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No només hi ha aigua al mén,
sin6 que hi ha un mén a l'aigua.
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IAMEST: infart agut de miocardi amb elevacié del segment ST
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L4

1 Introduccid

La vida, com I'entenem avui en dia, esta basada en l'aigua; tant és aixi que la recerca de
vida fora de la terra es basa en trobar aigua liquida. EI component principal dels organismes
vius és l'aigua i aquesta suposa aproximadament el 50% del pes del cos huma'. L'aigua
constitueix la base tant del medi intern com intracel-lular2. EI manteniment de ’homeostasi,
crucial per la supervivéncia, inclou un estricte control de I'equilibri hidric, tant a nivell
intracel-lular, com a nivell d’érgans, sistemes i de I'organisme en la seva totalitats.

L’edema (o hidropesia) és el resultat de la pérdua de la capacitat reguladora de I'equilibri
hidric i es defineix classicament com un excés en el contingut d’aigua als teixits*. Tant la
deshidratacié com I'edema cel-lular poden comprometre la funcié i la supervivéncia de la
cél-lula. A nivell d’'organisme apareix edema en cas de disfuncié dels organs implicats amb el
manteniment de I'equilibri hidric (sistema cardiovascular i renal fonamentalment) o quan
s’altera la permeabilitat vascular o la composicié de la sang (p.ex. en cas d’hipoproteinémia3).
A nivell cel-lular hi ha mecanismes de control del contingut d’aigua, de la tensié6 de membrana
plasmatica i de la tonicitat intracel-lular molt fins i que impliquen un elevat consum energétic per
a la cél-lulas.

En el cas del cor, 'edema miocardiac apareix en el context de cardiopaties molt diverses,
com l'infart agut de miocardi 7, la miocarditis 89, el rebuig del cor trasplantat 101" i la hipertensié
arterial (sistémica o pulmonar) 213 entre d’altres. Malgrat aparéixer en situacions tan variades,

hi ha dades a la literatura que suggereixen que I'edema miocardiac no és una resposta
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inespecifica davant qualsevol tipus de noxa al miocardi. Ans al contrari, s’han descrit diferents
patrons pel que fa la distribucié de 'edema miocardiac entre els espais intra i extracel-lular, tot
suggerint varietat de mecanismes implicats en la seva aparicio 8. També s’han atribuit a
'edema miocardiac diferents efectes o conseqliencies en funcié de la seva distribucio i del
tipus de dany que I'ha ocasionat. Tot i aixi, no s’ha demostrat de manera prou solida la
contribucié de I'edema miocardiac a la mort dels cardiomiocits o la disfuncié cardiaca (tant
sistolica com diastolica), de manera que la pregunta de si 'edema miocardiac podria esdevenir
una diana terapéutica, encara esta per respondre.

Per altra banda, actualment no disposem d’eines diagnostiques que permetin caracteritzar
la distribucié de I'edema miocardiac en I'entorn clinic. Ni tan sols en I'ambit experimental es
mesura habitualment la distribucié de I'edema miocardiac, quedant reduida la questié a la
determinacié de la quantitat d’aigua total en el cor. El present treball s'emmarca en aquest
context, amb la intencié de buscar eines diagnostiques amb aplicacié clinica que permetin
valorar la distribucié de 'edema miocardiac i la rellevancia que pot tenir 'edema miocardiac en
el context del dany per isquémia reperfusio, tant pel que fa a la seva contribucié al dany i la
disfuncié del miocardi com a la possibilitat de considerar 'edema com a diana terapéutica per

reduir I'extensioé de I'infart i la disfuncié cardiaca.

1.1 Edema miocardiac: causes i mecanismes descrits

L’aparicié d’un excés d’aigua al teixit miocardiac es produeix quan es déna un desequilibri
entre I'entrada i el drenatge hidric. Per tant, tot allb que incrementi la pressié de perfusio, la
permeabilitat vascular a l'aigua, la retencié d’aigua intra tissular o que dificulti un correcte
drenatge hidric, tant vends com limfatic, pot afavorir I'aparicié d’edema miocardiac 4.

A la literatura s’han descrit alguns factors fisiopatologics associats a I'aparicié d’edema
miocardiac, com per exemple: 'augment de la pressio arterial'3 , la dificultat del drenatge degut
a un increment de pressio a l'auricula dreta 2 (p.ex. en la insuficiéncia cardiaca o en situacié
d’asistolia’™), lincrement de la pressio oncodtica intersticial en cas de necrosi degut a
I'alliberament del contingut intracel-lular o 'augment de la permeabilitat vascular en situacions

d’inflamacio (p.ex. a la miocarditis o al rebuig de cor trasplantat 15.16).
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1.1.1 Fisiologia del balang hidric al miocardi i fisiopatologia de I'edema miocardiac

En el control del balang¢ hidric del cor hi participen tant factors a nivell sistémic i d’drgan
(pressio arterial sistéemica, pressio arterial pulmonar, pressi® venosa central, pressio
intracavitaria...) com a nivell tissular (permeabilitat endotelial) i cel-lular 7. Els elements
implicats en I'edema intersticial queden recollits a I'equacié d’Starling 8 i representats a la
Figura 1 . Hi ha forces que afavoreixen la filtracié6 de l'aigua des de linterior del vas cap a
I'espai intersticial (pressio hidrostatica capil-lar i pressid oncotica intersticial) i forces que s’hi
oposen (pressid hidrostatica intersticial i pressié oncotica capil-lar). Aquestes forces sén
modulades pels coeficients de filtracié i de reflexié que expressen la permeabilitat de I'endoteli i
les propietats fisiques dels medis implicats. L’edema intracel-lular depén fonamentalment de
I'equilibri osmotic entre els espais intra i extracel-lular: aquest equilibri depén al seu torn de la
composicié dels medis i del correcte funcionament energétic de la cél-lula, necessari per al
normal funcionament dels canals i transportadors idnics responsables del manteniment de
I'equilibri electrolitic i hidric cel-lular.

Els mecanismes implicats en la regulacié de la quantitat d’aigua del miocardi sén: el cicle
sistole-diastole, la funcié6 endotelial, la preséncia de resposta inflamatoria i, a nivell

intracel-lular, els mecanismes osmotics.

VSTV

!

Jy = K; [Pe- Pil — o[- 1]
=
Figura 1 . Llei d’Starling de moviment de fluids, defineix com l'aigua es desplaga de I'espai intravascular a
l'intersticial segons la composicio del dos espais i la integritat de I'endoteli. Llegenda: Jv: moviment net de fluids entre
compartiments. Pc: pressio hidrostatica capil-lar. Pi: pressié hidrostatica interesticial. c: pressié oncotica capil-lar. IMi:
pressio oncotica intersticial. Kf: coeficient de filtracié transmembrana (és una constant i depén de la superficie de
capil-lars i la seva conductancia hidraulica). a: Coeficient de reflexié (és un factor de correccié de I'efecte de les

macromolécules o estructures amb efecte oncotic que no travessen les membranes capil-lars).
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A. Cicle sistole — diastole i drenatge limfatic cardiac

La sistole ocasiona un augment de la pressié intramiocardiaca que, per una banda
impedeix la perfusié coronaria (que es déna unicament durant la diastole) perd que per altra
banda afavoreix el drenatge venods i limfatic del miocardi (fenomen de munyir o milking) '°.
Aquest efecte mecanic esta representat a la Figura 2. L’asistolia (tant en el context d’aturada
cardiaca com durant la cardioplexia) i la disfuncié ventricular greu cursen amb una interrupcié o
disminucié d’aquest efecte 19. D’altra banda, si el drenatge venos o limfatic del miocardi estan
minvats, incrementa la pressié intra capil-lar, cosa que afavoreix l'ultra filtrat cap a l'espai
intersticial del miocardi alhora que dificulta el flux coronari anterograd 20. Tant 'edema del
miocardi com un flux coronari insuficient poden afavorir la disfuncié sistolica post aturada o
post cardioplexia o empitjorar la insuficiencia cardiaca preexistent?!, afavorint aixi un cercle

vicios d’edema miocardiac i insuficiéncia cardiaca.

,]
l

b T ]
E—— s, W
s s N -_'_— _
e —
DIASTOLE SISTOLE

/N

/" \

C

Figura 2. Representacié grafica de I'efecte del cicle sistole-diastole sobre el moviment de fluids extracel-lulars al
miocardi. La caiguda de pressié intracapil-lar durant la relaxacié diastolica (A) facilita el flux anterograd mentre que la
contraccié muscular sistolica (B) contribueix al drenatge venos i limfatic. C) Electrocardiograma [ona P, complex QRS i

ona T].Modificat de Laine and Granger °.
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B. Funcié endotelial

La integritat de I'endoteli és fonamental per a controlar el balang¢ hidric tissular. En
condicions normals, funciona com una membrana semipermeable que permet lintercanvi de
metabolits, nutrients, gasos (COz i O2) i aigua, mentre que impedeix la sortida de les proteines
plasmatiques i les cél-lules sanguinies 22.

L’increment de la permeabilitat vascular degut a inflamacié causa edema intersticial 23-25,
L’endoteli també és vulnerable a la isquémia - reperfusid, (tot i que és més resistent que el
miocardi), de manera que les disrupcions de I'endoteli i I'increment de la permeabilitat vascular
sén fenomens que es donen en el context de linfart agut de miocardi, especialment en els
infarts extensos amb temps d’isquémia prolongats?6. En aquests casos és més freqient el
fenomen de no reflow (manca de recuperacié del flux anterograd coronari malgrat permeabilitat
del vas epicardic), causat en part pel gran dany endotelial microvascular (juntament amb

embolitzacié distal, fendmens trombodtics locals, efecte compressor del miocardi edematés...)

27-29,

C. Resposta inflamatoria
En condicions patoldgiques es pot produir I'activacié de cél-lules inflamatories, tant en
el context del dany per isquémia reperfusié 39, com en la miocarditis (virica, autoimmune o
toxica) 31-36 j el rebuig del cor trasplantat %7. La inflamacié comporta hiperémia i increment de la
permeabilitat vascular, tot afavorint 'edema miocardiac. La Figura 3 representa graficament

'augment de permeabilitat vascular i la infiltracio tissular per cél-lules inflamatories.

j- -C
=== ' INFLAMACIO

e n,lnnln

Treee

........

& m:\f— 1 Permeabilitat vascular \ o 4 tk’%é/ bL \ \
= LA -

Figura 3. Pertorbacié de l'equilibri hidrostatic en cas d’inflamacio: els mediadors quimics alliberats durant la
resposta inflamatoria aguda causen augment de la permeabilitat vascular (increment del coeficient Kf) alhora que la
presencia de detritus (restes cel-lulars) al medi intersticial incrementar el coeficient o i la pressié oncotica intersticial).

L’augment de la filtracié causa edema tissular.
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D. Edema intracel-lular: Mecanismes osmotics

Les membranes cel-lulars sén semi-permeables, és a dir, que so6n permeables a unes
substancies que les travessen lliurement per difusié passiva i en canvi no permeten el pas a
altres substancies. Quan la concentracié de compostos no permeables és diferent a banda i
banda de la membrana semipermeable es genera pressié osmotica que és proporcional a la
diferéncia de concentracié. La preséncia de transportadors especifics a la membrana permet
controlar la composicié intracel-lular i 'equilibri osmotic de la cél-lulaé. Tot i que el moviment de
l'aigua és passiu, I'hnomeodstasi idnica és un procés d’elevat cost energétic 38. La Figura 4
mostra els principals canals ionics i transportadors implicats en el manteniment de I'equilibri
hidric cel-lular.

Durant la isquémia es produeix un increment notable de catabolits osmoticament actius
degut al metabolisme anaerobi juntament amb la sobrecarrega de sodi degut al mal
funcionament de 'ATPasa Na/K que afavoreix I'edema intracel-lular dels cardiomiocits 3°. En el
context de I'infart, quan té lloc una oclusié completa del vas i, per tant, una interrupcié completa
del flux sanguini, les variacions en el contingut hidric del teixit isquémic sén minimes (ja que no
hi ha flux eficag) i per tant el que hi ha sén moviments de l'aigua entre compartiments
(intravascular, intersticial i intracel-lular). Aixi mateix els canvis en la composicié de la matéria
sén majoritariament per la descomposicié de les macromolécules, donant lloc a I'aparicié de

petits catabolits (per exemple: descomposicié del glicogen o desnaturalitzacié de proteines) 40.
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Fig 4. Components de la membrana plasmatica i intracel-lulars involucrats en I'equilibri hidric cel-lular. Els canals
ionics, juntament amb I'activitat metabolica de la cél-lula condicionen la pressio oncotica intracel-lular. Les aquaporines
i hemicanals estan implicats en la permeabilitat de la membrana plasmatica a I'aigua. NCX: Intercanviador Na* i Caz*.
NHE: intercanviador Na* -H*. NBS: Cotransportador Na*- HCOs. Modificat de Garcia-Dorado et al 4.

Els cardiomiocits mantenen un potencial de repds transmembrana entorn de -80mV,
gracies fonamentalment al gradient de potassi. Aquest potencial transmembrana permet que la
fase 0 del potencial d’accié sigui molt breu, degut a una entrada molt rapida de Na*, mentre
que la repolaritzacié precog¢ és a expenses de la sortida de potassi a favor de gradient.
Posteriorment I'ATPasa de Na/K permet recuperar la distribucio basal dels ions, tot
intercanviant el sodi intracel-lular pel potassi extracel-lular. L’accié6 de I'ATPasa Na/K permet
també mantenir I'equilibri d’altres ions: és particularment important el del Ca2*, que durant la
sistole és alliberat des del reticle sarcoplasmic [RS], perd que durant la diastole ha de ser
rapidament reincorporat al RS a través de la SERCA (bomba de calci del reticle
sarcoendoplasmic) o bé transportat a I'espai extracel-lular mitjangant I intercanviador Na*/Ca*.
Aix0 és aixi perqué el Ca2* és el que permet I'acoblament excitacié - contraccio de les cél-lules
amb capacitat contractil: el Ca2* permet que la interaccié entre I'actina i la miosina tingui lloc; és
imprescindible per a qué la contracci6 s’esdevingui i és indispensable també la seva abséncia

perque la contraccié finalitzi i s’esdevingui la diastole. Aquest cicle esta representat a la Figura
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5. Les situacions de déficit energétic (com succeeix durant la isquémia) ocasionen
sobrecarrega intracel-lular de Na* i, en conseqiéncia, edema intracel-lular 3942,

El Na*i el control del pH intracel-lular estan estretament relacionats. Els H* sén transportats
cap a l'espai extracel-lular gracies a I' intercanviador Na*/H* i eliminats gracies a l'accié del
cotransportador Na*/HCOs-. Es per aixd que, experimentalment, canvis sobtats en el pH
ocasionen increments rapids del volum cellular i viceversa i la correccié de l'acidosi
intracel-lular provoca una sobrecarrega de volum intracel-lular 43. Tot i aixi, en condicions
fisioldgiques, els canvis en el volum cellular solen ser petits i transitoris, gracies als
mecanismes reguladors tan finament ajustats, que impliquen Il‘activitat de nombrosos canals i
transportadors ionics, aixi com el metabolisme del glicogen i dels lipids de membrana 44.45.

En general s’accepta que l'aigua es pot desplacgar a través de les membranes cel-lulars de
forma passiva, a favor de gradient osmotic, perd els mecanismes moleculars implicats no es
coneixen amb detall. Actualment s’esta estudiant el paper que podrien tenir els canals
transmembrana de la familia de les aquaporines i els hemicanals de connexina, aixi com les

superestructures caveolars 4749 [Figura 6.B.].
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Fig 5. Cicle cardiac i corrents ionics: 1. A la fase 0 del potencial d’acci6 el Na* entra en gran quantitat a la cél-lula
causant la despolaritzacio rapida. Aquesta despolaritzacié provoca 'obertura dels canals de Calci tipus L de manera
que entra dins la cél-lula una discreta quantitat de Calci. 2. L’entrada de Calci a través dels canals tipus L estimula
I'obertura del canal de Rianodina i la sortida de gran quantitat de calci des del reticle sarcoplasmic al citosol. El calci,
en unir-se a la Troponina, permet la interaccié entre I'actina i la miosina i es produeix la sistole mecanica. Durant la
fase 2 del potencial d’accié es manté una [Ca?*] intracel-lular elevada mentre que el corrent de sortida de potassi és
responsable de la repolaritzacié. 3. A l'inici de la fase 4 del potencial d’accié el calci és reincorporat al reticle
sarcoplasmic a través de la SERCA o extret a I'espai extracel-lular a través de I'intercanviador de Na* i Ca?*. 4. Més
tardanament, I'accié de '’ATPasa Na/K permet recuperar les concentracions basals d’aquests ions, en extreure Na* al
medi intracel-lular tot intercanviant-lo per K*, en contra de gradient, consumint ATP.

Les aquaporines [AQP] s6n una familia de proteines transmembrana amb sis hélix
transmembrana que solen oligomeritzar en tetramers tot formant porus altament permeables a
l'aigua i soluts petits no idnics 30 [Figura 6.A.]. Juguen un paper fonamental en el transport
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d’aigua i la regulacié osmotica. Esta molt ben establerta la seva funcié al rony6 i la glandula
salival 5152, Els ratolins deficients en AQP-4 mostren graus menors d’edema i de necrosi
cerebral a causa de la isquémia 3. Recentment s’han identificat també a la membrana
plasmatica del cardiomiocit, pero la seva funcié en aquest drgan no esta ben establerta 54. Se
sap que el mRNA de 'AQP-4 esta sobre produit i sobre expressat al sarcolema del cardiomiocit
després de la isquémia miocardiaca 55. S’ha descrit col-localitzaci6 de AQP-1 i caveolina-3 als
cardiomiocits de rata i aquests complexos sembla que es relacionen amb el sensor de pressié
osmotica i la regulacié de la permeabilitat a I'aigua 48. Recentment també s’ha descrit que la
deficiencia d’AQP-1 en ratolins redueix 'edema, I'apoptosi i I'extensié de l'infart 47. Aquestes
dades suggereixen que les AQP podrien tenir un paper en el dany per isquémia reperfusié a
través de la regulacié del volum cel-lular.

Les connexines [Fig 6.C.] son proteines amb quatre segments transmembrana que formen
hemicanals per oligomeritzacié de sis unitats. La connexié de dos hemicanals de cél-lules
adjacents forma un canal intercel-lular que participa en la comunicacié cél-lula - cél-lula als
vertebrats. Els hemicanals se solen concentrar en regions de la cél-lula, anomenades gap
Junctions. Al marge de la seva funcié de comunicacié intercel-lular ben documentada, hi ha
dades que suggereixen un paper dels hemicanals en la regulacié del volum cel-lular ja que s’ha
vist que 'obertura dels hemicanals provoca un augment del volum cel-lular que pot ser evitat si

s’impedeix I’ obertura de I' hemicanal 48.

20



Paper de 'edema miocardiac en el dany per isquémia — reperfusié. Estudi de la distribucio

de 'edema mitjangant ressonancia magneética

Aquaporina

Connexina Connexo Canal
Intercel-lular

Gap junction Hemicanal

ko= e

W

C

Fig 6. A: Els canals d’Aquaporina estan conformats per 4 unitats de proteina de 6 dominis transmembrana.

Fig 6. B. Les caveoles son supraestrcutures de la membrana plasmatica, dominis rics en proteines transductores
de senyal i canals diversos, en estreta comunicacié dins I'estructura caveolar. Son sensibles no només a missatgers
quimics siné també a estimuls mecanics. Les caveoles també constitueixen una reserva de sarcolema que en cas de
sobrecarrega hidrica intracel-lular pot atenuar I'estrés mecanic sobre la membrana plasmatica cel-lular.

Fig 6.C. Connexines en els seus diferents estats d’associacio i confluéncia: la unié de 6 connexines conforma un

canal anomenat connexé: I'aposicio longitudinal de dos connexons de cél-lules veines conforma el canal intercel-lular,
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mentre que el connexd en comunicacio amb I'espai intersticial constitueix I’hemicanal. Les regions de sarcolema riques

en canals intercel-lulars s’anomenen gap junctions.

1.1.2 Cardiopatia isquémica i dany per isquémia reperfusiod

La isquémia es defineix com l'estrés que pateixen les cél-lules degut a la interrupcié o
disminucié del reg sanguini i el conseguient déficit d’oxigen (hipoxia) i nutrients. Si la isquémia
és prou intensa i prolongada, es pot produir la mort cel-lular per necrosi (infart). El restabliment
de la circulacié sanguinia al territori isquémic s’anomena reperfusié. Si bé és imprescindible
que hi hagi reperfusié per evitar o reduir la mort cel-lular, s’ha demostrat que els canvis sobtats
que ocasiona la reperfusi® poden contribuir a la mort de céllules isquémiques no
irreversiblement danyades en el moment de la reperfusié 56-%8. La Figura 7 mostra graficament
I'evolucio en el temps de I'extensio de I'infart i la contribucié de la isquémia i de la reperfusié a
la necrosi. Es considera que el dany per reperfusio, en produir-se a partir del moment en qué
es recupera el flux, pot ser previngut amb intervencions realitzades amb anterioritat o durant el
restabliment del flux coronari. La suma del dany ocasionat per la isquémia i el dany ocasionat

per la reperfusié s’anomena dany per “isquémia - reperfusio” 40,

A

Isquémia Reperfusié

5

c IS

B Dany per
i Reperfusio
0 v

e A
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X
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Isquémia

e Temps

Figura 7. Evolucio de la mort cel-lular en el temps. Com més dura la isquémia, major és I'extensio de I'infart. Pero
en el moment de la reperfusié s’accelera la mort cel-lular degut als canvis sobtats de pH, osmolaritat i edema que tenen

lloc en obrir I'artéria responsable de I'infart i restablir el flux coronari. En el tractament de I'infart els esforgos terapéutics
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es concentren en dos punts: escurgar al maxim el temps d’isquémia (reperfusié precog) i aclarir els mecanismes

implicats en el dany per reperfusioé per poder-lo limitar. Modificat de Garcia-Dorado and Piper 5°.

En el cas concret de linfart agut de miocardi, ocasionat per I'obstruccié d’'una artéria
coronaria, el tractament inicial va dirigit a restablir la circulacié coronaria al més aviat possible
per tal de reduir el temps d’isquémia. Paral-lelament s’esta fent recerca dirigida a identificar els
mecanismes concrets del dany per reperfusid, considerat com a diana terapéutica, per tal de
desenvolupar estratégies que permetin reduir I'extensié de I'infart 60-63,

El precondicionament isquémic va ser descrit per Murry ef a/al 1986 58, consisteix en el fet
que breus periodes d'isquémia precedint un episodi més prolongat d’isquémia amb reperfusié
té un efecte protector, tot reduint I'extensié de linfart. Es degut a la induccié de mecanismes
adaptatius que augmenten la tolerancia a la isquémia. Aquest concepte esta forgca ben
consolidat a la literatura cientifica pero té I'inconvenient de tenir poca utilitat clinica, ja que els
pacients amb infart agut de miocardi es presenten per rebre assisténcia médica quan linfart ja
esta en curs i no abans que es produeixi I'oclusié coronaria. Per tal de reduir I'extensio de
linfart en el moment de la reperfusié, una de les primeres estratégies que es van provar,
suggerida pels mateixos autors, va ser aplicar aquest mateix concepte (breus periodes
d’'isquémia) a I inici de la reperfusio: és el que es coneix com post condicionament isquémic 5°.
Les estratégies dirigides a reduir del dany per reperfusid6 van molt més enlla del post
condicionament, tot i que I'inclouen. Un restabliment sobtat del flux coronari pot tenir efectes
deleteris per una normalitzacié sobtada del pH, I'activacié de proteases, la hiper contractura
relacionada amb un excés de calci citoplasmatic, I'obertura del por de transicié mitocondrial i la
preséncia de radicals lliures d’oxigen, entre d’altres 39:43.64.64,6565-67 Per aix0 es considera que
una reperfusié controlada (post condicionament isquémic) o bé la modulacié directa dels
factors implicats en el dany per reperfusié poden ajudar a reduir el dany per reperfusié i, per
tant, 'extensio de l'infart. En els darrers anys s’han fet estudis valorant I'efecte de controlar el
pH durant la reperfusié %, reduir 'edema emprant medis hiperosmotics ©8, limitar la
hipercontractura amb monoxima 2,3-butanediona (BDM) o blebbistatina, inhibir les proteases 69
o l'obertura del por de transicié mitocondrial 7, amb resultats favorables a nivell experimental
perd sense clar benefici clinic. La blebbistatina és un inhibidor selectiu de la unidé actina
miosina’ i s’ha observat que quan s’administra a linici de la reperfusid, impedeix la

hipercontractura i redueix I'extensié de l'infart 72,
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La Figura 8 representa els canvis estructurals al miocardi en el decurs de la isquémia i
reperfusid. L’aparicio d’edema és un dels trets caracteristics del miocardi sotmés a isquémia-
reperfusié. L’acumulacié de substancies osmoticament actives fruit del metabolisme anaerobi
(glicolisi, protedlisi), la disrupcié de I'equilibri idbnic (caiguda del pH, sobrecarrega de Na*, Cl- i
Ca?*) i la ruptura del sarcolema i els organuls intracel-lulars, juntament amb I'increment de la
permeabilitat endotelial, afavoreixen I'edema durant la reperfusié del miocardi que ha patit
isquemia 73,

L’endoteli és més resistent al dany per isquémia reperfusié que els cardiomiocits 26, de
manera que els fendmens secundaris al dany endotelial, com I'aparicié de transformacio
hemorragica i obstruccié microvascular, es donen en els infarts més greus, amb temps
d’'isquémia prolongats i necrosis extenses 74. L'important edema miocardiac que apareix en
aquests casos afavoreix I'obstruccié microvascular que al seu torn contribueix a I'aparicié del
fenomen no-reflow (és a dir, el flux lent i la perfusid6 miocardiaca deficient malgrat el
restabliment de la permeabilitat del vas epicardic) 29.75. També als infarts de menor magnitud es
produeixen canvis reversibles en la permeabilitat endotelial que afavoreixen I'edema: el factor
de creixement endotelial vascular (VEGF) juga un paper en aquesta pérdua d’integritat
vascular mitjancant l'activaci6 de la Src cinasa 76. Probablement el VEGF contribueix a
'angiogénesi induida per la isquémia 77, perd a la fase aguda, la seva sobre expressio

contribueix a causar edema miocardiac amb efectes immediats potencialment deleteris.
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Figura 8. Evolucioé dels canvis en el contingut hidric del miocardi sotmés a isquémia reperfusié: durant la isquémia
no es produeix un guany net d’aigua al teixit degut a la manca de flux sanguini al territori isquémic; tot i aixi es pot
produir un cert desplagament d’aigua des de I'espai intersticial cap al citosol a favor de gradient osmétic. Es en el
moment de la reperfusid en que es produeix un edema molt significatiu afavorit per la preséncia de substancies
osmoticament actives al citosol durant la isquémia, de restes cel-lulars a I interstici quan té lloc la ruptura del
sarcolema i a la pérdua d’integritat de I'endoteli, també danyat per la isquémia reperfusié. En cas de dany molt acusat
es pot produir el fenomen no reflow afavorit en part per embolitzacié distal i obliteracié extrinseca de petits vasos per

I'edema i 'hemorragia.

A la practica clinica hi ha diferents escenaris en qué el cor pateix dany per isquémia -
reperfusié. EI més comu és linfart agut de miocardi, causat generalment per I'oclusié d’una
artéria coronaria per un mecanisme de trombosi sobre una placa d’ateroma inestable. Els cors
sotmesos a cirurgia cardiaca amb circulaci6é extracorporia sén sotmesos a una interrupcio de la
circulacié coronaria i també pateixen isquémia i reperfusié 2'; per minimitzar el dany
s’administren solucions de cardioplexia per minimitzar els requeriments d’oxigen del cor durant

la cirurgia 7879, El mateix succeeix en el cor trasplantat. En aquests escenaris es treballa per
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reduir al maxim el temps d’'isquémia alhora que s’investiga la manera de controlar la reperfusio

per minimitzar la mort cel-lular en restablir la circulacié coronaria.

A. Infart agut de miocardi

L’infart agut de miocardi es produeix a causa de la mort per necrosi dels cardiomiocits per
isquémia prolongada, degut majoritariament a I'oclusié sobtada d’'una artéria coronaria. Ja fa
més de 20 anys, quan es comengaven a realitzar estudis de ressonancia magnética cardiaca,
es va demostrar que en els primers dies posteriors a I'infart, el miocardi en risc (zona de teixit
miocardiac que rep irrigacié del vas distal al punt d’oclusié coronaria) presenta important
augment en el contingut d’aigua. Aquest miocardi edematds apareix a I'estudi de ressonancia
magnética com una regié amb hiperintensitat de senyal en les imatges potenciades en T27.
D’aleshores enga s’identifica les zones amb hiperintensitat de senyal en T2 com miocardi
edematds i s’'assumeix sovint que es correspon amb el miocardi en risc 7380, En aquests
moments aquesta correlacié esta qliestionada i es motiu de controvérsia a la literatura
cientifica 8182, Paral-lelament s’estan posant a punt noves seqléncies de ressonancia
magnética que permeten obtenir nous parametres del miocardi i també s’esta avaluant la
cronologia dels canvis que pateix el miocardi en els primers dies post infart 8384, S’ha descrit un
patré bimodal pel que fa a 'edema del miocardi després del dany per isquémia reperfusié: a les
primeres 24h apareix edema agut que es resol rapidament i en un segon temps s’instaura de
forma progressiva, arribant al maxim entorn el seté dia posterior a I'infart 84. Les sequiéncies
que permeten obtenir mapes de T1 porten informacié sobre el volum extracel-lular del miocardi

i permeten definir les arees d’edema miocardiac i fibrosi 85-87,

B. Discinésia apical transitoria

La discinésia apical transitoria o sindrome de Takotsubo es va descriure a la década del
1990, quan es va comengar a realitzar coronariografies urgents als pacients amb infart agut de
miocardi 8889, Aleshores es van descriure casos, inicialment al Japd, de pacients que
clinicament es presentaven amb dolor toracic anginds, electrocardiograma amb elevacié del
segment ST, suggestiu d’infart agut de miocardi i amb indicacié de tractament de reperfusio.
Contrariament al que sol passar amb l'infart amb elevacié de I'ST la coronariografia mostrava
abséncia de lesions coronaries que justifiquessin el quadre i la ventriculografia mostrava
extensa discinésia apical 9. Els pacients amb discinésia apical transitoria solen cursar amb una

lleu o moderada elevacié de marcadors de necrosi miocardiaca’3. L’alteracié de la motilitat és
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reversible en unes poques setmanes i fora de la fase aguda (en queé hi pot haver complicacions
greus °') el pronostic és favorable. Encara es desconeix amb exactitud la fisiopatologia
responsable d’aquesta situacié clinica. S’especula el paper duna descarrega
catecolaminérgica 9, ja que el 25-75% dels casos es presenten després d’un estrés psicologic
important 93-95,

Les imatges de ressonancia magnética a la fase aguda dels pacients amb discinésia apical
transitoria es caracteritzen per important augment del senyal potenciat en T2 a les regions
discinetiques %, generalment en abséncia de necrosi, que s’atribueix a la preséncia d’important

edema miocardiac als segments discinétics 97.

Discinésia apical transitoria: casuistica de I'Hospital Vall d’Hebron

Entre els anys 2011 i 2015, 49 pacients van ser diagnosticats de sindrome de discinésia
apical transitoria a I'Hospital Vall d’'Hebron. S’ha realitzat estudi amb ressonancia magnética

cardiaca a 32 d’aquests pacients (65%). Les caracteristiques cliniques queden recollides a la

Taula 1.
N 49 Discinésia apical 85%
Edat promig 73 anys (17-90) Discinésia mitja 10%
Dones 78% Discinésia basal 5%
HTA 74% FEVE inicial 44%
Dislipémia 50% FEVE recuperada 64%
Diabetis 30% Estada promig 6 dies
Desencadenant 75% Mortalitat 5%
psicologic/fisic
Killip | 56% Recurréncia 5%
Killip 1l 12% CKMB pic 24,53
Killip 1 17% SAM 22%
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Killip IV 15% Gradent TSVE 18%

Intenci6 ICPP 61% (1-1,3%) Trombus IV 5%

Taula 1. Caracteristiques cliniques dels pacients amb Discinésia apical transitoria

Un tret freqlient de la discinésia apical transitoria és l'estrés psicoldogic com a factor
desencadenant de I'episodi. A la nostra série de pacients, es va descriure un desencadenant
estressant en el 75% dels casos: en el 33% dels pacients aquest desencadenant era psicologic
(patir un robatori, disc, discussié amb familiars o a la feina, malaltia o defuncié de familiar,
estrés per ingrés a I'hospital, estrés en context d’hiponatrémia i afasia, visita de I'assistent
social per valoracié dependencia, pérdua les claus del cotxe, incendi a la cuina). En un 42%
dels casos es va descriure un estrés fisic rellevant precedint I'episodi. En el 25% dels pacients

no es va identificar cap desencadenant.

C. Cirurgia cardiaca amb cardioplexia

Les primeres intervencions quirdrgiques cardiaques es realitzaven amb el cor bategant i,
de fet, unicament es podien reparar defectes extracardiacs %. L'any 1953 John Gibbon va
realitzar la primera cirurgia amb circulacié extracorporia i aturada cardiaca controlada amb
I'ajut de soluci6é cardiopléxica per reparar un defecte del septum interauricular . El fet de
poder treballar a cor obert gracies a la circulacié extracorporia i amb el cor aturat gracies a la
cardioplexia va permetre realitzar intervencions intracavitaries sobre les valvules 19 i els tabics
cardiacs, el transplantament cardiac 101192 j |a cirurgia coronaria 193,

La majoria d’intervencions quirurgiques cardiaques que es fan avui en dia requereixen
treballar amb el cor aturat i amb el suport de circulacidé extracorporia. Durant un temps, el cor
queda exclos del circuit de circulacié i no rep circulacié coronaria, de manera que pateix
isquémia. Per minimitzar el dany cardiac, s’administra per via intra coronaria o a través del si
coronari, una solucié de cardioplexia, rica en potassi o pobra en calci per tal d’aturar el cor en
diastole, que redueix els requeriments metabolics i limita el dany per isquémia - reperfusio. En
cas contrari es produiria infart o estaborniment reversible del miocardi que pot complicar el
postoperatori immediat. A més, el cor aturat pateix una disminucié del drenatge limfatic

(afavorit pel cicle sistole - diastole) que pot contribuir a 'edema miocardiac post cirurgia 2'.

1.1.3 Inflamacié del miocardi
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En el context de les miocarditis i el rebuig del cor trasplantat I'edema apareix a
consequencia de la inflamacio del teixit mediat per les cél-lules implicades en la resposta del
sistema immunitari i factors plasmatics i tissulars. Tot plegat comporta hiperémia i augment de
la permeabilitat vascular (edema vasogénic)'%4. La distribuci6 de I'edema en el cas de la
miocarditis s’ha establert mitjangant RM: tipicament apareix un patrd irregular amb zones
d’edema distribuides de manera informe, indistintament al subendocardi, al miocardi o al
subepicardi, a diferéncia de la isquémia que tipicament genera un front d’'ona del subendocardi
al subepicardi 82. La ressonancia magneética també permet identificar precogment el rebuig de
cor trasplantat, precisament identificant 'edema miocardiac. En aquestes situacions cliniques

pero, les consequéncies a curt-mig-llarg termini de 'edema en si no estan ben establertes 1.

1.1.4 Augment de pressi6 a les cavitats cardiaques

Hi ha dades experimentals en models canins que demostren que tant la hipertensié arterial
sistémica com l'augment de la pressié a les cavitats dretes ocasionen edema al miocardi del
ventricle esquerre degut a la dificultat per al drenatge vends i limfatic. L'’edema intersticial
cronic en aquest context s’ha associat a un augment de la fibrosi i la disfuncié diastolica 105,106,

Un model forga ben estudiat per Laine i col-laboradors és el de la sobrecarrega de pressio:
en un model de lligadura de l'artéria pulmonar (model cronic) o d’augment de la pressio al si
coronari (model agut), s’aconsegueix generar edema miocardiac al ventricle esquerre,
fonamentalment intersticial, degut a 'augment de pressid post capil-lar microvascular 105.106 g
com es representa a la Figura 9.

El mateix grup va demostrar que la hipertensio arterial sistémica indueix edema al ventricle

esquerre mediat per un increment en la permeabilitat microvascular 107,
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Figura 9. Efectes de la sobrecarrega de pressi6 al si coronari: de forma retrograda ocasiona un increment de
la pressié hidrostatica intracapil-lar que afavoreix el pas d’aigua cap a I'espai intersticial. L'edema intersticial cronic

indueix canvis en I'expressi6 de les proteines de matriu extracel-lular (col-lagen).
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1.2 Consequeéncies i efectes de 'edema miocardiac

En funci6 de la causa inicial i de la distribucié de 'edema miocardiac els efectes sobre la
funcidé cardiaca varien. L’edema agut del miocardi pot afectar de forma immediata la funcié
sistolica i diastolica aixi com la circulacié coronaria (per compressio de capil-lars) 28. Els efectes
a llarg termini estan més relacionats amb el desenvolupament de fibrosi 196, disfuncié diastolica

i menor tolerancia a la isquémia?0s,

1.2.1 Disfunciod ventricular sistolica

A la literatura hi ha dades discordants en relacié al possible efecte deleteri de 'edema
miocardiac sobre la funcié sistolica ventricular en abséncia de dany miocardiac. Davis et al
demostraven en un model cani de lligadura d’artéria pulmonar una reduccié de la funcié
sistolica del ventricle esquerre associada a I'edema intesrticial miocardiac 2. Diversos estudis
demostren que I'edema intracel-lular en cardiomiocit aillat ocasiona disfuncié contractil 109.110,
En la practica clinica, la discinésia apical transitoria, caracteritzada per la discinésia reversible
de segments intensament edematosos suggereix una possible relacié entre edema miocardiac

i disfuncio sistolica .

1.2.2 Fibrosi del miocardi i disfuncio diastolica

En el model agut de Laine i Desai et al ja mencionat, 'edema intersticial afavoreix la
rigidesa del miocardi tot causant disfuncié diastolica i sistolica 195. A més, l'increment de la
rigidesa persisteix en el temps malgrat la resolucié de 'edema miocardiac 1. En el model
cronic, 'edema intersticial sembla contribuir a iniciar els senyals que indueixen la formacié de
fibres de col-lagen, tot afavorint la fibrosi 195; perd en aquest model la composicié de la matriu
extracel-lular també es modifica, de manera que s’incrementa la proporcido de fibres de
col-lagen de tipus Il en comparacio al col-lagen tipus |, tot afavorint la compliancia del ventricle
enfront d’'una sobrecarrega aguda de pressio intersticial 195. Aquestes dades posen de relleu
que la relacié de proporcié entre col-lagen tipus | i tipus Il condiciona el grau de rigidesa del
miocardi. En funcié del tipus de noxa s’afavoreix I'expressié d’un o altre tipus de col-lagen amb
efectes diferents sobre la compliancia del miocardi. La sobrecarrega de pressio dels ventricles
afavoriria I'expressié de col-lagen tipus | mentre que el model d’edema intersticial cronic descrit
afavoreix la produccio de col-lagen tipus Il

30



Paper de 'edema miocardiac en el dany per isquémia — reperfusié. Estudi de la distribucio

de 'edema mitjangant ressonancia magnética

1.2.3 Obstruccié microvascular i manca de flux amb artéria epicardica permeable en la
reperfusio

L’edema miocardiac que apareix durant la reperfusié immediata a una isquémia coronaria
pot contribuir (juntament amb fendomens d’embolitzacié distal, activacié plaquetaria, hemorragia
i altres) al fracas en el restabliment de flux coronari efectiu malgrat I'obertura del vas epicardic

responsable de I'infart per compressié mecanica extrinseca dels capil-lars 28.

1.3 Mesura i determinacié de la distribucié de I'edema miocardiac

1.3.1  Quantificacié del contingut d’aigua al miocardi

Per estudiar 'edema convé poder mesurar tant el contingut d’aigua d’'una mostra o teixit
com la seva distribucié dins d’aquest. Fins l'actualitat s’han desenvolupat estrategies per
quantificar el contingut d’aigua total basades en la dessecacié amb calor o en la mesura de la
densitat (gravimetria). Ambdues, pero, impliquen la destruccié de la mostra en el procés de

mesura.

A. Técniques basades en la diferéncia entre pes fresc i pes sec

- Deshidratacié amb calor: Es el métode més senzill per calcular el contingut d’aigua de les

mostres d’organ o teixit. Consisteix a pesar la mostra fresca, sotmetre-la a 100°C de
temperatura durant 24h i pesar la mostra seca. La diferéncia entre les dues pesades és el
contingut d’aigua de la mostra.

- Liofilitzacié: La liofilitzacié és un procés de dessecacié ampliament utilitzat en el moén de la
industria farmaceéutica i de I'alimentacié. Permet eliminar > 99.9% del contingut d’aigua. Per
tant, es pot aplicar també a la dessecaci®é de mostres bioldgiques d’organ o teixit. Té
'avantatge sobre la dessecacio amb calor el fet de no deteriorar la mostra i permetre analisis
ulteriors de certs components. Consisteix en la sublimacié a baixa pressié6 d’'una mostra

congelada.
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B. Métodes basats en la densitat: gravimetria

La gravimetria s’empra fonamentalment en estudis de sistema nerviés central 112-114,
Consisteix en fer una escala de densitats en una proveta, amb mescles de dissolvents organics
115 0 amb Percoll enriquit amb NaCl [Figura 10]. La variacié en la densitat del teixit depén del
contingut d’aigua de la mateixa ja que la composicié tissular solida no es maodifica en
experiments a curt termini. Per poder calcular el contingut d’aigua, aquest métode requereix
assumir algunes dades calculades indirectament com és la densitat del teixit sec i també s’ha
d’assumir que el contingut sec del teixit no es modifica en els diferents experiments ni al llarg
de I'experiment (tindria limitacions si es volgués fer estudis a llarg termini que permetessin
I'aparicié d’hipertrofia o fibrosi). Per fer I'analisi per microgravimetria cal mostres de petites (3-
8mm3) de manera que es pot fer multiples mesures per cada individu i guardar mostra per

altres analisis complementaries.
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® 1,50, Standards

4 s
(= 100 —
r '-——-“ — ) w_ a
r / P
x‘ T A ®
L| | 43 em r 0, 4 r —]
| ) " 1°
{ .
} ; { 7 "’:‘ 30 —
i = 1 L 7 ! Depth 1 ] e
| | SPGRy
t_l.—l-.—-_..__l_ PR | 1
102 103 104 105 106
Spectic Crawnty | L
(0 S

Figura 10. Esquema de la técnica de gravimetria: preparacido de la columna de densitats amb dos dissolvents
organics de diferent densitat: es van mesclant els dissolvents en diferents proporcions, comengant pel de major
densitat de forma pura i modificant la mescla tot incrementant de forma progressiva la proporcio del dissolvent de
menor densitat i reduint la proporcid del dissolvent de major densitat: d’aquesta manera s’obté una columna de
densitats. La calibracio de la columna es realitza amb particules de sulfat de potassi de densitat coneguda. Un cop esta
calibrada la columna es deixen caure les mostres de teixit i s’estableix la seva densitat (i per tant, el contingut d’aigua)

en funcié de l'algada de la columna on s’estabilitzen. Cessié de Dra. Laia Chavarria.
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1.3.2 Determinacié de la distribucié de I'aigua al miocardi

La distribucié anormal d’aigua en un teixit o organisme també pot causar disfuncid, encara
que no hi hagi variacions en el contingut total de I'aigua. Per tant també és important mesurar

la distribucio de I'edema.

A. Compartiments: intracel-lular i extracel-lular (intersticial i intra vascular)

Des del punt de vista dels fluids, als organs es pot diferenciar dos compartiments: I'espai
intracel-lular, és a dir, el contingut a linterior de les membranes plasmatiques i l'espai
extracel-lular (és a dir, la resta), també conegut com medi intern. Aquest darrer esta integrat pel
plasma (contingut a l'espai intra vascular: interior d’artéries, capil-lars, venes i cambres
cardiaques), la limfa, I'espai intersticial que ocupa el volum intercel-lular i entre la paret dels
vasos i les cél-lules. A nivell d'organisme també hi ha els tercers espais, diferents del medi
intracel-lular i del medi intern, com el liquid sinovial, el liquid cefaloraquidi, 'humor aquds i, de

forma patoldgica, els vessaments pleural, pericardiac o abdominal (ascites) 116.

- Marcadors d’espai intra vascular: Els marcadors d’espai intra vascular han de complir
el requisit de no distribuir-se fora d’aquest espai. Per tant, han de ser particules que es
puguin detectar i quantificar d’'una grandaria suficient com per no poder difondre o
filtrar-se a [l'espai intersticial. S’han utilitzat eritrocits o albumina, marcats,
tradicionalment amb isotops radioactius 117.

- Marcadors d’espai extracel-lular: Han de complir el requisit de difondre per I'espai
intersticial i no travessar les membranes plasmatiques. Per ser Utils com a marcadors,
a més, han de tenir una bona cinética de distribucié (que assoleixin I'estat d’equilibri
rapidament) 118. Els més emprats en estudis classics han estat inulina, manitol o
sorbitol, marcats amb isdtops radioactius 119124, També s’han emprat marcadors
quantificables mitjangant espectroscopia basada en ressonancia magnética nuclear,
con el 3'P-fenilfosfonat 121.125,

B. Meétodes per quantificar els compartiments

- Meétodes basats en radiondclids: Els radionuclids son isotops radioactius. Tenen la

propietat d’emetre radiacié ionitzant que es pot estudiar amb detectors de radiacié (a,

B, v). El radionuclid es pot administrar de forma pura (com per exemple el Tal-li 201),
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pero generalment, s’'uneixen a molécules sintetiques, proteines o cél-lules, tot obtenint
radio farmacs o célllules marcades. D’aquesta manera es pot obtenir marcadors
isotopics d’espais bioldgics: per exemple: hematies marcats (5'Cr), albumina marcada
(3'1) o qualsevol molécula amb les propietats farmacocinétiques desitjades marcada
amb un radionuclid 123.126,

Métodes basats en ressonancia magneética: Tot i que de bon principi es va valorar la
utilitat de diferents nuclis amb propietats magnétiques (gadolini, crom, ferro'2?) com a
medis de contrast als estudis d'imatge per ressonancia magnética, el més emprat a la
clinica és el gadolini [Gd], generalment unit a macro complexos en forma de
quelat)128.129. En funcié de la composicié dels macro complexos, varia la seva cinética
de distribucid, tot obtenint contrasts de medi intra vascular 30 o contrasts d’espai
intersticial 131,

El Gd és un agent T1 ampliament emprat en clinica: escurcga el temps de relaxacié
longitudinal T1, cosa que permet detectar-lo en imatges de ressonancia magnética
potenciades en T1: el teixit ric en gadolini apareix com una zona hiper intensa
(augment del senyal). En la practica clinica, la seva cinética de distribucié permet per
una banda fer estudis de perfusié (distribucié de primer pas) i per altra banda, detectar
dany tissular (per tumors o fibrosi), ja que penetra més als teixits amb disrupcio
vascular i queda retingut en cas de fibrosi. Altres nuclis amb propietats magnétiques
com el Ferro, son potenciadors de T2132,

En estudis /n vitro es pot quantificar el gadolini present en un teixit de manera
absoluta. En estudis /n vivo es pot semi quantificar amb imatges de ressonancia
magnética potenciades en T1 129, Com a marcador de compartiments hidrics es pot
emprar tant com a marcador d’espai intra vascular (Gd unit a albumina 133, quelats
dendritics de gadolini 128.130) 0 com a marcador d’espai intersticial (els quelats de
Gadolini amb macro complexos). De fet, en clinica, s’empra la cinética de primer pas
del gadolini per estudiar I'espai intersticial. Concretament, als estudis de ressonancia
magnética cardiaca, aquesta seqiiéncia permet valorar la perfusié del miocardi 34,

També s’han emprat com a marcadors d’espai intra vascular agents de contrast
basats en particules super paramagnétiques d’oxid de ferro (SPIO) 127,

El gadolini unit a macrocomplexos en forma de quelat presenta una
farmacocineética adient per al seu Us com marcador d’espai extracel-lular. No travessa
les membranes plasmatiques integres, de manera que no accedeix a lespai
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intracel-lular, mentre que la seva distribucid per I'espai intersticial és rapida des de
I'espai intravascular. El gadolini present en una mostra es pot quantificar mitjangant
ressonancia magnética tot mesurant T1 135,

- Morfometria: Els estudis de microscopia oOptica i electronica de mostres de teixit també
s’empren per valorar el grau d’edema del miocardi 136137, Aquesta aproximacio té
linconvenient que en el procés de fixacido de la mostra es produeix deshidratacio i
substitucié de I'espai hidric per substancies lipofiles o bé un procés de congelaci6.
Ambdés tipus de manipulacié de la mostra poden distorsionar I'aparenca o el volum de
l'espai interposat entre estructures solides del teixit. A més, variacions locals de
l'osmolaritat durant la fixaci6 poden modificar aquests espais en el procés de
preparacié de la mostra. Per tant, si bé l'analisi histologica té el seu paper en la

valoracio de 'edema miocardiac, pot generar distorsions que cal tenir en compte.

1.3.3 Mesura de la distribucié de I'aigua en cor aillat d’animal petit sotmés a perfusid salina

El model de cor aillat sotmés a perfusio salina, descrit per Oskar Langendorff a finals del S.
XIX 138 encara avui en dia molt emprat en estudis de fisiologia i farmacologia cardiaques,
s’aplica en mamifers petits (p.ex. rata, ratoli, cobai, conill). S’extreu el cor de l'animal
convenientment sedat i es canula a través de l'aorta al sistema de perfusid. Els tampons de
perfusid es basen en una solucié salina oxigenada que generalment conté glucosa, Na, K, ClI,
Ca, Mg, a un pH controlat. Aquest métode permet mantenir el cor viable i mecanicament actiu
gracies a l'automatisme cardiac. Donat que els cors es perfonen amb un tampoé lliure de
cél-lules sanguinies i proteines, és a dir, amb menor for¢a oncotica, es causa edema
extracel-lular 13°. Tot i aixi, aquest model també s’ha emprat per estudiar la distribucié de
l'aigua als cors aillats, fonamentalment emprant marcadors d’espai extracel-lular (amb isotops
radioactius o amb espécies paramagnétiques)’®. El contingut d’aigua total es determina en la
majoria d’experiments publicats per dessecacié amb calor. El procés de dessecacié suposa
malmetre la mostra, de manera que cal fragmentar la mostra i destinar una porcié a la mesura

del contingut d’aigua total i una altre porcié per quantificar el marcador d’espai extracel-lular.
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A. Mesura de la distribucié de I'aigua /n vivo en models animals

De manera analoga els experiments amb cor aillat de d’animal petit sotmeés a perfusio
salina, en els models /n vivo, s’administra el marcador per via venosa i es fa I'extraccié del cor
un cop s’assoleix I'estat d’equilibri. En els models /n vivo es pot determinar no només l'espai

extracel-lular sin6 també I'espai intravascular (amb marcadors d’eritrocits o de plasma).

B. Aproximacié clinica de la mesura de la distribucié de I'aigua del miocardi

Avui en dia no hi ha una técnica amb aplicacié clinica rutinaria que permeti establir la
distribucié de I'aigua al miocardi de forma no invasiva. Tot i aixi, la ressonancia magnética
cardiaca permet obtenir informacié indirecta sobre el contingut d’aigua del miocardi. Les
sequéncies potenciades en T2 permeten destacar les regions amb major contingut hidric
(edema miocardiac) 7 i els estudis de mapes de T1 permeten valorar I'espai extracel-lular 131,
Es desperar que en un futur proxim, un perfeccionament d’aquestes seqiiéncies o el
desenvolupament de noves seqiieéncies permetin precisar la distribucié de I'aigua al miocardi

més acuradament.

1.4 Fonaments de [l'adquisici6 d’'imatges mitjangant ressonancia

magneética

1.4.1 El fenomen de la ressonancia magnética nuclear aplicat a I'adquisicié d'imatges

Alguns nuclis atdmics tenen propietats magnétiques, com ara I'spin. Entre ells destaquem
el H, 13C i el 3'P per la seva rellevancia en estudis biomeédics.

L’ spin és el moment angular intrinsec de cada nucli magneétic (l): és un vector que, en
condicions basals pot adoptar qualsevol orientacié (totes d’energia igual). En un conjunt
d’atoms el moment magnétic global sera zero perqué els vectors s’anul-len entre ells.

En canvi, quan un nucli magnétic se sotmet a un camp magnétic, el nombre d’orientacions
permeses del moment magnetic queda molt restringit (si I= Y2, les possibles orientacions soén 2,
ja que el nombre d’orientacions permeses és = 2| + 1) . A més, cadascuna de les orientacions
possibles té un nivell energétic diferent, de manera que, preferentment, els nuclis s’orienten en

la posicié de menor energia [Figura 11].
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Sense camp magnétic Amb camp magnétic

Figura 11. Comportament dels spins nuclears: en abséncia de camp magnetic estan aleatoriament orientats. En
presencia de camp magnétic (Ho) els spins prenen l'alineacié6 de menor energia d’acord amb la orientacié del camp

magnétic.

Aquests dos estats estan separats per un nivell d’energia (AE) que depén de la forga
d’interaccio entre el nucli i el camp magnétic, és a dir, entre la forga del camp magnetic (Bo) i la

magnitud del moment nuclear magnétic [Figura 12].
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B, . THiH
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Figura 12. Sense camp magnétic tots els estats d’spin tenen la mateixa energia (E). En sotmetre els nuclis

a un camp magnétic (Bo) els diferents estats tenen nivells energétics diferents.

El moment nuclear magnétic (y) depén de la magnitud del moment angular de I'spin (és a
dir, del numero quantic) i de la rad giromagneética (y) que és especifica de cada nucli. Per tant,

el moment magneétic és diferent per cada espécie nuclear.

Respecte les ones electromagneétiques, cal recordar la relacié entre longitud d’ona (o el seu
invers, la freqiiéncia) i I'energia (constant de Planck):
E=hv=h-A\
Les ones electromagnétiques es caracteritzen per la longitud d’ona [A] (o la seva inversa, la

freqiéncia). En el cas que ens ocupa: la freqiéncia de les ones electromagnétiques
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necessaries per fer passar un nucli magnétic d’'un moment magnetic a un altre de superior sén

de l'ordre de les ones de radiofrequiéncia (A de I'ordre de 0.1-103 m) [Figura 13].
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Freqiencia(z) [ NG
104 108 10%2 10 1016 1018 10%

Figura 13. Ones electromagnétiques. L'espectre visible suposa unicament les ones electromageétiques
amb A compreses entre 400-750nm. Les ones de major longitud constitueixen l'infraroig (inclou les microones i

les ones de radio) i les de menor longitud, I'ultraviolat (incloent els raigs X i els raigs gamma)

Cal remarcar que la freqiiéncia (v) no només depén de la naturalesa del nucli (donada per
la rad giromagnética) sind també de la intensitat del camp magnétic. Es a dir que v no és
especifica d’un nucli sin6é directament proporcional a la intensitat del camp magnétic [Figura

14].

800MHz

AE (J)

] | | |
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Figura 14. Com major és la intensitat del camp mageétic [Bo], major és la diferéncia d’energia entre els estats de

I'spin: és a dir, 'ona electromagnética que s’emet amb el canvi d’estat de major a menor energia sera de major

frequéncia.

Els AE entre les transicions dels diferents estats magnétics quan el camp magnétic és de
9.4T s6n de l'ordre de l'energia de les ones de radio: en el cas de 'H, aproximadament
400MHz (A 75¢cm).

Quan els nuclis magnétics se sotmeten a un camp magnétic es distribueixen entre els

possibles nivells d’energia (en el cas de 'H, dos possibles nivells: +1/2, -1/2) segons la
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distribucié de Boltzmann. Com que la diferéncia entre ambdos nivells d’energia és molt petita,
la temperatura ambient (300K) fa que els nuclis es distribueixin quasi per igual entre ambdds
nivells (homés presenten una molt discreta tendéncia a que una petita proporcié major estigui
en l'estat de menor energia, al voltant d’'una raé A/B ~1.000003).

Es per aixd que per tal de poder estudiar les molécules per RMN cal emprar camps
magnétics d’elevada intensitat i mirar nuclis abundants i amb raons giromagnétiques grans
(com és el cas de 'H, tan abundant als éssers vius, compostos fonamentalment per aigua
(H20).

Les propietats magnétiques del 'H s’aprofiten per obtenir imatges o bé per identificar
estructures moleculars. Aix0 s’aconsegueix tot sotmeten les mostres a un camp magnétic i a
polsos d'ones electromagnétiques d’'una freqiéncia i intensitat controlades. Dins el camp
magnétic el vector de magnetitzacio resultant es col-loca en l'orientacié de mimima energia;
aquest vector de magnetitzacié es pertorba amb ones de radiofreqiiéncia i, un cop deixen
d’aplicar-se, els spins nuclears tornen a I'estat d’equilibri en el procés de relaxacid. L’energia
alliberada en forma de radiofrequiéncia durant la relaxaci6 es detecta i és el que permet obtenir
informacio estructural i morfoldgica de la mostra que s’estudia. Durant el procés de relaxacio el
vector de magnetitzacioé va variant d’intensitat. L’espectroscopia permet identificar estructures
moleculars basant-se en I'emissié d’ones electromagnetiques en el procés de relaxacio dels
spins: en funcié de I'entorn quimic immediat, els nuclis d’'un mateix element ('H) presenten
nivells d’energia discretament diferents tot generant un espectre de pics al llarg d’un interval de
freqUéncies especific de cada nucli; la freqiéncia de cada pic (normalitzada segons la
intensitat del camp magnétic i expressada en ppm) és especifica de grups quimics concrets i
permet identificar molécules. Per altra banda, 'area sota la corba del pic és proporcional a la
concentracio de nuclis presents a la mostra.

Per a l'adquisicié d’imatges, es codifica espacialment cada punt de la mostra gracies a la
preséncia de gradients de camp magnétic. Les imatges de RMN permeten obtenir gran
contrast entre diferents teixits ja que els spins dels hidrogens de l'aigua relaxen amb
caracteristiques diferents depenent de les propietats fisco-quimiques espcifiques de I'entorn.
Els mecanismes de relaxacié son principalment dos: relaxacié spin - entorn (T1, vector de
relaxacio longitudinal) i relaxacié spin - spin (T2, vector de relaxacié transversal). En el procés
de relaxacié de I'spin, el vector longitudinal (T1) retorna al seu maxim basal mentre que el

vector transversal va perdent intensitat fins arribar a zero; ambdés processos s’ajusten a una
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funcidé exponencial en qué la variable que defineix el comportament magnétic de cada proto és
el temps (T1 i T2) [Figura 15]. La utilitat de la ressonancia magnética en biomedicina se centra
en l'espectroscopia per a identificar molécules o I'adquisici6 d’imatges en estudis de

radiodiagnostic.

Relaxacid

Mz & Mz 4
Pals Relaxacio
— —
My

Mz Mxy

B T1 t T2 t

Figura 15. A. Procés de relaxacié de I'spin: després de ser excitat amb un pols de radiofreqliencia, I'spin torna al
seu estat de menor energia mitjangant el procés de relaxacio; la relaxacioé transversal (Pla XY) comporta una pérdua de
senyal al llarg del temps i es quantifica com T2; la relaxacio longitudinal es produeix en 'eix Z i es quantifica com T1.

Figura 15.B. Ambdds processos de relaxacié s’ajusten a una corba exponencial.

1.4.2 Els macro complexos de gadolini com agents de contrast en els estudis de ressonancia
magnética

Per tal d’optimitzar les caracteristiques de les imatges de RM, s’empren agents de contrast
(habitualment compostos rics en gadolini i, en menor mesura, de ferro). Els agents de contrast
estan basats en la preséncia de nuclis amb moments magnétics elevats que alteren el camp
magnétic proper tot escurgant els temps de relaxacié. Els elements amb moments magnétics
elevats amb potencial utilitat sén els metalls de transicié i les terres rares: manganés, ferro,
cobalt, niquel, coure, crom i gadolini. De tots ells, el més emprat actualment és el gadolini, que
presenta un perfil de seguretat superior i es pot formular de multiples maneres per tal de
contrastar diferents espais. Els macrocomplexos de gadolini sén quelats amb DTPA (acid

dietilentriaminpentacétic) o DOTA (acid tetraazaciclododecatetracétic) i sén agents de contrasts
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d’espais extracel-lulars 140 generalment emprats per valorar tant estructures vasculars com la
perfusié dels organs i teixits. La retencié tardana de gadolini en un teixit necrotic permet

identificar-lo en imatges adquirides tardanament després de la injeccié de I'agent de contrast.

1.4.3 Ressonancia magnética cardiaca

L’estudi del cor mitjangant ressonancia magnética té una complexitat afegida si es compara
amb estudis d’altres organs solids, de sistema nervids central o sistema musculosquelétic. El
fet que el cor estigui en continu moviment degut al cicle cardiac, juntament amb el moviment
respiratori de la caixa toracica, I'elevat contingut en ferro de la sang intracavitaria i I'entorn aeri
dels pulmons dificulten I'adquisicio dels estudis cardiacs. Per aquest motiu el desenvolupament
i la implementacié de la ressonancia magneética cardiaca ha estat més tardana que en altres
camps medics. Les millores tecnoldgiques han permés poder sincronitzar 'adquisicié d’imatges
(gating) amb el cicle cardiac i la respiracié aixi com pal-liar els efectes de l'aire i el ferro
causants d’artefactes en les imatges. Avui en dia els estudis de ressonancia magnética
cardiaca son una eina d’indiscutible valor que aporten informacié addicional (morfologica,
funcional, tissular i de perfusid) rellevant en la presa de decisions per a molts pacients. També,
per la seva fiabilitat, és una eina molt emprada en assaigs clinics, per valorar acuradament
I'efecte dels tractaments cardiologics en base a variables subrogades (fraccié d’ejeccid, volums
ventriculars, I'extensié de I'infart, miocardi salvat, extensié de la fibrosi, etc.) relacionades amb
I'evolucio clinica.

Segons les dades de la literatura cientifica, tant 'infart agut de miocardi amb elevaci6é de
I'ST com la discinésia apical transitoria es caracteritzen per presentar important augment del
senyal potenciat en T2 al miocardi isquémic o discinétic. Aquest augment de senyal de T2 s’ha
atribuit a la preséncia d’edema miocardiac 73. En el cas de linfart agut de miocardi, 'edema
s’acompanya de necrosi miocardica identificada com regions amb retencio tardana de gadolini.
En canvi, els pacients amb discinésia apical transitoria, no solen presentar necrosi miocardica
significativa 9%.141. Per tant, ens trobem amb dos models clinics d’edema miocardiac important
pero diferenciats per la preséncia o abséncia de necrosi. A priori aquest tret diferencial fa
pensar en la possibilitat d’obtenir troballes caracteristiques en I'estudi de I'edema miocardiac

per ressonancia magneética.
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Hi ha seqiiéncies molt diverses que es poden aplicar a I'estudi del cor. Cadascuna d’elles
esta optimitzada per avaluar algun aspecte concret: deteccié de necrosi, estudi de fibrosi,
volums ventriculars, contractilitat, greix, trombus, obstruccié micorvascular, fluxos intracavitaris,
etc. En cada pacient es fan unes o altres sequéncies en funcié de la indicacié clinica de
I'estudi’#’. Les seqiiéncies més emprades en els estudis de RM cardiaca son:

- Sequéncies de cine: volums ventriculars, morfologia i funcié contractil.

- Steady state free precession (SSFP) en moviment per valorar funcié ventricular.

- Estudis de primer pas: imatges de saturacié-recuperacié amb gradient eco-eco planar

(GRE-EPI) hibrid, GRE o SSFP.

- Estudis de perfusio en estrés (amb farmacs: agonistes de I'adenosina o dobutamina):

per detectar isquémia.

- Velocity-encoded imaging per estudi hemodinamic i funcio valvular.

- Imatges potenciades en T2: fast spin-echo imaging (double inversion recovery). per

valorar processos inflamatoris aguts: miocarditis i edema miocardiac agut (en el
context d’infart o discinesia apical transitoria).

- Sequéncia d'inversié recuperaci6 GRE (potenciada en T1) adquirida 10-15 minuts
després de la injecci6é de I'agent de contrast de gadolini. Permet quantificar I'extensié
de l'infart (necrosi), valorar viabilitat, identificar trombus i cicatrius no isquémiques. Per
obstruccié microvascular: adquisicié preco¢ (1-3 min) després de I'adiministracié de
contrast.
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2 Hipotesi i objectius

Hipotesi: L'edema associat a la isquémia reperfusiod contribueix a la necrosi del miocardi.
Per tant, intervencions que redueixin 'edema també reduiran la mort cel-lular associada a la

isquemia reperfusio.

Obijectius:
L’'objectiu principal d’aquesta tesi és analitzar en quina mesura I'edema miocardiac

contribueix a la necrosi del miocardi durant la reperfusio.

Per tal d’arribar a aquest objectiu principal s’han plantejat els objectius secundaris

seguents:

- Posar a punt un métode experimental per determinar els espais intra i extracel-lular
tant /n vivo com ex vivo (cor aillat sotmés a perfusio salina).

- Utilitzar el métode préviament posat a punt per investigar la possibilitat de determinar
la distribucié de l'aigua al miocardi mitjangant seqiiéncies d’imatge de ressonancia
magnética aplicables clinicament.

- Caracteritzar la magnitud i la distribucié de 'edema miocardiac en el context del dany

per isquémia reperfusio.
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- Investigar si la modificacié controlada de 'edema miocardiac durant la reperfusié pot

reduir 'extensi6 de l'infart.
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3 Materials i métodes

3.1 Determinacio de la distribucié de 'edema en models in vivo i ex vivo

de cor de rata

3.1.1 Determinacié in vivoi in situ de 'espai extracel-lular tot emprant Gadobutrol com

marcador d’espai extracel-lular

Els estudis en animals van ser aprovats pel Comité Etica d’Experimentacié Animal (CEEA)
de l'Institut de Recerca de la Vall D’Hebron. En tots els experiments (ex vivo i /n vivo) es van
emprar rates mascles Sprague-Dawley amb un pes compres entre 300-350g, mantingudes en
régim d’estabulacié consistent en cicles de llum-foscor de 12 hores i accés a menjar i aigua no
restringit fins el dia de la seva utilitzacio.

Als experiments ex vivo els cors eren perfosos durant 5 minuts amb tampé amb gadolini
1mM en forma de quelat. Als experiments /n vivo s’administrava Gd-quelat en perfusié continua
durant cinc minuts a una velocitat de 0.35uL/min/g. En ambdés casos es mesurava la [Gd] al
tampo de perfusio (efluent de la canula de perfusio) o en sérum en el moment del sacrifici. Es
va assumir que la [Gd] a I'espai extracel-lular era la mateixa que al tampd de perfusio o al

sérum respectivament de cara a poder calcular el volum d’espai extracel-lular.
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3.1.2 Model de rata /in vivo

Els animals s’anestesiaven amb isofluora inhalat (5% per a la induccid i 2% de
manteniment) i monitoritzats un cop anestesiats i durant tot I'experiment: ritme cardiac de
forma no invasiva (3 electrodes d’electrocardiografia a les extremitats), saturacié d’oxigen
periférica i temperatura amb sonda rectal. Un cop 'animal estava anestesiat, es canalitzava
una via arterial carotidia per a I'obtencié de mostra arterial i una via venosa jugular per a la
perfusié continua del quelat de gadolini (Gd-DOTA 1M), a 0.35puL/min/g durant 5 minuts amb
bomba d'infusié. Aquest ritme de perfusié es va calcular en base al cabal cardiac estimat pel
pes de I'animal (assumint I'aproximacié de 121mL/kg-min, un volum sanguini de 50-70mL/kg i
un volum de distribucié en estat d’equilibri de 0.20L/kg). En els darrers 30 segons d'infusio
s’obtenia la mostra de sang arterial i tot seguit es procedia a toracotomia subxifoidal i exéresi
del cor (seccidé de vasos principals: artéria aorta, artéria pulmonar, venes pulmonars i venes
cava). Es netejava el cor en serum NaCl 0.9% fred a 4°C per eliminar les restes de sang. El
processat posterior del cor era comu als experiments realitzats amb cor aillat sotmés a perfusio

salina i esta descrit al punt 3.1.4 d’aquesta seccié.

3.1.3 Model de cor aillat de rata sotmés a perfusio salina

Els animals s’anestesiaven amb injeccio intraperitonial de pentobarbital (50mg). Un cop
assolida I'anestésia profunda es procedia a I'exéresi del cor a nivell de grans vasos per via
subxifoidal. El cor eren rentats en sérum fisiologic fred a 4°C i tot seguit calgats I'aorta
ascendent a la canula de perfusio del sistema Langendorff [Figura 16]. S’introduia un balo al
ventricle esquerre connectat al sistema de transmissié de pressio. La velocitat de perfusio
s’ajustava per assolir pressions de perfusié de 45-60mmHg.

Al llarg de tot I'experiment es mantenia registre continu de la pressié de perfusid, i la
pressid intracavitaria (que proporciona la pressié telediastolica, la pressio sistolica maxima
exercida pel ventricle esquerre i la frequéncia cardiaca). Els cors que presentaven desviacions
extremes respecte aquests parametres eren exclosos de Il'analisi per l'alta sospita que
haguessin pogut patir un dany que podria interferir en el resultat. En funcié de I'experiment
variava tant el temps de perfusié (amb periode d’isquémia si s’escau) com el tampd amb que

es perfonia el cor.
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Figura 16. Sistema de perfusio salina. El cor era connectat a la canula de perfusié a través de I'aorta
ascendent. Per tal de mantenir la temperatura de I'érgan es protegia amb un vas atemperat gracies a un

circuit d’aigua a temperatura controlada.

A Models de perfusié continua

Per tal d’induir diferents graus d’edema i amb patré de distribucié entre I'espai intracel-lular
i extracellular diferenciats, es van emprar tampons de perfusid de diferent composicio i
osmolaritat, aprofitant el fenomen fisiologic de difusié passiva de l'aigua a favor del gradient
osmotic que tendeix a igualar 'osmolaritat a les dues bandes de la membrana plasmatica.

Els cors control eren perfosos amb tampéd isosmotic (Normosmotic-Henselheit). Per tal
d’'incrementar 'edema intracel-lular es va emprar un tampé hiposmotic i per reduir-lo un tampé
hiperosmoétic. Els cors eren perfosos amb tamp6 durant 40 minuts. Els darrers 5 minuts de
perfusid eren perfosos amb el mateix tampo pero enriquit amb Gd-DOTA 1mM. La Figura 17
mostra esquematicament els protocols de perfusié. La taula 2 mostra la composicidé dels

tampons de perfusié emprats en aquests experiments:

40’ Perfusié en Normoxia
Control | [T Tampo Krebs-Henselheit
Hiposmotics | [T Tampo Hiposmotic
Hiperosmotics | [T Tampé Hiperosmotic
o 35 40
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Figura 17. Esquema dels protocols de perfusio.

Taula 2. Composicio dels tampons emprats als experiments de cor aillat de rata sotmés a perfusié salina.

Concentracions expressades en mmol/L. Osmolaritat tedrica expressada en mOsm/L.

Tampo Isotonic Tampd Hiposmotic Tampd6 Hiperosmotic

NaCl 118 88 118
KCI 4.7 4.7 4.7
MgSOs 1.2 1.2 1.2
CaCl2 1.8 1.8 1.8
NaHCOs 25 25 25
KH2PO4 1.2 1.2 1.2
Glucosa 11 11 11

Manitol - - 101
pH 7.4 7.4 7.4
Osmolaritat 308 248 409

B. Models d’'isquémia reperfusid

Els cors sotmesos a dany per isquémia reperfusié eren perfosos durant 30 min en
condicions de normoxia, per tal de consolidar I'equilibri del cor al sistema de perfusié abans
d’iniciar la isquémia. Posteriorment s’iniciava la isquémia tot interrompent la perfusid salina.
Durant el temps d’isquémia els cors eren protegits amb sérum fisioldgic a 38°C per tal d’evitar
dessecacié i hipotérmia. Passat el temps d’isquémia (40 min) es restablia la perfusio salina,
iniciant d’aquesta manera el periode de reperfusié. Durant la reperfusié es prenia mostres
d’efluent per tal de mesurar l'alliberament de Lactat Deshidrogenasa [LDH] per al calcul de
I'extensié de linfart, ja que aquest és un dels enzims intracel-lulars que s’alliberen al medi
extracel-lular en produir-se la ruptura del sarcolema (és a dir, la mort cel-lular) 142143 | que
permet quantificar 'extensié de linfart. Altres enzims, con les troponines o la creatin cinasa
(fracci6 MB) sén més especifics del miocardi perd als experiments amb cor aillat aquesta
especificitat no és rellevant. El métode posat a punt al nostre laboratori per quantificar esta
basat en la determinaci6 de LDH i per aquest motiu hem emprat aquesta técnica de

quantificacié de I'infart. Durant els darrers cinc minuts de I'experiment (és a dir, al final de la
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reperfusid) els cors eren perfosos amb el mateix tampd que rebien durant I'experiment pero
amb Gd-DOTA 1mM.

Es va treballar amb tres protocols d’isquémia reperfusio: tots ells sotmesos a 40 minuts
d’'isquémia i 30 minuts de reperfusid. El protocol de referéncia, 140R30 sense cap més
intervencié. Els altres dos protocols incorporaven tractaments dirigits a reduir I'extensié de
linfart i 'edema: I'administracid de blebbistatina en els primers 3 minuts de la reperfusio
[I140R30-Blebbistatina] o bé la perfusié amb tampd hiperosmotic enriquit amb manitol [I140R30-
Manitol]. Els protocols d’isquémia reperfusié estan representats esquematicament a la Figura

18.

40’ Isquémia 30’ Reperfusio

[40R30

30 70 95’ 100

|40R30-Blebbistatina

[40R30-Manitol

[ 5 Gd-DPTA1mM LDH

. 3’ Blebbistatina 1mM

|:| Manitol

Figura 18. Protocols d’isquémia reperfusié en cor aillat de rata sotmés a perfusio salina.

3.1.4 Quantificacié de I'extensio de l'infart

Per tal de quantificar la mort cel-lular es va mesurar l'alliberament de I'enzim LDH durant la
reperfusid. Les mostres emprades per quantificar LDH provenien de I'efluent cardiac recollit en
els minuts 1,2,3,4,6,8,10,12,15,20,25 de la reperfusié. Aquest conjunt de valors permet establir
I'area sota la corba de l'alliberament de LDH (valor acumulat). La mesura de I'activitat de LDH
es va realitzar per espectrofotometria. [Espectrofotometre: Multiskan FC, Thermo Scientific®].

Un cop recollides totes les mostres, es prenia un volum exacte i igual de cada mostra (40
ML) i es dipositava en un pou d’'una placa de lectura per a espectrofotometria. A continuacio
s’afegien 160 pL de tampé fosfat enriquit amb NADH (310 yM) i piruvat sodic (1mM) i es
mesurava l'activitat de LDH. La composicié del tamp6 fosfat emprat, expressat en mM és la
seglient: K2HPO4-3H20 61.4, K2HPO4 58.6, pH 7.4, T 37°C.
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El fonament d’aquest métode de mesura de l'activitat de LDH es basa en la reaccio
catalitzada per aquest enzim, que és la conversié de piruvat en lactat i de NADH en NAD+,
representada a la Figura 19. El tamp6 emprat conté una quantitat d’'ambdés substrats (piruvat i
NADH) suficient com per saturar la reaccio, de manera que el determinant de la velocitat de la

reaccio és unicament la concentracié de I'enzim que la catalitza (és a dir, de LDH).

OH
@)

Piruvat

OH

OH
Lactat NAD+

Figura 19. Reaccid catalitzada per LDH (Lactat Deshidrogenasa): LDH catalitza la transformacié del piruvat en
lactat amb el cofactor NADH que s’oxida a NAD*.

L’espectrofotdmetre realitza la mesura d’absorbancia a 340 nm i determina la concentracié
del substrat NADH. Per la disminucié constant en la concentracié del substrat en el primer
minut de la reaccié es pot establir la velocitat de la reaccié i, per tant, I'activitat de I'enzim LDH

(equival al pendent de la recta), fet que s’exempilifica a la Figura 20.
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Figura 20. Representacioé de la disminucié en el temps de I'absorbancia a 340nm (reflecteix la [NADH*]) de 2

mostres diferents. El pendent de la recta en el primer minut de la reaccié determina I'activitat de LDH

Els resultats eren ajustats pel pes sec del cor, per la velocitat de perfusié del tampo6 i pel
temps de recollida de mostres (temps de reperfusid, 30 minuts). L’alliberament total de LDH és
expressat en Unitats d’activitat de LDH per gram de pes sec del cor i temps. El calcul de I'area

sota la corba s’ha realitzat amb el programa SigmaPlot®, Systal Software Inc, 2006.

3.1.5 Quantificacié de I'aigua total

A. Pes de la mostra fresca i seca

Tant els cors obtinguts d’experiments /n vivo com in vifro van ser processats d’igual
manera. Els cors retirats del sistema de perfusio salina retrograda eren manipulats sobre una
safata de plastic en un entorn de fred (damunt de gel). Els cors procedents dels experiments /n
vivo es rentaven primer en sérum fred a 4°C i posteriorment eren manipulats igual que els cors
procedents de perfusié salina, sobre una safata de plastic i en entorn fred. Els cors eren
seccionats tot excloent el pla valvular i obtenint tres talls: apex i dues seccions simétriques dels
dos tercos mig i basal (procurant agafar la mateix proporcié de ventricle dret i ventricle

esquerre a cada tall) [Figura 21].
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Fig 21. Cor acabat de retirar del sistema de perfusié retrograda. El cor era seccionat en tres parts: apex i dues
parts simetriques de la porcidé mitja i basal. A la foto del cor sencer es pot observar un halo de sérum. Si es treballa
sobre paper de laboratori es produeix perdua de contingut d’aigua de forma no controlada pel fenomen de capil-laritat

sobre en paper. Per evitar aquesta possible interferéncia, es va treballar sobre safates de plastic i no sobre paper.

Cada tall era col-locat sobre una malla de nilé amb porus de 180um de diametre, fixada a la
part superior d'un tub Falcon de 50mL i sotmés a una centrifugacié a baixes revolucions
(2.000g durant 5 minuts a temperatura ambient) que tenia per objecte eliminar I'aigua que no
pertany al teixit. Posteriorment cada tall es pesava per separat per obtenir el pes fresc; el pes
total del cor era la suma dels pesos dels tres talls. Les pesades es van realitzar en una balanca
de precisié 0.1mg. Un cop deshidratades les mostres es tornava a realitzar la pesada de cada
tall tot obtenint el pes sec de cada mostra. La diferéncia entre pes fresc i pes sec
proporcionava el contingut d’aigua de cada tall, expressat en relacidé al pes sec (en mL per
cada 100 grams de teixit sec).

B. Liofilitzacié

El procés de deshidratacio es va dur a terme per liofilitzacié de les mostres. Es va optar per
aquesta técnica perque la liofilitzacid no degrada la mostra i permet la seva manipulacié
posterior. D’aquesta manera es va poder fer I'analisi del contingut de gadolini en la mateixa
mostra dessecada, enlloc de recérrer a mostres diferents procedents del mateix experiment per
obtenir tot I'espectre de dades. Cada tall era introduit en un tub d’assaig de vidre, immersos en
nitrogen liquid per a ultracongelar i posteriorment sotmesos a liofilitzacié (LT-105 Christ®)
durant 24h. Als estudis preliminars s’havia realitzat el procés de deshidratacido amb calor a 95°.
La liofilitzacié ha estat validada com a procediment de dessecaci6'# i té I'avantatge de
permetre el posterior processat de la mostra. La dessecacié en canvi, no ho permet i calia
dedicar unes mostres a establir el contingut d’aigua total i unes altres a quantificar el contingut

d’aigua extracel-lular. Utilitzant la liofilitzaci6 com a métode de deshidratacié es va poder

52



Paper de 'edema miocardiac en el dany per isquémia — reperfusié. Estudi de la distribucio

de 'edema mitjangant ressonancia magnética

quantificar el contingut d’aigua total i el contingut d’aigua extracel-lular en una mateixa mostra.
Va ser possible destinar els tres talls obtinguts de cada cor a liofilitzacié i posterior quantificacié

d’aigua extracel-lular.

3.1.6  Quantificacié del contingut de gadolini a la mostra i determinacié de I'espai

extracel-lular

A. Extraccié del gadolini de les mostres

Per tal de recuperar el gadolini present a les mostres cardiaques, en primer lloc es
realitzava una micronitzacié de la mostra deshidratada, tot triturant-la amb una espatula dins
del mateix tub d’assaig on va ser ultracongelada i liofilitzada. En segon lloc s’afegia 1mL
d’aigua miliQ, es remenava al vortex i es deixava incubar a temperatura ambient durant 10
minuts. A continuacié se centrifugava a 2.000g, durant 5 minuts a temperatura ambient.
Aquesta tecnica permetia recuperar 750uL de sobrenedant que constituien el primer extracte.
Es van obtenir fins 5 extractes ulteriors per valorar si la recuperacié de gadolini millorava amb
extractes addicionals. Per a obtenir extractes addicionals, s’afegia 1mL d’aigua miliQ al pellet i
es repetien els passos de remenat al vortex, incubacid, centrifugacié i recuperacié de
sobrenedant (1mL a partir del segon extracte). Aquest procés esta representat graficament a la

Figura 22.

B. Quantificacié del gadolini mitjangant ressonancia magnética

Els extractes aquosos de les mostres eren analitzats mitjangant imatge obtinguda per
ressonancia magnética. L’estudi d’imatge es realitzava concomitantment amb 7 mostres i una
corba de calibracié de gadolini (aigua miliQ amb [Gd]: 0-0.5-0.6-0.8-1mM). Les imatges eren
obtingudes a liman vertical de 9.4T acoblat a una consola Bruker® Advance. Detalls de la
sequéncia: Temps de eco (ET): 4ms, Temps de Repeticié (RT) x 9 [6.000 — 4.000 — 3.000 -
2.000 - 1.000 - 500 - 250 - 125 - 62,5]ms, matriu de 256*256 pixels en una finestra de
30*30mm i talls de 1,0mm de gruix. Es va definir la regi6 d’interés al centre de cada tub, on es
mesurava la intensitat del senyal. El valor de T1 era proporcionat pel software de Bruker® tot
ajustant a una funcié exponencial el senyal obtingut als diferents RT.

Es mesurava el valor de T1 a cadascuna de les mostres i cada tub de la corba de
calibracié. El gadolini escur¢a T1de forma proporcional a la [Gd] 35, de manera que la mesura

de T1 permet calcular el contingut de Gd de la mostra.
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La Figura 23 mostra un exemple d’'imatge de ressonancia magneética amb els diferents tubs

analitzats (corba de calibracié i mostres).

Cor aillat sotmés a perfusio

s Experiments in situ
salina

1. Extraccié del cor

5. Pesada mostra 6. Micronitzacio
seca: pes sec de la mostra
>

A A
9. Recuperar el \ 3

ahata 10. Introduir
1 = BODEBRCOaIE I'extracte en
primer extracte

o un tub de
de Gadolini RMN

A\ J

11. Repetir els passos 7-9 per tal
d'obtenir extractes addicionals

Figura 22. Esquema del procés d’extraccio del gadolini de les mostres de teixit cardiac.

Figura 23. Imatge de ressonancia magnética
potenciada en T1. El cercle central es correspon amb un
tub de goma emprat per mantenir els tubs amb mostra en
posici6 estable. Els cercles petits externs es corresponen
amb el tall transversal dels tubs dedicats a ressonancia
que contenen la mostra. Els de color negre sén tubs de
referéencia i contenen aire: es coloquen per poder
identificar els tubs amb mostra. Els tubs de la corba de
calibracié son els numerats de I'u al cinc: es pot apreciar

com generen una escala de grisos degut al fet que la

NEX 1 major concentracié de gadolini genera major intensitat de

senyal (tub 5).
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C. Calcul del contingut d’aigua extracel-lular

El contingut d’aigua extracel-lular és proporcional al contingut de gadolini. Com que no és
possible recuperar tot el volum d’aigua afegida a la mostra per obtenir el primer extracte, cal
tenir-ho en compte alhora de realitzar els calculs de contingut de gadolini si s’analitza més d'un
extracte. Generalment és possible recuperar 750uL dels 1.000uL afegits. Com que es mesura
la [Gd] a l'extracte, no suposa cap dificultat quan s’analitza un Unic extracte: per calcular el
contingut de gadolini de la mostra, es considera la [Gd] calculada i el volum total de 1.000pL.
Quan es fan extractes ulteriors, s’afegeix 1.000uL addicionals per cada extracte i se’n
recuperen 1.000 a partir del segon extracte; cal considerar que el volum total és de 1.250 L, ja
que queda el romanent de 250uL que no es poden recuperar en el primer extracte. Els
extractes entremitjos es van considerar en un volum de 1.000yL i, el darrer, en un volum de
1.250pL.

[(IGd] primer extracte * 0.75) +([Gd] segon extracte) + ([Gd] tercer extracte * 1.25)]/[Gd]tamps] = Volum EC

Si només es fa servir un extracte, la féormula queda reduida a:

[Gd] primer extracte/[Gd]tamps = Volum EC
La formula emprada per calcular el Volum EC per gram de teixit sec va ser:

Volum EC / massa de teixit sec *100 = Volum d’aigua EC en mL per 100g de teixit sec

D. Controls de qualitat del métode

- Linearitat de la relacié entre [Gd] i T1-": Tot i que la relacié entre [Gd] i T1 esta descrita a la

literatura 135, es va comprovar al nostre iman i amb el contrast emprat en els experiments
realitzats. En total, al llarg de I'estudi, es van realitzar 55 corbes de calibracié de gadolini (una
per cada mesura realitzada) i la relaci6 matematica amb T1 (tant T1-' com logT1) per a
concentracions de Gd < 0.005M ha estat estudiada.

- Verificacié de possibles interferéncies en la mesura de T1 degudes a restes férriques de

I'extracte: Per tal de valorar la possible interferéncia de les restes férriques procedents de la
mioglobina que poguessin quedar als extractes, es va analitzar també mostres de cors
perfosos sense gadolini, processats d’igual manera el métode descrit, com a controls de

qualitat del métode.
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3.1.7 Determinacié de l'aigua intracel-lular

L’aigua intracel-lular és una mesura indirecta i prové de restar el volum daigua
extracel-lular al volum d’aigua total. El volum d’aigua total prové de diferéncia de pes fresc i pes
sec de la mostra. El volum d’aigua extracel-lular va ser mesurat mitjangant la quantificacié de
gadolini, assumint que la [Gd] a I'espai extracel-lular era igual a la [Gd] al sérum o al tampé de

perfusié en el moment de finalitzar 'experiment (estat d’equilibri).

3.1.8 Estudi de les seqiiéncies d'imatge per ressonancia magnética amb possible utilitat per

determinar la distribucié de I'aigua al miocardi.

Els estudis de cor aillat de rata sotmés a perfusié salina amb tampons de perfusi6 amb
diferent osmolaritat es van duplicar per tal de realitzar I'estudi d’imatge per ressonancia
magnética als cors integres. Es van analitzar 2 cors intactes (no perfosos ) i 4 cors de cada
grup sotmés a perfusio salina (isotonic, hiposmotic i hiperosmotic). L'unica diferéncia era que
els cors destinats a I'adquisicioé d’'imatges no van ser perfosos amb gadolini. En retirar el cor del
sistema de perfusid, era col-locat dins d’'un tub Falcon de 50mL amb sérum fisiologic fred a 4°C,
fixat amb fil de sutura per evitar desplagcament del cor durant I'adquisicié d'imatges. En el cas
dels cors intactes, un cop extret el cor de I'animal es rentava en sérum fisioldgic fred per retirar
les restes de sang abans de col-locar-lo al tub Falcon. El tub Falcon s’introduia a l'interior de
'iman per tal de poder adquirir imatges potenciades en T2, en difusi6 i imatges amb RT llargs
destinades a estimar la densitat protonica.

- Seqléncia de T2: Per tal de mesurar T2 es va adquirir una sequéncia d’spin-echo amb un

RT = 6000ms amb 16 ecos de 4ms.

- Sequéncia de Difusio: L'estudi de difusié es va adquirir amb una seqliéncia de polsos

DtiEPI amb ET = 25ms, RT = 3000ms, que permet obtenir 7 valors “b” entre 4 i 755s/mm2.

El valor emprat en I'analisi és el coeficient de difusié aparent (ADC) expressat en mm?2/s.

- Seqléncia per estimar la densitat protonica: Per mesurar densitat protdnica es va adquirir

la imatge amb una sequéncia de pols-eco amb un RT significativament superior, de
10.000ms i el minim ET que permetia la seqiéncia (4ms). El valor de densitat protonica
s’ha definit com la relacié d’intensitat de senyal a la imatge del primer eco entre el teixit
miocardiac i 'aigua lliure (és a dir, es prenia com densitat protonica maxima de referéncia
la de laigua lliure). Per cada cor, s’adquirien un promig de 10 mesures de densitat
protonica: és a dir, es definien 10 regions d’interés (ROI: region of inferes?) en el tall del
miocardi estudiat. La intensitat de senyal del ROI correspon al promig de senyal en el voxe/
seleccionat.
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3.1.9 Analisi estadistica

Pel que fa a la distribuci6é de 'aigua, es va comparar el grup de cor intacte i tots els grups
de cors sotmesos a perfusio salina. Per altra banda es va comparar el grup de perfusié salina
isosmotic amb els grups d’isquémia reperfusio. Es va aplicar el test ANOVA i el test post-hoc
de Tukey mitjangant el Software de SPSS versio 15 per Windows.

Els test de correlacié lineal es va fer amb el coeficient de Pearson en el software de
SigmaPlot, ajustant a I'equacio y = a + bx.

Es va considerar que una diferéncia era estadisticament significativa quan la p < 0.05. Els

resultats s’expressen com promig + desviacio estandard.

3.2 Determinacio clinica de la distribucié de 'edema miocardiac

3.2.1 Mostra de pacients: infart agut de miocardi i discinésia apical transitoria

Per tal de valorar la possible utilitat i translacié clinica de les dades obtingudes
experimentalment, es va realitzar estudi d’imatge per ressonancia magnética incloent
sequéncies potenciades en T2, estudi de difusié (ADC) i seqiéncia potenciada en T1 adquirida
10 minuts després de l'administracié de contrast de gadolini (per identificar les zones de
necrosi definides com la retencio tardana de contrast o /afe gadolinium enhancement [LGE]).
Les caracteristiques técniques de I'iman de ressonancia magnética clinica de qué disposem no
permeten realitzar estudi de densitat protonica cardiaca en humans.

Es va realitzar I'estudi a dos pacients amb infart agut de miocardi amb elevaci6 de I'ST i
quatre pacients amb discinésia apical transitoria, reclutats entre els anys 2011 i el 2013, durant
lingrés a la Unitat Coronaria. També es va intentar adquirir una seqiiéncia optimitzada per
mesurar densitat protonica en un unic pacient Els pacients van donar el seu consentiment
informat per al protocol d’estudi préviament acceptat pel Comité d’Etica d’Investigacions
Cliniqgues de I'Hospital Universitari de la Vall d’Hebron amb data 29 de juliol del 2011,
consistent en afegir les sequieéncies experimentals a I'estudi habitual de ressonancia magnética
cardiaca. Els criteris d’inclusi6 van ser pacients ingressats a la unitat coronaria de I'hospital Vall
d’Hebron diagnosticats de IAM amb elevacié de I'ST o de discinésia apical transitoria, que per

decisi6 facultativa es realitzaven un estudi de ressonancia magnética cardiaca, amb capacitat
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per mantenir apnees prolongades i que signessin en consentiment informat després d’haver

rebut la informacié adient sobre I'estudi.

3.2.2 Estudi mitjiangant ressonancia magnética cardiaca

L’estudi complert habitual de ressonancia magnética cardiaca en el context de l'infart agut
de miocardi (IAM) i la discinésia apical transitoria consisteix en sequéncies funcionals de cines,
imatges potenciades en T2 i estudi de retencié tardana de gadolini adquirit 10 minuts després
de l'administracié de contrast. A aquest estudi basal s’afageix la sequéncia de difusid. Les
caracteristiques técniques de I'iman de ressonancia magnética clinica de qué disposem no han
permés realitzar estudi de densitat protonica cardiaca en pacients.

Les caracteristiques de I'iman clinic emprat sén: 1.5T model Magnetom Avanto, Siemens
Healtcare (Germany), equipat amb sistema fast-gradient caracteritzat per un pic d’amplitud de
gradient de 40 G/m i una raé de gir maxima de 200T/m/s.; antena acoblada a quatre elements.
Totes les seqléncies es van adquirir amb sincronitzacié electrocardiografica i apnea
respiratoria. En primer lloc s’adquirien les sequeéncies funcionals de cine-RM segmentades
(TrueFISP, TE, 1.4 ms, TR: 55 ms, angle d’inclinacio: 52° amplada de banda, 977 Hz/pixel;
matriu, 256 x 212; gruix de tall de 6 mm) en plans d’eix curt des de la base fins I'apex del
ventricle esquerre, 2 cameres i 4 cameres.

Les imatges de sang negra potenciades en T2 es van adquirir amb una seqiéncia
estandard de triple inversié — recuperacio amb un ET = 47ms, RT = 2 intervals RR, angle de
180°, amplada de banda de 310Hz/pixel, Temps d’inversié de 18ms, Factor d’acceleracio per a
la imatge paral-lela de 2, matriu de 108*256mm i voxel de 2.0*1.3*8mm3-

Les imatges de difusioé es van adquirir amb una sequéncia EPI en condicions de respiracié
lliure i amb sincronitzacié amb ECG. Valors b potenciats en difusio de 0,400 i 800 s/mm2, ET=
91 ms, RT= 3 R-R, amplada de banda =1302 Hz/pixel, Factor d’acceleraci6 per a la imatge
paral-lela de 2, matriu de 192x192mm i voxel 1.5%x1.5 x 4 mm3,

Finalment, als 10 minuts de l'administraci6 de contrast (0.15 mmol/kg de gadolini),
s’adquirien les imatges tardanes mitjangant una seqiiéncia segmentada amb pre pols d’inversié
recuperacié (TurboFlash, TE: 1.2 ms, TR: 450 ms, angle d’inclinacié 50° amplada de banda
1180Hz/pixel; matriu, 192 x 128; gruix de tall de 8 mm), tot escollint el temps d’inversié més

adient per tal d’anul-lar correctament la senyal del miocardi sa.
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4 Resultats

4.1 El métode

4.1.1 Linearitat de la relacié entre [Gd] i T1-1

El valor de T1 es correlaciona directament amb la [Gd] i permet, per tant, mesurar la
concentracio de Gd en la mostra. T1-! i la [Gd] presenten una molt bona correlacié lineal per a
[Gd] < 5mM [Figures 24.A i 24.B] (amb [Gd] superiors es perd la linearitat de la relacid). La
forca de la relacié6 s’ha valorat amb el coeficient de correlacié lineal r2 en 55 corbes de
calibracio realitzades durant els experiments. El rang de valors de r2 ha estat: 0.9778-0.9999,
amb un valor promig de 0.9967 i desviaci6 estandard de 0.0042.

La correlacio entre LogT1 i la [Gd] és bona per a [Gd] < 0.1mM [Figura 24.C], perd es perd
amb [Gd] superiors [Figura 24.D]. El rang de valors de r2 ha estat de 0.9574-0.9965, amb un
valor promig de 0.9792 i desviacido estandard de 0.007 (analitzat en els mateixos 55
experiments).

Donat que la correlacio entre T1-1 i [Gd] té validesa en un rang de [Gd] més ampli i
demostra major fortalesa, s’ha emprat el valor de T1-" per calcular la [Gd] dels extractes.

Quan la [Gd] a I'extracte és superior a 0.1mM cal diluir 'extracte amb aigua miliQ per tal de
fixar la [Gd] de la mostra analitzada a la RM entre 0.05-0.1mM (dintre del rang optim de

correlacio lineal entre T1-1i [Gd]).
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Figura 24. Relacio entre la [Gd] i T1: les grafiques A i B mostren la relacié6 amb T1-': es manté una relacié lineal,

inversament proporcional i la linealitat es manté amb [Gd] elevades superiors a 0.1mM. Les grafiques C i D mostren la

relacio entre [Gd] i LogT1: en aquest cas, a [Gd] baixes hi ha relacié lineal, pero aquesta es perd amb [Gd] > 0.1mM.

41.2 Verificacié de possibles interferéncies en la mesura de T1 degudes a restes férriques

de l'extracte

Les restes bioldgiques amb possible contingut férric presents als extractes analitzats no

tenen cap efecte sobre la mesura de T1. Es comprova com els extractes sense gadolini no

modifiquen el valor de T1 respecte I'aigua miliQ sense gadolini [Figura 25 ]. Per tant, es pot

concloure que les restes tissulars presents a I'extracte no alteren el valor de T1.
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Valoracid de la possible interferéncia de les restes férmques als extractes en el valorde T1
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Figura 25. Grafica on es representen els valors de T1 d’extractes de cor perfosos amb i sense gadolini aixi
com la corba de calibraci6 de Gd en aigua. Els cercles negres sén mostres d’extractes procedents de cors
perfosos amb gadolini. Els triangles negres corresponen a extractes procedents de cors que han estat perfosos
sense gadolini. Els cercles blancs mostren els punts de la corba de calibracié. Es comprova com els extractes

sense gadolini no modifiquen el valor de T1 respecte I'aigua miliQ sense gadolini.

41.3 Comprovacié del nombre d’extractes necessaris per quantificar adientment el gadolini

Per tal de determinar quants extractes de la mostra calia fer per obtenir la maxima
recuperacié de gadolini es van realitzar tres extractes a les mostres procedents de cors
perfosos amb [Gd] 1mM [Figura 26.A]. Es va comprovar que en el primer extracte ja s’obté el
100% del continugt de Gd i que la quantificacié no es modifica afegint la informacié d’extractes
ulteriors.

Es van realitzar experiments pilot amb cors perfosos amb [Gd] 10mM, és a dir, una [Gd] 10
vegades superior als experiments habituals. En aquests casos, el primer extracte permetia

recuperar el 87% del Gd, I'addicié de dues extraccions més proporcionava el 98.5%, del Gd i el

61



Mireia Andrés Villarreal. Departament de Medicina. Universitat Autbnoma de Barcelona

quart extracte, el 99.5% [Figura 26.B]. Es a dir, quan el contingut de gadolini de la mostra és

elevat, pot ser necessari ralitzar més d’'un extracte per obtenir la recuperacié completa de

gadolini.
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Figura 26. Box plot on es representa la quantitat de Gd recuperada segons el nombre d’extraccions que es
realitza sobre la mateixa mostra. La grafica A representa el promig i desviacio estandard del primer, segon i tercer
extractes procedents de 72 experiments de cors perfosos amb Gd 1mM. La grafica B representa el promig i

desviacié estandard del primer, segon, tercer, quart i cinqué extractes procedents de 13 experiments de cors
perfosos amb Gd 10mM.
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414 Cinética d’arribada del gadolini a I'efluent

S’ha estudiat la cinética d’arribada del gadolini a I'efluent en el sistema de perfusié salina.
En les nostres condicions experimentals s’ha comprovat que la [Gd] a I'efluent s’estabilitza
passats 3,5 minuts des de l'addicié de tampd amb gadolini a l'inici del circuit. La figura 27
mostra la cinética d’arribada de gadolini a I'efluent en les condicions experimentals emprades.
Aquest temps depén de la longitud del circuit de perfusid, de la velocitat de perfusié i del volum
de tampd contingut a la camara prévia a la sortida de I'efluent (trampa de bombolles), que ha
estat constant al llarg de tots els experiments. En tots els experiments s’ha obtingut una mostra
d’efluent per comprovar la [Gd] amb qué s’estava perfonent el cor en el moment de finalitzar

I'experiment.

Cinética d'arnbada de Gadolini a 'efluent

0E

[Gd en mha

Temps [ minuts)

Figura 27. Concentracio de Gadolini a I'efluent al llarg del temps. La corva mostra un ajust exponencial realitzat

amb el Software Sigma Plot®. Es pot apreciar com a partir del minut 4 s’estabilitza la [Gd] a I'efluent.
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4.2 Experiments amb cor de rata aillat sotmés a perfusio salina

421 Experiments en normoxia

Els cors sotmesos a perfusié salina normosmotica durant 40 minuts van presentar una
pressié de perfusié de 49.5 + 6.4 mmHg i pressio sistolica maxima de 84.3 + 26.1mmHg. Els
cors del grup de perfusié hiperosmotica van presentar una pressié de perfusié de 56.5 + 8.3
mmHg i pressio sistolica maxima de 81.4 £ 25mmHg. Els cors del grup de perfusié hiposmotica
van presentar una pressio de perfusié de 46.9 + 5.7 mmHg i pressié sistolica maxima de 56.8 +

10.8mmHg [Figura 28.A, 28.B, 28.C; Figura 29].

4.2.2 Experiments amb isquémia reperfusié

Els cors sotmesos a isquémia reperfusié van presentar una pressié de perfusid durant
I'equilibrat de 54.5 + 12.1 mmHg i pressié sistolica maxima de 75.5 £ 16.9mmHg. Els cors del
grup d’isquémia reperfusioé protegits amb blebbistatina van presentar una pressié de perfusié
de 448 + 2.8 mmHg i pressi6 sistolica maxima de 85.3 £+ 24.7 mmHg. Els cors del grup
d’'isquémia reperfusié protegits amb manitol van presentar una pressio de perfusio de 46.8 *
6.4 mmHg i pressi6 sistolica maxima de 102.5 + 36.9mmHg [Figura 28.D, 28.E, 28.F; Figura
29].
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Figura 28. Registres de pressié exercida pel ventricle esquerre al llarg de I'experiment de perfusié slaina. A.

Exemple del registre de la pressié exercida pel ventricle esquerre d'un cor perfés durant 40 minuts amb tampo

Normosmotic-Henselheit (isosmotic). B Exemple del registre de la pressid exercida pel ventricle esquerre d’'un cor

perfés durant 40 minuts amb tampé hipoosmotic. C. Exemple del registre de la pressio exercida pel ventricle esquerre

d’'un cor perfés durant 40 minuts amb tampd6 hiperosmotic (enriquit amb manitol). D. Exemple del registre de la

pressié exercida pel ventricle esquerre d’un cor perfés durant 30 minuts en condicions de normdxia i sotmés a

140R30. E. Exemple del registre de la pressio exercida pel ventricle esquerre d’'un cor perfés durant 30 minuts en

condicions de normoxia, sotmes a 140R30 i protegit amb blebbistatina.F. Exemple del registre de la pressié exercida
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pel ventricle esquerre d’'un cor perfés durant 30 minuts en condicions de normoxia i sotmés a 140R30 i reperfés amb

tampo hiperosmotic.

La Figura 29.A. representa els promitjos, el rang i la dispersié de la pressié sistolica
maxima exercida pel ventricle esquerre en els diferents protocols de perfusié salina. La Figura
29.B. representa els promitjos, el rang i la dispersid de la pressio de perfusié en els diferents
protocols de perfusio salina.

A Pressitc maxima exercida pel ventricle esquerre

160
140

120
100 l
" .

i} T T T T T T
MNormosmdtic  Hiposmdtic Hiperosmidtic 1R IR-Blebb  IR-Manitol

mmHg

B. Pressio de perfussio

mmHg
&

{J T T
Normosmdtic Hiposmdtic Hiperosmdtic 1R IR-Blebb  IR-Manitol
Figura 29.A. Pressié maxima exercida pel ventricle esquerre (mmHg) en els diferents protocols experimentals:
Normosmotic; Hiposmotic; Hiperosmotic; IR (Isquémia 40- Reperfusioé 30); IR Blebb (Isquémia 40 — Reperfusio 30
protegits amb Blebbistatina; IR Manitol (Isquémia 40- Reperfusié 30 protegits amb perfusié hiperosmoética). Els Blots
expressen el promig i dispersié (rang).
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Figura 29.B. Pressié de perfussié administrada (mmHg) en els diferents protocols experimentals: Normosmotic;
Hiposmotic; Hiperosmotic; IR (Isquémia 40- Reperfusioé 30); IR Blebb (Isquémia 40 — Reperfusié 30 protegits amb
Blebbistatina; IR Manitol (Isquémia 40- Reperfusié 30 protegits amb perfusié hiperosmotica). Els Blots expressen el

promig i dispersio (rang).

4.3 Experiments en cor de rata in vivo

Els quatre cors procedents d’estudis /n vivo, de les rates a qui s’havia administrat una
perfusidé de gadolini per via intravenosa, van poder ser utilitzats per I'analisi. Cap dels animals
va presentar aritmies cardiaques, alteracions electrocardiografiques ni problemes relacionats a
I'administracié de Gd. El contingut d’aigua dels cors /n vivo ha estat (expressat en mL/100g de
teixit sec): aigua total: 335 + 5.3, aigua extracel-lular 79 + 10, aigua intracel-lular: 257 + 8.4

[Taula 3, Figura 30].

4.4 Distribucié de l'aigua al model de cor de rata

Als cors sotmesos a perfusié salina amb tampons amb diferent osmolaritat s’observa un
increment notable del contingut d’aigua total respecte el cor intacte (406 vs 336, p < 0.001,
mL/100g de teixit sec). Aquest increment d’aigua era a expenses del compartiment
extracel-lular (152 vs 79, p< 0.01, mL/100g de teixit sec) [Taula 3, Figura 30].

Aquest augment en el contingut d’aigua extracel-lular és similar en els tres grups de
perfusié salina, respecte el cor intacte, independentment de la osmolaritat del tampd de
perfusio (152 — 144 — 172 mL/100g de teixit sec, p=ns) [Taula 3 i Figura 30]

Els cors perfosos amb sérum hiposmotic, amb baix contingut de clorur de sodi s’observa un
increment addicional de l'aigua total (406 vs 444, p < 0.01, mL/100g de teixit sec) a expenses
del compartiment intracel-lular (254 vs 300, p < 0.01, mL/100g de teixit sec) [Taula 3, Figura
30].

Contrariament, perfondre els cors amb sérum hiperosmotic enriquit amb manitol, causa una
reduccié molt significativa de I'edema total (406 vs 361, p < 0.01, mL/100g de teixit sec) a
expenses del compartiment intracel-lular (254 vs 189, p < 0.01, mL/100g de teixit sec) i malgrat

un lleu increment del compartiment de I'extracel-lular (152 vs 172, p = n.s., mL/100g de teixit
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sec) [Taula 3, Figura 30], de manera que el contingut d’aigua total dels cors perfosos amb

tampod hiperosmotic tendeix al del cor intacte.

Taula 3. Distribucié de I'aigua en el cor perfés segons les condicions del tamp6 de perfusié (promitjos+

error estandard).

Aigua total Aigua Aigua
extracel-lular intracel-lular
Cor intacte 336 +5.3 7910 257 £+ 8.4
Normosmotic 40’ 406 + 6.5 152 +5.6 254 +13.1
Hiposmatic 40 444 + 21 144 + 5.7 300+7.9
Hiperosmaotic 40° 361 £4.0 172 + 6.6 189 +£5.3

Contingut d'aigua (mL/100g pes sec)

mitjana + error estandard

600 -+

500 -

400 - O Cor intacte

O Normosmotic 40'

¥
§ §
¥
¥§
300
@ Hiposmotic 40'
200 - § 5 ¥ . .
§ § M Hiperosmotic 40'
100
0 .

Aigua total Aigua extracel-lular Aigua intracel-lular

Figura 30. Grafica on es representa el contingut d’aigua del cor i la seva distribuciéo entre els

compartiments intra i extra-cel-lulars (promitjos+ error estandard).

Els cors sotmesos a isquémia-reperfusié presenten un increment molt notable del contingut
total d’aigua respecte els cors perfosos en normodxia (539 vs 406mL/100g de teixit sec, p<
0.05). Aquest increment en el contingut hidric és a expenses de l'expansié de l'espai
accessible al gadolini, definit com aigua extracel-lular (353 vs 152 mL/100g de teixit sec, p<
0.001) [Taula 4 i Figura 31]. Els cors protegits del dany per isquémia reperfusié mitjangant la
inhibicié de la hipercontractura amb blebbistatina presenten un contingut i distribucié de I'aigua

molt semblant als cors “control” (cors perfosos durant 40 minuts amb tampé isosmotic): Aigua
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total: 414 vs 406mL/100g de teixit sec (p: n.s.), Aigua extracel-lular: 142 vs 152mL/100g de
teixit sec, Aigua intracel-lular 272 vs 254mL/100g de teixit sec) [Taula 4, Figura 31]. Aixi mateix,
els cors protegits del dany per isquémia reperfusi6 mitjangant la prevencié de l'edema
intracel-lular amb tampo hiperosmotic mostren una distribucié d’aigua preservada respecte els
cors perfosos amb manitol no sotmesos a isquémia reperfusié (374 vs 361; 159 vs 172 ; 214 vs
189, p= n.s.); aquests cors, comparats amb els sotmesos a isquémia reperfusié sense mesures
de proteccid, presenten menor contingut d’aigua total (374 vs 539, p< 0.001) a expenses de
I'espai accessible al gadolini definit com espai extracel-lular (159 vs 353, p < 0.001) [Taula 4,

Figura 31].

Taula 4. Distribucié de l'aigua en el cor perfés: control (Normosmotic 40 minuts) i els diferents protocols

d’IR (promitjos+ error estandard).

) Aigua Aigua
Aigua total )
extracel-lular intracel-lular
Normosmotic 40’ 406 £ 6.5 152 £+ 5.6 254 +13.1
IR 539 +19.0 353 + 32.5 191 + 16.8
IR-blebbistatina 414 + 3.6 142 + 9.6 272 +7.2
IR-manitol 374 £9.9 159 + 8.9 214 £ 8.9

Contingut d'aigua (mL/100g pes sec)

600 - + mitjana * error estandard

500 -

400 - O Normosmotic 40'
BIR

300 -
O IR-Blebbistatina

200 ~ = IR-Manitol

100 -

0

Aigua total Aigua extracel-lular  Aigua intracel-lular

Fig 31. Grafica on es representa el contingut d’aigua del cor i la seva distribucié entre els compartiments

intra i extra-cel-lulars (promitjos+ error estandard).
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