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Papel de los receptores A, de adenosina en el efecto protector
del precondicionamiento isquémico remoto

Role of A1 adenosine receptors on remote ischemic preconditioning

DIAMELA T. PAEZ', ELIANA P. BIN', VERONICA CASANOVA?, ELIANA CICALE?, RICARDO J. GELPI'*", MARTIN DONATO™*

RESUMEN

Introduccién: Es conocido que la adenosina esta involucrada en el mecanismo de precondicionamiento isquémico clasico,
actuando a través de los receptores A y A,.

Objetivo: El objetivo de nuestro estudio fue evaluar si el precondicionamiento isquémico remoto (rIPC) activa los receptores
de adenosina A antes de la isquemia o en la reperfusién y, de ese modo, reduce el tamafio del infarto de miocardio. Corazones
aislados de rata fueron sometidos a 30 minutos de isquemia y 60 minutos de reperfusion (I/R). En otro grupo de ratas, se
realiz6 un protocolo de rIPC. El tamano del infarto se midié con trifenil de tetrazolio.

Resultados: El rIPC disminuy6 significativamente el tamano del infarto. Este efecto fue abolido cuando se administr6 DPCPX
(bloqueante del receptor A ) o L-NAME (inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico) durante la reperfusién.

Conclusién: Empleando un modelo de corazén aislado de rata demostramos que el rIPC reduce el tamaino del infarto de mio-
cardio mediante la activacién del receptor A, de adenosina al inicio de la reperfusién miocardica. Este efecto protector también
estaria mediado por la activacién de la enzima 6xido nitrico sintasa durante la reperfusion.

Palabras claves: Infarto de miocardio - Precondicionamiento isquémico miocardico/métodos - Receptor de adenosina A1 - Receptor de adenosina A3

ABSTRACT

Background: Adenosine is involved in classic preconditioning acting especially through adenosine A, and A, receptors.
Objective: The objective of our study was to evaluate whether remote ischemic preconditioning (rIPC) activates the A, ad-
enosine receptors before ischemia or at reperfusion in order to reduced myocardial infarct size.

Methods: Isolated rat hearts were subjected to 30 min of ischemia and 60 min of reperfusion (I/R). In a second group, a rIPC
protocol (3 cycles of hindlimb ischemia/reperfusion) was performed.

Results: The infarct size was measured with tetrazolium staining. rIPC significantly decreased the infarct size. This effect was
abolished when DPCPX (A, receptor blocker) and L-NAME (NO synthesis inhibitor) were administered during the reperfusion.
Conclusion: We demonstrated in the isolated rat heart that rIPC reduces myocardial infarction by activation of A, adenosine re-
ceptor at reperfusion. Interestingly, rIPC appears to reduce infarct size increasing eNOS activity during myocardial reperfusion.

Key words: Mycardial Infarction - Ischemic Preconditioning, Myocardial/methods - Receptor, Adenosine A1 - Receptor, Adenosine A3

Abreviaturas

riPC precondicionamiento isquémico remoto L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster
I/R isquemia/reperfusion ON oxido nitrico
DPCPX  8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina ONS oxido nitrico sintasa

INTRODUCCION cardioprotectora desde el 6rgano periférico al 6rgano
diana involucra factores humorales, (2) vias neurona-

El precondicionamiento isquémico remoto (rIPC) es  les, (3,4) o una interaccién neurohumoral. (1). En un

un fenémeno cardioprotector mediante el cual breves
episodios de isquemia/reperfusion de un 6rgano o tejido
confieren al corazon resistencia a un episodio isquémico
posterior y prolongado. (1)

El fenémeno rIPC ha sido ampliamente estudiado
en los dltimos 25 anos. Sin embargo, ciertos aspectos
de su mecanismo siguen siendo desconocidos. Algunos
autores han demostrado que la transferencia de la senal

estudio previo, hemos demostrado que el rIPC activa
senales de proteccién cardiacas antes de la isquemia
miocardica. (5) Sin embargo, en ese estudio no se eva-
luaron los cambios celulares o moleculares que ocurren
durante la reperfusién miocardica.

La adenosina podria activar el mecanismo del rIPC
en tejidos alejados al corazén. (6,7,8) No obstante,
se desconoce si el rIPC aumenta la concentraciéon de
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adenosina local en el tejido/6rgano remoto y estimula
la via neurogénica, (9) o si participa directamente en
el corazon. Diferentes autores han corroborado la
participacién de la adenosina antes de la isquemia
miocardica (9,10), pero ain no se ha estudiado el papel
de este nucledsido durante la reperfusion miocardica
en corazones sometidos a rIPC.

Por tal razén, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el papel de los receptores de adenosina (A,) sobre los
efectos cardioprotectores del rIPC, considerando su
activaciéon antes de la isquemia miocardica o al inicio
de la reperfusion.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague Dawley (300-350 g). Los procedi-
mientos utilizados en estos estudios fueron aprobados por el
Comité de Investigacién y Cuidado Animal de la Universidad
de Buenos Aires (Protocolo #2948/10), en acuerdo con la Guia
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada
por el National Institute of Health (NIH) de los EE.UU.

Procedimiento quirargico

Las ratas fueron anestesiadas con uretano (1,5 g/kg) e in-
tubadas para ventilarlas con una mezcla de aire ambiental
y oxigeno, utilizando un respirador Harvard (Modelo 683).
A continuacién, los animales fueron asignados de manera
aleatoria a los diferentes grupos experimentales (Figura 1).
Luego se procedi6 a disecar y exponer la arteria femoral iz-
quierda con el fin de realizar sobre ella el protocolo de rIPC.
Tras completar los protocolos in vivo (ver mas adelante),
los animales fueron eutanasiados con una sobredosis de
uretano. Se extrajo el corazén, que fue montado por la raiz
de la aorta en un sistema de perfusién para 6rgano aislado,
segin la técnica de Langendorff, alli se los dejé estabilizar
durante 20 minutos.

Grupos experimentales (Figura 1)
1. I/R (n = 8): Las ratas se anestesiaron y la arteria femoral
izquierda fue disecada y expuesta. Luego de 30 minutos de
monitoreo, los corazones fueron extraidos y perfundidos
segun la técnica de Langendorff. Después de 15 minutos de
estabilizacion, se realiz6 una isquemia global de 30 minutos,
seguida de 60 minutos de reperfusion.

2. rIPC (n = 8): después de que las ratas fueron anes-
tesiadas y la arteria femoral izquierda disecada y expuesta,

los animales se precondicionaron mediante un protocolo de
isquemia (5 min) y reperfusién (5 min) por oclusiéon de la
arteria femoral izquierda. Posteriormente, los corazones se
sometieron al mismo protocolo utilizado en el grupo I/R para
inducir infarto de miocardio.

3.rIPC + DPCPX (n = 6): 5 minutos antes de proceder al

protocolo de rIPC se administro 8-ciclopentil-1,3-dipropilxan-
tina (DPCPX, 100 ug/kg IP), un bloqueante selectivo de los
receptores A, de adenosina. El infarto de miocardio se indujo
usando el protocolo mencionado anteriormente.
4. rIPC + DPCPX (R) (n = 6): se utiliz6 el mismo protocolo
que en el grupo rIPC, pero al comienzo de la reperfusion
se administré 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX, 1
nM); el farmaco se infundi6 durante los primeros 10 min de
reperfusion.

5. rIPC + L-NAME (R) (n = 7): se utiliz6 el mismo pro-
tocolo del grupo rIPC, pero al comienzo de la reperfusién
miocérdica se administr6 un inhibidor de la sintesis de 6xido
nitrico (NG-nitro-L-arginina metil éster; L -NAME, 100
mmol/l); el farmaco se infundié durante los primeros 10 min
de reperfusion.

Tamafio del infarto

Después de 60 min de reperfusion en el sistema de Langen-
dorff, los corazones se congelaron y se cortaron en cortes
transversales de 2 mm de espesor desde el 4pice hasta la base.
Las secciones se incubaron durante 20 minutos en cloruro de
trifeniltetrazolio al 1% (pH 7,4; 37 ° C) y luego se sumergie-
ron en formol al 10%. Al aplicar esta técnica, los sectores de
miocardio viables se tifien de rojo, mientras que las areas de
infarto permanecen sin tefir. Finalmente, se escanearon las
secciones y se midieron las areas viables e infartadas (Image
Pro Plus, version 4.5). El tamano del infarto se expres6 como
porcentaje del area ventricular izquierda.

RESULTADOS

La figura 2 muestra el tamano del infarto inducido
por 30 min de isquemia global seguido de 60 min de
reperfusion. En el grupo I/R, el tamano del infarto fue
44,6 + 2 2%, mientras que el rIPC lo disminuy6 a 35,6
+ 1.2% (p <0,05 vs. grupo I/R), lo que muestra la sig-
nificativa cardioproteccion del rIPC. La administraciéon
de DPCPX antes del protocolo de rIPC no influyé en
los efectos de esta estrategia cardioprotectora sobre el
tamano de infarto. Sin embargo, al bloquear el recep-
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Fig. 2. Tamano del infarto,
expresado como porcentaje del
area del ventriculo izquierdo. El
rIPC redujo significativamente
el tamano del infarto y este
efecto fue abolido por la admi-
nistracion de DPCPX y L-NAME
al inicio de la reperfusién. I/R:
isquemia/reperfusion; rIPC:
precondicionamiento isquémico
remoto; DPCPX: 8-ciclopen-
til-1,3-dipropilxantina; L-NAME:
NG-nitro-L-arginina metil éster;
(R): farmacos aplicados al inicio
de la reperfusion. *: p <0,05
vs. |/ R.
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tor A, de adenosina al comienzo de la reperfusién, se
eliminé por completo el efecto beneficioso del rIPC, lo
que dio como resultado un tamano de infarto de 46,4
+ 3,3% (p <0,05 frente al grupo rIPC).

La administracion de L-NAME al inicio de la re-
perfusion aboli6 completamente el efecto del rIPC; el
tamano del infarto fue de 46,4 + 2,8% en este caso.
Se demostro6 de esta manera la participacion del 6xido
nitrico en el mecanismo del rIPC.

DISCUSION

En este estudio investigamos el papel del receptor de
adenosina en el mecanismo del rIPC considerando su
activacion antes de la isquemia miocardica o en el mo-
mento de la reperfusién. Ademas, hemos demostrado
que la activacién de los receptores A, en la reperfusion
temprana se asocia con la sintesis de 6xido nitrico (ON),
ya que la administracién de L-NAME aboli6 el efecto
beneficioso del rIPC.

Pell y cols. demostraron que un solo ciclo de precon-
dicionamiento renal redujo el infarto de miocardio en
un modelo de conejo in vivo. Estos efectos cardioprotec-
tores fueron abolidos en presencia de 8- (p-sulfofenil)
-teofilina (8-SPT), un bloqueante no selectivo de los re-
ceptores de adenosina, lo que sugiere la participacion de
estos en el mecanismo de precondicionamiento agudo de
miocardio. (9) Takaoka y cols. también describieron que
el rIPC renal reduce significativamente el tamano del
infarto y mejora el metabolismo energético del miocar-
dio en corazones de conejo sometidos a I/R, a través de
la activacion de los receptores de adenosina. (10) Dong
y cols. mostraron que el rIPC induce efectos protectores
contra el dano por I/R y esto fue abolido después de la
reseccién del nervio femoral y la administraciéon de
DPCPX, lo que sugiere la participacién de la adenosina
en el tejido remoto y la activacion de la via neural del
precondicionamiento. (7) Sin embargo, ninguno de esos
estudios evalu6 la participacion de los receptores de

adenosina antes de la isquemia miocardica y al comien-
zo de la reperfusion. En esta investigacién mostramos
la importancia de la activaciéon del receptor A, solo
durante la reperfusién, para lograr la cardioproteccion.

E1 ON puede modular la apertura del poro de tran-
sicién de la permeabilidad mitocondrial (mPTP) en
mitocondrias aisladas. (11) El mPTP es un canal no
especifico que induce la despolarizacion de la membrana
interna mitocondrial, conduce al agotamiento del ATP
y mejora la presion osmoética coloidal en la matriz mito-
condrial, esto lleva a su hinchazoén y a la ruptura de la
membrana externa mitocondrial. (12) La concentracién
fisiolégica de ON puede inhibir el mPTP por mecanis-
mos relacionados con la S-nitrosilaciéon. (11) Varios
estudios han demostrado que la producciéon de ON pue-
de proteger al corazén contra la lesion de I/R. (13) En
el presente estudio observamos que la cardioproteccién
del rIPC fue abolida por el L-NAME, ello sugiere que
el ON participa en el mecanismo de rIPC.

En resumen, mediante esta investigacion demostra-
mos que en el corazon aislado de rata, el precondiciona-
miento isquémico remoto limita el infarto de miocardio
mediante la activacién de los receptores A de adenosina
durante la reperfusiéon temprana. Los resultados de
nuestro trabajo también ponen en evidencia la parti-
cipacién de la enzima NOS en el mecanismo del rIPC.
Se requieren mas estudios que investiguen las vias de
transduccion de senal miocardica subyacentes al rIPC
para explicar el efector final que lleva a la proteccion
luego de la activacién del receptor A,.
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