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RESUMEN SUMMARY

Introduccion: el poscondicionamiento isquémico
(PCI) es una estrategia protectora contra la injuria
por reperfusion con propiedades antiarritmicas. La
hipertrofia cardiaca secundaria a la hipertension ar-
terial aumenta el riesgo de sufrir arritmias y, ade-
mas, reduce la respuesta a algunos tratamientos.
Objetivo: determinar si el efecto antiarritmico del
PCI se mantiene en corazones hipertroficos.
Meétodo: los corazones aislados de ratas Wistar Kyoto
(WKY) y de ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
de la misma edad, fueron perfundidos segun la técnica
de Langendorff y sometidos a 15 min de isquemia regio-
nal. Al momento de la reperfusion se dividieron en: a)
WKY, b) WKY-PCI, ¢) SHR, d) SHR-PCI (n=13 por gru-
po). El PCI consisti6 en tres ciclos de 30 s de reperfusion
y 30 s de isquemia, al inicio de la reperfusion. Se clasifi-
caron las arritmias ventriculares observadas en el ECG.
Se estim6 la hipertrofia por el peso cardiaco relativo.
Resultados: la hipertension arterial en las ratas
SHR provoco hipertrofia miocardica. Todos los corazo-
nes sufrieron una alta incidencia de fibrilacion ventricu-
lar al inicio de la reperfusion (SHR 92,3% y WKY 77%,
ns). EI PCI restituyo el ritmo sinusal en los corazones de
las ratas normotensas (WKY-PCI 61,5% vs WKY 23,1%,
p=0,0236 por test de C?) y en los de las SHR (SHR-PCI
69,2% vs SHR 15,4%, p=0,0016 test de C2).
Conclusion: el PCI fue capaz de restituir el ritmo si-
nusal en la mayoria de los corazones que presentaron
arritmias ventriculares de reperfusion y el efecto an-
tiarritmico se mantuvo en corazones hipertréficos
provenientes de ratas SHR.
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Introduction: ischemic postconditioning (IPC) is a
protective strategy against reperfusion injury with an-
tiarrhythmic properties. Cardiac hypertrophy secon-
dary to hypertension increases the risk of arrhythmias
and also reduces the response to some treatments.
Objective: to determine whether the antiarrhyth-
mic effect of IPC was maintained in hypertrophic
hearts.

Methods: isolated rat hearts from Wistar Kyoto rats
(WKY) and spontaneously hypertensive rats (SHR)
of the same age, were perfused according to Lan-
gendorff technique and subjected to 15 min regional is-
chemia. At the moment of reperfusion, hearts were di-
vided into: a) WKY, b) WKY-IPC, ¢) SHR, d) SHR-IPC
(each group, n=13). The IPC consisted of 3 cyclesof 30 s
of reperfusion and 30 s of ischemia at the onset of reper-
fusion. Ventricular arrhythmias were diagnosed using
ECG records. Hypertrophy was estimated by relative
heart weight.

Results: hypertension in SHR induce myocardial
hypertrophy. All hearts underwent a high incidence of
ventricular fibrillation (SHR 92,3% and WKY 77%, ns).
IPC restored sinus rhythm in the hearts of normotensi-
ve rats (WKY-PCI 61,5% versus WKY 23,1%, p =
0,0236 by C2 test) and in those from SHR (SHR-PCI
69% versus SHR 15,4%, p = 0,0016 C2 test).
Conclusion: IPC is able to restore sinus rhythm
from most of the hearts that developed reperfusion
ventricular arrhythmias and the antiarrhythmic ef-
fect remains in hypertrophic hearts from SHR rats.
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INTRODUCCION

Las taquiarritmias ventriculares que ocurren
durante la reperfusion del miocardio isquémi-
co son un marcador de mal prondstico. Si bien
la cardioversion eléctrica es efectiva para res-
tituir el ritmo sinusal, la mortalidad a 30 y 90
dias esta sustancialmente elevada en aquellos
pacientes que recibieron este tratamiento (1.2,
Se cree que este peor pronéstico podria inter-
pretarse como la expresion de la injuria por is-
guemial/reperfusién, ya que la incidencia de
arritmias se asocia con el dafio microvascular
y con infartos de mayor tamario ). Dado que la
cardioversion no protege contra los efectos
producidos por la isquemia/reperfusion, es ne-
cesario desarrollar tratamientos antiarritmi-
cos que ademads sean protectores contra otros
componentes de esta injuria.

El poscondicionamiento isquémico (PCl) es
una maniobra cardioprotectora con propieda-
des antiarritmicas “¢. EI mismo consiste en
aplicar breves episodios de isquemia intermi-
tente al inicio de la reperfusién. Esta manio-
bra fue descripta en 2003 por Zao y colabora-
dores, quienes demostraron que reduce el ta-
mafo del infarto y la disfuncién endotelial en
corazones in situ de perros ). Esto fue rapida-
mente confirmado como cardioprotector en el
ambito clinico ®). Recientemente se ha demos-
trado que protege contra las arritmias de re-
perfusion en ratas y que este efecto se mantie-
ne en corazones de ratas senescentes 6.7,

La hipertrofia cardiaca secundaria a hiper-
tension arterial aumenta el riesgo de sufrir
arritmiasy reduce la respuesta a algunos trata-
mientos. Las modificaciones miocéardicas es-
tructurales y funcionales que ocurren debido a
la hipertension arterial predisponen a la ocu-
rrencia de arritmias ventriculares severas ©.
Algunas estrategias cardioprotectoras, como la
administracién de enalapril o el mismo PCI son
menos efectivas en corazones hipertroéficos ©.12),

Por lo antes expuesto decidimos evaluar si
el efecto antiarritmico del PCI se mantieneen
corazones hipertroéficos provenientes de ratas
espontaneamente hipertensas.

MATERIAL Y METODO

MODELO EXPERIMENTAL

Los experimentos se realizaron en corazones
aislados de ratas de acuerdo a los procedi-
mientos dispuestos por el CICUAL de la Fa-
cultad de Ciencias Médicas, Universidad Na-
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cional de Cuyo, que constata que los estudios
se ajusten a la Guia de Cuidado y Uso de Ani-
males (National Academy Press, Washington
DC, 1996). Se utilizaron 58 ratas machos de 3
meses de edad, 28 de la cepa Wistar Kyoto
(WKY) con un peso de 300 g a 380 g y 30 es-
pontaneamente hipertensas (SHR) de 280 g a
340 g. En un estudio piloto realizado para de-
terminar la presion de perfusion necesaria
para equiparar el caudal por gramo de tejido
en los corazones de las SHR se usaron dos ra-
tas de cada cepa. A todos los animales se les
determind la presion arterial sistélica por el
meétodo pletismografico en la cola, el dia pre-
vio al sacrificio. Las ratas fueron sacrificadas
por dislocacion cervical luego de ser sedadas
con ketamina 60 mg/kg y acepromacina 0,1
mg/kg por via intraperitoneal. Los corazones
fueron extraidos rapidamente y colocados en
solucién de Krebs-Henseleit con heparina a
4°C. Desde la diseccidn del tejido extracardia-
co hasta ser conectados al sistema de perfu-
sion transcurrieron menos de 3 minutos. Se
perfundio a presion constante de 80 cm H20 0
130 cm H20 en el caso de las SHR, con una so-
lucion de Krebs-Henseleit modificada que
contenia (en mM): 121 NaCl, 25 NaHCOs, 1,2
Na:HPO4, 5 KCI, 2,5 CaClz, 1,2 MgSOs4, 11
glucosa, que al ser burbujeada con 5% COz en
O2, teniaunpH de 7,4 +0,1a 36,5+ 0,5 °C.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Luego de 20 minutos de estabilizacion del
preparado se obtuvieron los registros de con-
trol durante 10 minutos. A continuacién los
corazones fueron sometidos a 15 min de is-
quemia regional por ligadura de la arteria co-
ronaria descendente anterior realizada con
un hilo de seda 6-0 cuyos extremos fueron in-
troducidos en un tubo de polietileno, para po-
der ocluir el flujo en forma intermitente. Al fi-
nalizar los 15 minutos de isquemia se resta-
blecio la circulacion coronaria durante otros
15 minutos. Las variaciones de caudal coro-
nario se utilizaron para evaluar la eficiencia
de la ligadura (descenso mayor a 25%) y de la
reperfusion. Los preparados se dividieron al
azar en dos grupos para cada cepa: WKY
(n=13), WKY-PCI (n=13), SHR (n=15) y
SHR-PCI (n=13). El PCI consisti6 en tres ci-
clos de 30 s de reperfusion y 30 s de isquemia
regional practicados inmediatamente des-
pués de los 15 min de isquemia. Al final del
periodo de reperfusién se volvié a ocluir la ar-
teriay se perfundié azul de Evans a fin de de-
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FIGURA 1. Caudal coronario por gramo de tejido miocardico en diferentes periodos del protocolo experimental. Pl corres-
ponde al dltimo minuto antes de realizar la isquemia, 1SQ es el caudal del Gltimo minuto previo a la reperfusiony REP
indica el inicio de la reperfusion, incluye los caudales de la maniobra de PCI. Los nimeros corresponden a los minutos
en que se realizaron mediciones de caudal durante la reperfusion. # p<0,05 vs Pl para cada grupo.

limitar el area sometida a isquemia. El grado
de hipertrofia miocardica se evalug en base al
peso cardiaco relativo (PCR en mg/g) obtenido
dividiendo el peso del corazén en miligramos
por el peso de la rata en gramos. Para deter-
minar el area isquémica se cortaron los ven-
triculos en rodajas de 2 mm desde el apex ala
base, las cuales fueron fotografiadas y eva-
luadas por planimetria utilizando el progra-
ma ImageJd.

Se excluyeron los corazones con areas me-
nores a 40% de la masa ventricular, ya que es-
te nivel de isquemia es el minimo requerido
para garantizar homogeneidad y reproducibi-
lidad en la incidencia de arritmias de reperfu-
sion (13),

ANALISIS DE LAS ARRITMIAS

Se registro el electrograma de superficie en
corazones latiendo espontaneamente por me-
dio de electrodos extracelulares ubicados uno
en laauriculaderechay el otroen lapuntadel
corazén, conectados a un electrocardiégrafo
Hewlett-Packard 1500A. La sefial analdgica
fue digitalizada y almacenada para un anali-
sis posterior usando una placa conversora NI
PCI-6221 (National Instruments) y el progra-
ma LabView Express 2.5. Se clasificaron las
arritmias ventriculares de acuerdo a la con-
vencion de Lambeth (4. Se evaluaron la inci-
denciay las duraciones de la taquicardia ven-
tricular (TV) y de la fibrilacién ventricular
(FV). El analisis de la severidad de las arrit-
mias se realiz6 por medio de un escala de se-
veridad modificada de Curtis y Walker que

evalla el ritmo mas severo encontrado minu-
to a minuto, usando 5 puntos: 0-Ritmo sinu-
sal; 1-Latidos ventriculares prematuros o bi-
geminia; 2-Salvas, 3-TV no sostenida (<30 s);
4-TV sostenida (>30 s) o FV 19,

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como media
* error estandar de la media o como medianay
rango intercuartilico, seguin se distribuyeran nor-
malmente o no. Se utiliz6 ANOVA a una via con
postest de Bonferroni o test de Kruskal-Wallis
con postest de Dunn. La comparacion de fre-
cuencias se realizo mediante el test C2. Se con-
siderd significativo un valor de p<0,05.

RESULTADOS
La presion arterial sistdlica en la cepa WKY
fue de 128 £ 5,9 mmHg, con un PCR de 4,2 +
0,5 mg/g. En los animales de la cepa SHR la
presionfuede 170+ 3,7 mmHgyel PCRde 5,9
+ 0,7 mg/g, ambos significativamente diferen-
tes (p<0,001) con respecto a la cepa WKY, sin
que se evidenciaran diferencias entre los que
fueron poscondicionados y los que no.

Los caudales coronarios corregidos por
gramo de tejido miocardico se grafican en la
figura 1, donde se aprecia que se mantuvieron
en niveles similares en los diferentes gruposy
al realizarse la oclusion disminuyeron, por lo
menos 25% en todos los casos. La reperfusion
se asocié con una recuperaciéon parcial del
caudal. Durante la maniobra de PCI se cons-
tato6 el cambio intermitente del caudal.
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FIGURA 2. En el panel A se muestran registros representativos de los electrogramas de superficie obtenidos al final del
primer y del tercer minuto de la reperfusion. El panel B corresponde a la cuantificacion de los casos de taquicardia ven-
tricular sostenida o fibrilacion ventricular, o ambas, durante la reperfusion expresadas como porcentaje mas error

estandar.
* p<0,05 vs WKY y + p<0,05 vs SHR.

Se eliminaron del andlisis final dos corazo-
nes pertenecientes al grupo SHR porque la
oclusién no alcanzo6 a generar un 40% de area
isquémica.

Como se aprecia en la figura 2A, en todos
los grupos se observaron taquiarritmias sos-
tenidas o FV durante el primer minuto de re-
perfusion, mientras que los grupos sometidos
a PCI recuperaron el ritmo sinusal al finali-
zar el ciclo. Los trazados electrocardiografi-
cos del primer minuto corresponden a FV,
mientras que en los del tercer minuto los gru-
pos PCI muestran un predominio del ritmo si-
nusal.

El panel 2B grafica la cuantificacion de los
casos de TV sostenida o FV, 0 ambas, donde se
aprecia que todos los grupos desarrollaron se-
veras arritmias de reperfusion en el primer
minuto. Al tercer minuto, en los corazones so-
metidos a isquemia/reperfusion, todavia pre-
dominaba la presencia de severas arritmias,
las que se mantuvieron durante toda la reper-
fusién. La maniobra de PCI provocé que la
mayoria de los corazones, tanto de las WKY

104

como los de las SHR retomaran el ritmo sinu-
sal, sin embargo, persistieron algunos episo-
dios de arritmias transitorios, sobre todo en
las SHR, como puede apreciarse en el trazado
electrocardiografico de la figura 2A.

El efecto de restitucion del ritmo sinusal
fue respaldado por la reduccion de la puntua-
cion de la escala de severidad luego de la ma-
niobra de PCI, y ademas indica que el efecto
no fue transitorio, ya que en los corazones no
poscondicionados se mantuvo un alto nivel de
severidad (figura 3).

Como se puede apreciar en la tabla 1, el
mayor efecto antiarritmico se produjo princi-
palmente en base a una reduccion de la dura-
cion de lafibrilacién ventricular, ya que la du-
racion de la taquicardia no present6 diferen-
cias significativas.

Al analizar la frecuenciacardiaca, en la ta-
bla 2 se muestra que no se evidenciaron cam-
bios durante la preisquemia ni durante la is-
quemia para los diferentes grupos en estudio.
En la reperfusion se aprecié una marcada
bradicardia transitoria en los corazones a los
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FIGURA 3. Puntuacion en la escala de severidad de las arritmias minuto a minuto para cada grupo desde el décimo minuto

de la isquemia hasta el décimo de la reperfusion.

* p<0,05 vs WKY y + p<0,05; + + p<0,01; +++ p<0,001 vs SHR.

TABLA 1. DURACION DE LAS ARRITMIAS VENTRICULARES SOSTENIDAS DURANTE DIEZ MINUTOS DE REPERFUSION

Taquicardia ventricular

Fibrilacion ventricular

Mediana Media Mediana Media
WKY 33 (6-55) 33,9+26,1 498 (79-579) 373,6 £ 223,6
WKY-PCI 24 (15-48) 31,3+17,2 15 (0-194) ** 90,7 +120,1
SHR 36 (5-68) 38,5+ 29,6 435 (279-584) 405,4 + 204,8
SHR-PCI 43 (5-62) 37,0 £ 28,2 55 (24-182) + 102,5 + 110,2

Todos los valores se expresan en segundos. Los datos entre paréntesis corresponden al rango intercuartilico y la dispersion res-

pecto de la media, se expresa mediante el desvio estandar.

** p<0,01 vs WKY y + p<0,05 vs SHR, por Kruskal-Wallis con postest de Dunn.

gue se les aplico la maniobra de PCI, sin em-
bargo solo se pudo comparar contra el control
el primer minuto de la reperfusion, ya que el
resto del tiempo las taquiarritmias impidie-
ron tomar la frecuencia cardiaca en los gru-
pos no poscondicionados.

DISCUSION

En este trabajo se demostré que el PCI, me-
diante tres ciclos de 30 s de reperfusion/30 s
de isquemia regional, fue capaz de restituir a
ritmo sinusal la mayoria de los corazones que
presentaron arritmias ventriculares de re-
perfusion y que el efecto antiarritmico tam-
bién se manifest6 en corazones hipertroficos
provenientes de ratas SHR.

El PCI logré revertir las severas arritmias
de reperfusidn, pero no prevenirlas, como se
aprecia en la figura 3. La taquicardiay la FV
se desencadenaron precozmente en todos los
corazones, incluso antes del primer episodio

de isquemia de la maniobra de PCI, pero sélo
persistieron en los corazones no poscondicio-
nados (figura 2A). Es probable que la precoci-
dad de la aparicion de la FV haya influido en
la falta de reduccién de la incidencia (figura
2B). En apoyo a esto ultimo, otros autores han
demostrado que si se produce la primera is-
quemia en forma temprana se puede dismi-
nuir la incidencia de FV y de arritmias soste-
nidas, pero no de otras formas menos severas
de arritmias (6.16), El efecto protector se man-
tuvo luego de finalizada la maniobra de PCI,
persistiendo solo algunos episodios arritmi-
cos autolimitados, lo que también se refleja
en la tabla 1. Estos resultados nos orientan a
pensar que el PCI otorgaria un efecto antifi-
brilatorio al impedir el mantenimiento de cir-
cuitos de reentrada, pero que no interferiria
con la actividad gatillada propuesta para el
desencadenamiento de las arritmias 7). En
efecto, se ha publicado que el PCI es capaz de
revertir la FV si el episodio isquémico se ini-
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TABLA 2. FRECUENCIA CARDIACA EN LOS DIFERENTES PERIODOS DEL PROTOCOLO EXPERIMENTAL

PI PCI REP final
WKY 280+ 16 249+ 11 262 +10 -
WKY-PCI 269 +12 239+10 182+10* 211+13
SHR 266 + 17 228 +£16 256 £ 18 -
SHR-PCI 261 +16 221+18 171 +11 + 240 £ 17

Los valores corresponden a media + SEM, expresados en latidos/minuto. Los espacios se dejaron sin completar si el grupo no con-

taba con mas de tres experimentos en ritmo sinusal.
*p<0,01 vs WKY y + p<0,05 vs SHR por ANOVA I.

cia luego del primer minuto de reperfusion y
aun es efectivo si es instaurado hasta 15 mi-
nutos de iniciada la misma (18.19),

Nuestros resultados respaldarian el efecto
cardioprotector del PCI encontrado a nivel
clinicoy alentarian a esperar buenos resulta-
dos en la proteccién contra las arritmias de
reperfusion. Si bien no se pueden trasladar
los hallazgos obtenidos en modelos animales
in vitro al escenario clinico, la primera des-
cripcion del efecto antiarritmico del PCI se
realizé en un paciente. Durante un procedi-
miento de angioplastiaen uninfarto agudo de
miocardio se observo6 que breves reoclusiones
con el bal6n permitieron revertir un episodio
de ritmo idioventricular acelerado, causante
de descompensacion hemodinamica (29, Esto
motivo que utilizdramos un modelo de isque-
mia regional para simular un sindrome coro-
nario agudo y que usaramos un protocolo de
poscondicionamiento con isquemia regional a
fin de reproducir las condiciones de PCI con
angioplastia, como se aprecia en los cambios
del caudal coronario (figura 1). Las taquia-
rritmias ventriculares sostenidas ocurren en
aproximadamente 6% de los pacientes reper-
fundidos, siendo mas frecuentes en aquellos
gue presentan areas isquémicas de mayor ta-
mafio 2, Por ello, establecimos como criterio
de inclusion aquellos corazones con areas is-
guémicas mayores al 40%, lo cual nos permi-
tiria anticipar el efecto del PCI en pacientes
con mayores probabilidades de sufrir arrit-
mias. Asimismo, sugiere que los corazones hi-
pertrofiados también se beneficiarian de una
intervencion cardioprotectora con propieda-
des antiarritmicas.

A pesar de que este estudio no fue disefia-
do para analizar los mecanismos antiarritmi-
cos del PCI, como se aprecia en latabla 1, nos
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llam6 la atencion la marcada bradicardia
transitoria durante la maniobra. La misma
podria explicarse, segin Lathrop y Spooner,
por la participacién de redes neurales intra-
cardiacas capaces de regular la frecuencia en
un modelo desconectado del resto del sistema
auténomo @Y. La generacion de reflejos con
propiedades cronotrépicas negativas durante
las isquemias regionales transitorias de la
maniobra de PCI podrian actuar sobre el n6-
dulo sinusal 22, En estudios previos de nues-
tro laboratorio hemos encontrado que la bra-
dicardia marcada ejerce un efecto protector
contra las arritmias de reperfusion @7; sin
embargo, seran necesarios mas estudios para
dilucidar los mecanismos por los cuales el
poscondicionamiento es antiarritmico.

Como se muestraenlafigural,el PClno
mejoré significativamente la recuperacion
del caudal coronario durante la reperfusion,
lo cual podria deberse a la falta de protec-
cion de esta maniobra contra el dafio micro-
vascular (fenédmeno de no reflujo). Resulta-
dos similares fueron encontrados en otros
modelos experimentales de isquemia/reper-
fusion (23.24),

A pesar de ser un modelo animal, nues-
tros resultados permiten presuponer que
cuando se realicen ensayos con un mayor nu-
mero de pacientes tratados con PClI se confir-
mara la cardioproteccion en corazones hiper-
troficos y se encontrara que posee un efecto
antiarritmico.
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