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RESUMEN

Antecedentes. Recientemente se demostré que el ejercicio fisico induce
precondicionamiento precoz y tardio sobre el tamafio del infarto en perros, y
que el precoz esta mediado por activacion de NADPH oxidasa y por canales de

potasio mitocondriales sensibles a ATP (mitoKATP).

Hipotesis y objetivo. En una primera etapa estudiamos si estos canales
mitoKATP participan también del precondicionamiento tardio por ejercicio.
Posteriormente abordamos nuestro objetivo principal, si el aumento del
ingreso de Ca®* a la célula durante el ejercicio inicia el precondicionamiento
precoz y tardio sobre el tamafio del infarto en el perro, independiente de sus
efectos hemodinamicos, basado en que la administracion intracoronaria de
Ca?" induce precondicionamiento, y que el ejercicio aumenta la entrada de
Ca®" a la célula. Paralelamente estudiamos si este aumento del ingreso de
Ca’* es también responsable de la activacién de NADPH oxidasa durante el

precondicionamiento precoz.

Metodologia. Un total de 202 perros fueron instrumentados quirdrgicamente y
entrenados a correr en una cinta ‘sin fin’, para luego asignarlos
aleatoriamente a alguno de los tres protocolos experimentales: 1) efecto del
blogueo del canal mitoKATP con 5 hidroxidecanoato (5HD) en el
precondicionamiento tardio por ejercicio; 2) efecto del bloqueo del canal de
Ca?* tipo-L del sarcolema con una dosis baja de verapamilo en el
precondicionamiento precoz y tardio por ejercicio; 3) efecto de verapamilo en
la activacion de NADPH oxidasa en el precondicionamiento precoz por

ejercicio.

Resultados. El ejercicio indujo proteccion precoz y tardia sobre el tamafo del
infarto (reduccion de 76% y 52-56% precoz y tardia respectivamente, P<0.05 vs
control), la proteccién tardia fue abolida por la administracién de 5HD, y tanto
la proteccién precoz como tardia fueron abolidas por la administracién de una
dosis unica de verapamilo previo al ejercicio precondicionante. Ademas,

verapamilo bloquedé Ila activacibn de NADPH oxidasa durante el
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precondiconamiento precoz. El ejercicio no indujo isquemia miocardica, no
hubo diferencias hemodinamicas entre los grupos de estudio durante los
periodos de isquemia y reperfusion, y los efectos fueron independientes del

flujo colateral a la region isquémica.

Conclusiones. El precondicionamiento tardio es mediado por los canales
mitoKATP, el precondicionamiento precoz y tardio es iniciado, al menos en
parte, por el aumento del ingreso de Ca** a la célula durante el ejercicio, y la

proteccion precoz es mediada a su vez por la activacion de NADPH oxidasa.
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INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica persiste como una de las principales causas de
muerte y discapacidad en el mundo industrializado (1). La investigaciéon en
este campo dirige sus esfuerzos a determinar los eventos fisiopatolégicos de
la injuria por isquemia y reperfusion (IR) que permitan el desarrollo de
estrategias para disminuir su dafio. En el afio 1986, Murry, Jennings y Reimer
describen en el modelo canino el fendmeno del precondicionamiento
isquémico (PI), que consiste en aumentar la tolerancia del miocardio a la
isquemia inducida por una oclusion coronaria prolongada mediante breves
periodos de isquemia, llamados ’isquemia precondicionante’, previos a la
oclusion coronaria prolongada (2). Desde entonces se ha generado una
enorme evidencia experimental sobre los mecanismos envueltos en este tipo
de cardioproteccion, que se traduce en disminucion del tamafo del infarto (2),
menor incidencia de arritmias (3) y menor disfuncién contractil (4). La
isquemia precondicionante sélo disminuye la velocidad con que se produce el
dafio durante la isquemia prolongada, pero no lo impide. Asi, si la oclusién
coronaria se mantiene por muy largo tiempo (por ejemplo, mas de 90
minutos), la necrosis sera de igual magnitud que en el corazén no
precondicionado. Se ha reportado Pl en diversas especies de mamiferos,
también en humanos (5-7), reflejando la capacidad del corazén para
adaptarse al estrés, modificar su fenotipo y hacerse mas resistente a la

injuria.

El precondicionamiento sigue una evolucion temporal bifasica (8), con una
fase temprana de proteccion o precondicionamiento precoz (PP) (2,9), que se
inicia pocos minutos después de la isquemia precondicionante y dura 2 a 3
horas, y una fase tardia o precondicionamiento tardio (PT), que se evidencia
12 a 24 horas mas tarde y dura 3 a 4 dias (10). Son las modificaciones
proteicas post transduccionales, como fosforilaciones o cambios redox, las
que median la proteccion del PP, y no la sintesis proteica di novo, lo que
explica su rapida aparicion temporal. EI PT, en cambio, requiere de la

induccion proteica con transcripcion de diversas moléculas que ejerzan la
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accion protectora, lo que explica la demora en su aparicion, si bien otorga
una ventana temporal mas amplia de proteccion, con gran potencial

terapéutico (8,10).

Ademas de la isquemia existen muchos otros estimulos que inician el
precondicionamiento. Se ha logrado inducir precondicionamiento aumentando
la demanda metabdlica del miocardio en ausencia de isquemia, mediante
episodios de taquicardia (11-15) o ejercicio fisico (16,17), previos a la
oclusion coronaria prolongada. Estos estimulos no isquémicos sugieren que
es el estado metabdlico miocardico pre-isquémico el que modula o inicia el
fenotipo protector, respondiendo de una manera especifica ante situaciones
de mayor demanda metabdlica o de disminucion del flujo coronario.
Estimulos farmacolégicos también pueden iniciar el precondicionamiento y su
administracién, en ausencia de otro estimulo precondicionante, reproduce el
efecto del Pl precoz y tardio en animales y en el hombre. Entre estos
estimulos farmacolégicos figuran agentes liberadores de 6xido nitrico (18),
agonistas de receptores de adenosina (11,19), agonistas de receptor opioide
(20), anestésicos volatiles (21-23), y radicales libres de oxigeno (RLO) (16),

entre otros.

Actualmente sabemos que no sélo es posible lograr cardioproteccion con
estimulos aplicados previo a la isquemia prolongada (estimulos
precondicionantes) (8,9,24-28), sino que también con estimulos aplicados
posterior a ella, en el momento de la reperfusion, fendmeno conocido como
postcondicionamiento (29-31). Mas recientemente, se ha logrado inducir
pre y post condicionamiento miocardico mediante estimulos isquémicos
‘remotos’, esto es, mediante la induccién de isquemias transitorias en un
organo diferente del corazoén, particularmente el territorio braquial (32). La
presente tesis se centra en el fendmeno del ‘precondicionamiento inducido

por ejercicio en el modelo canino’.

1. Mecanismos generales del precondicionamiento.

El estimulo precondicionante genera un cambio en la bioquimica del

miocardio, haciéndolo mas resistente al infarto al disminuir la velocidad con
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que se produce el dafo durante la isquemia prolongada. Los procesos
desencadenados con el estimulo y que ejercen su efecto antes de la
isquemia prolongada son denominados iniciadores. Los procesos
desencadenados con estos iniciadores y que continuan la proteccion son
denominados mediadores. Comprenden una compleja cascada de vias de
transduccion de sefiales y modificaciones intracelulares que generan una
memoria celular, y que ejercen su efecto durante la isquemia prolongada. Los
procesos que finalmente ejercen la proteccion celular en forma directa son
denominados efectores (8,26,33). En suma, el precondicionamiento no se
debe a la apertura de vasos colaterales hacia la region isquémica ni a una
expresion de atontamiento miocardico, sino mas bien a una adaptacion
metabdlica del cardiomiocito a la isquemia. Estos mecanismos se han

analizado en detalle en articulos de revision (8-10,24-27), muy brevemente:

1.1 Iniciadores del precondicionamiento.

El estimulo precondicionante libera diferentes sustancias en el miocardio que
actuan como iniciadores al activar receptores especificos acoplados a
proteina Gi, sustancias como adenosina (8,19), agonistas alfa adrenérgicos
(34,35), 6xido nitrico (ON) (18), bradicininas (36), agonistas de receptores
opioides (20) y, mas recientemente, la activacion del receptor ‘sensor de
Ca?” acoplado a proteina G (CaSR) (37). Estos agonistas actuarian en
paralelo generando redundancia, alcanzando el umbral protector mas
facilmente frente a una determinada intensidad del estimulo (8,9,24). Existen
ademas otras formas de iniciar el precondicionamiento, no acoplado a
receptor, a través de un aumento transitorio del ién Ca®" intracelular (38,39),
RLO (16), periodos breves de hipertermia, estiramiento de fibras miocardicas,
entre otras (8).

1.2 Mediadores del precondicionamiento.
1.2.1 Transduccion de senales. Papel de las proteinas cinasas.

Con la activacién de la proteina G se inicia una cascada de sefiales
intracelulares donde participan una variedad de familias de proteinas cinasas,

principalmente proteina cinasa C (PKC) y proteina tirosina cinasa, las que
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continuan la induccién del precondicionamiento mediante la fosforilacién de
proteinas mediadoras del PP y, al mismo tiempo, mediante la activacién de
factores de transcripcién, con aumento transcripcional de genes
cardioprotectores y sintesis di novo de los mediadores responsables del PT.
El proceso funcionaria de manera gradual en forma de curva dosis-respuesta.
Como hemos mencionado, el PP no precisa de nueva sintesis proteica, sino
que es la activacion de PKC la que fosforila sustratos que median el estado
protector mientras éstos permanezcan fosforilados, dejando al corazén en un
estado precondicionado que dura sélo algunas horas. En el PT, en cambio, la
sintesis de nuevas proteinas mediadoras permite que el estado
precondicionado dure 1 a 3 dias (8-10,24-27).

1.2.2 Proteinas mediadoras.

Diversas proteinas se han propuesto como mediadoras de |la
cardioproteccién, entre ellas enzimas antioxidantes como superoxido
dismutasa de Mn (MnSOD) (16), 6xido nitrico sintetasa (24), canales de
potasio sensibles a ATP (KATP) (40,41) y NADPH oxidasa (42,43). Estudios
previos en nuestro laboratorio (44) han mostrado que la isquemia prolongada
altera la cinética del i6n Ca®*" por parte del reticulo sarcoplasmico (RS),
asociado a modificaciones del receptor de rianodina y fosfolambano, efecto
revertido por la taquicardia precondicionante, lo que sugiere que las proteinas
del RS actuarian también como mediadores de precondicionamiento,
evitando la sobrecarga de Ca®" citosélico, un posible mecanismo de

proteccién.
1.3 Efectores del precondicionamiento.

La compleja cadena de eventos iniciados con el estimulo precondicionante
convergen finalmente en moléculas que ejercen la proteccién contra la
muerte celular en forma directa y definitiva durante la reperfusion del

miocardico isquémico (45).

Los procesos efectores no estan del todo definidos, y existe ademas una
sumatoria de eventos celulares interrelacionados. La identificacion de estas

moléculas efectoras, y de sus mecanismos de accién, permitiria iniciar la
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modulacién farmacolégica desde antes del inicio de la reperfusién del

miocardio isquémico, con enormes proyecciones terapéuticas.
1.3.1 Canal de potasio mitocondrial sensible a ATP (mitoKATP).

Uno de los posibles efectores del precondicionamiento es el canal mitoKATP,
también considerado como mediador tardio (41). Se discutira sobre ellos en

forma independiente mas adelante en la Introduccién.
1.3.2 Poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP).

El mPTP es un megacanal mitocondrial multiproteico de alta conductancia
cuya identidad molecular aun no se conoce del todo, y que permite el paso no
selectivo de solutos con un peso molecular de hasta 1500 Dalton. Su
abertura es uno de los principales mecanismos de la muerte del cardiomiocito
al momento de la reperfusion, y la evidencia actual muestra que las diferentes
maniobras pre y postcondicionantes actuan previniendo o retardando su
abertura, ya sea mediante estimulos precondicionantes o por inhibicion
farmacologica (46-48).

Una vez iniciada la reperfusion del miocardio isquémico se produce un
aumento significativo de RLO y de la concentraciéon de Ca?* intracelular,
aumento de fosfatos inorganicos y reduccién del potencial de membrana
mitocondrial (A®¥m), lo que favorece la abertura subita del mPTP al inicio de
la reperfusion. La abertura del mPTP produce edema y pérdida del A®¥m,
desacoplamiento mitocondrial, pérdida de la homeostasis idnica, liberacion de
factores proapoptéticos y muerte celular por apoptosis y necrosis, siendo
responsable de la muerte celular al momento de la reperfusién. La presencia
de nucleétidos de adenina y la acidificacion de la matriz previene su apertura,
lo que explica que éste se mantenga cerrado durante la isquemia prolongada

previo a la reperfusion (46,47).

En un reciente estudio clinico en pacientes sometidos a angioplastia primaria
por infarto agudo del miocardio, se observdo que la administracion de
ciclosporina A, un inhibidor del mPTP, fue capaz de reducir el tamafno del
infarto (49). Los estudios sobre la participacion del mPTP en el ejercicio

precondicionante aun no arrojan resultados concluyentes.
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1.3.3 Hipercontractura y rotura del sarcolema.

Se ha observado que con el inicio de la reperfusién el cardiomiocito sufre una
activaciéon contractil excesiva y sostenida secundaria al aumento del Ca?*
citosélico, fenomeno conocido como hipercontractura. Es responsable de
dano celular directo en los primeros minutos de la reperfusion, y la evidencia
muestra que es atenuada con el precondicionamiento, por lo que se
considera un efector importante de la muerte por IR (45,50). Asociado a la
hipercontractura, el aumento de Ca®" al inicio de la reperfusién también
provoca la fragilidad del sarcolema y su rotura, otro mecanismo efector de la
muerte celular (45,51).

2. Participacion del Ca®*, NADPH oxidasa y canal KATP en el

precondicionamiento.
2.1 16n Ca®* como iniciador del precondicionamiento.

Ashraf y cols reportaron en el afio 1994 que periodos cortos de deplecion y
reperfusion de Ca®* eran protectores del dafio miocardico en el corazon
aislado de rata (52), corroborandose posteriormente el efecto protector de la
administracion de Ca®* como iniciador del precondicionamiento en diferentes
modelos animales, incluido el perro (38,39,53). Se puede inducir
precondicionamiento con maniobras que aumenten la concentracion de ca*
intracelular, como la administracién intracoronaria de Ca** (54,55), y revertir
dicha proteccidn con maniobras que la disminuyan, como el bloqueo de los

canales de Ca*" tipo L del sarcolema (39,56).

El precondicionamiento por Ca?* compartiria mecanismos con otros tipos de
precondicionamiento, como el Pl y el precondicionamiento por ejercicio y
taquicardia. Se ha observado en el corazén de la rata que la administracion
del bloqueador de Ca?*' verapamilo es capaz de bloquear no sélo la
proteccion del precondicionamiento por Ca®*, sino también la del PI (39),
hallazgo similar al obtenido con el bloqueador del intercambiador Na*/Ca** en

el modelo canino (55).

Se ha observado también que tanto la taquicardia como los breves periodos

de isquemia precondicionantes aumentan transitoriamente los niveles de
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Ca?* intracelular (53,55,57,58), y que el precondicionamiento por Ca?, al
igual que el Pl y el PP por taquicardia y ejercicio, son mediados por PKC y
por canales KATP (11,14,17,39,59). Sin embargo, no se ha demostrado a la
fecha que el aumento del Ca®*" intracelular participe también del

precondicionamiento inducido por ejercicio.

La acidosis intracelular secundaria a la isquemia precondicionante explicaria
el aumento transitorio y controlado del Ca?* citosélico observado en estos
breves periodos de isquemia. El aumento de la concentracion intracelular de
H+ estimula el intercambiador Na‘’/H", resultando en una salida de H+ y
entrada de Na+, lo que a su vez estimula el intercambiador Na*/Ca®*, con el

consecuente aumento del Ca®" citosdlico (45,50,51).

A diferencia de los breves periodos de isquemia precondicionante, durante
una isquemia prolongada la deplecidn energética produce una sobrecarga
masiva de Ca®' citosolico con dafio irreversible en los cardiomiocitos
(45,51,53,55). El rapido lavado de H* extracelulares durante los primeros
minutos de la reperfusion reactiva el intercambiador Na*/H*, logrando
restablecer el pH intracelular a expensas de una mayor sobrecarga
intracelular de Na* y Ca®*, cuyo balance final dependera de la capacidad de
la bomba Na*/K'/ATPasa de restablecer el potencial de membrana y la

homeostasis ionica (45,51).
2.2 NADPH oxidasa como mediador del precondicionamiento.

La generacion masiva de RLO (como anién superodxido, peréxido de
hidrégeno y radical hidroxilo) con el inicio de la reperfusion guarda relacion
directa con el dafio miocardico por IR (45,50,51). Sin embargo, hace casi dos
décadas se observé en el modelo del conejo que la exposicion a dosis bajas
de RLO, en ausencia de isquemia, inicia la cardioproteccién, reproduciendo
los efectos benéficos del Pl (60), en la misma linea a lo reportado en el
corazén de la rata, donde el uso de antioxidantes durante el Pl abolio el
efecto protector (61). Estos hallazgos, junto a la evidencia actual, sugieren
que la generacion de dosis subletales y controladas de RLO durante las

maniobras precondicionantes jugarian un papel fundamental como
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mediadores, actuando como segundos mensajeros en el desarrollo de la
cardioproteccion (8,24,26,60,62).

La mitocondria es la principal fuente de RLO durante el precondicionamiento
(63), y la NADPH oxidasa la principal fuente de RLO en el tejido cardiaco,
siendo implicada en la proteccion obtenida con el Pl (64), con el
precondicionamiento farmacoldégico con angiotensina |l (65), y con el
precondicionamiento por taquicardia (42). Estudios recientes han demostrado
que los RLO, especialmente a través de la via de NADPH oxidasa,
participarian también del precondicionamiento por ejercicio (43,66). La
evidencia actual sugiere entonces que las modificaciones redox de proteinas
intracelulares serian también una parte fundamental de la cardioproteccion

inducida por ejercicio fisico.
2.3 Canales KATP como mediadores del precondicionamiento.

Hace mas de dos décadas se propuso por primera vez que la abertura de los
canales KATP estaba involucrada en la proteccion que otorga el
precondicionamiento (67), aquellos localizados en la membrana del
sarcolema (sarcKATP), y particularmente los localizados en la membrana
interna de la mitocondria, los mitoKATP (8,40,41,67-71). El canal sarcKATP
esta conformado por un canal de potasio rectificador interno en asociacién
con un receptor de sulfonilureas. Se cree que el canal mitoKATP tiene una

estructura similar, si bien su composicion exacta aun no se conoce (72).

La abertura de los canales sarcKATP acorta el potencial de accion y reduciria
de esta forma la entrada de Ca®* a la célula durante la isquemia prolongada,
evitando la sobrecarga de Ca*" intracelular como mecanismo protector. El
acortamiento del potencial de accion reduciria la excitabilidad celular, lo que
ayudaria a preservar la energia celular durante la isquemia prolongada (40).
Se ha reportado a estos canales como uno de los mediadores del
precondicionamiento por ejercicio (73,74), siendo necesaria su abertura

durante la isquemia prolongada para disminuir el dafo por IR (40).

En los ultimos afos se ha postulado también al canal mitoKATP como posible

mediador en la cadena que lleva a la proteccion, basado en los siguientes
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hallazgos (41): a) estos canales se activan en la isquemia por la disminucion
del contenido de ATP celular y su activacién con abridores de estos canales,
como nicorandil y diazoxide, reproducen la proteccion (68,69), b) a la inversa,
el bloqueo de estos canales con 5-hidroxidecanoato (5HD) o glibenclamida
revierten el efecto protector de la isquemia precondicionante (70), c) diversos
estimulos precondicionantes como isquemia (8,24-27,75), taquicardia (13-
15), administracién de Ca®" (53), agonistas de adenosina (76) y agonistas
opioides 81 (20), convergen en la activacion del canal mitoKATP, con
participaciéon de PKC (77) y d) en el hombre, la incidencia de isquemia en
pacientes con cardiopatia coronaria disminuye con la administracion de
nicorandil (78,79).

2.3.1 Canal mitoKATP y funcién energética.

La fosforilacion oxidativa mitocondrial es la principal fuente de produccion de
ATP en células eucariotes (33). La cadena de transporte de electrones
permite sacar H* de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana
generando un gradiente electroquimico. La mitocondria utiliza este gradiente
para sintetizar ATP al permitir la entrada de H* a través del complejo FO-F1,
donde el ADP es fosforilado a ATP. La abertura del canal mitoKATP permite
que el K* entre a la mitocondria a favor de su gradiente electroquimico,
arrastrando agua y produciendo un edema discreto de la matriz de este
organelo. Un intercambiador K'/H* de la membrana interna intercambia
entonces el K* intramitocondrial con el H* extramitocondrial. El ingreso de H*
a la matriz por una via diferente del complejo FO-F1 reduce la produccién de
ATP, desacopla a la mitocondria (gasto de energia no asociado a produccién
de ATP) y la depolariza. De esta forma, la abertura del canal disipa energia
que podria utilizarse por el complejo FO-F1 para sintetizar ATP. Sabemos que
en condiciones normoxicas la magnitud del desacoplamiento generado por el
ingreso de K" no excede los 10 mV, debido a la baja densidad de estos
canales en la membrana interna y debido al aumento compensatorio de la
bomba de H* y consumo de O, (con liberacién de dosis subletales de RLO
desde la mitocondria), que restableceria el AWm y la fosforilacién oxidativa
(80,81).
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2.3.2 Papel de los canales mitoKATP en la proteccion celular.

En la actualidad no sabemos cémo o cuando se abren estos canales durante
el periodo de IR. Asumimos que la activacion fisiolégica ocurre como
resultado de una exigencia metabdlica o en respuesta a estimulos
activadores, como ON (82), activacién de PKC (77), RLO (83), entre otros. La
principal manera de estudiar el curso temporal de la activacién del canal es
administrar su bloqueador especifico en dos diferentes tiempos, previo al
estimulo precondicionante (papel del canal como iniciador) o previo a la
isquemia prolongada (papel del canal como mediador o efector) (84). La
evidencia actual sugiere que la apertura del canal mitoKATP es tanto

iniciador como mediador de la proteccion (41,59).

Tampoco se conoce la forma exacta por la que la abertura de los canales
mitoKATP favorece la proteccion, pero hay evidencias de importancia. La
activacion de este canal aumenta la produccion de RLO durante condiciones
normoxicas, disminuye la produccion de RLO durante la reperfusion, evita la
acumulacién de Ca** y disminuye el consumo de ATP durante la isquemia,
mejora la produccion de energia posterior a la isquemia, y disminuye la
probabilidad de conformacion del mPTP, efector de la muerte celular

(41,46,47,85), todo lo cual contribuiria a la proteccion contra la IR.

Hipotesis propuestas (33,41,80,81,86): a) Edema mitocondrial y optimizacion
de la fosforilacién oxidativa. La apertura de canales mitoKATP disminuye la
tasa de caida del ATP intracelular y retarda la pérdida del A®m durante la
isquemia prolongada. En condiciones normoxicas, la abertura del canal
optimizaria la eficiencia de produccién de ATP. Hallazgos en mitocondrias de
corazones expuestos a hipoxia cronica muestran un aumento de la sintesis
basal de ATP y sugieren que los canales mitoKATP permanecen abiertos,
otorgando una mayor resistencia a la isquemia. La expansién de la matriz
mitocondrial asociada a la abertura de estos canales mejora la oxidacion de
acidos grasos, la respiracion y la produccion de ATP. El edema de la matriz
mitocondrial secundario al ingreso de K" y H,O contrae el espacio
intermembrana y mantiene sitios de contacto entre las membranas interna y

externa, evitando la apertura del mPTP y preservando asi el acoplamiento
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funcional entre la creatinquinasa mitocondrial y la traslocasa de nucleétidos
de adenina de la membrana interna, a través de la cual el ADP-ATP se
transporta entre el espacio intermembrana y la matriz, sin escapar al citosol.
Esto logra conservar el contenido de nucledtidos de adenina en la
mitocondria durante la isquemia, siendo la fosforilacion de la creatina el modo
de transferir la energia al citosol. La fosfocreatina difunde al citosol y alli
fosforila el ADP citosdlico, formando el ATP que sera utilizado para el
requerimiento energético celular. Preservar los niveles de ADP mitocondrial
significa sustrato disponible para la fosforilacion oxidativa al momento de la
reperfusion; b) la activacion de canales mitoKATP con el ingreso de K* a la
matriz disminuye o suprime la sobrecarga de Ca®" durante la isquemia y por
ende el dafo mitocondrial, posiblemente por disminucién de la gradiente
electroquimica para la entrada de este ion; c) la activacion de los canales
mitoKATP aumenta la produccion de niveles subletales de RLO secundario al
aumento compensatorio de la fosforilacion oxidativa, los que actuan como
iniciadores de la cardioproteccién a través de la activacion de proteinas
cinasas, particularmente PKC (77), sin embargo disminuye la liberacion de
dosis letales de RLO durante la reperfusién y; d) aparentemente disminuye la
apoptosis inducida por isquemia, no solo porque evita la pérdida completa e
irreversible del potencial mitocondrial sino también por la disminucion en la

liberacién de citocromo c (41).

3. Evidencia de precondicionamiento en humanos.

En la actualidad existen modelos in vitro y estudios clinicos que respaldan la
existencia de precondicionamiento en humanos, si bien aun con enormes
desafios para lograr su aplicacion terapéutica en la practica clinica. La
evidencia de precondicionamiento en humanos podemos dividirla en cuatro

grupos (8,87):

3.1 Angina preinfarto.

Se ha observado menor dano isquémico consecuente a un accidente
coronario si el paciente ha presentado episodios breves de isquemia las

horas precedentes (6,7,88). Si bien el precondicionamiento clasico o precoz
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puede jugar algun papel, es probable que episodios de dolor o isquemia
silente cercanos a 24 horas antes del infarto ejerzan proteccién mediante PT
(89). En un estudio trombolitico del grupo TIMI-4 (7), la angina preinfarto se
relacioné con menor tamano del infarto, menos muertes intrahospitalarias y
menor falla cardiaca congestiva y shock. En un estudio del grupo TIMI-9 (90)
en que se evalud la relacién temporal entre angina e infarto, sélo aquellos
pacientes con angina dentro de las 24 horas precedentes tuvieron resultados
favorables, como menor tamafio del infarto. Sin embargo, no todos los
estudios de angina preinfarto son sugerentes de PI, especialmente en
pacientes seniles. Al respecto, el desarrollo de circulacion colateral es un
hecho que no se puede descartar y se ha sugerido también que el beneficio
de la angina preinfarto es debido a una mejor y mas rapida trombolisis,
sugiriendo que la angina preinfarto podria tener un efecto precondicionante
vascular (91,92).

3.2 Fenébmeno de warm up.

El fendmeno de warm up consiste en la disminucion del grado de isquemia de
demanda al repetir un determinado ejercicio luego de un breve periodo de
reposo (93,94). Este fendmeno ha sido relacionado mas con la fase temprana
del Pl que a la fase tardia (95).

3.3 Angioplastia percutanea.

El modelo de inflacion secuencial del balén de angioplastia coronaria
percutanea ha arrojado fuertes evidencias de un Pl precoz, con atenuacion
progresiva de la isquemia en las oclusiones coronarias subsecuentes (96). Si
bien algunos pacientes pueden mostrar una mayor circulacion colateral, ésta
no logra explicar totalmente la adaptacion miocardica a las inflaciones
repetidas del balén (8). Los mecanismos estudiados apoyan el efecto
precondicionante, involucrando a los canales KATP (5) y a adenosina (97),
entre otros. No se ha estudiado si estos episodios transitorios de isquemia

ejercen o no PT en el hombre.
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3.4 Cirugia de revascularizaciéon coronaria.

Estudios anteriores han mostrado una mejor preservacion miocardica por la
isquemia precondicionante durante cirugia coronaria y valvular, a pesar de
una proteccion optima con soluciones de cardioplejia e hipotermia (98-100).
El efecto precondicionante precoz es el mecanismo protector durante la
isquemia aguda quirurgica, sin embargo, al igual que con la angioplastia, no
podemos descartar un efecto precondicionante tardio en el postoperatorio
inmediato. Mas recientemente, un estudio de precondicionamiento isquémico
remoto previo a cirugia coronaria mostré6 mejoria del prondstico en el grupo

de pacientes precondicionados (101).

Por ultimo, hace algunos anos se presentd el primer experimento de PT
inducido farmacolégicamente en humanos, mediante una infusion intravenosa
de nitroglicerina durante cuatro horas, el dia previo al procedimiento de
angioplastia, con resultados favorables (102), si bien estudios posteriores

arrojan resultados contradictorios (87).

4. Ejercicio como mecanismo precondicionante.
4.1 Descripcioén de la cardioproteccioén por ejercicio.

La primera descripcion experimental de cardioproteccidon por ejercicio fue en
el ano 1978 (103), ocho afos antes de la descripcidon del Pl (2), y se ha
observado en animales machos y hembras, en diferentes especies de
animales, en modelos celulares, de corazon aislado y animal in vivo, y tanto
en animales jovenes como en animales de edad avanzada (104). El
precondicionamiento por ejercicio, al igual que el PI, sigue una curva de
proteccion bifasica, con una proteccion precoz e intensa (PP), seguida de una
segunda ventana de proteccién tardia, menos robusta pero de mayor
duracion (PT). De nuestro conocimiento, esta descripcion temporal de la
proteccion por ejercicio se basa en dos estudios, el primero, un estudio del
afno 1999 de Yamashita y cols. en ratas (16) y, el segundo, un estudio del afio
2002 de nuestro laboratorio (17), donde se describe el fenomeno del PP y PT
sobre el tamafio del infarto en el perro. No esta del todo claro la intensidad

del ejercicio necesaria para constituirse en un estimulo precondicionante, si
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bien parece que intensidades del 75% del consumo maximo de O, protegen
en forma consistente contra el tamafo del infarto. No se conoce si
intensidades menores o iguales al 60% del consumo maximo de O, generan
precondicionamiento (104). La duracion de la proteccidon después del ejercicio
precondicionante tampoco esta suficientemente estudiada. Un estudio
realizado en ratas reporta beneficios sobre la recuperacion miocardica
funcional de hasta 9 dias después del cese del ejercicio, en un entrenamiento

de alta intensidad y durante varios dias (105).
4.2 Mecanismos del precondicionamiento por taquicardia y ejercicio.

Como se mencioné previamente, existen muchos estimulos que pueden
iniciar el precondicionamiento sin necesidad de isquemia precondicionante.
Entre esos estimulos estan la taquicardia (11-15) y el ejercicio (16,17). El
precodicionamiento por ejercicio comparte muchos de los procesos del PI
(Figura). Brevemente:
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Figura: Esquema de los mecanismos involucrados en el precondicionamiento
por ejercicio. Se destaca en letras rojas los mecanismos estudiados en la
presente tesis, Ca®*, NADPH y canal mitoKATP. CTE: Cadena de transporte de
electrones; mitoKATP: canal de potasio mitocondrial sensible a ATP; mPTP:
poro de transicion de permeabilidad mitocondrial; PKC: Proteina cinasa C; Prot
G: receptor acoplado a proteina G; RLO: radicales libres de oxigeno; RyR:
receptor de rianodina; RS: reticulo sarcoplasmico; ON: éxido nitrico; ONS: ON
sintetasa; sarcKATP: canal de potasio sarcolemal sensible a ATP. Detalles en
el texto.
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Diferentes metabolitos liberados durante la taquicardia y el ejercicio, como
adenosina y opiodes, entre otros, actuarian como iniciadores del
precondicionamiento a través de un receptor acoplado a proteina G (11,104).
La produccion de dosis subletales de RLO también participaria como iniciador
o0 mediador precoz del precondicionamiento por ejercicio y taquicardia, donde
el efecto protector es abolido con el uso de antioxidantes (16,43,104). En
estudios anteriores en nuestro laboratorio se ha observado que taquicardia y
ejercicio aumentan la actividad de NADPH oxidasa, y que su bloqueo anula la
proteccion (42,43). De nuestro conocimiento, a la fecha no se ha estudiado si
el aumento transitorio del Ca®" intracelular por el ingreso desde el sarcolema
es también un iniciador del precondicionamiento por ejercicio, similar a otras

formas de precondicionamiento.

De forma similar a lo observado en el Pl, en el precondicionamiento por
ejercicio la proteccion también se continia mediante una cascada de sefales
intracelulares via proteinas cinasas, fosforilaciones, modificaciones redox, y
activacion de factores de transcripcion, con sintesis de proteinas mediadoras
y efectoras de la proteccion (104). El aumento transitorio del estrés oxidativo
generado con la actividad fisica seria un estimulo para moléculas
antioxidantes, como MnSOD vy glutation reductasa (66,104), y para producir,
junto con la activacion de proteinas cinasas, fosforilaciones y modificaciones
redox en moléculas implicadas en la proteccion por ejercicio, como proteinas
del RS (43), canales sarcKATP (73,74), y canales mitoKATP (17).

A pesar del hecho ampliamente conocido que la sobrecarga de Ca®* es un
mecanismo central del dafio miocardico por IR, hay escasa evidencia del
efecto del ejercicio sobre la capacidad del cardiomiocito de manejar esta
sobrecarga (104). Un estudio en ratas mostré que los corazones entrenados
con ejercicio serian menos susceptibles a la sobrecarga de Ca** durante la
reperfusion (106), y que el ejercicio protegid de la disfuncion diastolica
durante la IR, evaluada por la presion de fin de diastole del ventriculo
izquierdo, sugiriendo una menor sobrecarga de Ca®" en corazones

entrenados con ejercicio (74).
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Papel de la mitocondria en el precondicionamiento por ejercicio.

La mitocondria juega al menos dos papeles fundamentales en la sobrevida
celular, a saber, la sintesis de ATP y la homeostasis del Ca?*. Es ademas
una de las principales fuentes de produccién de RLO. La importancia en la
energética celular, produccién de RLO, y manejo del Ca*, reflejan la
importancia de la mitocondria en el dafio por IR y en el precondicionamiento,
siendo considerado el efector final de la cardioproteccion (33). Muchas
sefales moleculares convergen en la mitocondria, mejorando la energética y

reduciendo la muerte celular por apoptosis y necrosis (33,46,47,107).

En condiciones aerdbicas fisioldgicas, el aumento de un micromolar de Ca**
estimula el ciclo de Krebs favoreciendo la sintesis de ATP, esencial para
mantener el funcionamiento de las bombas dependientes de ATP, los
gradientes idnicos de Ca®* y la estabilidad de membranas (33,107). Ademas,
la mitocondria puede participar en la homeostasis del ca* regulando el flujo
de Ca** en su membrana interna con modificaciones del volumen de la matriz
mitocondrial, dependiente a su vez de la activacién de los canales mitoKATP.
La capacidad de la mitocondria para acumular Ca* es varias veces superior
a la del RS, evidenciando su importancia para manejar la sobrecarga de ca®

en condiciones patoldgicas (33,107).

Se ha reportado diversos cambios fenotipicos en mitocondrias de corazones
entrenados con ejercicio, entre ellos modificaciones en moléculas implicadas
en vias apoptoticas, captadores de RLO (108), y canales mitoKATP (17). La
evidencia sobre la participacion del mPTP en el precondicionamiento por
ejercicio es aun escasa y con resultados no concluyentes (104,108). Las
mitocondrias de animales con actividad fisica preservarian la energética de

manera mas eficiente y serian mas resistentes al dafio por IR (106,108).
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4.3 Interpretacion de la evidencia actual.

Los estimulos no isquémicos sugieren que el estado metabodlico pre-
isquémico del miocardico modula o inicia el fenotipo protector, respondiendo
de una manera especifica ante situaciones de mayor demanda metabdlica,
como es el ejercicio corporal (109). El ejercicio es uno de los pocos estimulos
precondicionantes que han mostrado otorgar una cardioproteccién sostenida
tanto en modelos experimentales como en humanos (104,110,111). La
ventaja del ejercicio como estimulo protector radica en la posibilidad de
modular la resistencia a la isquemia con la induccion fisioldgica, periddica y
mantenida de precondicionamiento miocardico mediante una actividad fisica
regular, dado la limitante en clinica humana de anteponernos a un sindrome
coronario agudo que permita realizar maniobras precondicionantes de tipo
isquémico o farmacolégico (112). El ejercicio induce precondicionamiento
precoz y tardio (17), lo que permitiria mantener una proteccién miocardica
permanente con una actividad fisica adecuada. El concepto radica entonces
en ‘reinducir’ precondicionamiento con cada episodio de ejercicio y, de esta
forma, mantener al miocardio permanentemente precondicionado. El término
‘permanente’ hace referencia a la constante y periddica re-induccién de la
proteccion mediante el ejercicio diario, y no a una proteccion permanente

generada por un estimulo unico.

Esta hipotesis concuerda con el hecho conocido que la incidencia de infarto
del miocardio es menor en individuos que mantienen una actividad fisica
regular (112,113), sumado a las evidencias clinicas y epidemioldgicas que
han mostrado que el ejercicio fisico es un poderoso factor cardioprotector aun
en presencia de otros factores de riesgo (104,114), y que los mecanismos
involucrados incluyen cardioproteccion por precondicionamiento frente al
dano por IR (17,104), cambios anatémicos y fisiolégicos de las arterias
coronarias y del tono autonémico con aumento del flujo coronario (104,114), y
efectos benéficos sobre los factores de riesgo cardiovascular, todo lo cual
contribuye al mejor prondstico cardiovascular a largo plazo en pacientes que
mantienen una actividad fisica regular (115). En forma opuesta, la inactividad
fisica se ha reconocido como uno de los principales factores de riesgo de

muerte cardiovascular (104,115). La proteccion que otorga la actividad fisica
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en forma crénica se deberia entonces a una sumatoria de mecanismos
protectores complementarios, entre ellos el efecto precondicionante del

ejercicio fisico.

Experimentos en el laboratorio del Dr. Domenech han demostrado que el
modelo in vivo en el perro permite estudiar la proteccién que otorga el
precondicionamiento del miocardio inducido por ejercicio secundario a una
oclusién  coronaria  transitoria, que el ejercicio fisico induce
precondicionamiento precoz y tardio sobre el tamafno del infarto en el perro
(17), y que en el precoz, al igual que en el precondicionamiento por
taquicardia (14,15,42), participan NADPH oxidasa (43) y canales mitoKATP
(17). Sin embargo, no se ha estudiado a la fecha los mecanismos iniciadores
en este tipo de precondicionamiento, ni si los canales mitoKATP participan
también del PT por ejercicio.

Debido a que durante el ejercicio existe un aumento del ingreso de Ca**ala
célula dependiente de catecolaminas (116-118), a que la administracién de
Ca®" induce precondicionamiento (38,39,55), y que tanto esta proteccion,
como el ingreso de Ca?" inducido por catecolaminas, son bloqueadas por
verapamilo (38,39), pensamos que el ingreso de Ca** a la célula durante el
ejercicio fisico seria el iniciador de su efecto precondicionante. Ademas,
debido a que el Ca?", y mas especificamente el receptor ‘sensor de Ca?",
participaria del precondicionamiento isquémico independiente de sus efectos
hemodinamicos (37,119), decidimos estudiar el efecto de una dosis baja y
Unica de verapamilo, que no modificara los efectos hemodinamicos propios

del ejercicio.

Por ultimo, y dado que recientemente se demostré que el PP por ejercicio
activa la NADPH oxidasa, y que su inhibicién con apocinina revierte el efecto
protector del ejercicio, decidimos estudiar, una vez demostrado el efecto de
verapamilo sobre el precondicionamiento por ejercicio, si el bloqueo de la
proteccion con la administracion de verapamilo es mediado por NADPH
oxidasa.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En consecuencia, las hipétesis y objetivos de mi investigacion son:

Hipotesis principal:

El aumento del ingreso de Ca®* a la célula durante el ejercicio inicia el
precondicionamiento precoz y tardio por ejercicio sobre el tamano del infarto

en el perro, independiente de sus efectos hemodinamicos.

Para analizar esta hipotesis se indujo precondicionamiento precoz y tardio
por ejercicio en perros y se estudio si verapamilo, administrado previo al
gjercicio precondicionante, en una dosis baja y Unica que no altere el efecto

hemodinamico propio del ejercicio, revertia esta proteccion.
Hipotesis secundaria:

1.- El precondicionamiento tardio sobre el tamano del infarto inducido por

ejercicio en el perro esta mediado por canales mitoKATP.

Para analizar esta hipotesis se indujo precondicionamiento tardio por ejercicio
en perros y se estudio si el bloqueo de los canales mitoKATP, con 5HD,

revertia esta proteccion.

2.- El aumento del ingreso de Ca®* a la célula durante el ejercicio inicia la
activacion de NADPH oxidasa en el precondicionamiento precoz por ejercicio

en el perro.

Para analizar esta hipotesis se indujo precondicionamiento precoz por
gjercicio en perros, y Se estudi6 si la administracion de verapamilo,
administrado previo al ejercicio precondicionante, en una dosis baja y tnica
que no altere el efecto hemodinamico propio del ejercicio, revertia esta

activacion.
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Objetivo principal:

Estudiar la participacion del ion Ca* en la proteccién precoz y tardia obtenida

por ejercicio fisico en el perro.
Objetivos secundarios:

1.- Estudiar la participacion de los canales mitoKATP en el
precondicionamiento tardio sobre el tamano del infarto inducido por ejercicio

en el perro.

2.- Estudiar la participacién del ién Ca** en la activacién de NADPH oxidasa

en el precondicionamiento precoz inducido por ejercicio en el perro.
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METODOLOGIA

1. Aspectos éticos.

Los protocolos de estudio siguen las normas de “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals”, publicado por US National Institute of Health (NIH
publication N° 85-23, revised 1996), y fueron aprobados por el ‘Comité de
Etica para el uso de animales de investigacion’ de nuestra institucién. El
alumno candidato posee la acreditacién como personal investigador en el uso
de animales para investigacion, Direcci6 General del Medi Natural,

Barcelona, Generalitat de Catalunya.

1.1 Elecciéon del modelo canino en el estudio de precondicionamiento

por ejercicio.

Muchas de las preguntas que buscan respuesta en los modelos in vivo se
originan y/o han sido previamente estudiadas en cultivos celulares o modelos
de corazén aislado, algunas de las cuales merecen ser estudiadas en
modelos de animal completo para acercar la potencial diana terapéutica a la
clinica humana (120). Los modelos de corazon aislado permiten condiciones
experimentales mejor controladas que los modelos in vivo, siendo
especialmente utilizados para estudio de mecanismos y vias metabdlicas.
Los modelos in vivo, en cambio, tienen la ventaja de mantener intacta la
influencia hemodinamica y neurohumoral, permiten estudiar el modelo de
isquemia regional, sin duda mas cercano a la cardiopatia coronaria en
humanos, a diferencia del dafno hipoxico o por isquemia global de los
modelos celulares o corazén aislado, y permiten ademas estudiar, en
modelos con supervivencia del animal, los efectos a largo plazo de la injuria
isquémica con o sin reperfusion, como la recuperaciéon funcional o el

remodelado ventricular, lo que otorga gran aplicabilidad clinica.

Entre los modelos in vivo, una de las principales ventajas del animal grande
es su mayor facilidad de manipulacién e instrumentacion, que facilita la
monitorizacion continua de variables fisiologicas y la extraccidon seriada de

sangre para analisis. La obtencion de muestras de seno coronario es
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frecuente para analisis metabdlico en el modelo canino. En el modelo porcino
este analisis se ve limitado por el drenaje parcial de la vena acigos izquierda

en el seno coronario, dificultando la interpretacién de los resultados.

El modelo canino es el modelo clasico de estudio de proteccion miocardica
donde fue descrito el fendmeno del precondicionamiento isquémico el afio
1986 (2), y de alta aplicacion traslacional. El perro posee una gran circulacion
miocardica colateral, a diferencia del modelo porcino, lo que representaria
mejor las etapas avanzadas de cardiopatia coronaria, con gran desarrollo de
flujo colateral compensatorio. Por ultimo, en la presente tesis el estudio del
ejercicio como maniobra protectora requiere de animales cronicamente
instrumentados, conscientes, y en Optimas condiciones fisioldgicas para la
realizacion de un programa de entrenamiento fisico reproducible en los
diferentes grupos de animales mediante ejercicio controlado en una ‘cinta sin

fin’, lo que sin duda se favorece con el modelo canino.

Experimentos en nuestro laboratorio han demostrado que el modelo canino in
vivo permite estudiar la proteccidn que otorga el precondicionamiento del
miocardio inducido por taquicardia y ejercicio secundario a una oclusion
coronaria transitoria, y que el ejercicio fisico induce precondicionamiento

precoz y tardio sobre el tamafo del infarto (11,17).
1.2 Manejo y cuidado de los animales.

Se utilizé perros adultos entre 18 y 25 kg de peso corporal, cedidos a la
Universidad de Chile por convenio para investigacion biomédica por el
Departamento de Higiene Ambiental del Ayuntamiento, luego de la valoracion
por medicina veterinaria de la institucion. A la llegada al bioterio de la
Facultad de Medicina, lo animales se observaron durante algunos dias, con
comida administrada en raciones controladas y agua ad libitum, corroborando

las condiciones fisicas estables del animal, antes de ingresar al estudio.

La cirugia de instrumentacion se realizé bajo anestesia general, intubacion
endotraqueal y ventilacibn mecanica controlada, manteniendo controladas y

estables las variables hemodinamicas y respiratorias, como se detalla en los
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apartados metodolégicos de ambos articulos de esta tesis. Se aplicé una

técnica quirurgica aséptica rigurosa, mas antibioprofilaxis.

Dentro de los cuidados postoperatorios se manejo la analgesia con
antiinflamatorios no esteroidales mas opiodes. Los animales fueron
observados estrechamente durante todo el periodo postoperatorio para tratar
cualquier manifestacién patoldgica que ocurriese, incluyendo infecciones. Se
evalué cada animal de acuerdo a una escala preestablecida (121), para
cuantificar el dolor y afliccion causados por un determinado procedimiento y
asi poder tomar las medidas apropiadas para aliviarlos.

La induccion del infarto también se realizé bajo anestesia general. El estudio
finaliz6 después de la induccion del infarto con posterior reperfusion, sin
supervivencia del animal. Sélo para el estudio de la activacién de la NADPH
oxidasa por ejercicio (segunda etapa, apartado b) (42), el estudio finalizé

después del ejercicio precondicionante, sin induccion de infarto.

La eutanasia se realizd con una sobredosis de pentobarbital (60 mg/kg iv),
seguido de la exsanguinacién del animal una vez verificado el estado de

coma farmacoldgico barbiturico.
1.3 Aspectos metodolégicos relacionados.

Se realiz6 una prueba de célculo muestral plasmada en el 1er articulo de
tesis, con el objetivo de estudiar el minimo numero de animales que permita
responder la hipotesis del proyecto. En la misma linea, los experimentos
donde se evalu6 las variables hemodinamicas y metabdlicas durante el
ejercicio fueron utilizados en su conjunto para ambas etapas del estudio, por
ser los mismos protocolos de entrenamiento fisico. En la etapa 2 se incluyo el
estudio de las mismas variables en animales con administracion previa de

verapamilo (tabla 2 del 2do articulo de Tesis).

Durante toda la cadena de utilizacion de microesferas se utilizé las normas de
bioseguridad con proteccién plomada, y el tejido animal fue posteriormente

trasladado a la Comision Chilena de Energia Nuclear para su eliminacion.
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2. Metodologia experimental.

El estudio se desarrollé en 2 etapas experimentales.

Primera etapa. Estudio del efecto del bloqueo del canal mitoKATP sobre

el precondicionamiento tardio por ejercicio (1era hipotesis secundaria).

1er articulo: Parra VM, Macho P, Domenech RJ. Late cardiac preconditioning
by exercise in dogs is mediated by mitochondrial potassium channels. J
Cardiovasc Pharmacol 2010; 56: 268-274.
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ORIGINAL ARTICLE

Late Cardiac Preconditioning by Exercise in Dogs Is
Mediated by Mitochondrial Potassium Channels

Victor M. Parra, MD, Pilar Macho, MD, and Raul J. Domenech, MD

Abstract: We previously showed that exercise induces myocardial
preconditioning in dogs and that early preconditioning is mediated
through mitochondrial adenosine triphosphate—sensitive potassium
channels. We decided to study if late preconditioning by exercise is
also mediated through these channels. Forty-eight dogs, surgically
instrumented and trained to run daily, were randomly assigned to
4 groups: (1) Nonpreconditioned dogs: under anesthesia, the coro-
nary artery was occluded during 1 hour and then reperfused during
4.5 hours. (2) Late preconditioned dogs: similar to group 1, but the
dogs run on the treadmill for 5 periods of 5 minutes each, 24 hours
before the coronary occlusion. (3) Late preconditioned dogs plus
5-hydroxydecanoate (SHD): similar to group 2, but SHD was ad-
ministered before the coronary occlusion. (4) Nonpreconditioned
dogs plus SHD: similar to group 1, but SHD was administered before
the coronary occlusion. Infarct size (percent of the risk region) de-
creased by effect of exercise by 56% (P < 0.05), and this effect was
abolished with SHD. SHD by itself did not modify infarct size.
Exercise did not induce myocardial ischemia, and the hemodynamics
during ischemia—reperfusion period did not differ among groups.
These effects were independent of changes in collateral flow to the
ischemic region. We concluded that late cardiac preconditioning by
exercise is mediated through mitochondrial adenosine triphosphate—
sensitive potassium channels.

Key Words: preconditioning, exercise, mitoK yrp channel, myocar-
dial infarction

(J Cardiovasc Pharmacol™ 2010;56:268-274)

INTRODUCTION
Ischemic preconditioning, as described by Murry et al'
in 1986, is a mechanism by which brief periods of ischemia,
called “preconditioning ischemia,” produce protection against
subsequent longer ischemic periods.
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The preconditioning effect of increasing myocardial
0, consumption without ischemia, with tachycardia®~’ or exer-
cise,** has also been described. This preconditioning effect is
mediated through similar pathways as ischemic preconditioning,
including adenosine receptors and mitochondrial adenosine
triphosphate (ATP)-sensitive K" (mitoK,rp) channels.”*’
Apart from the cardioprotection afforded by mitoK rp channel
openers such as diazoxide,'® several preconditioning stimuli
like ischemia,'""'? tachycardia,** exercise,” agonists of adeno-
sine receptors,'*'*and opioids 81'° activate mitoK xrp channels.
Opening of these channels act as triggers'®"® or mediators and
possible as endeffectors'’ 2" of the protection.

We previously showed that exercise induces early pre-
conditioning (EP) and late preconditioning (LP) on the size of
myocardial infarction in dogs® and that EP and preconditioning
by tachycardia® are mediated through mitoKrp channels.*®
However, the participation of mitoK yrp channels as a mediator
in LP by exercise has not been assessed.

We decided to study if LP by exercise is mediated by
mitoKrp channels. We conducted our study in dogs and
assessed if LP on infarct size was abolished with the mitoK xrp
blocker, 5-hydroxydecanoate (SHD).

MATERIALS AND METHODS
This investigation conforms to the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals published by the US National
Institutes of Health (NIH publication No. 85-23, revised 1996).

Surgery

Fifty-six mongrel dogs between 20 and 25 kg were
instrumented under aseptic surgery. Briefly, under anesthesia
with pentobarbital (30 mg/kg, intravenously [IV]) and mechan-
ical ventilation of the lungs, the thorax was opened at the fifth
intercostal space, and sylastic catheters were implanted into
the aortic root through its wall, into the coronary sinus through
the great coronary vein and into the left atrium through its
appendage.” An occluder (plastic snare) was implanted around
the anterior descending coronary artery immediately distal
to the emergence of the first diagonal branch. The tubings and
the snare were tunneled out of the thoracic cavity through the
subcutaneous tissue and its proximal ends kept under the skin
in the interscapular region. Prophylactic antibiotics were given
during surgery. For 2-3 days after surgery, analgesia with
morphine (IV) and anti-inflammatory analgesics was main-
tained according to requirements. After complete recovery
from surgery, dogs were trained in the laboratory during
2 weeks to allow them to become accustomed to run on

J Cardiovasc Pharmacol™ ¢ Volume 56, Number 3, September 2010
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a treadmill at a speed of 5-9 km/h during 5 minutes, twice a
day. The rest of the day, the dogs were kept in comfortable
cages at about 22°C. Three dogs died during surgery, and
5 dogs died a few days afterward because of different com-
plications of surgery. Therefore, 48 dogs were randomly
assigned to the following 4 experimental groups 15-20 days
after surgery (Fig. 1):

® Group 1: Not preconditioned dogs (NP, n = 14). The dogs
were allowed to rest for 60 minutes in the laboratory, and
then, they were anesthetized with intravenous pentobarbital
(30 mg/kg), and the anterior descending coronary artery was
occluded with the plastic snare during 1 hour and reperfused
during 4.5 hours.

Group 2: LP by exercise (LP, n = 12). Same procedure as in
group NP was followed, but dogs were allowed to run on the
treadmill 5 periods, 5 minutes each at 6 km/h with inter-
vening 5-minute period of rest. Twenty-four hours after the
exercise, the infarction was induced as in group NP.
Group 3: LP plus SHD (LP + 5HD, n = 12). Similar to group
2, but mitoK yrp channels were blocked with SHD 10 mg/kg
1V administered 20 minutes before coronary occlusion.
Group 4: 5HD in not preconditioned dogs (NP + SHD, n =
10). In not preconditioned dogs like group NP, SHD was
administered at a time equivalent to that in group 3. This
group was the control for group 3 to determine the effects of
5SHD on myocardial ischemia without preconditioning.

To obtain a stable preparation and comparable hemo-
dynamic conditions among groups, aortic pressure changes
were damped by connecting the systemic arterial circulation,
through the brachiocephalic trunk, to a large reservoir filled
with homologous, heparinized, and constantly stirred blood
that is thermoregulated to 37°C.> The height of the reservoir
was frequently adjusted to maintain a mean arterial pressure of
about 100 mm Hg in the aortic root during the experiments.

We previously showed that this procedure together with
the induction of a small infarct size (less than 10% of the left
ventricular free wall volume) prevented from excessive disten-
sion of the ischemic region and severe left ventricular failure.?

Aortic pressure and heart rate were continuously
recorded during rest, exercise, and experiments in a Nihon
Kohden physiograph. Aortic pressure was measured with an
extracorporeal transducer Statham P23Db.

In all experiments, normal values of partial pressure of
02, CO2, and pH in arterial blood were maintained using

Group

L) E—

FIGURE 1. Experimental design. E,
exercise; NP, nonpreconditioned
dogs; LP, late preconditioned dogs;
LP + 5HD, late preconditioned dogs
plus 5HD; NP + 5HD, nonprecondi-
tioned dogs plus 5HD; *collateral
flow measurements; tadministration
of 5HD.
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NP+SHD(n=10) [ ]

controlled mechanical ventilation and sodium bicarbonate IV
according to pH and base excess analysis.

Infarct Size and Risk Region Measurements

The size of the infarction relative to the risk region was
measured with the triphenyltetrazolium staining technique.’
After the experiments, the right coronary artery and the
circumflex coronary artery were perfused from the aorta with
a solution of Evans blue dye in saline. The anterior descending
coronary artery was perfused from the place where it had been
ligated, with a solution of 1% triphenyltetrazolium chloride.
The perfusions were done simultaneously at a pressure of
90 mm Hg. After perfusion, the left ventricle was cut into slices
of approximately 8 mm thickness parallel to the atrioventricular
grove. The slices were incubated for 10 minutes in a 1% solution
of triphenyltetrazolium. In each slice, the volumes of the nonrisk
zone, risk zone, and necrotic zone (stained blue, red, and not
stained, respectively) were obtained by measuring with plani-
metry the corresponding areas on the cross surface of the slice
and multiplying them by the thickness of the slices. These
volumes were added across the slices to obtain the correspond-
ing total volumes of the 3 regions. The magnitude of the
infarction was expressed by the volume of the necrotic region as
percent of the volume of the risk region. The risk region was
expressed as percent of the total left ventricular volume.

Measurement of Myocardial Flow to the
Ventricular Wall

Myocardial blood flow to the left ventricular wall was
measured with the radioactive microspheres technique as
previously described” during the last period of exercise and
after recovery in all preconditioned dogs and before the
coronary occlusion in nonpreconditioned dogs. Myocardial O,
consumption was calculated as the product of myocardial flow
times the coronary arteriovenous difference in O, content
(between aortic root and coronary sinus blood samples).
Coronary arteriovenous difference in lactate content was also
measured. Collateral flow to the ischemic left ventricular wall,
30 minutes into the ischemic period, was also measured with
the microspheres technique. We used carbonized plastic
microspheres (15 * 5 um in diameter, New England Nuclear)
labeled with “’Sc, ®*Sr or *’Co suspended in isotonic saline
and 0.01% Tween 80 and ultrasonicated. The microspheres
were placed in a plastic chamber (1-mL-volume capacity),

Ischemia 60 min  Reperfusion 270 min

I

#* 24 hours,

#*
EEEEE
LP (n=12)
L *

LP+5HD (n=12) [ I I I

[ 7 ]

* TSHD *

| 7 ]

*  1sHD

#
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magnetically stirred for about 20-30 seconds. A reference flow
sample (10 mL/min) was simultaneously obtained from the
brachial artery (or aortic root for measurements during
exercise) during 1.5 minutes.?? After the experiments, trans-
mural pieces of the left ventricular wall were obtained from the
center of the ischemic region. Each sample was weighed, and
its radioactivity (Cm) and the radioactivity of the blood
collected from the reference samples (Cr) were measured in
a gamma spectrometer equipped with a multichannel analyzer
(Packard Auto Gamma 5500). Regional collateral flow (Qm)
was calculated as Qm = Qr X Cm X Cr™ !, where Qr is the flow
rate of the reference sample. Flow values are expressed per
gram of tissue.

Exclusion Criteria

To avoid differences in the degree of myocardial
ischemia among groups, we discarded dogs in which more
than 2 attempts were needed for electrical defibrillation and
dogs in which collateral blood flow to the ischemic region was

superior to 0.2 mL-min~'-g~".

Statistical Analysis

Results are expressed as mean * standard error of the
mean. Comparison of hemodynamic and metabolic variables
and infarct size among groups were tested with 2-way analysis
of variance for repeated measurements and Kruskal-Wallis
test as appropriate followed by Dunn analysis. Hemodynamic
and metabolic effects of exercise were assessed with paired
t test. The effect of coronary collateral flow to the ischemic
region on the difference of infarct size among the groups was
assessed with analysis of covariance. The null hypothesis
was discarded with P < 0.05. The a error (2 tail) was set at
0.05 and type II error at 0.2. According to the main hypothesis
and previous results,>’ we assumed a significant reduction in
infarct size of 40% to be detected, with SD of 9%. The number
of experiments required with these assumptions was 14 dogs
per group.”*?* We used Stata 9.0 as statistical program for
statistical analysis.

RESULTS

Seven dogs were discarded during the experiments
because of more than 3 episodes of ventricular fibrillation:
2 dogs in groups 1, 2, and 3 each; 1 dog in group 4. Seven dogs
were discarded after the experiments because of collateral
blood flow to the ischemic region above 0.2 mL-min '-g™':
2 dogs in group 1; 1 dog in groups 2 and 4 each; 3 dogs in
group 3. Therefore, the results are presented for 34 dogs.

Table 1 shows the hemodynamic and metabolic effects
of exercise in preconditioned dogs. During exercise, there was
a significant increase in heart rate (50%), mean aortic pressure
(19%), coronary flow (61%), and myocardial O, consumption
(62%). There were no significant changes in coronary arterio-
venous differences of O, and lactate content during exercise.
Arteriovenous difference in lactate content was 0.17 =
0.16 mmol/L at rest and 0.21 = 0.10 mmol/L during exercise.
Coronary venous lactate content was 1.33 = 0.15 mmol/L at
rest and 1.37 = 0.15 mmol/L during exercise (nonsignificant).
No repolarization changes were observed in the electrocardio-
gram during exercise.

Table 2 shows the hemodynamic variables in anesthe-
tized dogs during baseline, ischemia, and reperfusion. There
were no significant alterations across these periods or among
the groups. The administration of 5SHD did not induce any
hemodynamic change.

Figure 2 shows the effects of exercise on infarct size in
all the groups. Exercise decreased infarct size by 56%, from
27.6% = 11.8% in the nonpreconditioning group to 12.1% *
4.1% in the LP group (P < 0.05). The effect of LP was
abolished by the administration of SHD. The drug by itself did
not modify the infarct size. These effects were independent of
the collateral flow to the ischemic region (covariance, P <
0.05, not shown). There were no significant differences among
groups in risk region volumes as percent of the left ventricular
wall volumes (47.1% * 2.1%, 46.3% * 2.8, 48.7% = 2.0%,
and 45.4% * 3.1%, for groups 14, respectively) or in left
ventricular wall volumes (80.2 = 9.0, 75.7 = 6.2, 82.7 = 5.3,
and 79.3 * 8.7 cm® for groups 1-4, respectively).

DISCUSSION

The present study confirms our previous results in the
sense that exercise induces LP with a substantial decrease of
the myocardial infarct size induced by coronary occlusion in
dogs.” Besides, the present results show that this protecting
effect of exercise can be completely prevented by blocking
mitoK xrp channels with SHD, although 5HD by itself (in the
absence of preconditioning) did not modify the infarct size.
This result suggests that this kind of preconditioning is
mediated by the opening of these channels.

This protective effect cannot be explained by hemody-
namic changes during ischemia and reperfusion because these
parameters were not significantly different among the groups
and the magnitude of exercise and myocardial O, consumption
was of similar magnitude in both groups. These results cannot
be attributed either to changes in collateral blood flow to the

TABLE 1. Hemodynamics and Metabolic Effects of Exercise in Dogs (n = 16)

HR (c¢/min) MAP (mm Hg) CF (mL-min '-g')  MVo, (mL-min 100 g"')  AVo, (mL/100 mL) AV lactate (mmol/L)
Basal 107.8 + 5.8 98.1 = 3.9 0.44 = 0.14 7.9+ 20 122 + 3.8 0.17 = 0.16
Exercise 1582 = 4.0% 113.0 + 5.4% 0.71 + 0.20% 12.8 + 2.9% 13.1 = 4.0 0.21 % 0.10

Values are mean = standard error of the mean.
*P < 0,05, versus baseline.

AVlactate, coronary arteriovenous difference of lactate; AV0,, coronary arteriovenous difference in oxygen content; ¢/min, cycles/min; CF, coronary blood flow; HR, heart rate; MAP,

mean aortic pressure; MV0,, myocardial oxygen consumption.
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TABLE 2. Hemodynamic Variables

Ischemia Reperfusion
Baseline 30 min 60 min 60 min 120 min 180 min
HR (c/min) C 1276 148 = 12 151 =13 148 + 11 144 + 14 134 = 10
P 124 = 11 127 = 8 130 = 11 130 =9 130 = 6 129 = 15
P + SHD 125+ 9 146 = 8 158 £ 5 157 =7 142 £ 9 146 = 5
C + 5HD 139 £5 134 £7 137 +7 127+ 9 125 + 12 129 =13
SAP (mm Hg) C 118 £ 14 116 = 11 124 £ 13 128 + 12 122 * 16 128 = 14
P 117 +9 112 +5 127+ 7 126 + 7 15 =7 17 =7
P + 5HD 119 =5 123 £6 1289 132 = 10 129 = 10 131 = 10
C + 5HD 112 +5 108 = 8 115 + 10 127 = 10 119 = 10 117 = 11
DAP (mm Hg) C 84 7 83 10 86 9 858 82*8 86 =7
P 82+38 89 +5 89 =1 9 = 5 91 =5 87 %5
P + 5HD 88 + 4 88 + 4 91 =4 95*6 93 =*5 91 +6
C + 5HD 80 8 78 =7 88 8 88 =8 91 = 8 837
Values are mean * standard error of the mean.
c/min, cycles/min; DAP, diastolic aortic pressure; HR, heart rate; SAP, systolic aortic pressure.
2,4,59.3334

ischemic myocardium or to differences in risk region sizes.
Finally, the absence of changes in the arteriovenous difference
of O, and lactate and in the ventricular repolarization during
exercise discards that myocardial ischemia occurred during
exercise and thereby that preconditioning was induced by
ischemia. However, we may not discard the mediation of
several metabolites that are released during exercise, like
adenosine,” bradykinin,”>?® opioids,?”** nitric oxide,?” and
reactive oxygen species (ROS),**? those might activate the
metabolic pathway through which preconditioning is pro-
duced, in a way similar to that described during classical

404 7)

(10)
30 6]

204

INFARCT SIZE
NV / RV (%)

9

0 NP LP LP+5HD  NP+5HD
FIGURE 2. Infarct size expressed by the necrotic volume (NV)
as a percentage of the risk volume (RV) of the left ventricular
wall. NP, nonpreconditioned dogs; LP, late preconditioned
dogs; LP + 5HD, late preconditioned dogs plus 5HD; NP +
5HD, nonpreconditioned dogs plus 5HD. Numbers in paren-
theses represent number of dogs. Values are mean = standard
error of the mean. *P < 0.05 versus NP, by Kruskal-Wallis test
followed by Dunn analysis.
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preconditioning and preconditioning by tachycardia.
Besides, we cannot rule out the participation of remote
preconditioning from exercising skeletal muscle. However,
based on the fact that electrically induced tachycardia in
anesthetized dogs by itself induces preconditioning,™® it is
reasonable to think that the protective effect of exercise is
partly mediated by the increase in myocardial metabolic rate.

Our results also confirm the magnitude of the protective
effect of LP (56% reduction in infarct size), that is smaller than that
previously described for the early protection in anesthetized dogs
(75%), even though the size of the risk zone and the magnitude of
myocardial oxygen consumption were similar to those of our
previous study.” This difference between EP and LP has also
been described previously® and could be ascribed to the time
selected for the assessment of the late effect. According to the
study by Yamashita et al,® exercise in rats provides a protection
against myocardial infarction according to the time after the
preconditioning maneuver elected to assess the protection, with
a larger protective effect at 0.5 and 48 hours after. Apart from the
involvement in EP, different studies suggest that mitoKrp
channels also play a key role in delayed preconditioning
generated from different stimuli, mainly pharmacologic'>?'¢-%
and ischemic.'? Diazoxide induces late protection by opening
mitoK xrp , an effect that is abolished by SHD.'>***” Delayed
ischemic preconditioning is also mediated by mitoKrp a pro-
tection that is abolished by SHD given before index ischemia.'
To our knowledge, the current study is the first showing the
involvement of mitoK,rp channels in delayed preconditioning
induced by exercise.

We have reported that preconditioning by exercise and
tachycardia are mediated by the activation of nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate reduced form (NADPH)
oxidase and ryanodine receptors®>** and that NADPH oxidase
blockade abolishes the cardioprotection.’® Adrenergic stimu-
lation during exercise might be responsible for NADPH
oxidase activation® and consequently an increase in the
generation of ROS, which, in turn, would activate mitoK yrp
via protein kinase C (PKC).'® In this regard, whatever the
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initial stimuli may be, diverse signaling pathways have been
shown to converge upon the mitochondria, throughout the
activation of the mitoK srp channel and the inhibition of the
mitochondrial permeability transition pore.'®4° In fact, cardiac
mitoKxrp channels are involved as triggers'®'” and/or as
mediators and possible endeffectors'”'*2! of the protection
during preconditioning. The hypothesized mechanisms for the
activation of mitoK yrp channel-mediated cardioprotection are
(1) a slight reduction of the mitochondrial membrane potential
produced by mitochondrial K" influx, which would prevent
mitochondrial Ca*" overload during ischemia®'; and (2) an
increase in mitochondrial matrix volume,** which would
decrease ATP inflow into the mitochondria during ischemia,
reducing ATP consumption (by the reverse mode of the
mitochondrial F,F,-ATPase) in replacing mitochondrial
membrane potential.** In addition, the activation of mitoK xrp
channel will release small levels of ROS,'*** which may
further amplify the cardioprotection signaling.'® Therefore, the
increased mitochondrial K" influx contributes to the cardio-
myocyte defense against ischemia and reperfusion.'®4*

Even though EP and LP by exercise are mediated by
mitoK xrp channels, the dose of SHD needed to revert the LP
effect in this study was 40% larger than that to revert the EP
protection in our previous report (10 vs. 7 mg/kg).” Pilots
experiments in our laboratory showed that 7 mg/kg of SHD
failed to block the protective effect of LP by exercise (data not
shown). Sato et al** showed that the dose needed to block
mitoK xrp channels in myocytes exposed to PKC activator was
4 times higher than that without the use of the PKC activator.
In addition, Wang et al,'” in the isolated heart model, showed
that the SHD concentration needed to block the protective
effect was 4 times higher if the blocker was administered
before prolonged ischemia versus before preconditioning
stimulus. These results suggest that the phosphorylated
channel, pharmacologically or by preconditioning stimulus,
is more resistant to the activity of the blocker. The
phosphorylated mitoKrp channel might open earlier, with
higher open probability and more resistant to be blocked.*

In many previous studies in isolated hearts and animals,
the role of mitoK xrp channels has been assessed by the use of
drugs with antagonic effects on mitoKp channels, such as
diazoxide and SHD,'**¢ and particularly by the ability of SHD
as a specific blocker of mitoK,rp channels.'® Although the
mitoK srp-selective openers, as diazoxide, are cardioprotec-
tive,'*¥7%* the mitoKxrp blocker SHD blocks the protection
afforded by mitoK srp channel openers,'®** ischemic precon-
ditioning," and postconditioning.*’ Diazoxide is about 1000
times more potent in opening mitoKrp channel than
sarcolemmal Kapp channel,'®*® whereas SHD inhibits mito-
Karp channels with little effect on sarcolemmal chan-
nels.'®*>*!  The main limitation of our study is the
assumption that SHD is a specific inhibitor of mitoKrp
channels, not considering other possible effects of the drug.
Recent studies suggest that SHD has complex effects on
mitochondrial energy metabolism different from its action on
mitoK xrp channel,***25* questioning the general assumption
that the blockade of cardioprotection by SHD is a proof of the
involvement of mitoK,rp channel and discarding other
possible mechanisms involved in the protection. In this line,
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the study by Lascano et al** in a conscious sheep model
reported that SHD and diazoxide, 2 drugs with antagonic
effects on mitoK xrp channels,*® had similar protective effects
against stunning, suggesting that mechanisms other than
mitochondrial channels would explain these protective effects.
Because the molecular mechanism of mitoKATP channel
blockade by 5HD is not currently known and the fact that
glibenclamide inhibits mitoKxrp channel, although not
specifically, additional studies including this last drug should
be considered. Nonetheless, the previous reports mentioned
above, which used both glibenclamide and SHD in their
experiments,'®!*#*>! support the blocking effect of SHD on
the mitoK yrp channels and therefore support our results.

It is well known that the incidence of acute myocardial
infarction is less in individuals who practice moderate or
intense physical activity regularly.”>*® It is reasonable to think
that exercise would increase the resistance to myocardial
ischemia through the induction of preconditioning state, LP
especially.®® Myocardium would be continuously precondi-
tioned against ischemia according to the magnitude and
frequency of physical activity. Recent studies suggest that the
heart can be put in a preconditioning state with continuous
administration of mitoK xrp channel openers.””** In our study,
the protective effect of the exercise was dependent of the
mitoKrp channel opening during indexed ischemia. The
reinduction of this protection might maintain these channels
activated or phosphorylated, keeping myocardium in a state of
higher resistance to prolonged ischemia, similar to hearts
exposed to chronic hypoxia.*® Similarly, studies in isolated
hearts® and in vivo®' have showed prolonged cardioprotective
effect with repeated pharmacologic or physiologic (exercise)
stimulus. Thus, if exercise induces LP and is mediated by
mitoK xrp channels, we propose that the advantage of exercise
consists in the possibility to induce sustained longer
preconditioning, called chronic preconditioning, in a physio-
logical manner through regular physical activity. In summary,
our results show that LP against myocardial infarction induced
by exercise in dogs is mediated by mitoK sp channels.
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Segunda etapa. Estudia la participacién del i6n Ca?** en el

precondicionamiento por ejercicio, en dos aspectos:

a) como iniciador del precondicionamiento, mediante el estudio del efecto
sobre el tamario del infarto del bloqueo de canales de Ca** del sarcolema

sobre el PP y PT (Protocolo 2, hipotesis y objetivo principal).

b) como iniciador de la activacion de NADPH oxidasa, mediante el estudio
del efecto del bloqueo de canales de Ca** del sarcolema sobre la activacion

de esta enzima en el PP (Protocolo 3, 2da hipoétesis secundaria).
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Exercise preconditioning of myocardial infarct size in dogs is triggered by
calcium. J Cardiovasc Pharmacol 2015; 65: 276-281.
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Exercise Preconditioning of Myocardial Infarct Size in Dogs
Is Triggered by Calcium

Victor M. Parra, MD, Pilar Macho, MD, Gina Sanchez, PhD, Paulina Donoso, PhD,
and Raul J. Domenech, MD

Abstract: We showed that exercise induces early and late
myocardial preconditioning in dogs and that these effects are
mediated through nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
reduced form (NADPH) oxidase activation. As the intracoronary
administration of calcium induces preconditioning and exercise
enhances the calcium inflow to the cell, we studied if this effect of
exercise triggers exercise preconditioning independently of its
hemodynamic effects. We analyzed in 81 dogs the effect of blocking
sarcolemmal L-type Ca®* channels with a low dose of verapamil on
early and late preconditioning by exercise, and in other 50 dogs, we
studied the effect of verapamil on NADPH oxidase activation in
early exercise preconditioning. Exercise reduced myocardial infarct
size by 76% and 52% (early and late windows respectively; P <
0.001 both), and these effects were abolished by a single low dose of
verapamil given before exercise. This dose of verapamil did not
modify the effect of exercise on metabolic and hemodynamic param-
eters. In addition, verapamil blocked the activation of NADPH oxi-
dase during early preconditioning. The protective effect of exercise
preconditioning on myocardial infarct size is triggered, at least in
part, by calcium inflow increase to the cell during exercise and,
during the early window, is mediated by NADPH oxidase activation.

Key Words: preconditioning, exercise, calcium, myocardial infarction

(J Cardiovasc Pharmacol™ 2015;65:276-281)

INTRODUCTION

We previously showed that exercise induces early
preconditioning (EP) and late preconditioning (LP) on the
myocardial infarct size (IS) induced by coronary occlusion in
dogs' and that these effects are mediated through nicotin-
amide adenine dinucleotide phosphate reduced form
(NADPH) oxidase activation and mitochondrial adenosine
triphosphate—sensitive K* channels.>® However, the trigger-
ing for this kind of preconditioning is not known. Because
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intracoronary administration of Ca>" induces precondition-
ing*® and this protection can be blocked by verapamil®®
and the activation of o-adrenoceptors and B-adrenoceptors
during exercise’ increases Ca2* inflow to the cell,*'* we rea-
soned that this increase of Ca®" inflow triggers exercise pre-
conditioning. As  catecholamine-induced increase in
intracellular calcium is experimentally inhibited by verapa-
mil,” a nondihydropyridine sarcolemmal L-type Ca2* channel
blocker,"" we studied if EP and LP induced by exercise are
prevented by the administration of verapamil before exercise
(VE). Furthermore, as calcium, and more specifically the
calcium-sensing receptor, has been involved as a mediator
in cardiac ischemic preconditioning independently of its
hemodynamic effects,'*!* we used a single low dose of verap-
amil, which did not modify the cardiac hemodynamic effect
of exercise, to test the hypothesis that the increase of Ca®"
inflow to the cell during exercise triggers the cardioprotection
independently of its hemodynamic effects.

We also recently showed that EP by exercise increases
NADPH oxidase activity and that its inhibition with apocinin
reverts the protective effect of exercise on myocardial IS.? To
assess if calcium is involved in this activation, we addition-
ally studied the effect of verapamil on NADPH oxidase acti-
vation in early exercise preconditioning.

METHODS
This investigation conforms to the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals published by the US National
Institutes of Health (NIH publication No. 85-23, revised
1996) and was approved by our institutional animal care and
use committee.
We followed 2 experimental protocols:

Protocol 1: Effect of Verapamil on the
Preconditioning Effect of Exercise on IS
Eighty-six mongrel dogs were instrumented under
aseptic surgery. Briefly, under anesthesia with intravenous
(IV) pentobarbital (30 mg/kg) and mechanical ventilation of
the lungs, the thorax was opened at the fifth left intercostal
space, and Silastic catheters were implanted into the aortic
root through its wall, into the coronary sinus through the great
coronary vein, and into the left atrium through its appendage.
An occluder (plastic snare) was implanted around the anterior
descending coronary artery immediately distal to the emer-
gence of the first diagonal branch. Epicardial pacing electro-
des were sutured in the outflow tract of the right ventricle to

| Cardiovasc Pharmacol™ e Volume 65, Number 3, March 2015
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control heart rate. The tubings, wires, and the snare were
tunneled out of the thoracic cavity through the subcutaneous
tissue, and their proximal ends kept under the skin in the
interscapular region. Prophylactic antibiotics and analgesia
were provided for a few days after surgery. After 2 weeks of
recovery, dogs were trained in the laboratory during 2
additional weeks to allow them to become accustomed to
run on a treadmill at a speed of 5-9 km/h for 5 minutes, twice
a day. The rest of the day the dogs were kept in comfortable
cages at about 22°C with food and water ad libitum. Three
dogs died during surgery, and 2 dogs died a few days after-
ward because of different complications of surgery. Previ-
ously, in 10 other dogs, we determined the proper
verapamil dose that did not induce significant hemodynamic
changes and allowed dogs to run on the treadmill. Therefore,
81 dogs were randomly assigned to the following 6 experi-
mental groups (Fig. 1):

1. Nonpreconditioned dogs (NP, N = 14): Dogs were allowed
to rest for 60 minutes in the laboratory and then they were
anesthetized (intravenous pentobarbital, 30 mg/kg). The
anterior descending coronary artery was occluded with
the plastic snare for 1 hour and reperfused for 4.5 hours.
To obtain a stable preparation and comparable hemody-
namic conditions between groups, aortic pressure changes
were damped by connecting the systemic arterial circula-
tion, through the femoral artery, to a large reservoir filled
with homologous, heparinized, and constantly stirred
blood thermoregulated to 37°C. The height of the reservoir
was frequently adjusted to maintain a mean arterial pres-
sure of about 100 mm Hg in the aortic root during the
experiments. Heart rate was kept constant at about 150
beats per minute by electrical stimulation. Dogs’ rectal
temperature was measured with an electric thermometer
and maintained at about 37°C with a heather under the
surface of the surgical table.

Groups

Ischemia 60 min Reperfusion 270min

v GOV OY ] /

E E E E_24h

Ve E E B E
veen=15) [ ] /
v
VE E E E E
v

)

FIGURE 1. Protocol 1: experimental groups to study the effect
of exercise and verapamil on IS. E, exercise; EP, dogs with early
preconditioning; LP, dogs with late preconditioning; NP,
nonpreconditioned dogs; VEP, verapamil before early pre-
conditioning; VLP, verapamil before late preconditioning;
VNP, verapamil in nonpreconditioned dogs.
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2. EP by exercise (EP, N = 13): Same procedure as in group
NP was followed, but dogs were allowed to run on the
treadmill for 5 periods, 5 minutes each at 6 km/h with
intervening 5-minute periods of rest. After the last exercise
period, the animals rested for about 10 minutes to allow
the heart rate and the aortic pressure to recover to basal
values before inducing pacing at about 150 cycles
per minute, connecting the arterial line with the reservoir
and inducing the infarction as in group NP.

3. LP by exercise (LP, N = 13): Preconditioning was performed
as in group EP, but infarct was induced 24 hours after the
exercise.

4. Verapamil before EP (VEP, N = 15): Similar to group EP,
but verapamil 0.15 mg/kg IV was administered about 5 mi-
nutes before exercise.

5. Verapamil before LP (VLP, N = 12): Similar to group LP,
but verapamil 0.15 mg/kg IV was administered 5 minutes
before exercise.

6. Verapamil in nonpreconditioned dogs (VNP, N = 15):
Similar to group NP, but verapamil was administered at
a time equivalent to group VEP. This group was a control
for group VEP to determine the effects of verapamil on
myocardial ischemia without preconditioning.

Aortic pressure and heart rate were continuously
recorded during rest and exercise periods and during ischemia
and reperfusion. Myocardial blood flow to the left ventricular
wall was measured with the radioactive microsphere tech-
nique as previously described'* during the last period of exer-
cise and after recovery in all preconditioned dogs and before
the coronary occlusion in nonpreconditioned dogs. Myocar-
dial O, consumption was calculated as the product of myo-
cardial flow times the coronary arteriovenous difference in O,
content (between aortic root and coronary sinus blood sam-
ples). Collateral flow to the ischemic left ventricular wall,
30 minutes into the ischemic period, was also measured with
the microspheres technique. The size of the infarction relative
to the risk region was measured with the triphenyltetrazolium
staining technique.'* The magnitude of the infarction was
expressed by the volume of the necrotic region as percent
of the volume of the risk region. The risk region was ex-
pressed as percent of the total left ventricular volume.

Protocol 2: Effect of Exercise and Verapamil
on NADPH Oxidase Activation

Fifty dogs, surgically instrumented and trained as
indicated in the previous protocol, were randomly assigned
to the following experimental groups to measure the activity
of NADPH oxidase (Fig. 2):

1. Control (C, N = 19): After resting for 1 hour, the dogs were
anesthetized (IV pentobarbital 30 mg/kg), the thorax was
opened under mechanical ventilation of the lungs, and the
heart was excised for analysis of the NADPH oxidase
activity.

2. Exercise (E, N = 11): Dogs performed exercise as
described above. After the last exercise period, the animals
rested for 10 minutes to allow the heart rate and the aortic
pressure to return to basal values, then they were
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FIGURE 2. Protocol 2: experimental groups to study the effect
of exercise and verapamil on NADPH oxidase activation.
C, control; E, exercise; S, sampling; V, verapamil without
exercise; VE, verapamil before exercise.

anesthetized, the lungs mechanically ventilated, and the
heart excised for analysis.

. Verapamil before exercise (VE, N = 12): Similar to group
E, but verapamil, 0.15 mg/kg, was administered 5 minutes
before exercise.

4. Verapamil (V, N = 8): As in group C, but verapamil, 0.15

mg/kg, was administered 1 hour before the animals were
anesthetized for analysis.

w

Determination of NADPH Oxidase Activity
Superoxide production was measured by lucigenin
chemiluminescence by incubating sarcoplasmic reticulum
(SR) vesicles (0.2 mg/mL) in 100 mM MOPS-Tris, pH7.0,
100 pM NADPH, and 5 wM lucigenin at 25°C. Chemilumi-
nescence was measured in a Berthold FB 12 luminometer and
expressed as nanomoles of superoxide anion per milligram
protein per minute. SR vesicles were isolated from the zone of
the ventricular wall perfused by the anterior descending cor-
onary artery as previously described in detail.'” SR fractions
were snap frozen in liquid nitrogen and kept at —80°C. Pro-
tein content was determined by the method of Hartree.'®

Statistical Analysis

Multiple comparisons were performed with analysis of
variance followed by Holm ¢ test analysis. To discard the
effect of collateral flow to the ischemic region from the
effect of the maneuvers on the IS, we regressed ISs on col-
lateral flow values and compared these regressions with
analysis of covariance (ANCOVA). Results are expressed
as mean = SEM. The null hypothesis was discarded with
a P value <0.05.

Criteria for Exclusion

To avoid variability in the IS because of different
exposure to ischemia during ischemia/reperfusion (IR) period,
we used 2 exclusion criteria, a collateral flow to the ischemic
region >0.2 mL-g~!'-min~! and >3 consecutive attempts
required to convert ventricular fibrillation.
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RESULTS

Protocol 1: Effect of Verapamil on the
Preconditioning Effect of Exercise on
Myocardial IS

Of the 81 dogs randomized to this protocol, 8 were
discarded because of the exclusion criteria (2 dogs in groups
NP and VLP and 1 dog in groups VEP, LP, EP, and VNP).
The results correspond to 73 dogs.

The hemodynamic evolution during baseline, ischemia,
and reperfusion is depicted in Table 1. No significant differ-
ences were observed across these periods or among the groups.
The administration of verapamil, both in preconditioned and in
nonpreconditioned dogs, did not induce any hemodynamic
change. As there were no differences in the hemodynamic
evolution between EP and LP, with and without verapamil,
both groups were considered together as 1 group. The regres-
sion of ISs, in the different groups, on the values of collateral
flow to the ischemic region showed an independence of IS
from collateral flow (ANCOVA, P < 0.02, not shown). There
were no significant differences in myocardial risk size between
groups; the risk size/total area expressed as percent were:
48.9 * 22,477 + 18, 463 * 24, 498 £ 3.8, 503 *
4.5, and 46.1 = 5.8 for groups NP, EP, LP, VEP, VLP, and
VNP, respectively (P > 0.05). Table 2 shows the hemody-
namic and metabolic effects of exercise in preconditioned dogs
(early and late) with and without verapamil. During exercise,
there was a significant increase in heart rate (47%), mean aortic
pressure (15%), coronary flow (61%), and myocardial O, con-
sumption (62%) compared with basal, but no significant
changes were observed in the arteriovenous difference of oxy-
gen and lactate content. The electrocardiogram did not show
repolarization changes. The administration of verapamil did not
modify this response to exercise.

The effects of the different maneuvers on IS are shown
in Figure 3. EP decreased IS from 25.3% * 3.5% to 6.0% *
2.7% (P < 0.001, EP vs. NP) and LP from 25.3% * 3.5% to
12.1% = 2.1% (P < 0.001, LP vs. NP). Both effects were
abolished by the administration of VE (P > 0.05 for both).
Verapamil by itself (in nonpreconditioned dogs) did not mod-
ify IS (from 25.3% = 3.5% in group NP to 26.1% = 2.7% in
group VNP, P > 0.05).

Protocol 2: Effect of Exercise and Verapamil
on NADPH Oxidase Activation

Figure 4 shows the effects of EP by exercise and verap-
amil on NADPH oxidase activation. Exercise increased the
activation and verapamil, administered before exercise, re-
verted it. The drug by itself did not modify the NADPH
oxidase activation.

DISCUSSION
Ischemic preconditioning, described in 1986,'7 is
a mechanism by which brief periods of ischemia induce pro-
tection against subsequent longer ischemic periods. Since
then, there has been an increasing understanding of its mech-
anisms'®?? and other forms of cardioprotection,”” includ-
ing exercise preconditioning.'
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TABLE 1. Hemodynamic Effects of Ischemia and Reperfusion

Ischemia Reperfusion
Maneuvre Baseline 30 min 60 min 60 min 120 min 180 min
HR, cycles per minute NP 153 = 10 150 = 12 155 £ 11 160 + 13 158 £ 11 147+ 9
P 155 = 14 160 + 12 147 = 10 155 = 11 150 = 9 149 = 10
VP 158 =7 169 = 4 168 * 4 167 =3 154 £ 6 150 £ 12
VNP 147 = 10 154 £ 7 158 + 4 150 + 5 150 + 6 146 + 6
SAP, mm Hg NP 105 = 8 110 = 10 115 =7 109 =9 107 * 11 110 =9
P 100 = 7 1158 120 £ 10 117 £ 11 110 £ 10 1158
PV 98 =5 115+ 4 111 +5 114 + 4 11 =5 109 + 8
VNP 101 = 4 113 5 114 £ 5 110 = 5 107 = 4 104 = 5
DAP, mm Hg NP 80 +3 84+ 6 85*5 8250 805 78*8
P 79*6 87+9 797 8370 80 £ 5 79*6
VP 70 £5 85+3 86 = 4 84 3 85*5 80 =7
VNP 75+3 82+ 4 834 79 £50 77*5 76 5

Values are presented as mean = SEM.
NP, nonpreconditioned; P, preconditioned with excrcise (carly and late considered together); VP, verapamil followed by preconditioning with exercise; VNP, verapamil in

nonpreconditioned dogs.

Exercise Preconditioning on IS Is Triggered by
Ca2+

This study confirms our previous results in the sense
that exercise induces early and late cardioprotection with
a substantial decrease of the myocardial IS induced by
coronary occlusion in dogs."* Furthermore, the results of this
study add to the above findings and suggest, for the first time,
that this protection by exercise is triggered or mediated by the
calcium inflow to the cell, probably through sarcolemma
L-type channels, because verapamil completely reversed the
preconditioning effect of exercise.

The effect of verapamil cannot be explained by changes
in collateral blood flow to the ischemic myocardium as revealed
by the ANCOVA analysis nor by differences in risk region
volumes between the groups. The absence of changes in the
arteriovenous difference of O, and lactate contents and of ven-
tricular repolarization changes argue against the occurrence of
ischemia during exercise and thereby the possibility that pre-
conditioning was induced by ischemia. The results cannot be
attributed either to hemodynamic or myocardial O, consump-
tion changes during the experiments because these changes
during exercise were of similar magnitude in groups with and
without verapamil. This is explained by the lower dose of
verapamil we used compared with others studies in a similar
canine model (0.15 vs. 0.8 mg/kg, respectively), who found

only a slight reduction in mean blood pressure.”® The dose
we used was based on pilot studies to obtain the proper dose
not producing a significant hemodynamic effect. Accordingly,
we focused on the hypothesis that calcium inflow to the cell, but
not the hemodynamic—metabolic changes produced by exercise,
mediates the protection afforded by exercise.

Our results seem to disagree with those of Miyawaki
et al® in Langendorff-perfused rat hearts. They found that only
doses of verapamil, associated with a decrease in ventricular
+ dP/dt during calcium preconditioning, were able to block
the protection elicited by calcium, suggesting that the pro-
tection was associated with an increase in myocardial activity
induced by calcium. However, Sun and Murphy'? recently
found that the inhibition of calcium-sensing receptor abol-
ished the ischemic preconditioning-induced cardioprotection
in Langendorff-perfused mice hearts, with no effect on car-
diac hemodynamic—contractile functions. These results are in
line with ours in the sense that the protection afforded by
calcium does not necessarily go through myocardial hemody-
namic or metabolic changes.

Although there is a growing evidence for the partici-
pation of calcium in diverse kinds of preconditioning,
assessed mainly by the administration of Ca®* and the L-type
Ca?* channel blocker verapamil,**2*3° a detrimental effect of
calcium during myocardial IR injury is also widely

TABLE 2. Metabolic and Hemodynamic Effects of Exercise

MVO,, mL/min per AVO,, mL per

Maneuvre HR, cycles per minute MAP, mm Hg CF, mL-min~1-g~! 100 g 100 mL AV Lactate, mmol/L
Basal 107.8 = 5.8 98.1 =39 0.44 = 0.14 79 £2 122 = 3.8 0.17 = 0.16

E 158.2 * 4% 113 + 54% 0.71 £ 0.2% 12.8 = 2.9% 13.1 £ 4.0 0.20 = 0.11

VE 160 = 6* 110 = 8* 0.73 + 0.15* 12.6 = 3* 135 35 0.18 = 0.1

Values are presented as mean = SEM
*P < 0.05 versus basal.

AVO,, coronary arteriovenous difference in oxygen content; AV lactato, coronary arteriovenous difference of lactate; CF, coronary flow; E, exercise; HR, heart rate; MAP, mean
aortic pressure; MVO,, myocardial oxygen consumption; VE, verapamil before exercise.
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Infarct size
NV/RV %

NP EP LP

VEP VLP VNP

FIGURE 3. IS in the different groups: NP, nonpreconditioned
dogs; EP, early preconditioning; LP, late preconditioning; VEP,
verapamil before EP; VLP, verapamil before LP; VNP, verapamil
in nonpreconditioned dogs; NV, necrotic volume; RV, risk
volume. *P < 0.05 as compared with control.

recognized,>’~* and calcium antagonists administered during
the IR period have been used for years to limit the myocardial
injury.*>" In this regard, we did not find a protective effect of
verapamil in nonpreconditioned dogs, probably because we
used a single low dose administered 1 hour before the indexed
ischemia, suggesting that the cellular levels of verapamil dur-
ing the IR period were not high enough to prevent the detri-
mental effects of calcium during this period.

We decided to use verapamil because of its cardiose-
lectivity with negative chronotropic and inotropic effects,
which were easily controlled by a small dose of the drug and
our experimental protocol. This, together with a lower
vasodilator effect of the drug and because it is the most
studied Ca?* channel blocker in preconditioning studies and
the clinics as compared with others blockers.>*3¢°

Exercise Preconditioning and NADPH Oxidase
Activation

It is known that NADPH oxidase is a major source of
reactive oxygen species (ROS) in cardiac tissue*’ and plays an
important role in diverse forms of preconditioning,*"** includ-
ing preconditioning by tachycardia and exercise.”** In this re-
gard, we previously found a loss of early exercise
cardioprotection after NADPH oxidase inhibition, suggesting
that ROS generated by this enzyme are important mediators of
the preconditioning response and that early exercise precondi-
tioning increased the NADPH oxidase activation with an

02 generation
nmol/mg protein/min

C E VE \

FIGURE 4. NADPH oxidase activity in different groups. C,
control; E, only exercise; V, verapamil without exercise; VE,
verapamil before exercise. *P < 0.05 as compared with control.
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increased membrane association of the regulatory subunits
p47Phox and racl, with no change in the relative content of
the membrane-bound catalytic subunit gp91Ph°x? Frasier
et al*? reported recently that ROS generated by NADPH oxi-
dase triggers the cardioprotection induced by exercise through
the increase in glutathione reductase activity. In this study, we
found that calcium is probably involved in NADPH oxidase
activation because verapamil inhibited this activation simulta-
neously with the reversion of the EP effect of exercise.

Interpretation of the Results

The protective effect afforded by exercise has been
explained traditionally by hemodynamic and myocardial meta-
bolic demand changes related to cytosolic calcium increase. We
have found that this protective effect can be blocked by calcium
inflow decrease despite the maintenance of the hemodynamic
effects induced by exercise, suggesting that calcium dynamics
mediates the protection in an independent way.

Based on our present and prior results' plus the ante-
cedent that the calcium preconditioning is abolished by K*
adenosine triphosphate channel blocker and by verapamil,*
we believe that the transitory increase in cytosolic Ca?" through
the sarcolemma during exercise triggers the cascade for the
preconditioning effect of exercise, which would be mediated
by the activation of NADPH oxidase, mitochondrial adenosine
triphosphate—sensitive K* channels, and the inhibition of the
mitochondrial permeability transition pore,* which has been
implicated as an end point in cardiomyocyte death.***

One of the limitations of our study is that we did not
measure calcium entrance to the cell directly, which is needed
to confirm our findings. Besides, we assessed the effect of
exercise and verapamil on the NADPH oxidase activity in the
early phase of preconditioning but not in the late phase, which
is needed to a comprehensive understanding of the NADPH
oxidase activity in exercise preconditioning. Further research is
needed to confirm the precise mechanism by which verapamil
blocks the exercise cardioprotection, including the effects of
the drug on tissues besides the heart.

Clinical Implications

According to the final goal of myocardial ischemia
research,**>! preconditioning may be one of the mechanisms
by which exercise decreases the damage produced by the
acute coronary syndrome.”>** The fact that verapamil pre-
vents the exercise cardioprotection may have clinical impli-
cations because of the frequent use of L-type Ca®" channel
blockers in clinical practice. This presumptive detrimental
effect should be balanced with the beneficial effect of Ca?"
blockers in patients with coronary artery disease. In summary,
our results suggest that the preconditioning effect of exercise
on the IS is triggered or mediated by calcium through
NADPH oxidase.
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RESULTADOS

1. Analisis conjunto de ambos articulos.

Descontados los animales fallecidos por complicaciones quirurgicas y por
criterios de exclusién (35 animales), se presentan los resultados para 34
perros en la primera etapa, ‘efecto del bloqueo del canal mitoKATP sobre el
precondicionamiento tardio por ejercicio’, y 123 perros en la segunda,
‘participacion del ion Ca** en el precondicionamiento por gjercicio’, 73 para el
estudio de verapamilo sobre el tamafo del infarto, y 50 para el estudio de la

activacion de NADPH oxidasa.
1.1 Efectos del ejercicio precondicionante.

Durante el ejercicio precondicionante se observé en la totalidad de los
experimentos un aumento significativo de la frecuencia cardiaca y presion
arterial media, sin cambios de repolarizacion  ventricular  al
electrocardiograma, utilizado por protocolo para descartar la presencia de

isquemia durante el ejercicio.

En una muestra acotada, se observé durante el ejercicio precondicionante un
aumento significativo del flujo coronario y consumo de O, miocardico, sin
cambios en la diferencia arterio-venosa coronaria de lactato ni del contenido

de O (se presenta estos resultados en los articulos de tesis).

El PP y PT por ejercicio disminuyeron el tamafo del infarto secundario a una
oclusion coronaria transitoria, como se detalla mas abajo en cada etapa del
proyecto. Los efectos sobre el tamafno del infarto fueron independientes del
flujo colateral a la region isquémica (ANCOVA, P no significativo).

1.2 Maniobras de isquemia y reperfusion.

No hubo variaciones significativas de frecuencia cardiaca y presion arterial en
los periodos ‘pre-isquemia, isquemia, y reperfusion’, ni dentro de un mismo
grupo experimental ni tampoco entre los diferentes grupos (tabla 2 en primer
articulo de tesis, y tabla 1 en el segundo).
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Tampoco hubo diferencias significativas entre los grupos en el volumen de la
region de riesgo (volumen ventricular irrigado por la arteria coronaria ocluida)

como porcentaje del volumen de la pared del ventriculo izquierdo.
2. Primera etapa del proyecto.

Estudio del ‘efecto del bloqueo del canal mitoKATP sobre el

precondicionamiento tardio por ejercicio’ (1era hipotesis secundaria).

La figura 2 del 1er articulo de esta tesis muestra el tamano del infarto
(porcentaje de necrosis en relacion a miocardio en riesgo) en los diferentes
grupos experimentales para esta etapa de estudio. EI PT por ejercicio
disminuy6 el tamafio del infarto en mas de un 50%, de 27,6 + 3,7% en el

grupo control a 12,1 + 1,4% en el grupo precondicionado (P<0,05).

El efecto precondicionante fue abolido con la administracion de 5HD. La
droga por si sola no modificé el tamafio del infarto y no produjo alteraciones
hemodinamicas durante los periodos de isquemia y reperfusién (Tabla 2 del
1er articulo).

3. Segunda etapa del proyecto.

Estudio de la ‘participacion del i6n Ca** en el precondicionamiento por

ejercicio’.
3.1 Ca** como iniciador del precondicionamiento.

Efecto sobre el tamafio del infarto del bloqueo de canales de Ca** del

sarcolema sobre el PP y PT (hipétesis y objetivo principal).

La figura 3 del 2do articulo de esta tesis muestra los efectos del ejercicio
sobre el tamarfio del infarto (porcentaje de necrosis en relacién a miocardio en
riesgo) en los diferentes grupos en esta etapa de estudio. ElI PP disminuyo el
tamano del infarto de 25,3 + 3,5% en el grupo no precondicionado a 6,0 +
2,7% en el grupo precondicionado (P<0,001), y el PT disminuy6 el tamaro del
infarto de 25,3 + 3,5% en el grupo no precondicionado a 12,1 = 2,1% en el

grupo precondicionado (P<0,001).
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Ambos efectos protectores fueron abolidos con la administracién de
verapamilo (P no significativo respecto del grupo no precondicionado).
Verapamilo no modific6 el tamafio del infarto en animales no
precondicionados (Figura 3 del 2do articulo), y tampoco modifico la respuesta

hemodinamica al ejercicio (Tabla 2 del 2do articulo).
3.2 Ca?* como iniciador de la activacion de NADPH oxidasa.

Efecto del bloqueo de canales de Ca** del sarcolema sobre la activacion de

la enzima NADPH oxidasa en el PP (2da hipotesis secundaria).

La figura 4 del 2do articulo de esta tesis muestra los efectos del PP por
ejercicio y de verapamilo sobre la activacion de NADPH oxidasa. El ejercicio
aumento la activacion de esta enzima, mientras que verapamilo, administrado

previo al ejercicio, revirtio este efecto.

Verapamilo por si solo no modificé la activacion de esta enzima.
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DISCUSION
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DISCUSION

Desde la descripcion del Pl en 1986 (2) ha habido un conocimiento creciente
sobre los mecanismos involucrados en el precondicionamiento (8,9,24-28) y
sobre otras formas de cardioproteccion, como el postcondicionamiento
(30,31), el condicionamiento remoto (32,122), y el precondicionamiento por
ejercicio (17,43).

Nuestros resultados confirman en su conjunto que el modelo canino in vivo
permite estudiar la proteccién que otorga el precondicionamiento del miocardio
inducido por ejercicio sobre el tamano del infarto secundario a una oclusion
coronaria transitoria, y que el ejercicio fisico induce precondicionamiento

precoz y tardio en el perro.

Este efecto protector no se explica por cambios en las variables
hemodinamicas durante la IR debido a que éstas no cambiaron
significativamente entre los grupos. Tampoco se puede explicar por
variaciones del flujo colateral a la zona isquémica ni a diferencias en el
tamarfo de la region en riesgo. Ademas, los resultados permiten descartar el
estimulo isquémico durante la maniobra precondicionante debido a que
durante el ejercicio: a) no hubo cambios en la diferencia arterio-venosa
coronaria del contenido de O, b) los niveles venosos coronarios de lactato y
su extraccion miocardica no se modificaron, y ¢) no se observé alteraciones

electrocardiograficas sugerentes de isquemia.

Sin embargo, no es posible descartar la participacion de diferentes
metabolitos liberados durante el ejercicio, como adenosina (123), bradiciinina
(123), opiodes (124), ON (24) y RLO (104,125), como activadores de
diferentes vias metabdlicas del precondicionamiento, de forma analoga al PI
y al precondicionamiento por taquicardia (11,14,15,42,43). Tampoco
podemos descartar la participacion del fendbmeno de precondicionamiento
remoto, por ejemplo desde el musculo esquelético durante el ejercicio fisico.
Sin embargo, dado el hecho demostrado que la taquicardia inducida

eléctricamente en perros anestesiados induce precondicionamiento per se
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(11,44), es razonable suponer que el efecto protector del ejercicio sea
mediado, al menos en parte, por accion directa del ejercicio sobre el

miocardio.

Nuestros resultados también confirman que la magnitud del efecto protector
del PT es menor que la del PP (en torno a 55% vs 75 % de reduccién del
tamafo del infarto, respectivamente), ya descrito previamente (8), a pesar
que el tamafo de las zonas en riesgo y la magnitud del consumo de O
miocardico sean similares en los diferentes grupos. También se ha descrito
previamente una diferencia en la magnitud de la proteccion dentro de la
segunda ventana de proteccién (PT) (8), y se explicaria por el tiempo al cual
se mide el efecto protector en el PT, como lo ilustra el estudio de Yamashita y
cols. (16), donde el ejercicio en ratas mostré una distribucion bifasica, con
maximos efectos protectores a las 0,5 y a las 48 horas posterior al estimulo

protector.
1. Hallazgos de la 1era etapa de estudio.

En estudios previos en nuestro laboratorio se habia demostrado que el PP
por taquicardia y ejercicio era mediado por canales mitoKATP (14,17).
Diferentes estudios han sugerido que los canales mitoKATP participan
también del PT, tanto con estimulos isquémicos (75) como farmacolégicos
(75,82,126), con el uso de diazoxide como activador de los canales
mitoKATP, bloqueandose la proteccién con la administracién de 5HD, un
bloqueador de estos canales. Los resultados de la primera etapa de esta
tesis agregan ahora la evidencia que los canales mitoKATP median también
el efecto precondicionante tardio del ejercicio, debido a que este efecto
protector fue bloqueado completamente por 5HD. En nuestro conocimiento,
este es el primer estudio en mostrar la participacién del canal mitoKATP en el

PT inducido por ejercicio.

En la mayoria de los estudios que examinan la participacion del canal
mitoKATP en el precondicionamiento se comparan los efectos
cardioprotectores de drogas con efectos antagonicos sobre estos canales,
como diazoxide y 5HD (41). Los abridores de estos canales son

cardioprotectores, mientras que el bloqueador 5HD revierte la proteccién
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alcanzada tanto con abridores del canal mitoKATP (41,68), como con PI (75)
y con postcondicionamiento (127). Diazoxide es cerca de 1000 veces mas
potente en abrir los canales mitoKATP que los canales sarcKATP y, a su vez,

5HD inhibe el canal mitoKATP con poco efecto en los canales sarcKATP (41).

Si bien tanto el PP como el PT son mediados por los canales mitoKATP, la
dosis de 5HD requerida para revertir el efecto protector tardio fue un 40%
superior a la requerida para revertir el efecto protector precoz (10 vs 7
mg/kg). Estudios preliminares en nuestro laboratorio mostraron que una dosis
de 7 mg/kg de 5HD no logro revertir el efecto precondicionante tardio (datos
no mostrados). Estos hallazgos son concordantes con el estudio de Sato y
cols. (128), donde se demuestra que se requiere una dosis hasta 4 veces
mas alta para bloquear el canal mitoKATP en miocitos tratados con un
activador de PKC, sugiriendo que la fosforilacion del canal via PKC lo haria
mas resistente a la accion del bloqueador. En el estudio de Wang y cols. (59),
en el modelo de corazon aislado del conejo, se requirié una concentracién 4
veces mas alta de 5HD para bloquear la proteccion al administrarlo previo a
la isquemia prolongada versus la administracion previo al estimulo protector,
apoyando el postulado que la fosforilacion del canal luego del estimulo
protector lo haria mas resistente a la accién del bloqueador. El canal
mitoKATP fosforilado se abriria entonces mas precoz e intensamente frente a
una isquemia letal subsecuente y con mayor resistencia a su bloqueo (128).
Los hallazgos presentados en esta tesis, junto a un estudio previo (17),
concuerdan con la literatura, en que la dosis del bloqueador necesaria para

revertir el PT es mayor que la necesaria para revertir el PP.

Los hallazgos de esta primera etapa de la tesis no concuerdan con el estudio
de Brown y cols. en ratas (73), donde la administracién de 5HD no bloque¢ el
PT por ejercicio sobre el tamafio del infarto. Al menos tres diferencias
metodoldgicas podrian explicar esta aparente discrepancia: a) el modelo de
estudio, de corazon aislado de rata en el estudio de Brown, versus el modelo
canino in vivo en la presente tesis, b) el modelo de entrenamiento,
entrenamiento cronico de mas 12 semanas en el estudio de Brown, donde se
espera que el ejercicio proteja por multiples mecanismos ya descritos, versus

un unico estimulo de ejercicio precondicionante en nuestro modelo, y c) la
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dosis del bloqueador 5HD utilizada, en el estudio de Brown se administro,
para intentar bloquear el PT, la misma dosis utilizada para bloquear el PI
precoz, mientras que en nuestro estudio, la dosis de 5HD utilizada para
bloquear el PT fue superior a la dosis necesaria para bloquear el PP.
Creemos que estos tres factores explicarian las aparentes discordancias con
nuestros hallazgos. Ademas, los resultados de la presente tesis concuerdan
con los hallazgos previos en el PP por ejercicio (17), sosteniendo el postulado
que los canales mitoKATP median el precondicionamiento sobre el tamafio

del infarto inducido por ejercicio en el perro.

La principal limitacion de esta 1era etapa de la presente tesis es asumir que
el 5HD es un inhibidor especifico de los canales mitoKATP, sin considerar
otros posibles mecanismos de accién. Se ha observado efectos de esta
droga sobre el metabolismo energético mitocondrial, cuestionando su efecto
sobre el mitoKATP como el unico o principal mecanismo de bloqueo de la
proteccion (129). Comparar el efecto de glibenclamida en este tipo de
precondicionamiento, una droga con conocidos efectos bloqueadores de los
canales mitoKATP, si bien menos especifica que 5HD, ayudaria a dilucidar
que sea el efecto bloqueador del canal mitoKATP el mecanismo que revierte
el efecto protector del ejercicio. Sin embargo, estudios previos que han
utilizado tanto glibenclamida como 5 HD (41,68) sugieren el mecanismo de
bloqueo de los canales mitoKATP como el responsable del efecto, apoyando

nuestros resultados

2. Hallazgos de la 2da etapa de estudio.
2.1 El precondiconamiento por ejercicio es iniciado por ca®.

Los resultados de la segunda etapa de esta tesis muestran y sugieren, por
primera vez, que la proteccion que otorga el ejercicio es iniciada por la
entrada de Ca** a la célula, probablemente a través de los canales tipo L del
sarcolema, debido a que verapamilo revirti6 completamente el efecto
protector del ejercicio. Los resultados no pueden atribuirse a cambios
hemodinamicos secundarios a la administracion de la droga, debido a que la

baja dosis de verapamilo utilizada, comparada con la de otros estudios en un
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modelo canino similar (0,15 vs 0,8 mg/kg, respectivamente) donde sélo
describen una ligera disminucion en la presion arterial media (130), no generd
variaciones hemodinamicas durante el ejercicio ni durante el proceso de IR.
Se utilizé esta ‘baja dosis’ para estudiar la hipétesis de que ‘es el ingreso de
Ca** a la célula, y no los efectos hemodindmicos, los que median la
proteccion del ejercicio precondicionante’.

Distintos estudios sugieren que el aumento del Ca** citosolico es uno de los
mecanismos iniciadores del precondicionamiento (38,39,53). En el corazdn
de la rata se ha observado que 3 episodios de 5 min de isquemia seguidos de
5 min de reperfusién inducen un aumento en el Ca®" intracelular (131),
concordante con el papel del Ca®* como iniciador del estado protector. El
aumento transitorio del Ca®" intracelular inducido farmacolégicamente por
infusién intracoronaria de Ca®* precondicionaria el corazén de la rata (39), del
conejo (53) y del perro (54,55), a través de PKC y canales KATP (38,53,54).
El papel del Ca?* como iniciador es apoyado por diferentes estudios que han
mostrado que el bloqueo de los canales tipo L de Ca** elimina la
cardioproteccién (38,39,53,56). Estos hallazgos sugieren en su conjunto que
el aumento transitorio de la entrada de Ca?' por los canales tipo L del
sarcolema iniciaria la proteccion. Mas aun, los efectos protectores de
diazoxide frente al dafio por IR son abolidos con la inhibicién de los canales
tipo L de Ca*" (77). Esto sugiere que la protecciéon de diazoxide seria
mediada no sélo por la activaciéon de los canales mitoKATP, con aumento
transitorio del Ca** citosélico por la menor captacién mitocondrial (69), sino
ademas por el aumento transitorio de la entrada de Ca* por los canales del
sarcolema, sugiriendo una interrelacién entre aumento del Ca** citosodlico,
activacion de canales mitoKATP y cardioproteccion. Por ultimo, Xu y cols.
(132) reportaron que el precondionamiento por Ca?* en cultivos de
cardiomiocitos redujo la muerte por apoptosis al inhibir la apertura del mPTP
y, por lo tanto, la liberacion de citocromo ¢ y la acumulaciéon de Ca®*
mitocondrial, resaltando la importancia de la mitocondria como efector final en
el precondicionamiento. Estos hallazgos en su conjunto concuerdan con los

hallazgos de la presente tesis, donde el precondicionamiento por ejercicio
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seria iniciado por el ingreso de Ca** a la célula, y mediado por los canales
mitoKATP.

Nuestros hallazgos no concuerdan con el estudio de Miyawaki en corazon
aislado de rata (38), donde muestra que sélo la dosis de verapamilo que
disminuya el dP/dt ventricular durante el precondicionamiento por Ca?* es
capaz de bloquear la proteccion, sugiriendo que la proteccion esta asociada
al aumento de la actividad miocardica inducida por Ca?*. Sin embargo,
recientemente Sun y Murphy (37) encontraron que la inhibicion del CaSR
abolié la proteccion alcanzada por el precondicionamiento isquémico en el
corazon aislado del ratén, sin efecto en la funcidon contractil ni en la
hemodinamica cardiaca, lo cual va en la linea de nuestros resultados, donde
la proteccién alcanzada por Ca?* no necesariamente requiere cambios
metabdlicos o hemodinamicos, sugiriendo un papel importante del ion Ca*
como activador de segundos mensajeros y mediadores que lleven a la
cardioproteccién, como PKC y canales mitoKATP (54,77)

El CaSR pertenece a la familia de receptores acoplados a Proteina G,
inicialmente descrito y clonado desde células paratiroideas, cuya funcion
seria detectar pequefias variaciones del Ca®" extracelular y modular la
liberacion de hormona paratiroidea para mantener constantes los niveles de
Ca?" extracelular. EI CaSR también se expresa en el tejido cardiaco, sin
embargo su papel fisiolégico no esta aun definido. Su activacién por Ca?*
extracelular, con Ca?* actuando como primer mensajero (133), activaria una
compleja cascada de senalizacion intracelular con activacion de proteinas
cinasas involucradas en los mecanismos protectores del Pl. EI Pl modifica
ademas el ambiente metabdlico extracelular, como pH y fuerza idnica, los
que también modificarian la actividad del CaSR (37,133).

Dano celular por sobrecarga de Ca”.

A pesar de la evidencia creciente de la participacién del Ca®* en diversos
tipos de precondicionamiento, evaluado principalmente por la administracion
de Ca®" y la de su bloqueador verapamilo (39,55,56), el efecto deletéreo del

i6n Ca** durante el periodo de IR es ampliamente reconocido y motivo de una
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amplia investigacion experimental en busca de limitar su dafo durante la
reperfusion (45,51,134).

En un estudio previo en el modelo canino (44) observamos que durante la
isquemia prolongada aumento la tasa de liberacion de Ca®* y disminuyo la de
captacién de Ca?* por parte del RS, asociado a una disminucién en los
niveles del receptor de Rianodina y de fosfolambano, efectos que
contribuirian a la sobrecarga de Ca?* citosdlico y al consecuente dafio celular.
Observamos ademas que la taquicardia precondicionante previno estos
cambios descritos, concordante con hallazgos previos en PIl, lo que
contribuiria a disminuir la sobrecarga de Ca®" durante la isquemia prolongada
al preservar la integridad funcional del RS, un posible mediador del
precondicionamiento por taquicardia, ademas de la activacién de los canales
mitoKATP (14).

La sobrecarga de Ca** intracelular genera destrucciéon del sarcolema,
necrosis celular, deplecion de fosfatos de alta energia y pérdida de la
integridad intracelular (50-52), y es en este escenario donde los antagonistas
de Ca®" administrados durante la IR se han usado tradicionalmente para
limitar el dafio miocardico (135,136). Al respecto, en los resultados de la
presente tesis no encontramos un efecto protector de verapamilo en animales
no precondicionados, probablemente porque se utilizé una dosis baja y unica
de verapamilo administrada una hora previo a la isquemia, donde es
esperable que los niveles celulares de esta droga no hayan sido suficientes
para prevenir los efectos deletéreos del Ca?* durante la IR. En otras palabras,
en nuestros experimentos la accién protectora directa de verapamilo contra la

IR no se contrapuso con su accion deletérea al abolir el precondicionamiento.

Decidimos estudiar verapamilo dada su cardioselectividad, con efectos
cronotropicos e inotropicos negativos que fueron controlados por el uso de una
dosis baja, su bajo poder vasodilatador, y debido a que es el bloqueador de
Ca* mas ampliamente utilizado en estudios de precondicionamiento y en
clinica, comparado con otros bloqueadores de canales de Ca?* tipo L
(38,39,136,137).
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2.2 Activacion de NADPH oxidasa en el precondicionamiento por

ejercicio.

La NADPH oxidasa es la principal fuente de RLO en el tejido cardiaco (64), y
si bien el estrés oxidativo secundario a la activacion de esta enzima ha sido
asociada a estados patolégicos como hipertrofia miocardica y remodelado
ventricular (138), hoy en dia hay fuertes evidencias de que juega un papel
importante en diversas formas de precondicionamiento (64,65), incluido el
precondicionamiento por ejercicio y taquicardia (43,66). En estudios previos
en nuestro laboratorio se demostré que el PP por taquicardia y ejercicio era
mediado por la activacion de NADPH oxidasa a través de un aumento de la
asociacion a membrana de sus subunidades p47°"* y rac;, y que su
inhibicion con apocinina revertia el efecto protector (42,43), sugiriendo que
los RLO generados por esta enzima jugaban un papel importante en la
cardioproteccion. Dado que apocinina inhibe la isoforma NOX2 de NADPH
oxidasa, es razonable suponer que seria ésta la isoforma involucrada,
concordante con la evidencia que ratones con deficiencia de NOX2 son

insensible a la proteccidén generada por el Pl (64).

Los hallazgos previos de nuestro laboratorio son concordantes con el estudio
reciente de Frasier y cols., donde se demostré en la rata que la generacion
de RLO por NADPH oxidasa era el iniciador de la cardioproteccion inducida
por ejercicio (66). Estos estudios sugieren en su conjunto que periodos
breves de estimulacion fisioldgica por ejercicio aumentan la actividad de
NADPH oxidasa promoviendo el fenotipo cardioprotector. El estimulo
adrenérgico o el stretch fisioldgico del corazén durante el ejercicio (104,139)
podrian ser responsables de esta activacion, con la consecuente produccion
de RLO, lo que promoveria la modulacién post transduccional tipo redox en
diferentes proteinas intracelulares, como el receptor de Rianodina del RS
(43), glutation reductasa (66), y familias de proteinas cinasas, lo que a su vez
activaria el canal mitoKATP via PKC (77).

La generacion controlada de RLO con aumento transitorio del estrés oxidativo
es un hecho frecuente de diferentes protocolos cardioprotectores (107),

incluido el precondicionamiento por taquicardia y ejercicio (42,43,66). Estas
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modificaciones redox reversibles explicarian en parte la menor actividad del
mPTP en las maniobras precondicionantes. Estudios recientes en nuestro
laboratorio muestran que el precondicionamiento por taquicardia disminuye la
actividad del mPTP en el perro (85), asociado a modificaciones redox de sus
proteinas, lo que mediaria, al menos en parte, la proteccion de la taquicardia
precondicionante. Los resultados de la presente tesis muestran que el
ejercicio precondicionante también produciria un aumento del estrés oxidativo
via NADPH oxidasa, si bien a la fecha los hallazgos sobre la participacion del
mPTP en el precondicionamiento por ejercicio son contradictorios (104).Una
de las limitaciones de la 2da etapa de esta tesis es que no medimos
directamente la entrada de Ca*" al citosol, sin duda necesario para confirmar
nuestros hallazgos. Ademas, evaluamos el efecto de ejercicio y verapamilo
sobre la activacion de NADPH oxidasa soélo en la fase precoz del
precondicionamiento por ejercicio, siendo necesario estudiar si lo mismo
ocurre en la etapa tardia de la proteccidén. Se requiere mas investigacion para
precisar los mecanismos por los cuales verapamilo bloquea Ila
cardioproteccion por ejercicio, incluyendo la participacion de tejidos diferentes

del corazon.
3. Interpretacion de los resultados.

Los resultados de la presente tesis confirman la distribucién temporal de la
proteccion del ejercicio precondicionante (16,17), con una proteccion precoz

(PP) de mayor magnitud que la proteccion tardia (PT).

Basado en nuestros hallazgos, en estudios previos de nuestro laboratorio
(14,17), y en el antecedente que el precondicionamiento por Ca®* es abolido
por bloqueadores del canal mitoKATP y por verapamilo (53), creemos que el
aumento transitorio de Ca?* citosolico durante el ejercicio, a través de canales
tipo L del sarcolema, es uno de los iniciadores del efecto precondicionante
del ejercicio, el que seria mediado por la activacion de NADPH oxidasa, los
canales mitoKATP, y la inhibicion del mPTP (132), implicado como el efector
final de la muerte del cardiomiocito (46,47).

De acuerdo al objetivo ultimo de la investigacion traslacional en proteccion

miocardica frente al dafno por IR (140-142), creemos que el
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precondicionamiento seria uno de los mecanismos por los cuales el ejercicio
disminuye el dafo miocardico secundario a un sindrome coronario agudo
(143). El efecto de verapamilo y de S5HD (y en forma analoga de
glibenclamida) de bloquear la proteccién por ejercicio podria tener relevancia
clinica debido al uso frecuente de estos bloqueadores en la practica clinica.
El eventual efecto negativo de verapamilo deberia balancearse con el efecto
benéfico de los bloqueadores de Ca®* en pacientes con enfermedad

coronaria.
Beneficios del ejercicio como mecanismo precondicionante.

Es ampliamente reconocido que la incidencia de infarto del miocardio es
menor en individuos que mantienen una actividad fisica regular (112,113), y
que existe una alta correlacién epidemioldgica entre individuos con actividad
fisica regular y aquellos que sobreviven a un infarto del miocardio (104,143),
concordante con la evidencia cientifica de que el ejercicio precondicionante
protege del dafio miocardico por IR sobre el tamafo del infarto (16,17), la
apariciéon de arritmias, y el atontamiento miocardico (104). En la actualidad, el
ejercicio seria el estimulo precondicionante mas relevante estudiado hasta la

fecha (104), con gran potencial terapéutico.

La reinduccién de esta proteccién podria mantener la activacién de NADPH
oxidasa y de los canales mitoKATP, otorgando una mayor resistencia a la
isquemia, en forma analoga a lo observado en corazones expuestos a hipoxia
cronica (144). Dana y cols. lograron mantener un efecto protector continuo
contra el infarto con la administracion repetida de un agonista del receptor de
adenosina en intervalos de 48 horas, sin evidencias de downregulation del
receptor (145).

Es razonable pensar que el ejercicio permitiria aumentar la resistencia a la
isquemia miocardica mediante la induccion de precondicionamiento,
especialmente tardio (16,17), lo que permitiria mantener una proteccion

miocardica permanente con una actividad fisica adecuada y regular (109).
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

En suma, nuestros resultados sugieren que el efecto precondicionante del
ejercicio sobre el tamano del infarto en el perro es iniciado por la entrada de
Ca®* a la célula, el que estaria mediado por la activacion de NADPH oxidasa

y por la activacion de los canales mitoKATP.

El modelo canino utilizado en esta Tesis es un modelo ya probado y que

permitié dar respuesta a los objetivos e hipotesis planteados.

Creemos que el estudio propuesto es de relevancia traslacional, con gran
cercania experimental y clinica, y que aborda un mecanismo cardioprotector
ampliamente demostrado en las diferentes especies de mamiferos

estudiados, incluido el hombre.

Por ultimo, el estudio del ejercicio y su efecto precondicionante refuerza y
complementa el factor protector de la actividad fisica regular, y conocer sus
mecanismos involucrados ampliaria las posibilidades terapéuticas en

cardiopatia isquémica en clinica humana.
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