bonferroni (¥*p<0.05 vs GST).

1l.a.1.5 Efectos de genisteina y de orto-vanadato sobre el contenido de Cd** sarcorreticular:

Para evaluar si los efectos inotropicos negativos de GST y su reversion con OVN en CRM
fueron generados por cambios en el contenido de Ca®* del RS, se realizaron experimentos en los
cuales luego del tratamiento y del periodo de isquemia, se reperfundieron los corazones con Sc.

Krebs conteniendo 10 mM de cafeina (para liberar el Ca®* desde el RS) y 36 mM de Na* (para
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evitar la salida de Ca®* por el NXC-SL). Con este protocolo la reperfusién genera una contractura y

un aumento en el flujo de calor liberado (ver fig. 28).

08/05/2014 2:07.22,08 pum.
H

LVP
(mmHg)
\\“
Ht
(mV)
prr==

Fage 1 of 1

Fig. 28: Registro experimental simultdneo (adquisicion analogico/digital) de las sefiales provenientes de la
presion intraventricular (LVP en mmHg, rojo) y del flujo de calor total liberado (Ht en mV, azul) del
corazon aislado de rata tratado con GST y sometido a 45 minutos de isquemia global de no-flujo seguido de
45 minutos de reperfusion con Sc. Krebs conteniendo 10 mM de cafeina y 36 mM de Na*. No se puede

visualizar en el registro el inicio de la reperfusion, debido a su alta frecuencia de muestreo.

Por otra parte, la falta de efecto de GST en CRH sugiri6 la accidon sobre un mecanismo positivo
que podria contrarrestar el inotropismo negativo visto en CRM, y se hipotetizé que podria ser el
aumento de la liberacién de Ca** desde el RS al citosol. Se efectud entonces el mismo protocolo de
reperfusién con Krebs-10 mM cafeina-36 mM Ca** para evaluar si estaba afectado el contenido de

Ca’" del RS o su liberacién.
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Las fig. 29a y 30a, muestran que GST redujo la velocidad de relajacién de la contractura
dependiente de cafeina, tanto en CRM como en CRH. Se calculd la constante (k) de la caida
exponencial de la contractura durante la reperfusion, las cuales fueron de -0.0260 = 0.0120, de -
0.0055 = 0.0018 y -0.0122+ 0.003 min™ para los grupos control, GST-CRH y GST+CRM
respectivamente (comparacién no paramétrica de Kruskal-Wallis: p=0.05). En esta condicién de
estimulacién del RS en ausencia de eflujo de Ca** por el NXC-SL el tnico transportador capaz de
quitar Ca** del citosol es el uniporter de Ca®>* mitocondrial (UCam). Estos resultados sugieren que
GST reduciria el transporte de Ca’* desde el citosol hacia las mitocondrias por el UCam.

En la fig. 29a, también se observa que la contractura inducida por cafeina (ALVP) en CRM fue
levemente mds baja en el grupo de GST que en los grupos control y OVN+GST. Ademds se
observé un aumento en el gasto energético (Ht) para el grupo de OVN+GST (Fig. 29b). La Fig. 29¢
muestra que no hubo diferencias en el drea bajo la curva de la contractura en la reperfusidn,
calculada sobre la linea de base de la isquemia (ABC-ALVP). En cambio, la Fig. 29d muestra que
el 4drea bajo la curva de Ht respecto del nivel preisquémico (ABC-AHt) fue significativamente mas
alto para el grupo de OVN+GST que para los grupos control y GST (ANOVA: F= 13,43,
p<0.0001). Estos resultados sugieren que GST tiende a reducir la liberacién inicial de Ca** del RS
pero no su contenido, y OVN, al oponerse a su accién inhibidora de la via de TK, aumenta el gasto

energético probablemente asociado al aumento de la liberacién de Ca* desde el RS.
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Fig. 29: Efectos de 20 uM de GST en ausencia y presencia de 10 uM de OVN agregados antes de
la isquemia en CRM y reperfundidos con solucion Krebs conteniendo 10 mM de cafeina-36 mM de
de Na*,en comparacion con un grupo de corazones no tratados antes de la I/R. En a) cambios en
LVP medido sobre la condicion preisquémica (en mmHg), b) flujo de calor total (Ht en mW/g), c)

Area debajo de la curva de la contractura en la reperfusion (ABC-ALVP) y d) drea bajo la curva de

Ht en la reperfusion (ABC-AH?t).

En CRH tampoco hubo cambios en el ABC-ALVP en el grupo GST versus control (Fig 30 a'y
¢), aunque GST potencid la contractura diastdlica durante la isquemia. Considerando que, durante la
reperfusion, el NXC-SL se encuentra inhibido por el bajo contenido de Na® en la sc. Krebs y la
recaptacién de Ca™ por el RS se mantiene compensada por la liberacién sostenida, los dos tinicos

. , .. Y 2
mecanismos que podrian participar en la relajacién de esta contractura son la Ca”"ATPasa
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sarcolemal y el uniporter de Ca®* mitocondrial (UCam). Por lo tanto evaluamos si al menos parte
del mecanismo de inotropismo positivo de GST en CRH (que balancea al negativo visto en CRM)
era debido a una inhibicién de la captacion mitocondrial por el UCam. Para poner a prueba esta
hipdtesis se pretrataron los corazones con GST junto con piruvato de sodio (PIR) 10 mM, un
sustrato aerébico que estimula la captacion del UCam (Mallet 2005; Bonazzola y col. 2014). La fig.
30 (a y b) muestra que PIR redujo la contractura isquémica exacerbada por GST ,y generd un
aumento en el gasto energético durante la R, pero no modificé el ABC-ALVP (Fig. 30c). El ABC-
AHt fue significativamente mds alta para el grupo PIR+GST que para el grupo tratado con GST o el
grupo control, los cuales no fueron diferentes entre si (Fig. 30d). Estos resultados sugieren que la

contractura diastélica podria ser inducida por la inhibicién del UCam generada por GST.
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Fig. 30: Efectos de 20 uM de GST en ausencia y presencia de 10 mM de PIR agregados antes y
durante la isquemia en CRH y reperfundidos con solucion Krebs conteniendo 10 mM de cafeina-36
mM de de Na*, en comparacién con el grupo sin tratamiento previo a la I/R (control). En a)
cambios en LVP medido sobre la condicion preisquémica (en mmHg), b) flujo de calor total (Ht en
mW/g), c) drea debajo de la curva de contractura en la reperfusion (ABC-ALVP) y d) drea bajo la
curva de Ht en la reperfusion (ABC-AHt).
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l.a.2. Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y

reperfusion a 37°C:

Teniendo en cuenta los resultados encontrados en rata a 30°C se hipotetizd la existencia de un
mecanismo preventivo positivo de GST en CRH que compense el efecto negativo sobre RCPI
predominante en CRM. Para ponerlos en evidencia se intentd desbalancear ambos tipos de efectos
evaluando la presencia de GST durante todo el periodo de I/R en la condicién mas fisiolégica de 37
°C. Es conocido que la temperatura afecta mds las velocidades de mecanismos de transporte
facilitado (como la SERCA y el NXC-SL) que la cinética de los canales i6nicos a los cuales GST

inhibe.

1.a.2.1 Efectos de genisteina 20 uM durante todo el periodo I/R en CRH:

Como se muestra en la Fig. 31a, en este modelo de atontamiento a 37°C con 20 minutos de
isquemia, el grupo control (P inicial 79,0 + 8,7 mmHg) recuperé durante la reperfusion hasta el
67,9 £ 4,3 % de la P inicial. El tratamiento con GST (P inicial de 75.0 + 8.1 mmHg) recuperé mas
lentamente que el control, pero similarmente al final de R (52.6 £ 9.2 %, NS). En la energética, el
grupo control (con Ht inicial de 20,2 + 1,5 mW/g), recuper6 hasta el 79,3 + 7,2 % del inicial. Pero
el tratamiento con GST (Ht inicial de 16,4 £ 1.4 mW/g) redujo el gasto energético durante R
(recuperando hasta el 44.6 = 6.2 %) (Fig. 31 b). Por lo tanto, el pretratamiento con GST aument6 la
economia (P/Ht) durante R, llegando a 5.5 + 1.0 mmHg.g/mW a los 45 minutos, el cual es mayor
que en el grupo control (3,2+0,5 mmHg.g/mW) (Fig. 31 c).

Sin embargo, la Fig. 31d muestra que GST indujo un aumento de la contractura diastélica
durante la I, que se mantuvo alto durante la R (ALVEDP) . En la tabla 4 se observa que GST

aceler¢ la velocidad normalizada de relajacion (—P/P) de las contracciones durante R, sin modificar
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significativamente los tiempos de contraccidn ni de relajacion de las contracciones isovolimicas, el

cociente IPt/P ni la velocidad normalizada de contraccion (+P/P).
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Fig. 31: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor
total liberado (% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (c) contractura
diastolica (ALVEDP) (d), cambios porcentuales en la —(dP/dt)/P respecto al inicio en corazones de
rata hembra (CRH), tratados con GST 20 uM antes de la isquemia global y durante la reperfusion
(I/R) en el modelo de atontamiento a 37°C. Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de

los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs control
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Tabla 4: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones controles (n=11) o CRH tratados con GST 20 uM (antes de la

isquemia y durante la reperfusion) (n=9), expuestos a 20 minutos de isquemia a 37°C.

1Pt IPt/P +P/P -P/P te1 + te2 tr1 + tr2
Grupo C (CRH):
C preisquémico 16,41+2,93 | 0,18+0,02 16,29+1,67 | -8,64+1,26 | 0,17+0,01 0,16%0,01
C- preisquemico 16,46+2,91 | 0,12+0,01 15,98+1,70 | -8,56+1,25 | 0,17+0,01 0,16%0,01
R5 4,10+1,01 0,10+0,02 9,91+2,20 -5,87+1,83 | 0,175+0,01 | 0,15+0,01
R 25 5,76%1,20 0,11+0,02 13,40+2,98 | -6,88+1,58 | 0,16+0,01 0,16%0,01
R 45 6,15+1,44 0,13+0,02 15,66+3,81 | -7,99+1,48 | 0,15+0,01 0,17+0,01
Grupo C-GST-
-R-GST (CRH):
C preisquémico 14,73+1,21 | 0,12+0,01 14,85+0,98 | -11,38+0,64 | 0,13+0,01 0,17+0,01
C-GST preisquemico | 13,07+1,89 | 0,11+0,01 15,44+0,89 | -12,34+0,87 | 0,12+0,01 0,1610,01
RS 4,78+0,97 0,11+0,01 15,354+0,81 | -13,84+1,25% 0,14+0,02 0,14+0,01
R 25 8,5811,26 0,11+0,01 14,6940,85 | -13,29+1,03% 0,13+0,01 0,14+0,01
R 45 6,70%1,22 0,11+0,01 15,9740,95 | -14,18+1,22% 0,13+0,01 0,13+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: [ Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F= 0,03019 F= 1,916 F=0,5512 F= 40,27 F=14,92 F=3,701
P=0,8625, NS. P=0,1701, NS. P=0,4598, NS. P<0.0001 P=0,0002 P =0,0576, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 15,43 F= 2,232 F= 0,8149 F= 0,2637 F= 0,6945 F= 1,532
P<0.0001 P=0,0728, NS. P=0,5190, NS. P= 0,9005, NS. P= 0,5977, NS. P= 0,1998, NS.

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 2 condiciones experimentales, y

de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

Los resultados indican que la perfusion de GST 20 uM en CRH a 37°C no mejord el

atontamiento, y empeor6 la contractura diastélica. S6lo mejord la energética, quizds por estar en

condiciones mas 6ptimas de temperatura para el metabolismo.
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1.a.2.2 Efectos de genisteina 2 uM durante todo el periodo I/R :

Para evaluar si los efectos de GST podrian depender de la concentracién utilizada, se
perfundieron los corazones aislados de rata con Sc. Krebs conteniendo 2 uM de GST antes de la
isquemia y durante la reperfusion, este protocolo se realizé tanto en machos como en hembras para
observar si existen diferencias de género. Se eligi6 esta concentracion por haber sido reportada
como la concentracion plasmatica obtenida en el consumo frecuente de este fitoestrogeno (Setchell,
1998).

En estas condiciones (P inicial = 77,0 + 13,1 y 88,1 £+ 7,6 mmHg para CRH y CRM
respectivamente) GST 2 uM también lentificé la recuperacidon contréctil pero finalmente alcanzé
similar RCPI al final de R que el grupo control (Fig. 32a). Se observa que GST (Ht inicial de 18,9 +
2,1y 22,3 + 2,1 mW/g para CRH y CRM respectivamente) demor6 la recuperacién energética
recuperando ambos el mismo grado que el grupo control (ver fig. 32 b). Por lo tanto, GST a 2 uM
no modificé la economia en ninguno de los géneros (fig. 32 c). Sin embargo, al igual que a mayor
concentracion, GST a 2 uyM aumentd la contractura diastélica al final de I y el inicio de R en

comparacion con el grupo control (Fig 32d).
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Two-way ANOVA por tratamiento: F=10,97, P<0.0001
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Bonfemroni posttests: P<0.001 vs control

Fig. 32: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastolica (ALVEDP)
(d), cambios porcentuales en la -(dP/dt)/P respecto al inicio, en corazones de rata hembra (CRH) tratados
con GST 2 uM amtes de la isquemia global y la reperfusion (I/R) en el modelo de atontamiento a 37°C. Se

muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs control.
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A esta baja concentraciéon de 2 uM, GST también aumentd la velocidad normalizada de
relajacion (—P/P) de las contracciones durante R, y redujo los tiempos de contraccion y de relajacién
de las contracciones isovolimicas, pero no modificé la velocidad normalizada de contraccién

(+P/P), ni la relacién IPt/P (ver tabla 5).

Tabla 5: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata tratados con GST 2 uM (antes de la isquemia y durante la

reperfusion), expuestos a 20 minutos de isquemia a 37°C.

1Pt 1Pt /P +P/P -P/P 1+ teo tr1 + tr2
Grupo C:
C preisquémico 16,41+2,93 | 0,18+0,02 16,29+1,67 | -8,64+1,26 | 0,17+0,01 0,16+0,01
C- preisquemico 16,46+2,92 | 0,12+0,01 15,98+1,70 | -8,56+1,25 | 0,17+0,01 0,16+0,01
R5 4,10+1,01 | 0,10+0,02 9,91+2,20 -5,87+1,83 | 0,175+0,01 | 0,15+0,01
R 25 5,76+1,20 | 0,11+0,02 13,40+2,98 | -6,88+1,58 | 0,16+0,01 0,16+0,01
R 45 6,15+1,44 | 0,13+0,02 15,66+3,81 | -7,99+1,48 | 0,15+0,01 0,17+0,01
Grupo C-GST
2uM (CRH):
C preisquémico 16,27+1,90 | 0,11+0,01 14,91+0,18 | -13,06%0,71 | 0,18+0,01 0,15+0,01
C-GST preisquemico | 14,53+1,72 | 0,11+0,01 14,75+0,25 | -12,66%0,72 | 0,18+0,01 0,15+0,01
RS 5,02+0,58 | 0,12+0,01 15,04+0,36 | -14,95+0,89% 0,15+0,03 0,12+0,01
R 25 12,54+2,23 | 0,11+0,01 14,53+0,22 | -13,40+0,67% 0,1940,01 0,14+0,01
R 45 10,67+1,93 | 0,11+0,01 15,24+0,31 | -13,71+0,70% 0,1940,02 0,14+0,01
Grupo C-GST 2 uM
(CRM):
C preisquémico 15,01+1,06 | 0,10%0,01 17,27+1,76 | -14,44%1,27 | 0,12+0,02 0,14+0,02
C-GST preisquemico | 15,12+1,64 | 0,100,01 17,13+1,62 | -14,02%1,14 | 0,1310,02 0,14+0,02
RS 6,83+1,07 | 0,10+0,01 16,97+1,62 | -14,85+1,04% 0,14+0,02 0,12+0,01
R 25 9,65+1,82 | 0,10+0,01 17,82+1,75 | -14,98+1,11% 0,13+0,02 0,12+0,01
R 45 7,34+1,03 | 0,10+0,01 18,23+1,80 | -15,36+1,22% 0,12+0,02 0,12+0,01
ANOVA Por tratamiento:| Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F= 1,314 F= 3,078 F=2,493 F=41,38 F=8,304 F=8,368
P= 10,2733, NS. P=0,0509, NS. P=0,0878, NS P<0.0001 P=0,0005 P =0,0004
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 14,72 F=0,9243 F= 14,72 F= 0,08811 F=0,2270 F= 1,245
P<0.0001 P=0,4535, NS P<0.0001 P=0,9860, NS P=0,9227, NS P=0,2969, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de los
valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).
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1.a.2.3 Efectos de genisteina 20 uM perfundida previo a la isquemia:

Para evaluar si los efectos de GST en el modelo de atontamiento a 37°C se producian durante la
I, 1a R 0 ambos, en otra serie de experimentos, se evaluaron los efectos del tratamiento con GST 20
UM agregada tinicamente antes del periodo isquémico, y permaneciendo en contacto durante éste.

En la fig. 33a se observa que GST redujo el inotropismo previo a la I, mds en CRM que en
CRH, pero no modific6 la RCPI en ninguno de los dos géneros. Hubo una tendencia a aumentar el
gasto energético durante la reperfusion en CRH (Fig. 33b), que generé una reduccién de la
economia muscular total (P/Ht) respecto del grupo control (Fig. 33c). Ademds, GST aument6 la
contractura muscular en CRM durante la isquemia y en ambos sexos en los primeros minutos de la
reperfusion (Fig 33d).

Al igual que ocurria cuando se trataba con GST durante todo el periodo de I/R, el
pretratamiento con GST 20 uM aumenté la velocidad normalizada de relajacion (—P/P) de las
contracciones durante R y redujo los tiempos de contraccion y de relajacion de las contracciones

isovolumicas (ver tabla 6).
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Two-way ANOVA por tratamiento: F=15,27, P<0.0001
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Bonferroni posttests P<0.01 vs control

Fig. 33: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastolica (ALVEDP
(d), cambios porcentuales en la —(dP/dt)/P respecto al inicio en corazones de rata hembra (CRH) y macho
(CRM), tratados con GST 20 uM previamente al periodo de isquemia en el modelo de atontamiento a
37°C. Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs

control.
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Tabla 6: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de rata controles (n=11) o pretratados con GST (CRH n=6; CRM

n=3§8), expuestos a 20 min de isquemia a 37°C.

IPt IPt/P +P/P -pP/p te1 + 2 tr1 + tr2
Grupo C:
C preisquémico 16,41+2,93 | 0,18+0,02 16,29+1,67 | -8,64+1,26 | 0,17+0,01 0,16+0,01
C- preisquemico 16,46+2,92 | 0,12+0,01 15,98+1,70 | -8,56+1,25 | 0,17+0,01 0,16+0,01
RS 4,10+1,01 0,10+0,02 9,91+2,20 -5,87+1,83 | 0,175+0,01 | 0,15+0,01
R 25 5,76%1,20 0,11+0,02 13,40+2,98 | -6,88+1,58 | 0,16%0,01 0,16+0,01
R 45 6,15+1,44 0,13+0,02 15,66+3,81 | -7,99+1,48 | 0,15%0,01 0,17+0,01
Grupo C-GST 20 uM|
(CRH):
C preisquémico 14,60+0,76 | 0,13+0,01 14,71+0,69 | -10,72+0,48 | 0,15+0,01 0,19+0,01
C-GST preisquemico | 11,05+0,80 | 0,13+0,01 14,96+0,66 | -10,75+0,61 | 0,15+0,01 0,19+0,01
RS 4,85+1,02 0,12+0,01 14,00£0,59 | -11,92+1,02% 0,16+0,02 0,16%0,01
R 25 9,51+1,50 0,12+0,01 14,40+0,81 | -11,24+0,81 | 0,16+0,02 0,16%0,01
R 45 9,91+1,63 0,13+0,01 15,21+1,00 | -10,85+0,97 | 0,16+0,01 0,18+0,01
Grupo C-GST 20 uM|
(CRM):
C preisquémico 17,20£1,20 | 0,10+0,01* | 16,67£1,24 | -13,84+1,58 | 0,12+0,01 0,15+0,02
C-GST preisquemico | 11,06+1,58 | 0,11+0,01 16,21+1,10 | -14,10+1,42%4 0,13£0,01 0,14+0,02
RS 3,97+0,76 0,10+0,01 16,97£1,76 | -14,71+1,28% 0,13£0,02 0,13+0,01
R 25 5,73+1,04 0,10+0,01 17,11#1,31 | -15,19+#1,43% 0,14+0,01 0,13+0,01
R 45 4,52+0,72 0,10+0,01 17,57£1,52 | -15,81+1,57% 0,14+0,01 0,13+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F= 0,9494 F= 3,686 F=2,202 F=33,88 F=6,051 F= 8,808
P=0,3901, NS. P=0,0285. P=0,1154, NS. P<0.0001 P=0,0032 P =0,0003
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 20,88 F= 1,329 F= 0,6109 F= 0,08929 F= 0,1267 F= 1,217
P<0.0001 P=0,2644 P= 0,6556, NS P=0,9856, NS P= 0,9725, NS P=0,3076, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de los

valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).
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1.a.2.4 Influencia de la estimulacion adrenérgica sobre los efectos de genisteina en corazones

de rata_hembra:

Debido a que en corazones de rata macho a 30°C, GST reducia la RCPI y este efecto no fue
observado a 37°C, hipotetizamos que la temperatura cambiaria el balance de efectos de GST entre
la inhibicién de la corriente de Ca®* L y los mecanismos sarcorreticulares. Consideramos que “in
vivo” hay una importante accién adrenérgica que podria modificar ambos tipos de efectos de GST,
actuando en forma opuesta en los canales de Ca™*, por lo que decidimos evaluar esta interaccién a
37°C. Se estudiaron las posibles influencias del género.

La Fig. 34a muestra que en CRH, el agregado de GST a adrenalina (ADRE) generé una
tendencia a mejorar la RCPI respecto de los corazones tratados solamente con ADRE, recuperando
hasta el 73.3 £ 6.9 % (del P inicial) al final de la R para ADRE + GST versus el 56.6 £ 6.5 % para
ADRE. En simultdneo, GST redujo la liberacion de calor postisquémica (Fig. 34b), por lo cual
mejord significativamente la economia muscular total (P/Ht) (Fig. 34c). Por otra parte, ADRE
aumentd la contractura diastélica més que el grupo control (+28.3 + 12.7 mmHg vs +5.8 + 4.1
mmHg como méximo en la isquemia) de acuerdo a sus efectos estimulantes del influjo de Ca™. Y
llamativamente, el agregado de GST atn elevé mas la ALVEDP durante la isquemia (+50.4 + 5.8
mmHg). Ambas drogas mantuvieron una contractura en la reperfusion, pero ésta fue menor que en
la isquemia en el grupo tratado con GST+ADRE (Fig. 34d).

Los resultados muestran que a 37°C y en presencia de adrenalina GST mejora la RCPI de los
CRH (hasta un 80 + 6%) algo mds que en ausencia de ADRE (un 69 + 8 % en la Fig. 33), y
potencia los efectos de adrenalina en el tono diastdlico durante la I/R.

El agregado de ADRE a GST en CRH no modificé los valores de IPt/P, los tiempos de
contraccién (tpp) y relajacion (tr;+trz) de las contracciones isovolimicas, ni las velocidades
normalizadas de contraccion y relajacion (+P/P y —P/P). Es importante destacar que, si bien GST

sola acelerd la relajacion de las contracciones durante R, en el grupo de ADRE+GST este efecto se
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enmascaré por la presencia previa de ADRE, sugiriendo que ambas tienen el mismo efecto sobre el

RS (Tabla 7).
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Fig. 34: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado

(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (c) contractura diastélica (ALVEDP)

(d), cambios porcentuales en la —(dP/dt)/P respecto al inicio en corazones de rata hembra (CRH) tratados

con adrenalina 0.05 uM (ADRE) o adrenalina 0.05 uM + genisteina 20 uM (ADRE + GST) previos a la

exposicion a isquemia global y reperfusion (I/R) a 37°C. Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y

de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05.
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Tabla 7: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata hembra pretratados con adrenalina 0.05 uM (n=5) o

adrenalina 0.05 uM + genisteina 20 uM (n=6), expuestos a 20 min de isquemia a 37°C.

1Pt IPt /P +P/P -P/P i1+t r1 + tr2
Grupo C-ADRE
(CRH):
C preisquémico 12,33+1,63 | 0,12+0,01 16,24+0,73 | -11,09+1,09 | 0,15+0,01 0,17+0,01
ADRE preisquemico | 12,75+2,33 | 0,12+0,01 16,12+0,66 | -11,20+1,13 | 0,14+0,01 0,18+0,01
RS 4,53+1,23 0,11+0,01 16,58+1,10 | -12,37+1,38 | 0,14+0,02 0,14+0,02
R 25 7,78%1,34 0,12+0,01 16,18+0,54 | -11,46+1,09 | 0,16+0,01 0,15+0,02
R 45 6,9511,21 0,12+0,01 16,42+0,82 | -11,67+0,92 | 0,16+0,03 0,14+0,01
Grupo C-ADRE +
GST (CRH):
C preisquémico 10,99+0,95 | 0,13+0,01 15,25+1,24 | -10,70+0,86 | 0,145+0,02 | 0,18+0,02
ADRE + GST preisq.| 8,60£1,18 0,12+0,01 15,68+1,10 | -11,11+0,67 | 0,13+0,01 0,175+0,02
RS 5,00+1,05 0,12+0,01 15,22+1,28 | -10,99+0,90 | 0,16+0,02 0,17+0,02
R 25 9,01+1,25 0,13+0,01 15,25+1,27 | -10,40+0,77 | 0,145+0,01 | 0,17+0,01
R 45 8,44+1,34 0,13+0,01 15,61+1,32 | -10,23+0,77 | 0,15+0,02 0,17+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=0,2816 F=1,888 F=1,704 F=1,452 F=0,2241 F=3,061
P=0,5982, NS. P= 10,1763, NS. P=0,1984, NS. P=0,2345, NS. P=0,6382, NS. P =0,0870, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F=7,794 F=0,09124 F= 0,02574 F=0,2577 F=0,5327 F= 0,8552
P<0.0001 P=0,9847, NS P=0,9987, NS. P=0,9035, NS. P=0,7123, NS. P= 0,4981, NS.

valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05).

Se realizé el test de ANOVA de dos vias para cada parémetro en las 2 condiciones experimentales, y de los

1.a.2.5 Influencia de la estimulacion adrenérgica sobre los efectos de genisteina en corazones

de rata macho:

En los CRM sometidos a estimulacién adrenérgica, fue mds significativo que en CRH el
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aumento en la RCPI y en la economia muscular (P/Ht) producido por el agregado de GST a ADRE,
respecto del grupo de ADRE (Fig. 35 ay ¢), asociados a una tendencia a reducir el costo energético
de la reperfusion (Fig. 35b). Al finalizar R, GST aument6 la economia respecto de la desarrollada
por ADRE (a 5.1 £0.75 vs. 2.0 £ 0.3 mmHg.g/mW, respectivamente, Fig. 35c) Al igual que en los

CRH, GST potencié la contractura diastélica desarrollada por ADRE durante la isquemia, pero




ambas promovieron la relajacion de la misma durante la reperfusion (Fig. 35d). Este dltimo efecto

fue mds importante en machos que en hembras.
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Fig. 35: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastolica (ALVEDP)
(d), cambios porcentuales en la —(dP/dt)/P respecto al inicio en corazones de rata macho (CRM), tratados
con adrenalina 0.05 uM (ADRE) o adrenalina 0.05 uM + genisteina 20 uM (ADRE + GST) previos a la
exposicion a isquemia global y reperfusion (I/R) a 37°C. Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y

de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05
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El agregado de ADRE a GST en CRM no modificé los tiempos de contraccién ni de relajacion
de las contracciones isovolimicas, ni las velocidades normalizadas de contraccién y relajacion

(+P/P y —P/P). Al igual que en CRH, ADRE enmascar6 el efecto acelerante de GST sobre la

relajacion de las contracciones durante R (Tabla 8).

Tabla 8: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata macho pretratados con adrenalina 0.05 uM (n=5) o

adrenalina 0.05 uM + genisteina 20 uM (n=>5), expuestos a 20 min de isquemia a 37°C.

1Pt IPt/P +P/P -P/P 1+t tr1 + tr2
Grupo: C-ADRE
(CRM):
C preisquémico 8,32+1,26 0,13+0,01 14,30+0,39 | -10,60+0,81 | 0,14+0,01 0,19+0,01
ADRE preisquemico | 6,56+1,05 0,13+0,01 16,02+1,66 | -11,65+1,91 | 0,14+0,01 0,19+0,02
RS 2,59+0,41 0,12+0,01 14,84+0,84 | -10,98+0,74 | 0,14+0,02 0,17+0,02
R 25 4,03+1,05 0,12+0,01 14,98+0,63 | -10,93+0,94 | 0,13+0,02 0,18+0,01
R 45 3,8610,98 0,12+0,01 15,28+0,87 | -11,81+1,09 | 0,12+0,01 0,18+0,02
Grupo C-ADRE
+ GST (CRM):
C preisquémico 7,17+0,26 0,12+0,01 14,37+0,45 | -11,48+0,95 | 0,14+0,02 0,18+0,02
ADRE + GST preisq.| 5,94%0,23 0,12+0,01 14,54+0,34 | -11,82%1,09 | 0,15+0,02 0,18+0,02
RS 2,55+0,34 0,13+0,01 14,13+0,57 | -11,38+1,17 | 0,15+0,02 0,16+0,02
R 25 5,42+0,73 0,12+0,01 14,88+1,04 | -11,00+0,57 | 0,14+0,01 0,20+0,005
R 45 4,82+0,85 0,12+0,01 15,13+1,04 | -11,42+1,07 | 0,13+0,01 0,19+0,005
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: [ Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=0,04553 F=0,2069 F=0,7298 F=0,1079 F=0,6136 F=0,09202
P=0,8321, NS. P=0,6517, NS. P=0,3980, NS. P=0,7442, NS. P=0,4380, NS P =0,7632, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 12,07 F=0,4219 F=0,4738 F=0,2009 F=0,6174 F= 10,7728
P<0.0001 P=0,7919, NS P=0,7547, NS P=0,9364, NS P=0,6527, NS P=0,5494, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 2 condiciones experimentales, y de los
valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05).

La tabla 9 nos permite comparar los efectos de GST y ADRE sobre la economia muscular total

al final de R, expresado como % de la economia inicial en todos los protocolos de atontamiento a

37°C . Puede verse que la recuperacion de la economia del grupo control es muy alta, y que GST

induce alta y similar recuperacion en CRM y CRH. En cambio, ADRE redujo la economia a un

65% en ambos géneros (es significativo cuando se comparan con ANOVA de 2 vias todos los
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protocolos de atontamiento a 37°C por tratamiento: F= 16.82, p<0.0001, y por tiempo: F= 81.17
p<0.0001, y se aplican los tests a posteriori de Bonferroni). La reduccién de la economia por ADRE
esta de acuerdo con sus efectos de sobrecarga de Ca™ y estimulacion de la SERCA. Es importante
ver que el agregado de GST a ADRE mejoré la recuperacion de la economia muscular, llevandola

al nivel inicial en CRH y atin mejorandola en CRM.

Tabla 9: Comparacion de la economia muscular total (P/Ht) al final de la reperfusion
(expresada como % del valor inicial sin tratamiento) para los varios protocolos efectuados en el

modelo de atontamiento a 37°C antes de la isquemia.

Protocolo Economia muscular al final de R (P/Ht) com|
% del valor inicial
Control 96,09 + 12,22 (11)
GST en CRM 85,98 £ 13,31 (8)
GST en CRH 75,21 £ 11,00 (n=6)

ADRE en CRM 66,16 £+ 15,37 (n=5)

ADRE en CRH 62,79 £ 7,88 (n=5)
ADRE+GST en CRM 135,25 £ 12,65 (n=5)*
ADRE+GST en CRH 91,70 £ 14,61 (n=6)

ANOVA F=6,832, P<0.0001

Se realizé el test de ANOVA de una via para las 7 condiciones experimentales, y de los valores

diferentes por el test de Tukey's: * p<0.05 vs los otros protocolos.

Los resultados obtenidos combinando ADRE + GST sugieren que en un medio con
estimulacioén adrenérgica GST result6 cardioprotectora, lo cual fue evidenciado tanto por aumento
de la RCPI, como de la economia. Esto es probablemente debido a sus efectos opuestos en los
canales de Ca®*, con la posible reduccién de una sobrecarga de Ca**. Los efectos diastélicos durante
I/R sugieren que ambos compuestos sumarian sus efectos en otro mecanismo movilizador de Ca**
como el RS, el NXC-SL o las mitocondrias.
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1.a.3 Efectos de genisteina in vivo en un modelo de atontamiento severo por I/R

a37°C:

Para evaluar si GST es cardioprotectora in vivo se estudiaron sus efectos en un modelo de
atontamiento severo a 37°C logrado con un periodo de isquemia mds prolongado (30 minutos I) y
45 minutos de reperfusion. En este modelo los controles (P inicial=103,2 + 8,0 mmHg, n=6)
recuperaron hasta el 14,5 £ 24 % de su P incial al finalizar la reperfusion. En este modelo de
atontamiento severo se evalud el efecto de una administraciéon in vivo de GST por via

intraperitoneal (IP) de 5 mg/Kg, realizada 24 horas antes del desarrollo experimental.

1.a.3.1 Efectos de la administracion intraperitoneal de genisteina 24 hs. antes de la I/R:

La administracion IP de 5 mg/Kg GST mejor6 significativamente la RCPI en ambos géneros.
Como se observa en la fig. 36a, el grupo tratado con GST (P inicial de 92,4 + 19,5y 62, 6 + 11,1
mmHg para CRH y CRM, respectivamente) recupero la contractilidad méas en CRM (hasta el 50,8 +
4,9 %) que en CRH (34,1 + 5,1%) y en ambos grupos mas que en el control. La recuperacién
energética durante R no fue modificada por GST (fig. 36b). Se observa que en este modelo de
atontamiento severo el grupo control recupera una economia (P/Ht) mucho menor a su propia
economia inicial (19.8 £ 5% de la inicial), y GST tiende a elevarla muy poco en CRH, y la mejora
sustancialmente en el grupo CRM (fig. 36¢c). Ademas, la administracion in vivo de GST aumento la
contractura diastélica durante la isquemia en comparaciéon con el control (ver fig. 36d), en un
comportamiento similar al producido por GST cuando se la perfundia ex vivo (ver puntos previos).

En la Fig 36 y la tabla 10 se observa que la administracién de GST in vivo aceler6 la
recuperacion de la contractilidad (P, IPt y velocidades) durante los primeros minutos de reperfusion.
Aun luego de transcurridos 5 minutos de reperfusion era muy baja la contractilidad de los corazones
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del grupo control (P= 3,8+2,1 mmHg), mientras el grupo tratado con GST recuperd hasta 14,3 + 4,9
y 8,0 £ 3,5 mmHg para CRM (n=6) y CRH (n=4) respectivamente. En el resto de R, el tratamiento
no modificé significativamente los tiempos de contraccién y de relajacion, la velocidad normalizada

de contraccion (+P/P) o la IPt/P (tabla 10).

Para evaluar si este efecto cardioprotector de GST administrada in vivo 24 horas antes del
experimento de I/R severa, estaba relacionado a su efecto inhibidor de las TK, se pretrataron las
ratas con OVN 15 mg/Kg por via IP 24 horas antes de la administracién de GST por la misma via.
Al dia siguiente se efectud el experimento con corazones aislados. La Fig. 36a muestra que en cada
género OVN no modificé los efectos de GST en la RCPI, manteniendo sus diferencias con el grupo
control. La recuperacion energética fue cercana al grupo control, pero menor para los CRM tratados
con OVN+GST (Fig. 36b). Por ello, la economia muscular total (P/Ht) siguid principalmente el
comportamiento de la P, recuperandose mas en los grupos de CRM con GST+OVN y con GST
(Fig. 36¢). Ademas la economia recuperd a niveles del 50% del inicial durante los primeros 5
minutos de R en el grupo de CRM con OVN+GST. En cuanto a la contractura diastélica, en CRH el
grupo con OVN+GST aumenté mas la contractura al final de I y de R que el grupo de GST,
mientras en CRM el tratamiento con OVN no modific6 los efectos de contractura de GST que
siempre son mayores que en el control (Fig. 36d). OVN no afect6 los tiempos ni velocidades de
contraccién o relajacion (Tabla 10).

Estos resultados sugieren que GST in vivo fue més cardioprotectora en machos que en hembras
dentro de las ratas adultas jovenes. Este efecto benéfico in vivo no es debido a su efecto inhibidor

de tirosina-kinasas (TK).
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Fig. 36: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) expresada como % del valor inicial
(C) contractura diastélica (ALVEDP) a los 5 minutos y al final de la isquemia y la reperfusion,
respectivamente (d) en corazones de rata, tratados con GST 5 mg/Kg IP 24 hs antes de la exposicion de los
corazones aislados al periodo de isquemia de 30 minutos a 37°C. Se muestran los resultados del ANOVA de

2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05
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Tabla 10: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5, 25 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de rata controles (n=60), tratados con GST 5 mg/Kg IP (CRH n=4;
CRM n=6) o tratados con GST 5 mg/Kg + OVN 15 mg/Kg IP (CRH n=4; CRM n=3), expuestos a

30 min de isquemia a 37°C.

1Pt 1Pt /P +P/P -P/P 1+ te tr1 + tr2
Grupo C:
C preisquémico 14,67+1,12 | 0,15+0,01 13,22+0,86 | -14,99+2,06 | 0,17+0,02 0,14+0,02
C- preisquemico 15,03+0,97 | 0,15£0,01 13,20+0,62 | -14,20+2,02 | 0,15+0,02 0,16+0,02
RS 0,03+0,03 0,09+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
R 25 1,85+0,73 0,13+0,03 14,39+1,57 | -15,89+1,73 | 0,15+0,01 0,15+0,01
R 45 2,3610,98 0,14+0,04 14,28+2,29 | -15,07+2,24 | 0,15+0,02 0,15+0,01
GrupoC-GST 5 mg/Kg
(CRH):
C preisquémico 10,68+2,07*| 0,12+0,01 15,22+1,08 | -13,14+1,70 | 0,17+0,03 0,16+0,03
C- preisquemico 10,63£2,07*| 0,12£0,01 15,48+1,16 | -13,17+1,71| 0,17+0,03 0,16+0,03
RS 0,64+0,21 0,10+0,02 15,68+2,19*| -12,18+1,78*% 0,15+0,03* | 0,13+0,02*
R 25 2,51+0,94 0,11+0,01 15,20+1,43 | -14,52+1,16 | 0,16+0,03 0,14+0,02
R 45 3,08+0,8 0,11+0,02 14,00+1,53 | -11,25+0,99 | 0,17+0,02 0,17+0,02
GrupoC-GST 5 mg/Kg
(CRM):
C preisquémico 7,47£0,99* | 0,12+0,01 14,14+0,42 | -11,13%+0,97 | 0,16%0,01 0,18+0,01
C- preisquemico 7,51#1,0* 0,1210,01 14,22+0,34 | -11,16%1,02 | 0,15+0,01 0,18+0,01
RS 1,67+0,51 0,12+0,01 14,40+0,24*| -12,88+0,83*% 0,17+0,02* | 0,15+0,01*
R 25 3,53+0,31 0,12+0,01 14,25+0,31 | -12,16%1,05 | 0,16+0,02 0,16+0,01
R 45 3,56%0,46 0,12+0,01 14,74+0,28 | -12,08+0,97 | 0,18+0,02 0,16+0,02
GrupoC-GST 5 mg/Kg
+OVN 15 mg/Kg
(CRH):
C preisquémico 12,65+2,57 | 0,11+0,01 14,37+0,44 | -12,27+0,69 | 0,18+0,01 0,15+0,01
C- preisquemico 12,21+2,55 | 0,11+0,01 14,50+0,43 | -10,69+1,69 | 0,18+0,01 0,15+0,01
RS 0,52+0,12 0,12+0,02 16,83+2,1* | -12,85+0,27% 0,14+0,02* | 0,14+0,01*
R 25 2,17+0,98 0,11+0,01 17,24+3,89 | -14,56%0,78 | 0,17+0,04 0,12+0,01
R 45 3,31+1,18 0,11+0,01 13,73+0,32 | -13,74+0,22 | 0,1740,03 0,13+0,01
GrupoC-GST 5 mg/Kg
+OVN 15 mg/Kg
(CRM):
C preisquémico 5,91+4,43* | 0,10+0,01 16,06+0,30 | -15,17+1,07 | 0,16+0,03 0,12+0,02
C- preisquemico 5,82#4,48* | 0,10+0,01 14,82+0,46 | -14,86%1,55 | 0,15+0,04 0,13+0,01
RS 1,43%0,71 0,13+0,02 13,95+1,71*| -16,28+1,19% 0,23+0,01* | 0,11+0,00*
R 25 3,02+2,27 0,09+0,01 19,57+3,49 | -16,51+0,53 | 0,13+0,04 0,11+0,01
R 45 2,80+2,13 0,10+0,01 17,92+1,55 | -17,02+1,88 | 0,14+0,04 0,11+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F= 3,405 F=1,912 F=10,49 F=6,524 F=3,230 F=9,670
P=0,0122 P=0,1155, NS P<0.0001 P=0,0001 P= 0,0165 P<0.0001
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 49,73 F= 0,2557 F= 5,431 F= 5,879 F= 1,234 F= 6,283
P<0.0001 P=0,9055, NS P<0.0001 P=0,0003 P=0,3031 P=0,0002
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Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 5 condiciones experimentales, y de los
valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

1.a.3.2 Efectos de la administracion in vivo de genisteina sobre el contenido de Ca*t

sarcorreticular :

Para evaluar si la administracion de 5 mg/Kg via IP de GST en CRM modifica la liberacién de
Ca® desde el RS, se realizaron experimentos en CRM los cuales luego del periodo de 30 minutos
de isquemia, se reperfundieron los corazones con Sc. Krebs conteniendo 10 mM de cafeina (para
liberar el Ca™ desde el RS) y 36 mM de Na* (para evitar la salida de Ca® por el NXC-SL). De esta
manera la contractura que se genera es proporcional a la cantidad de Ca®* liberada del RS y que
activa a los miofilamentos.

En la fig. 37, se observa que GST no modificé significativamente la contractura inducida por
cafeina (ALVP) durante R ni la manifestacién calorimétrica asociada a dicha contractura (Hf). En
acuerdo a esto, GST no modificé significativamente las respectivas dreas bajo la curva de
contractura (ABC-ALVP) y gasto energético (ABC-AHt) durante la R entre ambos grupos.

Los resultados sugieren que la administracién aguda de GST 5 mg/Kg IP en el modelo de

atontamiento severo por I/R no alter6 la liberacién y carga de Ca** del RS durante la reperfusion.

147



304
150+
CONTROL ISQUEMIA REPERFUSION CONTROL ISQUBEMIA REPERFUSION
20+
1004
[ o L
o2 B
WE = 1
ZE E I
50 = 104
T

—a— Control (n=11)

—a— Control 37°C (n= 11)
—¥— GST CRM 5 mg/Kg (n=5)

—+— GST CRM 5 mg/Kg (n=5)

04 v . ) 0 T T T
25 50 75 100 25 50 75 100
tiempo (min) tiempo (min)
Two-way ANOVA por trito: F=0,018, P=0,89, NS Two-way ANOVA por trito: F=8,37, P=0,0039
per tiempe: F= 50,09, P<0.0001 por tiempo: F=17,68, P<0.0001
c) d)
B GST CRM 5 mg/Kg (n=5)
3000 mm CONTRCL (n=11) E CONTROL 37°C (n=11)
B GST CRM 5 mg/Kg (n=5)
= £
&t i
35 E
oI E
m £ <
< E I
o
m
<
GST CRM 5 mg/Kg (n=5) CONTROL (n=11) contral (n=11) GST CRM 5 myKg (n-5]
ttest : t=1.840, P=0,0871, NS t-test : t=0.7079, P=0,4906, NS

Fig. 37: Efectos de GST administrada por via IP en CRM reperfundidos con solucion Krebs
conteniendo 10 mM de cafeina-36 mM de Na*, a) cambios en LVP medido sobre la condicion
preisquémica (en mmHg), b) flujo de calor total (Ht en mW/g), ¢) Area debajo de la curva de
contractura en R (ABC-ALVP) y d) drea bajo la curva de Ht (ABC-AHt). Se muestran los

resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 y el t-test entre las

dreas bajo las curvas.
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1.b_Corazones de cobayo:

1.b.1 Efectos de genisteina en un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo-reperfusion

a 30°C:

El pretratamiento con 20 uM de GST genero leve inotropismo negativo antes de la isquemia en
corazones de cobayo macho (CCM) pero no lo modificé en corazones de cobayo hembra (CCH)
(Fig. 38a). Similar relacién se obtuvo en la recuperacién contrictil post-isquémica (RCPI) ya que
GST la redujo en los CCM (hasta el 30,2 + 6,5% de la P inicial) en comparacién con los corazones
no tratados (control) que recuperaron hasta el 62,2 + 6,8 %, pero no la modificé en los CCH
(recuperaron hasta el 60,2 + 11,8% de la P inicial) (Fig. 38a). En CCM también se redujo el gasto
energético durante la reperfusion respecto al grupo control, mientras que en CCH fue similar al
control (Fig. 38b). Por lo tanto, no se encontraron diferencias significativas en la economia
muscular (P/Ht) por la administraciéon de GST en CCM ni en CCH respecto al control durante R
(Fig. 38c). En forma opuesta a la diferencia de género encontrada en la RCPI, la contractura
diastolica durante R fue reducida por GST mdas en CCH que en CCM (Fig. 38d). GST tendi6 a
aumentar la velocidad normalizada de relajacion (-P/P) y a reducir la relacién IPt/P (Tabla 11).

En resumen, el comportamiento de los corazones de cobayo frente a GST en el modelo de
atontamiento a 30°C tiene similar dependencia del género que los corazones de rata, excepto en la
economia, que en cobayos no se altera respecto del control, mientras en rata se reduce en machos al

igual que la RCPI. También en cobayos es menos notoria la contractura diastélica.
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Fig. 38: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastolica (ALVEDP)
(d) en corazones de cobayo perfundidos con GST 20 uM y expuestos a isquemia global y reperfusion (I/R).

Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05

150



Tabla 11: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de cobayo controles (n=6) y pretratados con GST (CCH n=4; CCM

n=4), expuestos a 30 minutos de I a 30°C.

IPt IPt/P +P/P -P/P te1 + 2 tr1 + tr2
Grupo C:
C preisquémico 6,64+1,35 0,25%0,02 9,60+1,49 -5,83+0,79 | 0,23+0,035 | 0,34+0,05
RS 3,60+1,07 0,22+0,03 13,84+1,12 | -7,08+1,78 | 0,13+0,02 0,23+0,05
R 45 3,43+0,40 0,23+0,01 11,80+1,21 | -7,57+0,85 | 0,15+0,02 0,23+0,01
Grupo C-GST
(CCH):
C preisquémico 6,74+2,04 0,18+0,03 10,01+1,17 | -6,58+0,42 | 0,175+0,02 | 0,265+0,02
C-GST-preisquem.| 7,83+2,77 0,22+0,01 10,91+1,32 | -6,30+0,13 | 0,15+0,02 0,275+0,01
RS 1,71+0,74 0,18+0,02 12,36+1,05 | -7,44%1,25 | 0,145+0,02 | 0,22+0,03
R 45 2,22+0,79 0,18+0,01 12,29+1,49 | -7,10+0,32 | 0,13+0,015 | 0,24+0,01
Grupo C-GST
(CCM):
C preisquémico 6,81+1,82 0,18+0,01 10,45+0,29 | -8,34+0,45 | 0,17+0,01 0,200,015
C-GST-preisquem.| 5,13+1,34 0,19+0,02 11,35+0,44 | -8,95+0,31 | 0,18%0,02 0,215+0,04
RS 0,66+0,31 0,17+0,02 15,72+2,56 | -10,36%1,27 | 0,1510,04 0,21+0,03
R 45 1,62+0,62 0,17+0,03 16,38+1,90 | -9,41+0,82 | 0,14+0,03 0,24+0,04
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=1,185 F=9,118 F=2,979 F=9,714 F=2,017 F=3,187
P=0,3159, NS P=0,0005 P=0,0622, NS. P <0.05 P=0,1464, NS. P= 0,0519, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 9,604 F= 1,238 F= 5,839 F= 1,721 F= 3,006 F= 1,312
P<0.0001 P=0,3082, NS P=0,0021 P=0,1784, NS P= 0,0415 P=0,2840, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y

de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

1.b.2 FEfectos de genisteina en un_ modelo de atontamiento con pre-condicionamiento

isquémico:

Para evaluar si el fitoestrogeno GST induce un efecto similar al estradiol (Babiker y col., 2012)
en el precondicionamiento isquémico (PC), se usé un modelo consistente en un episodio de PC (3
minutos de isquemia seguidos de 5 minutos de reperfusion antes de la isquemia global).

El PC mejor6 la RCPI respecto al grupo control durante los primeros 5 minutos de reperfusion
(Ver grupo control en fig. 38 y grupo PC en fig. 39) (ANOVA de 2 vias para P%: por tratamiento:
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F= 16.08, p<0.0001, por tiempo: F= 31.60, p<0.0001). También mejoré la economia muscular
(P/Ht) desde 0.6 = 0.3 2 2.3 = 0.7 mmHg.g/mW a los 5 minutos de reperfusion (two-way ANOVA:

por tratamiento: F= 21.88, p<0.0001, por tiempo: F=4.416, p<0.0001).

Efectos de genisteina en corazones de cobayo macho precondicionados:

Cuando se perfundié 20 uM de GST antes del PC en los CCM se mantuvo el aumento en la
RCPI propio del PC. Este efecto combinado de GST+PC fue reducido cuando se bloquearon los
mKATP con 5-HD 100 uM (Fig. 39a). El gasto energético fue aumentado por GST durante la
isquemia en comparacién con el grupo de PC (Fig. 39b), al igual que en los experimentos sin PC
(Fig. 38b). En este grupo con PC, tampoco se modificd la economia muscular P/Ht en la R (Fig.
39c), ni el comportamiento de la presién diastdlica durante la I/R entre los 3 grupos (Fig 39d).

GST redujo las velocidades normalizadas de relajacion (—P/P) en los corazones sometidos a PC,

y prolong6 los tiempos de relajacion de las contracciones (Tabla 12).

Efectos de genisteina en corazones de cobayo hembra precondicionados:

En CCH, hubo un inotropismo positivo debido a GST y PC antes de la isquemia, que fue
reducido por SHD, pero en la reperfusiéon GST y 5-HD no modificaron significativamente la RCPI
(Fig. 40a). El gasto energético siguié un comportamiento similar al de RCPI (Fig. 40b). Pero
comparando la P/Ht, GST+PC mejoré la economia muscular antes de la isquemia, sin cambios
significativos durante R (Fig 40c). Ademds, GST incrementd la contractura diastélica al inicio de R
(Fig 40d).

GST y el PC no modificaron los tiempos de contraccién o relajacién de las contracciones, la

relacion IPt/P ni las velocidades normalizadas de contraccidn y relajacion (+P/P y —P/P). (Tabla 13).
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Fig. 39: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastélica (ALVEDP)
(d) en corazones de cobayo macho precondicionados, perfundidos con GST 20 uM o GST 20 uM + 5-HD
100 uM antes de ser expuestos a isquemia global y reperfusion (I/R). Se muestran los resultados del ANOVA

de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs GST + PC.
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Tabla 12: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de cobayo macho sometidos a precondicionamiento (n=5) y
pretratados con GST 20 uM (n=7) o con GST 20 uM + 5-HD 100 mM (n=5) expuestos a 30

minutos de I a 30°C.

1Pt 1Pt /P +P/P -P/P t+ to tr1 + tr2
Grupo C-PC
(CCM):
C preisquémico 4,74+1,26 0,15+0,01 14,51+1,03 | -9,60+0,70 | 0,13+0,01 0,17+0,01
C-PC-preisquemico 6,34+2,07 0,17+0,02 12,55+1,59 | -9,07+0,96 | 0,14+0,03 0,19+0,02
RS 3,65+1,49 0,16+0,02 13,22+1,88 | -8,65+1,14 | 0,13+0,02 0,19+0,02
R 45 3,09+0,94 0,15+0,01 13,31+1,25 | -9,21+0,49 | 0,13%0,01 0,18+0,01
Grupo PC-GST
(CCM):
C preisquémico 4,26+2,38 0,19+0,01 11,85+1,26 | -7,22+0,57 | 0,15%0,01 0,25+0,02
PC-GST-preisq. 4,08+2,10 0,18+0,02 12,92+1,47 | -7,70+0,61 | 0,15%0,02 0,25+0,02
RS 1,64+0,42 0,18+0,02 12,95+1,33 | -7,78+0,71 | 0,14+0,02 0,23+0,03
R 45 2,41+0,77 0,19+0,02 13,08+1,28 | -8,17+0,73 | 0,14+0,02 0,25+0,02
Grupo PC-GST +
5-HD (CCM):
C preisquémico 5,66+2,02 0,19+0,02 12,49+2,23 | -9,57+0,67 | 0,16%0,02 0,21+0,02
PC-GST-5-HD preisq. | 4,49+1,67 0,20+0,03 11,93+1,96 | -7,93+1,05 | 0,15%0,02 0,24+0,03
RS 2,22+1,09 0,19+0,04 14,00+2,06 | -8,45+0,95 | 0,12+0,02 0,23+0,04
R 45 3,67+1,74 0,20+0,01 14,13+2,53 | -7,26+0,87 | 0,14+0,02 0,26+0,02
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=0,7593 F=2,861 F=0,1932 F=3,323 F=0,5047 F=7,041
P=0,4727,NS P=0,0656, NS P=0,8249, NS P <0.05 P =0,6064, NS. P <0.05
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 1,725 F= 0,1006 F=0,2409 F= 0,3624 F=0,4723 F=0,5187
P=0,1723,NS P=0,9594, NS P=0,8675, NS P=0,7804, NS P=0,7028, NS P= 0,6712, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales, y de
los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs PC).
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Fig. 40: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado

(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura de reposo o diastélica

(LVEDP) (d) en corazones de cobayo hembra precondicionados y perfundidos con GST 20 uM o GST 20 uM

+ 5-HD 100 uM antes de ser expuestos a isquemia global y reperfusion (I/R). Se muestran los resultados del

ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs GST + PC.
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Tabla 13: Pardmetros contrdctiles previos a la isquemia y luego de 5 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de cobayo hembra sometidos a precondicionamiento (n=5) y

pretratados con GST 20 uM (n=4) o con GST 20 uM + 5-HD 100 mM (n=7), expuestos a 30

minutos de I a 30°C.

IPt IPt/P +P/P -P/P ter + te2 tr1+ tr2
Grupo C-PC (CCH):
C preisquémico 4,74+1,26 0,15+0,01 14,51+1,03 | -9,60+0,70 | 0,13+0,01 0,17+0,01
C-PC-preisquemico 6,34+2,07 0,17+0,02 12,55+1,59 | -9,07+0,96 | 0,14+0,03 0,19+0,02
RS 3,65%1,49 0,16+0,02 13,22+1,88 | -8,65+1,14 | 0,13+0,02 0,19+0,02
R 45 3,09+0,94 0,15+0,01 13,31+1,25 | -9,21+0,49 | 0,13+0,01 0,18+0,01
Grupo PC-GST
(CCH):
C preisquémico 7,66+0,32 0,17+0,01 11,13+0,23 | -10,03%+0,82 | 0,15+0,005 | 0,20+0,01
PC-GST-preisquemico | 7,93+0,77 0,16+0,01 11,20+0,26 | -9,35+0,68 | 0,14+0,01 0,21+0,01
RS 1,99+0,60 0,13+0,01 13,33+0,91 | -11,73+0,49| 0,11+0,01 0,18+0,02
R 45 5,40+1,62 0,15+0,02 14,21+0,53 | -8,97+1,37 | 0,09+0,03 0,19+0,02
Grupo PC-GST
+ 5-HD (CCH):
C preisquémico 7,37+2,36 0,19+0,02 11,73+1,59 | -8,16+0,94 | 0,17+0,02 0,23+0,02
PC-GST-5-HD 6,05+1,72 0,18+0,02 12,21+1,67 | -8,04+1,33 | 0,18+0,04 0,22+0,02
preisquémico
RS 2,90+0,96 0,16+0,02 13,73+1,53 | -9,98+1,57 | 0,15+0,02 0,20+0,02
R 45 3,79%1,24 0,17+0,02 12,88+1,60 | -9,35+1,46 | 0,16+0,02 0,21+0,02
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=0,5403 F=1,285 F=0,3875 F=0,8334 F=3,724 F=2,980
P=0,5859, NS P=0,2871, NS P=0,6807, NS. P =0,4404, NS. P <0.05 P =0,0595, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 4,236 F=0,7411 F= 0,6536 F= 0,5962 F= 0,9048 F=0,3811
P=0,0095 P=0,5334, NS P=0,5844, NS P=0,6204, NS P=0,4452, NS P=0,7671, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales,
v de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs PC).
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2. MODELQ DE ATONTAMIENTO POR HIPOPERFUSION-REPERFUSION:

2.a._Participacion de transportadores mitocondriales en un modelo de atontamiento por

hipoperfusion-reperfusion en corazones aislados de rata:

En los corazones controles, durante la HIP a 37°C se redujeron la contractilidad y el flujo de
calor (Ht) que representa el gasto energético del miocardio, acorde a la reduccion del flujo y del
consecuentemente bajo aporte de O, asi como del reducido estiramiento de la fibra. En la R se
generd contractura diastdlica y se redujo la recuperacidon contrictil post-isquémica (RCPI) en
comparacion con los valores preisquémicos (Fig. 41).

Antes de evaluar los efectos de GST en el modelo de HIP/R, se caracterizd el rol de los

transportadores de Ca®* mitocondriales en la RCPI y la economia de los corazones de rata.

2.a.1 Rol del intercambiador Na*/Ca** mitocondrial (NXCm):

Para evaluar el rol del NXCm en la disfuncién por HIP/R, se pretrataron los corazones con 10
UM clonazepam (CLZ), que es un inhibidor selectivo del NXCm (Cox y Matlib, 1993a; Griffiths y
col., 1998) ya que en trabajos previos ha permitido caracterizar su rol en la regulacién de la RCPI
en la I/R (Consolini y col. 2007). Los corazones de rata de ambos sexos fueron expuestos a los
periodos de 45 minutos de hipoperfusion generada mediante reduccion del flujo a 1,2 ml/min (HIP)
seguido de 45 minutos de reperfusién (R) con solucion Krebs-C a 37°C.

El grupo control desarroll6 inicialmente una P de 72,6 + 11,8 mmHg, la cual se redujo durante
la HIP hasta el 11,4 £ 5,9 % y se recuperd durante la R, hasta un 34,6 £ 7,7 % (Fig. 41a). El
pretratamiento con CLZ no modificé significativamente la P antes de la HIP (96.7 = 18.2 mmHg),

pero se mantuvo en valores mas altos durante la HIP y se recuperd mas que el control durante la R
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(Fig 41a). Al evaluar el gasto energético el grupo control inicialmente desarrollé un Ht de 15,0 +
2,2 mW/g que se redujo durante la HIP hasta alcanzar 1,6 £ 0,5 mW/g (10,2 + 2,6 %) y se recuperd
durante la R hasta 11,3 = 1,7 mW/g (79,5 + 6,6%). En el grupo tratado con CLZ, el Ht de 18,0 + 3,4
mW)/g se redujo algo menos que el control durante la HIP y se recuper6 mas durante la R (Fig. 41b).
Llamativamente, la economia (P/Ht) se incrementd s6lo durante la HIP en presencia de CLZ
respecto del control (Fig 41c). En el tono diastélico, CLZ redujo la contractura diastdlica del control
durante la HIP, y después de la contractura del inicio de R aceler6 la caida del ALVEDP durante R,
hasta alcanzar la presion diastdlica inicial (Fig. 41d).

El tratamiento con CLZ aument? la relacion IPt/P durante la reperfusion, pero no se observaron
diferencias significativas en los tiempos de contraccion y relajacion entre los grupos control y CLZ.
Tampoco hubo diferencias significativas en las velocidades mdximas relativas de contraccién
(+dP/dt)/P pero CLZ redujo la relajacién (-dP/dt)/P. (TABLA 14).

Los resultados sugirieron que en la HIP/R el NXCm jugaria un rol colaborador para la

disfuncién o atontamiento, contribuyendo a la contractura diastdlica.
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Fig. 41: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado

(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastolica (ALVEDP)

(d) en corazones de rata, tratados con clonazepam (CLZ) 10 uM antes y durante la hipoperfusion, y luego

reperfundidos con Krebs-C (HIP/R). Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de

Bonferroni con * p<0.05 vs CONTROL.
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Tabla 14: Pardmetros contrdctiles previos a la hipoperfusion y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata controles (n=8) o pretratados con clonazepam 10 uM (n=7),

expuestos a 45 minutos de HIP a 37°C.

Grupo 1Pt IPt/P +P/P -P/P te1 + te2 tr1 + tr2
CONTROL:
C preisquémico | 7,51+1,46 0,0910,01 18,65+1,42 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
C preisquemico | 7,46+1,46 0,09+0,01 18,62+1,43 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
R5 2,45+0,77 0,09+0,01 16,97+1,19 | -17,31+1,75 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 25 2,43+0,73 0,0910,01 16,15+1,00 | -17,96+2,15 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 45 2,31+0,62 0,09+0,01 16,16+1,23 | -16,84+1,61 | 0,09+0,01 0,11+0,01
Grupo C-CLZ:
C preisquémico | 9,96+2,19 0,10+0,01 16,32+0,53 | -13,16%0,76 | 0,09+0,005 | 0,13+0,01
C-CLZ 8,30%2,36 0,10+0,01 17,29+0,72 | -12,91+0,63 | 0,09+0,01 0,14+0,01
preisquém.
R5 5,40+1,42 0,10+0,01 16,01+0,86 | -14,05+0,61 | 0,09+0,005 | 0,12+0,01
R 25 4,61+1,29 0,09+0,01 17,76+0,33 | -15,46+0,63 | 0,09+0,005 | 0,11+0,01
R 45 4,65+1,38 0,09+0,01 17,75+0,46 | -15,48+0,64 | 0,09+0,005 | 0,10+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=5,842 F=5,291 F=0,1800 F=10,68 F=1,774 F=1,455
P=0,0185 P=0,0247 P=0,6728, NS. P <0.05 P=0,1876, NS. P=0,2321, NS.
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 6,723 F= 0,4098 F= 0,5587 F= 1,054 F= 0,1599 F= 1,375
P=0,0001 P=0,8010, NS P=0,6934, NS P=0,3865, NS P=0,9578, NS P=0,2522, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 2 condiciones experimentales,
v de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

2.a.2 Rol del canal mKATP:

Para evaluar la participacion de los canales mKATP se pretrataron los corazones con 5-
hidroxidecanoato (5-HD) 100 uM para inhibir selectivamente al canal mKATP (Iwai y col., 2000).
Se expusieron luego al modelo de HIP/R aplicando la droga durante los 45 min de hipoperfusion a
1,2 ml/min y luego se hizo por 45 min la reperfusion con Krebs-C. El pretratamiento con 5-HD no
modificé la disfuncién contrictil generada por la hipoperfusion,(Fig 42a ). No generé cambios
significativos en el gasto energético (Fig. 42b), pero mejor6 la economia muscular s6lo durante la
HIP (Fig. 42c). La hipoperfusién con 5-HD 100 uM tampoco alterd los cambios en la presion
diastdlica propios del ciclo HIP/R (Fig. 42d). No modificé los valores de IPt/P, los tiempos de
contraccion y relajacion al final de la reperfusién. No modificé las velocidades normalizadas de

contraccién y relajaciéon (+P/P y —P/P) (Tabla 15).

160



Los resultados sugieren que los mKATP ejercerian muy escaso rol cardioprotector en la HIP/R.
El hecho de que SHD mejora la economia durante la HIP sugiere que altera la homeostasis de Ca**

mitocondrial y el metabolismo.
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Fig. 42: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastélica (ALVEDP)
(d) en corazones de rata, tratados con 5-hidroxidecanoato (5-HD) 100 uM antes y durante la
hipoperfusion, seguidos de reperfusion con Krebs-C (HIP/R). Se muestran los resultados del ANOVA de 2

vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs CONTROL.
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Tabla 15: Pardmetros contrdctiles previos a la hipoperfusion y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de rata controles (n=8) o pretratados con 5-HD 100 uM (n=38),

expuestos a 45 minutos de HIP a 37°C.

Grupo CONTROL: 1Pt 1Pt /P +P/P -P/P 1+t tr1 + tr2
C preisquémico 7,51+1,46 0,0940,01 18,65+1,42 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
C preisquemico 7,4611,46 0,0940,01 18,62+1,43 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
R5 2,45+0,77 0,0940,01 16,97+1,19 | -17,31+1,75 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 25 2,4310,73 0,0940,01 16,15+1,00 | -17,96+2,15 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 45 2,31+0,62 0,0940,01 16,16+1,23 | -16,84+1,61 | 0,09+0,01 0,11+0,01
Grupo C-5-HD:

C preisquémico 6,0310,81 0,11+0,01 15,90+1,18 | -12,40+1,09 | 0,13+0,01 0,17+0,02
C-5-HD preisquémico | 5,48+0,88 0,11+0,01 16,11+1,03 | -11,84+1,23 | 0,12+0,01 0,19+0,03*
R5 2,84+0,92 0,11+0,01 15,31+0,87 | -12,85+1,02 | 0,14+0,03 0,18+0,02*
R 25 3,19+0,80 0,10+0,01 16,73+1,31 | -13,43+1,28 | 0,12+0,01 0,16+0,02
R 45 2,81+0,69 0,10+0,01 16,47+1,20 | -14,10+£1,30 | 0,18+0,03* | 0,15+0,02
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: [ Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:

F=0,3518 F= 17,06 F=2,517 F=20,06 F=27,71 F= 25,97

P=0,5550, NS P= 0,0001 P=0,1172, NS. P <0.05 P<0.0001 P<0.0001

Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:

F= 10,20 F= 0,1442 F= 0,4514 F= 0,5577 F= 1,505 F= 0,3007

P<0.0001 P=0,9649, NS. P=0,7710, NS P=0,6941, NS P=0,2101, NS P=0,8765, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 2 condiciones experimentales,

y de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

2.a.3 Rol del uniporter de Ca™’ mitocondrial (UCam):

Con el fin de evaluar si la reduccién de la contractura diastdlica generada en este modelo de
atontamiento por hipoperfusion/reperfusion en corazones de rata depende de la captacién de Ca®
mitocondrial, se bloqued el uniporter de Ca®* mitocondrial (UCam). El bloqueante selectivo
utilizado fue el “complejo dinuclear amino de rutenio con puente de oxigeno” o Ru-360 1 pM
(Garcia Rivas y col., 2005). En los corazones tratados con Ru-360, la inhibicién del UCam no
generé cambios en la disfuncidon mecanico-energética inducida por HIP/R, logrando recuperar hasta
el 34,6 £ 7,7% y el 42,0 £ 5,1% de la P inicial al final de la reperfusion para el grupo control y
Ru360 respectivamente (Fig 43a). El gasto energético no fue modificado por el tratamiento con

Ru360 (Fig 43b), y tampoco la economia P/Ht durante la R, aunque ésta mejoré durante la HIP en
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presencia de Ru-360 (Fig. 43c). Ru-360 tampoco modific6 los cambios diastdlicos con contractura
propios de la HIP/R (Fig. 43d).
Estos resultados sugieren que en la HIP/R la captacién de Ca® por el UCam mitocondrial

jugaria un menor rol en la captacidon de una sobrecarga de calcio citosélico, en comparacién con la

I/R.
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por tiempo: F=48,84, P<0.0001 por tiempo: F=66,27, P<0.0001
c) U 5
HIPO- A
14 RU360 PERFUSION REPERFUSION 40 PERFUSION REPERFUSION
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0 25 50 75 100 125 ==V Two-way ANOVA por tratamiento: F=0,2907, P=0,5911, NS

tiempo (min) por tiempo: F=11,34, P<0.0001

Two-way ANOVA por tratamiento: F=5,144, P=0,0239,
por tiempo: F=2,058, P=0,0038
Fig. 43: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (c) contractura de reposo o diastdlica
(LVEDP) (d) en corazones de rata, tratados con Ru360 1 uM antes y durante la hipoperfusion, seguido de

reperfusion con Krebs-C (HIP/R). Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de

Bonferroni con * p<0.05 vs control.
p
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2.b Efectos de genisteina en el modelo de atontamiento por hipoperfusion-reperfusion:

2.b.1 Efectos de genisteina 20 uM:

Para evaluar los efectos de GST en este modelo de atontamiento por hipoperfusion-reperfusion,
un grupo de corazones de rata fueron tratados luego del periodo de estabilizacion con GST 20 uM
durante 20 minutos. El flujo de perfusion fue reducido a 1,2 ml/min durante 45 minutos (HIP) y
luego restaurado a 6 ml/min con cambio a Krebs-C por 45 minutos (R). Para evaluar si existen
diferencias de género los corazones fueron subdivididos en machos (CRM) y hembras (CRH).

El pretratamiento con GST (en los grupos con P inicial de 67,1 + 8,5 y 82,3 £17,3 mmHg para
CRM y CRH, respectivamente) redujo la RCPI en ambos sexos. Los corazones tratados con GST
llegaron a recuperar hasta el 28,2 + 84 y el 25,5 = 6,6 % de la P inicial para CRM y CRH
respectivamente, mientras el control recuper el 34,6 £ 7,7 % al final de la R (ver fig. 44a). El
pretratamiento con GST, no modificé significativamente la recuperacion energética (Ht inicial de
16,9 £ 1,8 y 17,5 £3,0 mW/g para CRM y CRH, respectivamente) (Fig. 44b), ni la economia en el
periodo HIP/R (Fig. 44c). Ademas, el pretratamiento con GST exacerb6 la contractura diastélica del
ciclo HIP/R comparado con el grupo control (Fig. 44d). Como en otras condiciones, no modificé las
velocidades relativas de contraccidn y relajacion (Tabla 16).

Asi, los resultados de la perfusién de 20 uM GST en el modelo de HIP/R son parecidos a los
obtenidos en el modelo de atontamiento leve por I/R a 37°C, sin cardioproteccion evidente, pero sin

diferencias de género.
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Fig. 44: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado

(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (c) contractura de reposo o diastolica

(LVEDP) (d) en corazones de rata, tratados con GST 20 uM antes y durante la hipoperfusion, seguido de

reperfusion con Krebs-C (HIP/R). Se muestran los resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de

Bonferroni con * p<0.05 vs control.
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Tabla 16: Pardmetros contrdctiles previos a la hipoperfusion y luego de 5, 25 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de rata control (n=38) o pretratados con GST 20 uM (CRM n=6; CRH
n=7), expuestos a 45 minutos de HIP a 37°C.

Grupo CONTROL: IPt [Pt /P +P/P -pP/p te1 + te2 tr1 + tr2
C preisquémico 7,51£1,46 0,09+0,01 18,65+1,42 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
C preisquemico 7,4611,46 0,09+0,01 18,62+1,43 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
RS 2,45+0,77 0,09+0,01 16,97+1,19 | -17,31+1,75| 0,09+0,01 0,11+0,01
R 25 2,43+0,73 0,09+0,01 16,15+1,00 | -17,96+2,15| 0,09+0,01 0,11+0,01
R 45 2,31+0,62 0,09+0,01 16,16+1,23 | -16,84+1,61 | 0,09+0,01 0,11+0,01
Grupo GST 20 uM
CRM:
C preisquémico 7,01£0,91 0,10+0,01 16,38+1,25 | -13,26+0,72 | 0,11+0,01 0,14+0,01
C preisquémico 6,0511,05 0,11+0,01 16,18+1,44 | -12,12+0,91 | 0,11+0,01 0,15+0,02
RS 0,90+0,46 0,10+0,01 13,11+3,61 | -12,57+1,16 | 0,09+0,02 0,1310,01
R 25 1,83+0,61 0,10+0,01 14,69+2,84 | -13,68+1,73 | 0,12+0,01 0,12+0,01
R 45 1,80+0,43 0,10+0,01 16,30+1,75 | -12,85+0,75| 0,12+0,01 0,12+0,01
Grupo GST 20 uM
CRH:
C preisquémico 8,38+1,80 0,11+0,01 17,66+0,85 | -14,37+1,81 | 0,10+0,01 0,13+0,01
C preisquémico 5,38+1,36 0,11+0,01 18,12+1,16 | -15,06+1,62 | 0,10+0,01 0,13+0,01
RS 1,37+0,39 0,12+0,02 18,65+1,49 | -14,32+1,51 | 0,09+0,01 0,1310,01
R 25 1,67+0,50 0,11+0,02 17,35+1,52 | -14,08+1,77 | 0,09+0,01 0,12+0,01
R 45 1,43+0,38 0,10+0,01 18,54+1,39 | -15,11+1,53 | 0,09+0,01 0,12+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Portratamiento: | Por tratamiento:
F= 1,258 F= 6,889 F= 3,664 F=8,157 F=6,381 F=4,678
P=0,2892, NS P=0,0017 P=0,0297 P =0,0006 P=0,0026 P=0,0119
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 23,89 F= 0,2106 F= 0,6591 F= 0,1147 F= 0,8053 F= 0,9076
P<0.0001 P=0,9319, NS P=0,6221, NS P= 0,9770, NS P= 0,5252, NS P=0,4634, NS

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 3 condiciones experimentales,
y de los valores diferentes por el test de Bonferroni (*p<0.05 vs control).

2.b.2 Efectos de genisteina 20 uM en corazones tratados con clonazepam 10 uM:

Dado que CLZ mejor6 la RCPI en corazones expuestos a HIP/R al modificar el rol
mitocondrial, se evalud si era capaz de mejorar el efecto de GST, la cual no gener6 cardioproteccién
en este modelo.

Para ello, en esta serie de experimentos se trataron los corazones de rata hembras con

clonazepam 10 uM (CLZ) durante 5 minutos seguido de un tratamiento durante 20 minutos de CLZ
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10 uM + GST 20 uM antes y durante todo el periodo de hipoperfusion. Estos resultados se
compararon con el grupo tratado con CLZ 10 uM antes y durante la hipoperfusién. La Fig. 45
muestra que GST invirtié el efecto cardioprotector de CLZ en este modelo de atontamiento por
HIP/R. Se redujo la RCPI hasta el 19,9 + 2,7 % que es significativamente menor que la RCPI del
grupo CLZ (55,5 +11,1%) (Fig 45a). Simultaneamente, se mantuvo alta la recuperacién energética
postisquémica (Ht inicial de 18,0 £ 3,4 y 13,6 £ 2,9 mW/g para el grupo tratado con CLZ y CLZ +
GST respectivamente) como el control y el grupo de CLZ (Fig 45b). Por lo tanto, el tratamiento con
CLZ+GST redujo la economia muscular (P/Ht inicial de 4,2 + 0,6 y 4,3 0,2 mmHg.g/mW para
CLZ y CLZ+GST respectivamente) hasta 1,0 £ 0,1 mmHg.g/mW que es significativamente menor
al grupo tratado con CLZ (3,2 + 1,00 mmHg.g/mW) (Fig. 45c). La pérdida de recuperacion
contréctil provocada por el agregado de GST a CLZ se corresponde con el importante aumento de la
contractura diastdlica hasta llegar a 41,4 + 8,4 mmHg al final de la reperfusion, respecto al grupo
tratado solamente con CLZ (-0,02+8,30 mmHg) (Fig. 45d).

Estos resultados sugieren que entre CLZ y GST se generd una disfuncién contréctil importante,

. 2 . . . . P
aparentemente relacionada con una sobrecarga de Ca”" a nivel mitocondrial y citosdlico.

Con el fin de evaluar si dicha disfuncion es desencadenada por la apertura del poro de
transicién de permeabilidad mitocondrial (mPTP) se trataron los corazones de rata hembra con Cys-
A 0.2 uM, un clésico inhibidor del mPTP (Griffiths y Halestrap, 1993), desde antes y durante el
tratamiento con CLZ+GST. Esto revirtid la reduccién de la RCPI generada por el agregado de GST
a CLZ y aument? la economia especialmente en la HIP, pero aumenté la contractura diastdlica en R
(Fig. 45).

Estos resultados principalmente sugieren que la disfuncién por el tratamiento con CLZ+GST

previo a la HIP/R esté asociada a la apertura del mPTP.
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Two-way ANOVA por tratamiento: F=29,92, P<0.0001, por tiempo: F=13,35, P<0.0001

por tiempo: F=2,942 | P<0.0001

Fig. 45: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastélica (ALVEDP)
(d) en corazones de rata hembra,(CRH) tratados con clonazepam 10 uM (CLZ) o CLZ 10uM + GST 20 uM
antes y durante la hipoperfusion (HIP) seguida de reperfusion con Krebs-C (HIP/R). Se muestran los

resultados del ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs CLZ.
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Tabla 17: Pardmetros contrdctiles previos a la hipoperfusion y luego de 5, 25 y 45 minutos de
reperfusion en los corazones de ratas hembra control (n=8) o pretratados con CLZ 10uM (n=7) o GST 20 uM
+ CLZ 10uM (n=5) o con GST 20 uM + CLZ 10 uM + Cys-A 0,2 uM (n=5), expuestos a hipoperfusion-
reperfusion (HIP/R) a 37°C.

Grupo CONTROL.: 1Pt 1Pt /P +P/P -P/P 1+t tr1 + tr2
C preisquémico 7,51+1,46 0,0910,01 18,65+1,42 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
C preisquemico 7,4611,46 0,0910,01 18,62+1,43 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
RS 2,45+0,77 0,09+0,01 16,97+1,19 | -17,31+1,75 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 25 2,43+0,73 0,09+0,01 16,15+1,00 | -17,96+2,15 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 45 2,31+0,62 0,09+0,01 16,16+1,23 | -16,84+1,61 | 0,09+0,01 0,11+0,01
Grupo CLZ:
C preisquémico 9,96+2,19 0,10£0,01 16,32+0,53 | -13,16+0,76 | 0,09+0,005 | 0,1310,01
C CLZ: 8,30+2,36 0,10£0,01 17,29+0,72 | -12,91+0,63 | 0,09+0,01 0,14+0,01
RS 5,40+1,42 0,10+0,01 16,01+0,86 | -14,05+0,61 | 0,09+0,005 | 0,12+0,01
R 25 4,61+1,29 0,09+0,01 17,76+0,33 | -15,46+0,63 | 0,09+0,005 | 0,11+0,01
R 45 4,65+1,38 0,09+0,01 17,75+0,46 | -15,48+0,64 | 0,09+0,005 | 0,10+0,01
Grupo GST + CLZ:
C preisquémico 7,69%2,06 0,12+0,01* | 15,47+0,95 | -12,89+0,58 | 0,14+0,02 0,15+0,01
C GST+CLZ 5,60+1,78 0,12+0,01* | 15,74+1,03 | -12,90+0,50 | 0,14+0,01 0,15+0,01
R5 0,37+0,10 0,11+0,01 15,68+0,66 | -16,35+1,85 | 0,15+0,03* | 0,12+0,01
R 25 1,00+0,30 0,11+0,1 14,98+0,97 | -14,53+0,68 | 0,19+0,04* | 0,14+0,01
R 45 1,39+0,54 0,11+0,01 16,02+0,77 | -13,99+0,59 | 0,18+0,05* | 0,14+0,01
Grupo GST+CLZ+
CYS-A
C preisquémico 10,22#1,77 | 0,14+0,01* | 15,15+0,62 | -12,56+0,82 | 0,12+0,01 0,14+0,01
C GST+CLZ+CYS-A| 5,1840,57 0,14+0,02* | 15,15+0,59 | -13,06+0,92 | 0,13%0,01 0,14+0,01
RS 2,01+0,51 0,13+0,01* | 16,14+0,75 | -13,66+0,72 | 0,12+0,01 0,12+0,01
R 25 2,65+0,48 0,13+0,02* | 16,14+0,74 | -13,98+0,81 | 0,13%0,02 0,13+0,01
R 45 2,41+0,32 0,13+0,01* | 16,16+0,60 | -13,75+0,69 | 0,13+0,01 0,13+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F= 5,308 F= 27,17 F=3,793 F=8,967 F=21,60 F= 8,806
P=0,0019 P<0.0001 P=0,0126 P=P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 17,92 F=0,9926 F= 0,1579 F= 1,965 F= 0,7640 F= 2,152
P<0.0001 P=0,4150, NS P=0,9590, NS. P=0,1053, NS. P= 0,5511, NS. P=0,0795, NS.

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 4 condiciones experimentales, y
de los valores diferentes por el test de Bonferroni (¥p<0.05).
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2.b.3 Efectos de la administracion in vivo de genisteina 5 mg/Kg en HIP/R:

Para evaluar los efectos de GST en una situacion mds cercana a la fisioldgica, y compararla con
los efectos encontrados en la I/R, se administré una dosis intraperitoneal (IP) de GST (S5mg/Kg) 24
horas antes del experimento en corazones de rata macho.

Como se muestra en la fig. 46, la administracién de GST a los CRM (con P inicial de 72,6 +
11,8 y 81,6 + 5,8 mmHg respectivamente para el grupo control y GST) mejoré la RCPI ya que los
corazones recuperaron hasta el 86,4 + 12,6 % de la P inicial, mientras que los controles recuperaron
hasta el 34,6 £ 7,7% (Fig. 46a). Sin embargo, no modific6 la recuperacién del Ht, cuyos valores
iniciales fueron de 15,0 £ 2,2 mW/g para el grupo control y 16,2 +1,4 mW/g para el grupo de GST
5 mg/Kg (fig. 46b). En consecuencia, el tratamiento in vivo con GST 5 mg/Kg mejoré la economia
muscular total (P/Ht) desde el valor inicial (4,8 + 0,2 mmHg.g/mW para el grupo control y 5,2 +
0,5 mmHg.g/mW para GST). El grupo de GST, mantuvo la economia luego de la HIP/R (5,0 + 0,8
mmHg.g/mW), mientras el grupo control la redujo (1,9 £0,4 mmHg.g/mW) (fig. 46¢c y 47).

Por otra parte, al igual que en los experimentos de perfusiéon de GST, la administracién in vivo
de GST indujo un aumento en la contractura diast6lica durante la HIP de hasta 24,4 +3,0 mmHg,
que es superior a la contractura observada en el grupo control (7,5 + 4,0, mmHg). Durante la
reperfusion la contractura diastdlica en el grupo tratado con GST IP aumenta atin mads llegando a
30,1 = 7,4 mmHg al final de R, que es superior al grupo control (18,7 £ 2,3 mmHg) (ver fig. 46d).

La Fig. 47 compara la recuperacion de la economia muscular como porcentaje del valor inicial
de P/Ht, y se aprecia que en este modelo de atontamiento por HIP/R, la administracién in vivo de
GST gener6 la mayor recuperacion de la economia muscular (un 100,6 + 18,0% del valor inicial),
que es significativamente diferente que el alcanzado por el grupo control (39,6 £7,6% de la
economia inicial), y por el grupo de corazones perfundidos con GST 20 uM (42,0 £ 13,6 y 37,6 £

7,8 % para CRM y CRH respectivamente) (Fig. 47).
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Al igual que en la I/R, estos resultados sugieren que los efectos del tratamiento agudo in vivo
(IP) de GST 5 mg/Kg 24 horas antes de la HIP/R resulta mds cardioprotector que su perfusion

directa ex vivo en el mismo modelo de HIP/R.
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Fig. 46: Valores de: mdxima presion desarrollada (% del P preisquémico) (a) flujo de calor total liberado
(% del Ht preisquémico en Krebs-C) (b), economia muscular (P/Ht) (C) contractura diastélica (ALVEDP)
(d) en corazones de rata macho (CRM) que recibieron una dosis de 5 mg/Kg de GST por via IP 24 horas
antes de exponer el corazon aislado a hipoperfusion- reperfusion (HIP/R). Se muestran los resultados del

ANOVA de 2 vias y de los post-tests de Bonferroni con * p<0.05 vs CONTROL.
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Fig 47: Comparacion de la economia muscular total (P/Ht) al final de la reperfusion (expresada

como % del valor inicial sin tratamiento) para los varios protocolos de genisteina (GST) efectuados

en el modelo de atontamiento por HIP/R a 37°C: perfusion de GST 20 uM en corazones de rata
macho (CRM) y hembra (CRH) antes de la HIP/R, administracion IP de GST 5 mg/Kg 24 horas

antes del experimento de HIP/R en el corazon aislado, y control sin tratamiento de HIP/R.

Tabla 18: Pardmetros contrdctiles previos a la hipoperfusion y luego de 5, 25 y 45 minutos de

reperfusion en los corazones de ratas control (n=8) o CRM pretratados con GST IP (5mg/Kg, n=5)

expuestos a hipoperfusion- reperfusion (HIP/R) a 37°C.

Gr upo 1Pt 1Pt /P +P/P -P/P 1+t tr1 + tr2
CONTROL.:
C preisquémico | 7,51+1,46 0,0940,01 18,65+1,42 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
C preisquemico | 7,46%1,46 0,0940,01 18,62+1,43 | -16,16+1,06 | 0,08+0,01 0,11+0,01
R5 2,4510,77 0,0910,01 16,97+1,19 | -17,31+1,75 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 25 2,4310,73 0,0940,01 16,15+1,00 | -17,96+2,15 | 0,09+0,01 0,11+0,01
R 45 2,31+0,62 0,0910,01 16,16+1,23 | -16,84+1,61 | 0,09+0,01 0,11+0,01
Grupo GST IP:
C preisquémico | 10,48+0,97 | 0,12+0,01* | 14,33+#1,10 | -11,92+0,64 | 0,090,01 0,11+0,01
C preisquémico | 10,01+0,73 | 0,12+0,01* | 14,46+1,14 | -12,09+0,73 | 0,090,01 0,11+0,01
R5 8,04+2,17* | 0,13+0,01* | 13,63+0,97 | -11,68+0,55| 0,10+0,01 0,10+0,01
R 25 8,05+1,91* | 0,12+0,01* | 13,24+0,67 | -12,87%1,26| 0,10£0,01 0,10+0,01
R 45 7,90+1,74* | 0,1240,01* | 12,91+0,36 | -12,78+0,79 | 0,12+0,02 0,10+0,01
ANOVA Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento: | Por tratamiento:
F=28,98 F= 69,20 F=20,65 F=23,46 F=3,095 F=1,706
P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 P=0,0841, NS P=0,1969, NS
Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo: Por tiempo:
F= 4,702 F= 0,4981 F= 1,180 F= 0,2753 F= 1,152 F= 0,2686
P= 0,0025 P=0,7371, NS P=0,3300, NS. P= 0,8927, NS. P=0,3420, NS. P=0,8969, NS.

Se realizo el test de ANOVA de dos vias para cada pardmetro en las 2 condiciones
experimentales, y de los valores diferentes por el test de Bonferroni (¥*p<0.05).
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3. CAMBIOS EN LA [Cd™*] CITOSOLICA Y MITOCONDRIAL EN CARDIOMIOCITOS

AISILADOS DE RATA EXPUESTOS A GENISTEINA 20 uM:

Con el objetivo de entender el rol mitocondrial en los efectos de GST se aislaron
cardiomiocitos de rata y se cargaron con los fluoréforos Fluo-4 AM (para analizar cambios en el
Ca®* citos6lico), o con Rhod-2 AM (para estudiar los cambios del Ca®* mitocondrial), y se detectd
la fluorescencia (F/Fo) mediante microscopia confocal.

En esta serie experimental, al cambiar la perfusiéon con HEPES-Krebs (C) a HEPES-Krebs con
10 mM cafeina-36 mM Na* sin cambios en [Ca**le (2 mM) se generé un aumento transitorio en la
sefial de Fluo-4 seguido por una abrupta caida hasta el nivel basal (Fig 48). El mismo protocolo
aumenté lentamente la sefial de Rhod-2 al mismo tiempo en que cayd la sefial de Fluo-4, y
continud subiendo hasta la reversién cuando se perfundié nuevamente con C (Fig. 49).

El agregado de GST no afectd el mdximo de la senal de Fluo 4 (+0.165 + 0.023) o sea de la
concentracién de Ca”* citosélico liberado por el medio con cafeina, pero demord la caida de ese
pico por unos segundos (Fig 48). En concordancia, GST redujo la sefial de Rhod2 desde +0.38 +
0.09 a +0.12 + 0.07 (Fig. 49). El resultado sugiere que GST reduce el flujo del Ca** liberado por
cafeina desde el citosol a las mitocondrias Estos efectos en cardiomiocitos bien aireados y

perfundidos podrian influir en la I/R o la HIP/R.
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a) b)

F/Fo Fluo4

Fig. 48: Muestra la imagen de un cardiomiocito aislado de rata cargado con el fluordforo Fluo4 a) y los
efectos de GST sobre la F/Fo de Fluo-4 ( Ca’* libre citosélico) por perfusion de Krebs con cafeina 10 mM-

Na 36 mM b) (t-test: t= 1,2, p=0,207).

F/Fo Rhod2

—a— C-C+caf36Na === C-Gen- Gen+caf36Na
t(s)

Fig. 49: Muestra la imagen de un cardiomiocito aislado de rata cargado con el fluordforo Rhod-2 a) y los
efectos de GST sobre la F/Fo de Rhod-2 (calcio libre mitocondrial) en los cardiomiocitos de rata expuestos

a perfusion de Krebs con cafeina 10 mM-Na 36 mM b) (t-test: t= 4,3, p<0.0001).
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4.MEDICION DEL GRADO DE INFARTO:

En los modelos de corazones perfundidos expuestos a I/R o HIP/R, el grado de infarto
(Al/VI%) resulté muy bajo en las diversas condiciones. En los modelos de atontamiento llevados a
cabo a 30°C el tamafio de infarto en los corazones de rata fue de 4,57 + 1,83 % (n=8), mientras que
en cobayos se generd un 15,83 + 3,78 % (n=8). En el modelo de atontamiento por HIP/R a 37°C,
el grado de infarto fue de 3,17 £+ 0,92 % (n=6). En la tabla 19 se muestra el AI/VI % en los
corazones sometidos a atontamiento por 20 minutos de isquemia a 37°C seguido de reperfusion. En
este modelo experimental el pequefio grado de infarto del grupo control no fue modificado en los
grupos tratados con GST 20 uM previo a la I, GST 20 uM antes de la [ y durante la R, y GST 2
UM antes de la I y durante la R. Adtn en el modelo de atontamiento severo por 30 minutos de [ a
37°C seguidos de reperfusion no se observé un grado de infarto importante, ni fue afectado por el

tratamiento con GST o GST+OVN adminitrados por via intraperitoneal (tabla 20).

Tabla 19: Grado de infarto expresado como Al/VI % medido en los corazones de ratas sometidos a

20min de 1y 45 min de R a 37°C, tratados con diferentes concentraciones de GST.

TRATAMIENTO: Al/VI %
CONTROL (n=7) 5,18+0,89

GST 20 uM (n=10) 6,89+0,96
GST/REP GST 2 uM (n=10) 2,75+0,36
GST/REP GST 20 uM (n=7) 4,42+0,72
ANOVA de una via F= 6,008, P=0.002

Tabla 20: Grado de infarto expresado como AI/VI % medido en los corazones de ratas sometidos a

30min de 1y 45 min de R a 37°C, tratados con GST 5 mg/Kg o GST 5 mg/Kg + OVN 15 mg/Kg .

TRATAMIENTO: AI/VI %
CONTROL (n=3) 2,1240,60

GST 5 mg/Kg (n=5) 2,2810,63

GST 5 mg/Kg + OVN 15 mg/Kg (n=5) 2,8610,53
ANOVA de una via F=1,027, P=0,3717
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DISCUSION
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Esta tesis describe los efectos de GST sobre la contractilidad miocédrdica y la recuperacion
energética en varios modelos de atontamiento: por isquemia de no-flujo/reperfusiéon (I/R) en
corazones enteros de rata y cobayo, y por hipoperfusion/reperfusiéon (HIP/R) en corazones enteros
de rata. Puesto que la genisteina es considerada un fitoestrogeno, se evaluaron las diferencias de
respuesta entre los dos sexos, tanto en I/R como en HIP/R. En los modelos de atontamiento se
estudiaron los efectos de la perfusiéon ex vivo de GST sobre los mecanismos que regulan la
energética de la homeostasis de Ca”*. Para estudiar una situacién mas cercana a la de administracién
terapéutica de GST, se estudiaron los efectos producidos por la administracién in vivo de 5 mg/Kg
via intraperitoneal un dia antes del experimento de I/R en corazones aislados de rata expuestos a un

modelo de atontamiento severo, o al modelo de atontamiento por HIP/R.

1. Modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y reperfusion:

1.a Efectos de genisteina en corazones de rata:

El género tuvo una gran influencia en los efectos de GST, tanto en corazones de rata como de
cobayo. Este fitoestrogeno produjo un aumento del atontamiento en corazones de machos (M) sin
afectar a las hembras (H). Dado que en el laboratorio se habia caracterizado el modelo de
atontamiento a 30°C, se inici6 este estudio en estas condiciones, a fin de proveer elementos para
entender los mecanismos de GST sobre el atontamiento miocdrdico por I/R. Se empled la
concentracion 20 uM de GST porque habia demostrado efectos beneficiosos en algunos tejidos
miocdrdicos (Ji y col. 2004b; Al-Nakkash y col., 2009). A pesar de que esta concentracion es mas
alta que la encontrada en el plasma de humanos que consumen fitoestrogenos (2 uM), se debe tener
en cuenta que GST puede acumularse tanto en el corazén como en el cerebro (Setchell, 1998). Una

vez caracterizados los efectos y mecanismos de GST 20 uM en corazones de rata y cobayo a 30°C,
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se mimetizaron diversas situaciones mas fisiologicas en corazones de rata expuestos a I/R, a saber:
perfusion de GST 2 uM a 37°C, perfusion de GST 20 uM a 37°C, perfusiéon de GST 20 uM en
presencia de adrenalina a 37°C, administracion de GST 5 mg/kg via IP 24 horas antes del
experimento de atontamiento severo por I/R a 37°C, o previas al modelo de atontamiento moderado

por HIP/R a 37°C.

1.a.1Efectos y mecanismos de genisteina en los modelos de atontamiento a 30°C:

La GST redujo la RCPI en corazones de rata y cobayo macho (M) pero la mantuvo en
corazones hembra (H). Este resultado sugirié que GST podria estar inhibiendo el influjo de Ca™ por
canales L, como ha sido descripto por otros autores (Katsube y col., 1998; Ji y col., 2004a). El
inotropismo negativo generado por GST fue evidenciado en cardiomiocitos y en musculos papilares
(Katsube y col., 1998; Ma y col., 2002). Belevych y col. (2002) demostraron que GST 20 uM
generd un 50 % de inhibicién de la corriente de Ca®* en cardiomiocitos de cobayo. Sin embargo,
fueron notorias las diferencias de género en la respuesta inotropica de GST. Se ha demostrado que
la homeostasis de Ca®* y algunos de los mecanismos reguladores varfan con el género. Como se
describe en el punto 1-g de la Introduccién de esta tesis, no se han encontrado diferencias
significativas de género en la densidad de corrientes de Ca®* en cardiomiocitos aislados en ninguna de
las especies estudiadas (ratas, cobayos, ratones) (Leblanc y col., 1998; Grandy y Howlett, 2006;
Brouillette y col., 2007; Yaraz y col., 2007; Farrell y col., 2010; Howlett, 2010). Sin embargo, en H
se encontré mayor cantidad de la subunidad Cav1.2 del canal de Ca’ tipo L (Chu y Col., 2005; Sims
y col., 2008) y en la densidad de receptores de dihidropiridina en los ventriculos de ratas H (Vizgirda
y col., 2002). La mayor cantidad de subunidades Cavl.2 de canal L en H y la similitud en las
densidades de la corriente de Ca®* entre ambos géneros sugieren que en H habria menor actividad

individual de los canales L. Ademds, el transitorio de Ca®* resulté ser mas bajo en H que en M y con
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menor velocidad de caida (Leblanc y col., 1998; Curl y col., 2001; Wasserstrom y col., 2008; Farrel y
col., 2010). La mds lenta remocién de Ca** en hembras no se correspondié con cambios en la
expresion de la SERCA2a o la PLN (Chu y col., 2005; Tappia y col., 2007). En cambio, la caida del
transitorio puede relacionarse con una menor liberacién de Ca** desde el RS en respuesta al influjo de
Ca®" extracelular en H (Farrell y col., 2010), y con una mayor extrusién de calcio por el NXC-SL
descripta en conejos hembras en comparacién con los machos (Chen y col., 2011). Si bien podrian
existir diferencias de especie, estas evidencias podrian explicar que GST afectara mds la
contractilidad de los corazones M, los cuales tendrian un mayor aporte de influjo de Ca™ por canales
respecto de la liberacion del RS que las H. En esta tesis, la economia muscular total (P/Ht) acompaiié
los cambios en P, resultando que GST redujo la economia post-isquémica mas en M que en H
respecto del grupo control. Esto sugiere un aumento del costo energético para sostener una baja
recuperacion contrictil. El hecho que a 30°C los corazones de rata con GST exhibieron menor
contractura diastélica que los controles explica parte de ese mayor consumo energético empleado en
la remocién citosélica de Ca™ durante la didstole.

Dado que en bibliografia hay discrepancia acerca de si los efectos inhibitorios de GST sobre el
influjo de Ca®* son mediados por la inhibicién de la TK o no, se evalué esta dependencia en los
corazones de rata de ambos géneros por separado. El pretratamiento con OVN + GST generd un
efecto inotrdpico positivo previo a la isquemia y logré revertir la caida en la RCPI y en la economia
generadas por GST en CRM (Fig. 26). Esto sugiere que los efectos negativos generados por GST en
M son mediados por la via de las TK, puesto que OVN bloquea las tirosinas fosfatasas (TP) y éstas
contrarrestan permanentemente los efectos celulares de las TK (Ogura y col., 1999). Es conocido
que las TK fosforilan residuos de tirosinas de varias proteinas, entre ellas los canales KATP en los
cardiomiocitos (Kwak y col., 1996) y canales de Ca™ tipo L (Katsube y col., 1998; Belevych y col.,
2002). Por lo tanto, la reduccién en la RCPI encontrada en corazones de rata M sugiere que en estos

CRM la inhibicién de la via de las TK seria de gran importancia en el efecto de GST (Fig. 50). Esta
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via conduce indirectamente a la inhibicién de la corriente (Ic,;1) por GST como fue descripta en
cardiomiocitos de cobayo (Ji y col., 2004a). Estos autores, también demostraron reversiéon de la
inhibiciéon generada por GST en la I¢,y al inhibir la TP con OVN (Ji y col., 2004a). Pero nadie

habia evaluado esta accién durante la isquemia/reperfusion, como fue demostrado en esta tesis.

Fig. 50: Esquema de los
transportadores que regulan
la homeostasis de Ca’*
durante el ciclo cardiaco. Se
sefiala la regulacion de la
ICa**-L por GST mediante
inhibicion de la via de las
tirosina-kinasas (TK), y los
efectos opuestos de OVN al
inhibir a las tirosina-
fosfatasas (TP).

Por el contrario, en CRH la inhibicién de la corriente de Ca* tipo L por GST jugaria un rol
menor, o podria estar neutralizada por un mecanismo positivo también dependiente de la inhibicién
de la TK. Aunque se esperaba que el mecanismo negativo via TK estuviera presente también en
CRH, el pretratamiento con OVN no generé cambios significativos en la RCPI ni en la economia
post-isquémica (Fig. 25). Esto sugirié6 que en CRH GST podria accionar otro mecanismo positivo
también mediado por inhibicién de las TK. Entre los posibles mecanismos mediados por la via de
las TK se encuentra el aumento en el contenido de Ca** del RS y/o retoma y la reduccién del eflujo
a través del NXC-SL (Liew y col., 2003).

Para evaluar si la falta de efecto de GST en CRH era debido al lavado en la reperfusién se

estudié un grupo con el tratamiento de GST durante la R. Los resultados de RCPI, economia y tono
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diastdlico fueron similares a los obtenidos en el pretratamiento de GST (Fig. 25). Esto sugirié que
los efectos balanceados de GST en CRH ocurririan en el inicio de la R, cuando se deja de
administrar GST en los corazones pretratados o se comienza a agregar GST en los corazones
tratados en R. En la bisqueda de otros mecanismos positivos de GST que compensen en CRH los
efectos negativos vistos en CRM, también se pensdé que podria interactuar con el receptor
estrogénico y liberar NO, generando cardioproteccién del mismo modo que el 17-f estradiol
(Fukumoto y col., 2013). Si bien el bloqueo de la NO-sintasa con L-NAME antes y después de
perfundir GST en los CRH no mejor6é la RCPI al final de R (Fig. 27), inhibi6 el inotropismo
negativo producido por GST antes de la isquemia, y acelerd la RCPI. Por lo tanto, en esta condicién
ex vivo no habria efectos cardioprotectores de GST mediados por el 6xido nitrico (NO), pero GST
parece estimular la produccién de NO antes de la isquemia, que al menos en parte participaria en el
leve inotropismo negativo previo a la I/R. En este sentido, se ha descripto que el NO producido por
la eNOS reduce la corriente de Ca** (Sumii y Sperelakis, 1995) y la sensibilidad al Ca™ por
fosforilacion de troponina I ambos mediante la PKG (Kaye y col., 1999).

Para evaluar los efectos en los mecanismos sarcorreticulares y mitocondriales efectuamos un
protocolo en los corazones de rata en el cual luego de la isquemia se reperfunde con Krebs-10 mM
cafeina-36 mM Na*. Esto genera una liberacién masiva y sostenida de Ca** desde el RS. La
relajacion depende inicamente de la recaptacion de Ca’" hacia las mitocondrias ya que el NXC-SL
se encuentra inhibido por el bajo contenido de Na* en la sc. Krebs. Ademds, la recaptacién de Ca®
hacia el RS se mantiene compensada por la liberacidn sostenida dependiente de cafeina, como lo
refleja el aumento en el flujo de calor liberado que es proporcional a los flujos de Ca** por la
SERCA (Bassani y col., 1994; Consolini y col., 2007; Guo y col., 2012; Ragone y col., 2013). En
este protocolo GST no modificé el ABC-ALVP ni el ABC-AHt en corazones de rata H o M a 30°C
(Figs. 29 y 30), lo cual sugiere que GST no afect6 el contenido de Ca®* del RS liberable por cafeina

ni el consumo energético para el ciclaje. Sin embargo, GST redujo el pico inicial de la contractura
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en CRM, lo cual es acorde con una reduccién de la liberacién inicial de Ca** que podria depender
de la reduccién de la actividad del RyR. Si GST inhibié canales de Ca®* es de esperar que la
interaccion con los RyR para la liberacion de Ca®* inducida por Ca’* esté disminuida. Ademds, se
evidencid una lentificacion en la fase de relajacion de dicha contractura, lo cual sugiere que GST
reducirfa la captacién de Ca®* por las mitocondrias considerando que son las tinicas organelas que
pueden remover importantes cantidades de Ca®* del citosol en estas condiciones de cafeina y
minimo eflujo sarcolemal de Ca**. Entonces se concluye que GST afecté las velocidades de ciclaje
de Ca®* entre el RS, el citosol y las mitocondrias, pero no el contenido neto del RS, ya que no afecté
el ABC-ALVP. Esto estd de acuerdo con un reporte que describe similar contenido de Ca™
sarcoreticular en cardiomiocitos de rata hembra y macho estimado por aplicacién de 10 mM cafeina
(Farrell y col., 2010). El flujo de calor Ht durante la reperfusion con cafeina y baja [Na'] estd
relacionado a la hidrélisis del ATP usado en el ciclo fitil de la SERCA provocado por la continua
estimulacién de la liberacién de Ca** del RS inducida por cafeina, y al aumento del metabolismo
mitocondrial en respuesta a la disipacién del A¥Ym producido por el flujo del UCam. El ciclo futil
de Ca®™ a través de la SERCA liberaria al menos 1.25 mW/g, correspondientes al movimiento de 31
nmol Ca®*/g/s estimados mediante cafeina en corazones de cobayos (Bers. 2001) (la SERCA disipa
40 kJ/mol Ca**, moviendo 2 Ca®* por cada ATP hidrolizado). El flujo de la SERCA es atn mayor
en ratas, que tienen mayor participacion del RS. Las mitocondrias consumen 477 kJ/mol O, (Curtin
y Woledge, 1978) y la cadena electrénica mueve 12 H' por O, y 2 H* por Ca**. Entonces, los flujos
del UCam de 32 a 350 nmol Ca**.g”".s™", estimados respectivamente bajo condiciones fisioldgica y
de sobrecarga en mitocondrias aisladas (Arieli y col., 2004), podrian disipar entre 3 y 31 mW/g. De
hecho, durante la reperfusién con Krebs-10 mM cafefna-36 mM Na*, Ht alcanz6 4.5 y 6.5 mW/g
para los grupos control y GST, respectivamente, y 16 mW/g para el grupo OVN+GST en CRM
sugiriendo que OVN ademads podria activar el metabolismo mitocondrial (Fig. 29). En los CRH

tratados con GST, el mismo tipo de reperfusién aumenté el Ht a 9.5 mW/g, mientras que el
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agregado de piruvato de Na* (PIR) a la solucién de GST aument6 Ht a 11.3 mW/g (Fig. 30). Este
efecto es compatible con el aumento del flujo de Ca™ a través del UCam reportado para PIR
(Babiker y col., 2012; Bonazzola y col., 2014). El agregado de Pyr también redujo la contractura
diastolica durante la isquemia en CRH, y revirti6 la reduccién de la constante de relajacién
provocada por GST, efectos que también son compatibles con el aumento de la captacién
mitocondrial de Ca*,

Ademds, en cardiomiocitos aislados cargados con Fluo-4 (para medir cambios en la [Ca®*]
citosélico) o con Rhod-2 (para medir cambios en la [Ca2+] mitocondrial) cuando se perfundieron
con Krebs-10 mM cafeina-36 mM Na® se desarrollé un aumento en el Ca®* citos6lico seguido de
una disminucién. Interesantemente, como se observa en las figs. 48 y 49, la caida en el Ca**
citosolico coincide temporalmente con un aumento en el Ca’* mitocondrial. El tratamiento con GST
demor6 la caida en el Ca®* citosolico y redujo la captacién de Ca®* mitocondrial. Estos resultados
sugieren que GST inhibe la captacion de Ca** mitocondrial a través del UCam, en coincidencia con
los resultados de corazones enteros tratados con la solucién de 10 mM cafeina-baja [Na']. La menor
retoma de Ca** hacia las mitocondrias podria contribuir a la acumulacién de Ca’ en citosol, el cual

induce la contractura diastélica en CRH (Fig. 30).

1.a.2 Efectos y mecanismos de genisteina en los modelos de atontamiento a 37°C:

En el modelo de atontamiento a 37°C (20 minutos de isquemia) la perfusiéon de GST 20 uM
previo a la isquemia redujo el inotropismo, pero en la R no modificé la RCPI en CRM ni en CRH.
Sin embargo, redujo la economia muscular estimada como cociente P/Ht (Fig 33). Este resultado
sugiere que en CRM la temperatura modificé el balance de efectos negativos y positivos de GST, si
lo comparamos con la situaciéon de igual grado de atontamiento a 30°C. El aumento de la

temperatura mejora las velocidades de los mecanismos de transporte facilitado (transportes activos
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primarios y secundarios) en comparacioén con la cinética de los canales i6nicos. Por lo tanto, los
efectos positivos de GST por los cuales se aumenta la disponibilidad de Ca™ para los miofilamentos
(mayor captacion del RS y menor captacion mitocondrial) deberian haber aumentado mas que los
negativos de inhibicién de los canales de Ca®*, explicando que ahora los CRM no reduzcan su
RCPI. En efecto, GST aceler6 la velocidad normalizada de relajacion (—P/P) de las contracciones
durante R a 37°C (tabla 6) pero no a 30°C (tabla 1), lo que sugiere que GST aumentaria la retoma
de Ca™* hacia el RS mediante la SERCA o el eflujo de Ca”* hacia el medio extracelular a través del
NXC-SL. Como se describi6 en el punto 4 de la Introduccidn, en miisculos papilares (sin isquemia)
genisteina aumenté el contenido de Ca®* del RS y la recaptacién, pero en cambio redujo el eflujo de
Ca® a través del NXC-SL (Liew y col., 2003). Sin embargo, una reduccién del eflujo podria ser
causa de que aumentara el contenido de Ca®* del RS. En corazones de cobayo se describié que el
inotropismo positivo de GST estd ligado a la inhibicién de la via de las TK, con modulacién de
PI3K, y producciéon de AMPc, lo cual facilita la movilizacién de Ca’* del RS (Li y col., 2008).
Entonces, la acelerada relajacion de la contraccion cardiaca por GST podria estar vinculada a la
captacién del RS, aunque la I/R produce cambios transitorios per se en la funcién del RS, como se
discute en el préximo punto.

Cuando GST 20 uM se perfundié desde antes de la isquemia hasta el final de la reperfusién en
CRH gener6 una leve pero significativa reduccién de la RCPI, pero mejor6 considerablemente la
economia (P/Ht) por reduccidn del gasto energético (Fig. 31), a pesar de mantener la contractura
diast6lica durante toda la reperfusion. Esto refleja que GST estd ejerciendo efecto inotrépico
negativo y efectos metabdlicos al actuar en el miocardio durante la reperfusion. La caida en la RCPI
podria reflejar la inhibicién de canales de Ca®* L, mientras la mejora en la economia indica que el
miocardio se encuentra con mejor reserva de energia quimica y menor desacoplamiento
mitocondrial, lo cual podria deberse a que se alcanzé la condicion de temperatura optima a la que

funcionan las enzimas del metabolismo mitocondrial y la fosforilaciéon oxidativa. La mejor
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disponibilidad energética favoreceria la recaptacién sarcorreticular por la SERCA, lo cual se

evidencia en el aumento de la —P/P de las contracciones durante R (tabla 4).

Considerando que la concentracién plasmdtica de GST podria ser menor en el consumo
dietético de soja o derivados, evaluamos los efectos de GST perfundiéndola a esa menor
concentracion de 2 uM previo a la [ y durante R en el modelo de atontamiento por I/R a 37°C en
ambos géneros. Si bien no se observdé mejora en la RCPI ni en la economia (Fig. 32) se siguid
manifestando el aumento en la contractura diastdlica pero sélo al inicio de R (Fig. 32d) y en la
velocidad normalizada de relajacién (—P/P) de las contracciones durante R (tabla 5). La menor
concentracion atenda los efectos en el inotropismo y en la contractura diastdlica al final de R.

Considerando que “in vivo” hay una importante accién adrenérgica que podria modificar los
efectos negativos de GST y oponerse a sus efectos sobre los canales de Ca®™, se evalub esta
interaccion perfundiendo los corazones de rata a 37°C con adrenalina 0.05 uM (ADRE) previo al
agregado de GST 20 uM. Tanto en corazones de rata hembra como macho, la adiciéon de GST a
ADRE mejor6 la RCPI y la economia muscular (P/Ht) con respecto a los corazones tratados s6lo
con ADRE (Fig. 34 y 35). Comparando los resultados obtenidos para la combinacion de ambas
drogas con aquellos obtenidos en el grupo tratado con GST antes de la isquemia (Fig. 33)
adrenalina mantuvo la RCPI y mejor6 la economia. Adrenalina es un agonista -adrenérgico que
activa la adenilatociclasa (AC) y canales de K*. Como resultado se activa la PKA y ésta fosforila
canales de Ca®* L aumentando el influjo de Ca®. La perfusion de ADRE + GST podria producir
efectos opuestos en los canales de Ca™, y entonces GST estaria atenuando la sobrecarga de Ca®
inducida por ADRE. Esta interaccion sobre los canales de Ca® explica que, en presencia de ADRE,
GST haya mejorado la RCPI y la economia de los CRM (Fig. 35 y tabla 9) y este efecto sea menos
significativo en los CRH (Fig 34a) dado que tienen menor incidencia del efecto de GST en los

canales de Ca”*. Por otro lado, a nivel de la SERCA ambas drogas sumarian sus efectos, dado que
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fue descripto una activacion de GST en este transportador (Liew y col. 2003; Li y col. 2008). De
hecho, la combinacién ADRE+GST (tablas 7 y 8) enmascaré el aumento que producia GST sola en
la —P/P a 37°C (tablas 4, 5 y 6), sugiriendo que ambas drogas actdan en el mismo mecanismo. Por
lo tanto, en la situacion mas fisiologica de presencia de ADRE, GST resulté cardioprotectora a

diferencia de lo encontrado en el modelo sin ADRE.

1.a.3 Efectos de genisteina y adrenalina en el tono diastolico durante la I/R:

Un punto importante es que a 37°C GST 20 uM aument6 la contractura diastélica respecto del
grupo control, ya sea durante la isquemia como en la reperfusién especialmente en los experimentos
en que también estuvo presente durante la R (Figs. 31 y 33). Esto sugiere que la presencia de GST
mantiene un mayor nivel de Ca®* citos6lico. En principio, podrian contribuir a esto la reduccién del
eflujo de Ca®* a través del NXC-SL descripto para genisteina (Liew y col., 2003), y/o la ya
discutida reduccién de la captacién de Ca** mitocondrial.

El hecho de que el tratamiento de ADRE eleve la contractura diastdlica en la isquemia y al
inicio de R, y la mantenga durante toda la R en CRH, mientras en el grupo control se revierte,
sugiere que la elevada carga de Ca®* del RS seria la responsable de este efecto. Es interesante la
diferencia de género, ya que ADRE no mantuvo la contractura diastdlica después de 5 minutos de R
en los CRM. Esta dependencia del género podria relacionarse a diferencias en la actividad
sarcorreticular, puesto que Mason y Macleod (2009) encontraron que los cardiomiocitos de cobayo H
liberan mayor cantidad de Ca™ desde el RS por agregado de 10 mM de cafeina y tienen un mayor
contenido de Ca** en el RS que los de M. Ademads, en H se ha encontrado una mayor expresion del
receptor de RyR2 y aumento en los niveles de su ARNm que en M (Chu y col., 2005; Yaras y col.,

2007). Entonces, el contenido de Ca®* del RS parece ser responsable de la contractura diastélica en la
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I y el inicio de R. Esto concuerda con un reciente trabajo que describe que en la isquemia se genera
un leak del RS al citosol que se acentia especialmente al inicio de R (Mattiazzi y col., 2015).

ADRE acentud los cambios de tono diastélico propios del ciclo I/R, que dependen del aumento
de la [Ca®™] citosélico durante la isquemia y al inicio de la reperfusién. Durante la isquemia la
contractura fue atribuida a la acidosis, y carga de Na* y Ca** por atenuacién de los niveles de ATP
para el funcionamiento de la SERCA y de otros mecanismos de eflujo. En la reperfusion, los
diversos estudios describieron que el lavado de H' acentiia la carga citosélica de Na* y Ca** (ver
punto 2.a de la Introduccién). En corazén entero de ratén expuesto a I/R, se han medido los
contenidos de Ca”* diastlico y transitorio, en citosol y RS, describiendo los cambios en la Iy en los
primeros minutos de la reperfusién. En cuanto al origen de la contractura diastélica al inicio de R,
se liber6 Ca** del RS, se redujo el contenido del RS y consecuentemente la amplitud de los
transitorios de Ca®* en la reperfusion, lo cual condujo al atontamiento (Valverde y col., 2010).
Nuestros resultados concuerdan con este ciclo de Ca** en la I/R al comparar la mayor contractura
diastolica en el grupo de ADRE que en el control, ya que ADRE aumenta la captacién, contenido y
liberacién de Ca®* del RS, por lo que aumentard la [Ca™] citosSlico en la isquemia. En la
reperfusion, a pesar de que ADRE ha sido removida del medio, es duradera la activacién de la via
de PKA, por lo cual contribuye a la relajacion de la contractura diastdlica cuando se recupera el
ATP para la SERCA. La dependencia del género se evidencidé en el hecho que la contractura
continué en CRH pero cayé en CRM, de acuerdo al mayor contenido de Ca’* del RS en hembras
que en machos (Mason y Macleod, 2009). Tanto la aumentada contractura como su relajacion
conllevan un alto gasto energético (ATP para los miofilamentos y la SERCA), que contribuye a la
caida en la economia muscular (P/Ht) en los grupos tratados con ADRE en comparacién con el
grupo control (Tabla 9).

Los resultados también evidencian una interaccién de ADRE+GST en el RS, ya que durante la

isquemia ambas drogas potencian la contractura, y en el transcurso de la reperfusion GST no altera

187



la relajaciéon de la contractura diastdlica inducida por ADRE, que fue diferente en hembras y
machos (Figs. 34d y 35d). Esto sugiere que ADRE y GST suman sus efectos para aumentar la carga
del RS, que se congelard en la isquemia por reduccién de la actividad de la SERCA y se
deplecionard por liberacién de Ca®* proporcional a la carga, durante los primeros 5 minutos de R.
Ademads, ambas drogas mantuvieron dependencia del género en la actividad de la SERCA que
conduce a la relajacion de la contractura diastélica durante el resto de la R. Todo esto sugiere que
ambas drogas estimularian a la SERCA, aunque por distintas vias. Los resultados estdn de acuerdo
con el trabajo de Li y col. (2008) que en corazones de cobayo describié que mediante inhibicion de
la via de las TK, GST modula los niveles de PI3K y estimula la produccién de AMPc, facilitando la
movilizacién de Ca™ del RS.

Es importante notar que el tratamiento con GST sola produjo gran contractura diastdlica
durante toda la reperfusion en los protocolos a 37°C, especialmente cuando estuvo presente en la R
(Figs. 31 a 33). Pero la contractura diastdlica fue mds baja que el control, y reversible a 30°C (Fig.
24). Esta diferencia de comportamiento podria deberse a que en el corazén de rata el RS se
encontraria mas cargado a mayor temperatura por la mayor velocidad de recaptacién de la SERCA,
y eso contribuiria a una mayor pérdida de Ca** en los primeros minutos de la R en los corazones
tratados con GST, comparado con el control. Ademads, la reduccién de la recaptacién mitocondrial
por el UCam, que se evidencié para GST (en los experimentos de la Fig. 30) podria contribuir a la

elevacién del Ca®* citosélico basal durante R.

1.a.4 Cambios en la economia muscular:

Otro punto interesante es que la economia muscular total (P/Ht) se recuperd en la reperfusion a
valores casi normales en los experimentos de atontamiento a 37°C tanto en la condicién control,

como en los grupos tratados con GST en CRM y CRH. En cambio ADRE redujo la economia, de

188



acuerdo con sus efectos de sobrecarga de Ca™, potenciaciéon de la contractura diastdlica y
estimulaciéon de la SERCA. Es importante ver que el agregado de GST a ADRE mejoré la
recuperacion de la economia muscular, llevandola al nivel inicial en CRH y atin mejordndola en
CRM ( tabla 9). Este efecto protector podria deberse a la reduccién del influjo de Ca** inducida por
GST, que atenuaria la sobrecarga de Ca>* propia de ADRE.

En el atontamiento a 30°C, los controles también recuperan la economia muscular totalmente al
final de R en rata (un 95%), pero menos en cobayo (alrededor del 60%). GST no alteré la
recuperacion de la economia en cobayos (51 y 67 % para CCM y CCH respectivamente) ni en CRH
(52 %), pero la redujo en CRM (23%) (Fig 23). De acuerdo a lo discutido anteriormente, en CRM a
30°C predominaria la inhibicién de GST sobre el influjo de Ca®* desde antes de la isquemia y
durante la R. Como resultado se reduce el transitorio de Ca>* y la contractilidad, lo cual consumiria
menos energia. Pero GST también activa la SERCA aumentando la carga del RS antes de la
isquemia, lo cual potencia la ya discutida pérdida de Ca®* al citosol y la inhibicién de la captacién
mitocondrial de Ca®*. Sin embargo, la reducciéon de la contractura diastdlica respecto del grupo
control a 30°C sugieren que los mecanismos activos de remocién (SERCA, NXC-SL) funcionan
mds que en el control para reducir la [Ca®™] citos6lica basal, y ello consume energia. Aunque tanto
CRH como CRM tratados con GST manifestaron alto y similar consumo energético (evidenciado
por el Ht) en la post-isquemia, s6lo en CRM que recuperaron baja contractilidad se manifesté la

reduccion de la economia muscular total (P/Ht).

1.b Efectos de genisteina en el modelo de atontamiento de corazones de cobayo:

En los corazones de cobayo hembra (CCH) perfundidos a 30°C GST indujo inotropismo
positivo antes de la isquemia. Esto estd de acuerdo con los resultados de contractilidad descriptos en

musculos papilares de cobayo, en los cuales se registr0 un aumento del contenido de Ca™
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sarcoreticular (Liew y col., 2004; Li y col., 2008) y de la sensibilidad al Ca®* de los mioflamentos
(Liew y col. 2003). Sin embargo, en corazones de cobayo macho (CCM) se observé inotropismo
negativo, tal como fuera descripto en otro trabajo en el que genisteina redujo la liberacién del RS (Ji
y col. 2004b). Como se describe en el punto 4 de la Introduccién la discrepancia de resultados ha
sido atribuida a que algunos son mediados por inhibicién de las TK (Li y col., 2008) y otros serian
directos, y a las concentraciones empleadas. Se encontraron los efectos negativos en 40 uM (Ji y
col., 2004b) y los positivos por encima de 1 uM (Li y col., 2008) de GST. A 20 uM habria entonces
una combinacion de efectos que evidentemente es afectada por el género como fue discutido para
los corazones de rata.

Durante la I/R en el modelo de atontamiento GST redujo la RCPI en M sin afectar a las H. Es
decir que el género tuvo la misma influencia en el efecto de GST que en corazones de rata, con la
excepcion de que en cobayos GST no alteré la economia (P/Ht). El efecto benéfico de GST fue
reportado en modelos de severa isquemia, en los cuales GST redujo el tamaiio del infarto en conejos
y cobayos (Tissier y col., 2007). Sin embargo, no encontramos trabajos sobre efectos de GST en
modelos de atontamiento por isquemia transitoria en cobayos. Es importante evaluar si GST puede
prevenir esta situacion, ya que el corazén de cobayo tiene una regulacién de la homeostasis de Ca**
mds parecida al del corazon humano que el de rata, y el atontamiento seria un modelo de un
episodio de primer evento de enfermedad cardiaca en un paciente. En un trabajo previo del
laboratorio se habia caracterizado mediante estudio mecdnico-energético de los corazones de
cobayo y la medicion de sefiales de Ca®* en cardiomiocitos aislados, que las mitocondrias tienen un

rol predominante de “captadoras de Ca**”

en la I/R y asi evitan la sobrecarga citosdlica y reducen la
disfuncién contrictil. Esto surgié del efecto cardioprotector de intervenciones que favorecen la

captacién de Ca®* mitocondrial, especialmente si se exponian a cardioplejia de alta [K'] antes de la

I/R, pero también en los corazones no cardiopléjicos (Ragone y col., 2013).
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Considerando que GST es un fitoestrogeno se hipotetizé que podria ejercer un efecto similar al
estradiol en el precondicionamiento isquémico (PC) (Babiker y col., 2012). Se usé un modelo
consistente en un episodio de PC (3 minutos de isquemia seguidos de 5 minutos de reperfusién
antes de la isquemia global). Si bien el PC mads frecuente implica 3 episodios breves de isquemia
seguido de 5 o 10 minutos de R previo a la isquemia prolongada, hay evidencias de que aun un
unico episodio isquémico de 3 a 5 minutos seguido de un minimo de 5 minutos de reperfusion es
cardioprotector (Maulik y col., 1996; Baines y col, 1998). La cardioprotecciéon implica la
activacion de PKC y los canales de Katp tanto mitocondriales como sarcolemales, asi como también
las vias intracelulares de MAPK y TK (Baines y col. 1998; Eisen y col., 2004; Das y Das, 2008). En
un modelo de PC en miocardio de rata con recuperacion funcional contrictil 100 uM de genisteina
impidi6 la cardioproteccion por lo que se pensé en la participacion de las TK en el PC (Maulik y
col., 1996). En otro modelo de PC en corazones de conejo con infarto como punto final, genisteina
inhibi6 el efecto benéfico del PC cuando estaba perfundido durante la isquemia prolongada, pero la
mantuvo cuando se aplicé durante el episodio de PC breve previo a la isquemia (Baines y col.
1998). Ese trabajo, que empled otros varios inhibidores selectivos de TK y PC aplicados en las
diversas etapas, contribuy6 a explicar que la activacién de las TK seria una etapa en el proceso de
PC distal o paralelo al de la via de la PKC (que a su vez es activada por la accién de TK sobre la
PLC), y que las TK participantes serian las activadoras de la p38-MAPK (Baines y col., 1998). La
dependencia temporal de la cardioproteccion de genisteina en esos modelos de PC en rata (Maulik y
col. 1996) y conejo (Baines y col., 1998) fue atribuida también en parte a que genisteina es un
inhibidor no selectivo de la TK (Ping y col., 1999; Eisen y col., 2004), de acuerdo a sus varios
efectos ya discutidos. Nuestros resultados demostraron que GST no interfiere con el PC, sino que
mantuvo sus efectos benéficos (Fig. 39 y 40). Es posible que haya contribuido la perfusion de GST

desde antes del periodo de PC breve, y el hecho de que GST 20 uM produjo solamente un bloqueo
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parcial de las TK (Geissler y col., 1990), pero lo suficiente como para reducir el transitorio de Ca™
lo cual se evidencia por la caida de la contractilidad en corazones de cobayo M (Fig. 39).

Estd bien establecido que el PC estd mediado por activacion de los canales mKatp (Eisen y col.,
2004). Por lo tanto, se evalué el agregado de 5-HD 100 uM (bloqueante de los mKatp) previo a la
perfusion de GST y al PC. Este redujo la RCPI en CCM precondicionados tratados con GST, por lo
que se concluye que estos canales participan en la cardioproteccion generada por PC+GST. Como
se describi6 en el punto 1f de la Introduccion, bajo condiciones energéticamente poco fisioldgicas la
apertura del mKarp acelera la respiracion mitocondrial (Riess y col.,, 2008) y aumenta
moderadamente la produccién de ROS mitocondrial (Garlid, 2000; Forbes y col., 2001). Los ROS
actian como segundos mensajeros en la cardioproteccion y en el precondicionamiento (Das y col.,
1999). Hay muchas evidencias de que los canales KATP participan en la proteccién impuesta por el
precondicionamiento cardiaco. Esta proteccidn ha sido abolida por la adicién de glibenclamida y 5-

HD (Zhu y col., 2003).

2 Modelo de atontamiento por hipoperfusion —reperfusion en corazones aislados de rata:

2.a Participacion de transportadores mitocondriales:

La I/R cardiaca genera una disfuncion contréctil y energética con diverso grado segin el
modelo en estudio. Por otra parte, la reduccién severa del flujo de perfusion mimetiza més
cercanamente la condicién de obstruccidn parcial coronaria por la placa ateromatosa en el angor. Se
ha descripto que la HIP reduce la oxigenacién del misculo pero induce una adaptacién a la
hipoxemia (Merati y col.,, 1996). Ademdas afecta la actividad mitocondrial de recuperacién

metabdlica menos que la isquemia (Consolini y col., 2001) y mantiene la remocién de metabolitos
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evitando su acumulacion extracelular. Por lo tanto, los resultados de esta tesis son importantes para
caracterizar los mecanismos participantes en la disfuncién por HIP/R, a fin de encontrar estrategias
farmacoldgicas para prevenirla.

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que en la I/R del
corazén de rata expuesto a una solucién cardiopléjica despolarizante a 30°C, las mitocondrias
aportan Ca®* para regular la RCPI mediante la interaccién funcional con el RS, especialmente por
extrusion via el NXCm y captacién por el UCam (sus respectivos bloqueos redujeron la RCPI)
(Consolini y col.,, 2007; Ragone y Consolini, 2009). Sin embargo, en corazones de rata sin
pretratamiento y expuestos a I/R a 37°C, las mitocondrias también participan en la disfuncién al
ceder Ca®™ al citosol mediante el mNXC, ya que su bloqueo mejor6 la RCPI (Ragone y col., 2015).
En el modelo de atontamiento por HIP/R no habia sido caracterizada la participacién de los
transportadores mitocondriales, por lo que este punto se abordé en esta tesis ademds de analizar los
efectos de GST. En este modelo, el inhibidor del NXCm clonazepam (CLZ) se comporté como
cardioprotector, aumentando la RCPI y la economia durante la HIP de los corazones de ratas, y
reduciendo la contractura diastélica durante la HIP y la R, todo en comparacién con el grupo
control (Fig. 41). Este resultado es cualitativamente similar al obtenido con CLZ en corazones de
rata s6lo expuestos a atontamiento por I/R a 37°C (Ragone y col., 2015). Por lo tanto, en la HIP/R
el NXCm jugarfa un rol comparable al del atontamiento por I/R, que es el de contribuir a la
sobrecarga de Ca®* citosélico que lleva a disfuncién. La mejora en la RCPI ante la inhibicién del
NXCm por CLZ estaria relacionada a una menor pérdida de Ca’" al citosol y un aumento en la
[Ca2+]m, la cual debe aumentar la actividad de las enzimas del metabolismo y consecuentemente la
fosforilacién oxidativa. De esta manera, con mds ATP la célula estaria compensando la deficiencia
producida por la HIP en el manejo energético de la funcién contractil. La SERCA tendria mayor

disponibilidad energética para recaptar el Ca** diastdlico, lo cual explica que se reduzca la
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contractura diastélica, y el RS mds cargado mejora la contractilidad durante la HIP y el inicio de la

R (ver fig. 51).

Fig. 51: Esquema de los transportadores que regulan la homeostasis de Ca’* durante el ciclo
cardiaco. Mecanismo sugerido para clonazepam ( CLZ) al inhibir el NXCm sobre la homeostasis de

2+ . . . .
Ca™". En rojo se indican los efectos que se producen en consecuencia.

Por otro lado, para evaluar la participacién de los canales mKATP en el modelo de
atontamiento por HIP/R se pretrataron los corazones con 5-hidroxidecanoato sédico (5-HD) 100
UM para inhibir selectivamente al canal mKATP (Iwai y col., 2000). Costa y col. (2006) mostraron
que la activacion de los mKATP por diazéxido aumenta el influjo de K a las mitocondrias, y
pueden inhibirse por ATP y 5-HD. Durante la isquemia, la matriz se contrae debido a la reduccién
de su A¥m, se permeabiliza e hidroliza ATP celular, y la despolarizacion reduce la captacion de
Ca®™ y previene la sobrecarga (Liu y col., 1998; Korge y col., 2002). La apertura de los canales

mKatp previene la hidrdlisis del ATP por la FoF; ATP-sintasa mitocondrial (Costa y col., 2006; Liu
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y col., 2010) y la excesiva carga de Ca®* de la mitocondria debido a que disminuye el AYm. Esta
disipacion reduce la fuerza impulsora para el influjo de Ca®* a través del UCam, y es uno de los
mecanismos responsables de la proteccién miocardica ejercida por los abridores de los canales
mKartp (Ishida y col., 2001; Murata y col., 2001; Carreira y col., 2005). Sorprendentemente, la
inhibicion de los mKATP por SHD en este modelo experimental, mejoré la economia durante la
HIP (Fig. 42). Esto podria deberse a que el bloqueo de los mKATP estimula la captacién de Ca**
mitocondrial, con lo que se incrementa el metabolismo mitocondrial mejorando la condicién
energética de la célula durante HIP, y por tanto la contractilidad y la homeostasis de Ca™*. Pero el
hecho de que SHD no redujo la RCPI ni aument6 la contractura diastdlica sugiere que los mKATP
ejercerian un escaso rol cardioprotector en la R posterior a la HIP.

Por otra parte, para evaluar si en el atontamiento con contractura diastdlica por HIP/R en
corazones de rata participa la captacién de Ca®* mitocondrial, se bloqued el uniporter de Ca™
(UCam). EI bloqueante selectivo utilizado fue el “complejo dinuclear amino de rutenio con puente
de oxigeno” o Ru-360 que a 1 uM resulta selectivo por el UCam (Garcia Rivas y col., 2005). Los
resultados mostraron que en los corazones tratados con Ru-360, no se modificé la RCPI ni la
contractura diastdlica propia del ciclo de HIP/R (Fig. 43). Por lo tanto, en la HIP/R la captacién de
Ca® por el UCam mitocondrial jugarfa un menor rol, no seria responsable de la sobrecarga de
calcio citosdlico. Este comportamiento de Ru360 fue muy diferente al encontrado en el
atontamiento por I/R de corazones de rata pretratados con cardioplejia de alta [K']-baja [Ca2+], en el
cual la droga redujo mucho la RCPI y aumenté Ht en la reperfusion (Ragone y Consolini, 2009).
Estos resultados marcan diferencias en el rol del UCam en la homeostasis de Ca®* entre los dos
modelos de atontamiento, por I/R y por HIP/R. En un trabajo calorimétrico previo también se habia
encontrado diferencia en el patrén energético de contracciones aisladas entre la hipoperfusion y la
isquemia: en la primera se mantenian los componentes de calor asociados a la unién de Ca®* a

. ., . 2 . ,
troponina C y a la remocién activa del Ca™*, mientras ambos componentes se reducian
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abruptamente en la isquemia de no-flujo (Consolini y col., 2001). Por lo tanto, la hipoperfusién
mantendria la homeostasis de Ca™* citosélico, pero afecta la contractilidad (en parte debido a la
caida de la tension parietal miocardica dada por el flujo coronario) y el metabolismo (por la
reduccion en el flujo de oxigeno que llega al miocardio). Esta caida del metabolismo aerdbico
deberia aumentar la concentracion de lactato y protones en el citosol, conduciendo a cierta acidosis,
seguramente menor que en la isquemia de no-flujo. Como se describid para la isquemia, la acidosis
debe estimular al intercambiador Na'/H" (NHE) para remover H', y esto aumenta la carga
intracelular de Na®*, que a su vez podria estimular la extrusién de Ca™ mitocondrial a través del
NXCm y la reduccién del eflujo de Ca™ por el NXC-SL. Esto es compatible con los resultados
obtenidos acerca del rol importante del NXCm en el atontamiento inducido por HIP/R, cediendo
Ca®* al citosol (evidenciable por la contractura diastélica en R) y su reversion parcial al administrar

el bloqueante del NXCm CLZ.

2.b Efectos de genisteina en el modelo de atontamiento por hipoperfusion y reperfusion

Los efectos generados por GST 20 uM en el modelo de HIP/R son parecidos a los obtenidos en
el modelo de atontamiento leve por I/R a 37°C, sin cardioproteccién evidente pues hay una caida de
la RCPI y un aumento de la contractura diastdlica, y sin diferencias de género (Fig. 44).
Llamativamente el tratamiento con CLZ (que era cardioprotector) previo y durante el tratamiento
con GST de los corazones antes de la HIP/R generd una disfuncidn contréctil importante, con caida
de la RCPI y economia, y gran aumento de la contractura diastélica (Fig. 45). Este resultado podria
interpretarse a partir de una sobrecarga de Ca®* a nivel mitocondrial y citosélico, provocada por la
simultdnea inhibicién de la extrusién mitocondrial de Ca** por el NXCm (efecto del CLZ) y de la
captacién de Ca®* por el UCam (efecto de GST), a lo que podria sumarse el aumento de la carga de

Ca’* del RS atribuida a GST, segun lo discutido antes en I/R.
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Para evaluar si tal disfuncién involucra la apertura del poro de transiciéon de permeabilidad
mitocondrial (mPTP) se realizé un protocolo con las dos drogas pero en presencia del inhibidor del
mPTP ciclosporina A (Cys-A) perfundida desde antes de las drogas hasta el final de la reperfusion.
La Fig. 45 también muestra que Cys-A revirtié la caida de la RCPI y la economia que habia
producido la combinacién de CLZ+GST. Estos resultados confirman que la combinacién de CLZ +
GST induce una sobrecarga de Ca®* en la HIP/R que activa la apertura del mPTP durante la R.

En cuanto al tono diastélico, Cys-A tendi6 a reducir la contractura durante la HIP y el final de
R, pero no la redujo en el inicio de la R. Esto sugiere que el aumento de la [Ca®™] citosélica en esta
etapa de la HIP/R seria el disparador de la apertura del mPTP. Como se discuti6 para la I/R, en la
HIP/R este Ca”* también podria provenir de una liberacién brusca de Ca® del RS, ante la
reactivacion del flujo y suministro normal de oxigeno. Otros autores encontraron un aumento de
LVEDP durante R, lo cual se relacioné a los efectos inespecificos de Cys-A (Griffiths y Halestrap,
1993). Se describié que 1 uM Cys-A inhibi6 al UCam en células cromafines (Montero y col., 2001)
y que Cys-A se une a otras proteinas como calmodulina, receptores de membrana y glicoproteinas
(Sigal y Dumont, 1992), Si al menos parte de esto ocurriera en nuestros corazones a 0.2 pmol/L
Cys-A, explicaria parte de la contractura didstolica, como la existente al final de R cuando la

contractilidad y la economia han sido mejoradas por Cys-A.

3. Efectos de genisteina in vivo 24 horas antes de la I/R o la HIP/R:

En una condiciéon mds cercana a la fisioldgica se realizé la administracion aguda de GST 5
mg/Kg IP previo a exponer al corazén aislado de rata al modelo de atontamiento severo por I/R a
37°C. La dosis de 5 mg/Kg de genisteina es comparable a la administrada en humanos
terapéuticamente (70 mg/dia de isoflavonas de soja). Aparecié una mejoria en la RCPI y en la

economia muscular, que fue mucho mayor en CRM que en CRH (Fig. 36). En este modelo
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experimental, GST no modificé significativamente la contractura inducida por reperfusién de 10
mM cafeina en el Krebs de 36 mM Na" (ALVP) (Fig. 37), lo cual sugiere que el RS no modific su
contenido de Ca**.

Dado que el tratamiento previo in vivo con OVN 15 mg/Kg no modificé la respuesta de los
corazones a la GST 5 mg/Kg, manteniendo las diferencias de género, indica que los efectos
benéficos de GST in vivo no son mediados por la inhibicién de TK.

A pesar de la cardioproteccion, la administracion de 5 mg/Kg GST in vivo también aument? la
contractura diastdlica durante la R respecto del grupo control (Fig. 36), ain mds que en el modelo
de atontamiento a 37°C con perfusion de GST 20 uM (Fig. 33), como es de esperar por la severidad
de la isquemia. Pero los CRM tratados con GST redujeron la contractura diast6lica durante la R
hasta alcanzar el valor control, lo cual es acorde con que este grupo manifiesta mayor
cardioproteccién. La contractura diastdlica sugiere acumulacion citosélica de Ca™, que en parte se
relaciona con la carga de Ca®* del RS, que genera un leak del RS al citosol especialmente al inicio
de R (Mattiazzi y col., 2015). En menor medida podria deberse al efecto inhibidor de GST sobre el
eflujo a través del NXC-SL (Liew y col., 2003) y/o a la inhibicién de la captacion mitocondrial de
Ca® detectada para GST a 30°C. La caida de la LVEDP en CRM sugiere que con el tiempo se
reactivan los mecanismos de eflujo afectados por GST. Si bien energéticamente (Ht) no hubo gran
diferencia entre los grupos de I/R a 37°C, la economia muscular total (P/Ht) recuperé mucho maés
en los grupos de CRM tratados con GST (con o sin OVN) que en los grupos de CRH o control. La
recuperacion de la economia al final de R en el grupo control es I6gicamente menor en la I/R severa
(Fig. 36¢) que en la I/R de atontamiento moderado (Fig. 33c y tabla 9). La mayor recuperacion de la
economia en los CRM tratados con GST y expuestos a I/R severa sugiere que éstos tendrian mejor
reserva energética después de recibir GST que los CRH. Entonces los CRM emplean su energia en

una mayor contractilidad durante los latidos con un menor tono diastélico que los CRH (Fig. 36),
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indicando que se redujo el leak del RS o lograron extruir mejor el Ca®* citos6lico mediante la

SERCA o el NXC-SL.

Al igual que sucedi6 en el modelo de atontamiento severo por I/R, en el modelo de
atontamiento moderado por HIP/R el tratamiento in vivo de GST 5 mg/Kg resulté muy
cardioprotector mejorando la RCPI y la economia muscular, a pesar del incremento en la
contractura diastélica. Este efecto de GST fue muy diferente al encontrado cuando GST se
perfundié ex vivo a 20 uM, en el cual GST redujo la RCPI y elevd la contractura diastdlica, con
total falta de cardioproteccion (comparar la Fig 46 con la Fig. 44).

Comparando esta potenciacién del efecto de GST en CRM por la administracién in vivo 24
horas antes del modelo de I/R o HIP/R con la perfusién ex vivo, se observo:

a) que el efecto bloqueante del influjo de Ca®* de GST, que es dependiente de la
inhibicion de TK, fue mds importante en la perfusion de GST 20 uM en el modelo de I/R con
atontamiento suave que en la administracion in vivo de GST 5 mg/Kg sobre el modelo de I/R
severo.

b) La contractura diast6lica sugiere acumulacién citosélica de Ca**, que en parte se
relaciona con la carga de Ca® del RS, que fue elevada por GST. Recientemente se demostr6 que en
I/R se genera un leak del RS al citosol especialmente al inicio de R (Valverde y col., 2010;
Mattiazzi y col. 2015). Este efecto de GST es compatible con el aumento de la actividad de la
SERCA ya discutido.

c) que en ambos modelos, GST 5 mg/Kg mejoré la RCPI y la recuperacién de la
economia muscular total (P/Ht) mas en CRM que en CRH, lo cual sugiere que los CRM manejan
mejor la homeostasis de Ca® después de GST que los CRH.

d) que en el mecanismo benéfico de 5 mg/Kg GST intervendria un proceso que se

desarrolla in vivo durante las 24 horas previas al experimento de I/R o HIP/R en los corazones
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aislados. En este sentido, podrian participar mecanismos de sintesis de proteinas. Este mecanismo
protector no es dependiente de la inhibicién de TK y supera a los efectos de GST predominantes en
la perfusion ex vivo.

En principio podria pensarse en mecanismos asociados a los receptores estrogénicos que
estimulan la sintesis de ciertas proteinas. Pero el efecto cardioprotector in vivo se vio mas en CRM
que en CRH. Ademais, la via de las TK no resulté importante en estos efectos cardioprotectores in
vivo. Si bien no hay evidencias previas de mecanismos de GST en la I/R de corazones de rata, la
relacion con los receptores estrogénicos se ha explorado en algunos preparados cardiacos.

En preparados sin I/R, Liew y col. (2003) encontraron que en cardiomiocitos de cobayo macho
el agregado de 17f-estradiol reducia el acortamiento celular, efecto opuesto al que generaba una
concentracion equimolar de GST en las mismas condiciones experimentales, por lo que sugerian
que el inotropismo positivo de GST no estaba mediado por el receptor estrogénico. Y en musculos
papilares de ventriculo de cobayo, el efecto inotrdpico positivo de GST (a concentracién mayor de 1
uM) no fue reducido por ICI 182780, un antagonista especifico del receptor estrogénico ay B (Liy
col., 2008). Ambas evidencias sugieren que GST serfa mds benéfica en el inotropismo de cobayos
machos, que en hembras. Por otra parte, en un trabajo en corazones aislados de rata GST resultd
inotropica negativa, excepto en ratas ovariectomizadas (OVX) en las que la aplicacion de GST 10 a
50 uM aument? la contractilidad (Al-Nakkash y col., 2009). Esto muestra la complejidad de efectos
y cierta interaccion con el estado hormonal.

En el otro extremo, hay estudios de cardioprotecciéon de GST en el infarto, pero alli la accién
benéfica de GST fue comparable a la del estradiol. Tissier y col. (2007) encontraron que la
administracién intravenosa de GST (100 y 1000 ug/Kg) como postcondicionamiento redujo el
tamafio de infarto debido a oclusion de la arteria coronaria en corazones de conejo, al igual que la
administraciéon IV de 100 pg/Kg de 17-f estradiol. Este efecto cardioprotector de GST fue

bloqueado por el antagonista no selectivo del receptor estrogénico fulvestran, y por wortmanina (un
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inhibidor de PI3K), sugiriendo que el efecto cardioprotector en el infarto se debia a la activacion del
receptor estrogénico y la via de PI3K. Estos autores demostraron ademds que los corazones tratados
con GST tenian un aumento significativo en la fosforilacion de la quinasa cardioprotectora Akt
(Tissier y col., 2007). En corazones de rata expuestos a 30 minutos de isquemia y reperfusion, la
ovariectomia aument6 el dafio (medido como pérdida de LDH y CrK, o como dafio mitocondrial y
estructural) mientras el tratamiento con 17-f estradiol revirti6 ese efecto (Wu y col., 2009, Zhai y
col., 2000). Por otra parte, se ha descripto que el 17-f estradiol regula la expresién de la proteina
cardioprotectora HSP72 tanto en cardiomiocitos de rata H como en M (Knowlton y Sun, 2001; Voss y
col., 2003; Hamilton y col., 2004). En nuestros resultados de GST 5 mg/Kg previo a la I/R severa sin
infarto y previo al atontamiento por HIP/R los CRH tuvieron menor cardioproteccién que los CRM,
cuando se los aplicé in vivo. Dado que los machos tienen un bajo nivel circulante de estrégenos,
podria ocurrir que en el CRM los receptores estrogénicos se encuentren en un grado de activacién
mas bajo que en los CRH. Podria entonces GST comportarse como un agonista parcial (Kenakin,
2014) frente al estradiol circulante, de modo que cuando los niveles de éste son bajos potencia su
efecto uniendose a los receptores libres (en machos), y cuando los niveles circulantes son altos
competiria con el agonista enddgeno. Dado que el fitoestrogeno tiene menor actividad intrinseca
que el estrégeno enddgeno, reduciria el efecto estrogénico global (en hembras). En concordancia
con esta posible interaccidn entre la GST y el estradiol se ha reportado que ambos compiten por la
unidn al receptor estrogénico en otro tejido como son las células cancerigenas mamarias humanas
MCEF-7 (Pugazhendhi y col., 2008).

En conclusion, esta tesis valida el efecto benéfico de la administracion in vivo de GST en un
individuo, como preventivo del atontamiento miocdrdico disparado por la reduccién del flujo
coronario, y establece algunos de los mecanismos determinantes de tal proteccién a nivel de la

: 2 ‘o L
homeostasis de Ca”™" y la energética miocardica.



CONCLUSIONES
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Este trabajo demuestra que GST induce cambios en el manejo de Ca®* miocardico que son
dependientes del género y la temperatura. El comportamiento mecédnico-energético en presencia
de GST en modelos a 30°C evidenci6 una combinacion de efectos como la reduccién en el influjo
de Ca*, un aumento de la captacién sarcoreticular de Ca* y la inhibicién de la captacién de Ca**
mitocondrial en corazones de rata y cobayo. Los dos primeros mecanismos estidn asociados con la
inhibicién de tirosina-kinasas y el tercer mecanismo redujo el riesgo de sobrecarga mitocondrial
de Ca* durante la isquemia/reperfusion. También, GST mantuvo el efecto cardioprotector del
precondicionamiento, efectos relacionados a la activacién de los canales mKarp. Finalmente, la
cardioproteccién fue mayor por administracién in vivo de GST 5 mg/Kg a ratas un dia previo a
aplicar el modelo de isquemia/reperfusion con atontamiento severo o el modelo de atontamiento
moderado por hipoperfusion/reperfusion, siendo mas importante en machos que en hembras. Se
puede concluir que los efectos benéficos de GST en el atontamiento estidn relacionados con la
preservacion energética mitocondrial, y con un aumento en la tasa de remocidn y liberacién de

Ca®*, existiendo una interaccién con el estrégeno enddgeno.
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