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El INTERCAMBIADOR Na*/Ca** COMO RESPONSABLE DEL ATONTAMIENTO MIOCARDICO

SUSANA M MOSCA*, HORACIO E CINGOLANI*

Centro de Investigaciones Cardiovasculares, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de La Plata

Resumen  Nuestro objetivo fue examinar la participacion de los intercambiadores Na*/H* (NHE)y Na*/Ca?" (NCX)
sobre las alteraciones sistolicas y diastélicas propias del atontamiento miocardico. Se utilizo el
modelo de corazon aislado isovolimico de rata el cual fue sometido a 20 min de isquemia global (Is) y 30 min
de reperfusién (R). Este protocolo se repitié en presencia de 1uM de HOE 642, bloqueante especifico del NHE-
1y de KB-R7943, bloqueante del modo inverso del NCX (entrando Ca?* y sacando Na* de la célula) administra-
dos antes de la Is, y/o en la R. En los controles isquémicos la contractilidad, evaluada a traves de la +dP/dt__
se recuperé aproximadamente un 60%. La recuperacion postisquémica fue total cuando el bloqueo de NHE fue
efectuado antes de la Is o0 al comienzo de la R y mejor6 significativamente cuando en Is y R se bloque6 el NCX
(95 £ 7%). La contractura isquémica disminuy6 con ambos tratamientos cuando fueron realizados previos a la
Is. El aumento de la PDF observado en la R (44 £+ 4 mmHg) fue atenuado por el bloqueo del NHE efectuado
antesdelalsysoOloenlaR (24 + 6y 12 + 2 mmHg) y por el bloqueo del NCX realizado durante Isy R (12 +
6 mmHg). Estos resultados indican que la activacion del modo inverso del NCX secundaria a una activacion
del NHE (que incrementa el Na* intracelular) durante la isquemia y reperfusiéon es el mecanismo culpable de la
sobrecarga de Ca?* involucrado en la disminucién de la contractilidad que caracteriza al miocardio atontado.
Palabras clave: bloqueo del Na*/H*, blogueo del Na*/Ca?*, atontamiento miocardico, isquemia

Abstract The Na*/Ca?* exchanger as a culprit of myocardial stunning. Our objective was to assess the par-
ticipation of Na*/H* exchanger (NHE) and Na*/Ca?* exchanger (NCX) on systolic and diastolic
alterations of myocardial stunning. Isolated perfused rat hearts were submitted to 20 min of global ischemia (Is)
followed by 30 min of reperfusion (R). This protocol was repeated after treatment before ischemia and/or early
in R. with HOE 642 1uM, a specific blocker of NHE-1 and KB-R7943 1 puM the novel inhibitor of the reverse
mode of NCX. In control ischemic hearts the contractility assessed through +dP/dt__ recovered approximately
60%. When the NHE blockade was performed before Is or early in R the postischemic recovery reached 100%.The
blockade of the reverse mode of NCX only improved significantly the recovery when administered before Is and
early in R (95 = 7%). The ischemic contracture decreased when the treatment with both blockers was performed
before Is. During R the increase of end diastolic pressure (EDP) observed in control ischemic hearts (at 30 min
of R, EDP value was 44 + 4 mmHg) diminished significantly by NHE (24 + 6 and 12 + 2 mmHg when the blocker
was administered before or after Is) and NCX blockade performed before and after Is (12 + 6 mmHg). These
results indicate that the activation of the reverse mode of NCX secondary to the NHE activation during ischemia
and reperfusion is the mechanism responsible for the Ca?* overload involved in the diminution of contractility
that characterizes myocardial stunning.

Key words: Na*/H* blockade, Na*/Ca?* blockade, myocardial stunning, ischemia

La restauracion del flujo coronario después de perio-
dos cortos de isquemia provoca en el miocardio una de-
presion transitoria de la contractilidad, entidad observa-
da por primera vez por Heyndrickx y col* en 1975 y lla-
mada “atontamiento miocardico” por Braunwald y col?
en 1982. Este fendmeno observado en situaciones clini-
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cas y distintos modelos experimentales, esta caracteri-
zado por alteraciones postisquémicas que revierten en
horas a dias.

Las dos hipotesis que han sido postuladas para ex-
plicar el atontamiento miocéardico son: la formacién de
radicales libres derivados del oxigeno y la alteracion de
la homeostasis de calcio®*. En relacion a esta ultima in-
vestigaciones previas han mostrado que la concentra-
cion intracelular de calcio aumenta durante la isquemia
y mas aun en los primeros minutos de la reperfusion®,
iniciAndose asi la activacion de proteasas, que inducen
la degradacion parcial de proteinas’.

Nuestro objetivo fue examinar la participacion de los
intercambiadores Na*/H* (NHE) y Na*/Ca?* (NCX) sobre
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las alteraciones producidas durante la isquemia y la
reperfusion. Nuestros datos sugieren que la hiperac-
tividad del NHE que ocurre principalmente al inicio de la
reperfusion aumenta el Na* intracelular e induce a tra-
vés del NCX trabajando en modo inverso la sobrecarga
de Ca?* que conduce al atontamiento.

Material y métodos

Las ratas (n=28) fueron anestesiadas con pentobarbital sédico
(60 mg/kg i.p.). Se abrié rapidamente el térax, se aislé la aorta
y se coloc6 una canula en dicha arteria. A través de esta via
se introdujo solucion de Ringer heparinizada para limpiar la
sangre de todo el arbol coronario. Se cortaron las conexiones
cardiacas liberando al corazén de grasa y tejido conectivo, sa-
candolo del animal. Estas maniobras se realizaron en un tiem-
po no mayor de 50 seg, para evitar deterioro del preparado. Una
vez removido el corazén se lo colocé por intermedio de la ca-
nula en un sistema de perfusién seglin la técnica de
Langendorff. La composicion del Ringer fue: CINa 118 mM,
Cl,Ca 1.35 mM, CIK 5.9 mM, SO ,Mg 1.2 mM, CO,HNa 20 mM
y dextrosa 11.1 mM, el cual fue termostatizado a 37°C y equi-
librado con una mezcla de 95%0, - 5% CO,, para obtener un
valor de pH de aproximadamente 7.40. Se produjo bloqueo
auriculo-ventricular dafiando con una fina aguja el tejido
conductivo del septum auricular y se suturaron dos electrodos
al ventriculo derecho para estimular al corazén y asi mantener
la frecuencia cardiaca en un valor de 280 + 10 lat/min. Se co-
locé un balén de latex atado a un tubo de polietileno en el
ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral; el extremo
opuesto del tubo fue conectado a un transductor de presién
Statham P23XL que nos permitié medir la presion del ventriculo
izquierdo. El globo de latex se llené con solucién acuosa has-
ta lograr una presion diastélica final (PDF) de 8-12 mmHg, y
se mantuvo este volumen constante durante todo el experimen-
to. La presion de perfusiéon coronaria fue monitoreada en el
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punto de canulacion de la aorta y ajustada a aproximadamen-
te 60-70 mmHg. El flujo coronario, controlado por una bom-
ba peristaltica fue de aproximadamente 10 ml/min en todos
los grupos experimentales. La presion ventricular izquierda
(PVI) y su primera derivada (dP/dt) fueron registradas en un
registrador oscilografico de inscripcion directa (Gould 200).

Protocolos experimentales

Después de un periodo de estabilizacion de 10 min, se reali-
zaron los siguientes protocolos (Fig 1).

Control isquémico (n=10): Los corazones aislados fueron
sometidos a un periodo de isquemia global normotémica de 20
min seguidos de 30 min de reperfusion. La isquemia fue indu-
cida por interrupcion total del flujo coronario y el corazén fue
colocado en una camara termostatizada a 37°C.

NHE, (n=12): Para examinar los efectos del blogueo del
NHE se administr6 HOE 642, bloqueante especifico de dicho
intercambiador, en la dosis de 1uM [que inhibe un 80% de la
actividad del NHE (8)], segun dos esquemas: a) durante 10 min
previos a la isquemia (P; n=7) y b) durante los 10 primeros
minutos de la reperfusion (R, n=5).

NCX, (n=6): Para evaluar la contribucion del modo de ac-
cion inverso del intercambiador Na*/Ca?* (NCX), KB-R7943,
bloqueante especifico del mismo fue administrada una dosis de
1 mM [dosis efectiva para la inhibicién del intercambiador en
este modelo experimental, utilizada recientemente por
Nakamura y col (9)] segun tres esquemas: a) durante los 10
minutos previos a la isquemia (P); b) sélo durante los 10 pri-
meros minutos de la reperfusion (R). ¢) durante los 10 minutos
previos a la isquemia y los 5 min iniciales de la reperfusion
(PR).

Parametros medidos

La contractilidad fue evaluada a través de la presién desarro-
llada (PD), obtenida restando el valor de PDF a la PVI pico y
la maxima velocidad de desarrollo de la PVI (+dP/dt__ )y la
rigidez diastdlica a través de la PDF.

PROTOCOLOS
Isquemia Reperfusion
isquémico
v, 7 N
.
[

B HOE 642 B KB-R7943

Fig. 1.— Esquema que muestra los distintos protocolos experimentales
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Andlisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizé el analisis de varianza
de una via (ANOVA) con el test de Newman-Keul's para com-
paraciones multiples entre los distintos grupos experimentales.
Las diferencias fueron consideradas significativas cuando el
valor de p fue menor de 0.05.

Resultados

Controles isquémicos (sin tratamiento)

En los corazones sometidos al periodo de isquemia de
20 min y sin tratamiento alguno se observo una recupe-
racion de la PD y de la +dP/dt  de aproximadamente
60% (Fig 2). Como los cambios de ambos parametros
analizados son similares, usaremos sélo el valor de la
+dP/dt__ para caracterizar el estado contractil miocardico
durante la reperfusion. En trabajos previos hemos vali-
dado este modelo experimental de atontamiento

miocardico°.
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Fig. 2.— En esta figura se muestran los cambios de la presion
desarrollada (PD) y la maxima velocidad de desarrollo de
la presion (+dP/dt__ ) en situacion preisquémica, durante la
isquemia global de 20 min y durante los 30 min de
reperfusion. Se observa que durante la reperfusion el cora-
zén se recupera parcialmente estabilizandose la PD y la
+dP/dt__ en valores de aproximadamente 60% con respecto
al control (ambos parametros disminuyeron aproximadamen-
te un 40%).
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En este grupo experimental la PDF aumento
significativamente durante la isquemia (desde un valor
preisquémico de 11 + 1 mmHg a 35 + 4 mmHg al final
del periodo isquémico), manteniéndose elevada duran-
te la reperfusién y alcanzando hacia el final de la misma
un valor de 44 + 4 mmHg.

Bloqueo del NHE (NHE,)

El HOE 642, blogueante especifico del NHE-1, adminis-
trado en dosis 1 pM no modifico significativamente el
inotropismo. Como se observa en la Fig 3 (panel A) esta
dosis del blogueante del NHE al ser administrado antes
del periodo isquémico (Ver Fig 1 por protocolo), produ-
ce la recuperacion total de la contractilidad luego de 30
min de reperfusion.

La contractura durante la isquemia fue anulada por el
bloqueo del NHE-1 siendo la PDF al final de la isquemia
de 10 + 3 mmHg. También se observé una disminucién
significativa del aumento de la PDF durante la
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Fig. 3.— Cambios de la maxima velocidad de desarrollo de la
presion (+dP/dt ) producidos por la administracion del HOE
642 (bloqueante del NHE) previamente a la isquemia (pa-
nel A) y soélo en la reperfusion (panel B). N6tese que en
ambas situaciones experimentales se logré un aumento de
la recuperacion contractil alcanzando la +dP/dt__ valores
preisquémicos (100%). * p < 0.05.
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reperfusion. En los corazones de este grupo experimen-
tal la PDF a los 30 min de reperfusion fue de 24 + 6
mmHg vs 44 + 4 mmHg en los controles isquémicos.

Cuando el bloqueante del NHE-1 fue administrado
solamente en los primeros 10 minutos de la reperfusion,
la recuperacion de la funcion contractil fue total (Fig 3,
panel B). Este compuesto también disminuyé signi-
ficativamente el aumento de la PDF observado duran-
te la reperfusion en los corazones sin tratamiento (la
PDF a los 30 min de reperfusion fue de 12 + 2 mmHg vs
44 + 4 mmHg).

Los resultados de los experimentos anteriores nos
indican que el bloqueo del NHE mejora la recuperacion
de las funciones sistélica y diastélica del miocardio, ya
sea al administrarse previamente a la isquemia como al
inicio de la reperfusion.

El hecho de que la intervencién farmacoldgica sea
efectiva cuando es administrada luego de la isquemia
apoya la idea de que el atontamiento miocardico podria
ser inducido por un mecanismo “gatillado”en la
reperfusion.

Bloqueo del NCX en su modo inverso (NCX,)

En 1996 se describié un compuesto capaz de bloquear
la entrada de Ca?* a la célula por NCX trabajando en su
modo inverso, es decir intercambiando Na* intracelular
por Ca?* extracelular. Este modo de accién se ve favore-
cido por el aumento del Na* intracelular que ocurre du-
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rante la isquemia'?. Publicaciones recientes'®!* demues-
tran en miocitos de rata que la sobrecarga de Ca? es
debida fundamentalmente al funcionamiento del NCX en
su modo inverso.

Los efectos del KB-R7943cuando dicha droga fue ad-
ministrada antes de la isquemia y en la reperfusion tem-
prana se muestran en la Fig 4. Este compuesto mejora la
recuperacion postisquémica del miocardio en forma sig-
nificativa. Se observé también que el bloqueo del modo
de accion inverso del intercambiador NCX anul6 la
contractura isquémica (13 + 5 mmHg vs 35 + 4 mmHg) y
disminuyd significativamente el aumento de la PDF ob-
servado en la reperfusion (12 £ 6 mmHg vs 44 + 4 mmHg).

Cuando el KB-R7943 fue administrado Gnicamente
antes de la isquemia la +dP/dt__se recuperd hasta un
valor de 72 + 16% al final del periodo de reperfusion y
cuando fue dado solamente en el comienzo de la
reperfusion el valor de la +dP/dt__ fue de 48 + 4%. Am-
bos valores no son diferentes estadisticamente de aquel
observado en los controles isquémicos ( 57 + 9%).

La Fig. 5 resume los datos de la PDF obtenidos antes
de la isquemia, luego de 20 min de isquemia y luego de
30 min de reperfusion en experimentos controles
isquémicos (sin tratamiento farmacolégico), con bloqueo
del NHE antes de la isquemia o en la reperfusion y con
bloqueo del NCX antes de la isquemia y al inicio de la
reperfusion. Es evidente que la PDF, a volumen diastdlico
constante, se incrementa, reflejando un cambio en la
rigidez diastdlica, durante la isquemia y la reperfusion.
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—N—KB-R7943
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Fig. 4.— Cambios de la maxima velocidad de desarrollo de la presion (+dP/dt

max)

producidos por la administracion del KB-R7943 (bloqueante del modo inver-
so del NCX). Nétese que la recuperacion postisquémica de la contractilidad
fue significativamente mayor que la observada en los corazones sin trata-

miento. * p < 0.05.
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Fig. 5.— Efectos de los distintos tratamientos sobre la presién diastélica final
(PDF) durante la estabilizacién, isquemia y reperfusion. Nétese que el blo-
queo del NHE (PR) previo a la isquemia (P) asi como el bloqueo del NCX
anularon la contractura isquémica. Todos los tratamientos disminuyeron
significativamente el aumento de la PDF observado durante la reperfusion
en los corazones sin tratamiento. * p < 0.05.

Este aumento de la rigidez se previene por el bloqueo de
los dos compuestos ensayados, el bloqueante del NHE
y el blogueante del NCX.

Discusion

En nuestra preparacion de corazoén aislado e isovolimico
de rata tanto el bloqueo del NHE como el del NCX ate-
nuaron significativamente las alteraciones sistélicas y
diastolicas observadas durante la reperfusion después
de 20 min de isquemia global. Si bien trabajos previos
han demostrado la proteccién miocardica postisquémica
mediante el uso de bloqueantes del NHE**8, no hay
acuerdo respecto al momento en que deben ser admi-
nistrados para lograr la proteccion. Algunos estudios
muestran atenuacion del atontamiento miocéardico solo
cuando el bloqueante es administrado previamente a la
isquemia'>!® En el presente trabajo demostramos que
los efectos beneficiosos del bloqueo del NHE son posi-
bles de obtenerse administrandolos antes de la isquemia
o tempranamente en la reperfusién. Esto sugiere que
en nuestro modelo experimental el atontamiento
miocardico podria ser una injuria por reperfusion, con lo
cual seria posible un efecto terapeutico aun luego de
instalarse la isquemia. Estas conclusiones estarian de
acuerdo con un trabajo reciente®® en el que se muestra
disminucion del tamafio del infarto en el animal “in vivo”
por tratamiento con un nuevo inhibidor del NHE después
del comienzo de la oclusién coronaria.

Durante la isquemia la glucdlisis anaerdbica provoca
acidosis intracelular, la cual activa el NHE. Esta activa-
cion si bien tiende a normalizar la concentracion
intracelular de H*, induce un aumento de la concentra-
cion intracelular de Na*. Simultdneamente al descender
los niveles de ATP la bomba Na-K ATPasa es inhibida
con lo cual se activa uno de los mecanismos que dismi-
nuye el Na* intracelular (Na*). La sobrecarga de Na*, en
la isquemia fue demostrada por distintas técnicas, tales
como el uso de electrodos sensibles al Na*?, la
espectrofotometria de absorcion atémica'? y la resonan-
cia magnética nuclear?. El aumento del Na*, modifica la
actividad del NCX en sus dos modos de accion, ya sea
disminuyendo su modo “directo” de funcionamiento (eli-
minando Ca?* de la célula) o bien aumentando su modo
inverso de funcionamiento (promoviendo la entrada de
Ca? a la célula) (Fig. 6). Ambas alteraciones del funcio-
namiento del NCX llevan a un aumento de la concentra-
cion intracelular de Ca?* (Ca*") durante la isquemia. Tra-
bajos previos han mostrado que efectivamente el Ca*"
aumenta durante la isquemia y este aumento persiste
durante los primeros minutos de la reperfusion®. Es en
este momento donde se observa una mayor actividad
del NHE al desaparecer la inhibicién que el aumento del
H* extracelular efectuaba sobre el mismo y permanecer
todavia la acidosis intracelular. A esto se le agrega la
produccién en los primeros minutos de la reperfusion de
una gran cantidad de radicales libres derivados del oxi-
geno (RL), los cuales interfieren con el intercambio Na*/
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ISQUEMIA

Caz+

“directo”

“inverso”
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Fig. 6.— En esta figura se ha esquematizado la secuencia de eventos desen-
cadenados por la isquemia que conducen a la sobrecarga de Ca?. Se
muestra que los H* producidos por la isquemia activan el NHE, llevando
a un aumento de la concentracion intracelular de este ion (Na*). Esta
sobrecarga de Na* conduce a una disminucion de la actividad del modo
“directo” de funcionamiento del NCX (intercambiando Na*, por Ca*) o
bien a un aumento del modo “inverso” de funcionamiento del NCX
(intercambiando Na*, por Ca* ) El resultado de estas acciones es un au-
mento de la concentracion intracelular de Ca?*.

Ca* 2, El aumento del Ca* activando a las peroxidasas,
contribuye a la generacion de RL. Es decir que el au-
mento de la concentracion de Ca*, y la produccion de
RL son dos mecanismos deletéreos no excluyentes (23).

El aumento de la recuperacién de la contractilidad
que obtuvimos cuando administramos el bloqueante del
NCX prueba la participacion de dicho intercambiador en
la génesis de la disfuncion contractil. Nuestros datos
ponen en evidencia la participacion del modo de accion
inverso del NCX como responsable del aumento del Ca*2.

En estudios recientes (7) se ha mostrado que este
aumento del Ca**, produce activacion de proteasas que
clivan proteinas entre ellas a la troponina | (Tnl). Esta
alteracion llevaria a la disminuida respuesta de los
miofilamentos al Ca?* considerada como la causa de la
disfuncion contractil que caracteriza al atontamiento
miocardico. Esta hipdtesis estaria validada por el hecho
de que la protedlisis de las proteinas regulatorias es un
proceso reversible asi como lo es el atontamiento. Se-
gun esta hipétesis en nuestras condiciones experimen-
tales, en presencia de los bloqueantes de NHE y NCX
deberiamos encontrar un menor grado de protedlisis de
la Tnl.

En el presente trabajo ademas demostramos que el
bloqueo de los dos intercambiadores anula la con-

tractura isquémica. Segun trabajos previos la contractura
isquémica es el resultado de la sobrecarga de Ca?* 2% y/o
la disminucién del ATP?. Por lo tanto, el efecto benefi-
cioso de los tratamientos aqui efectuados sera de espe-
rar refleje la conservacion del ATP durante la isquemia,
ylo la disminucién de la concentracion intracelular de
Ca*'.

Nuestros resultados demuestran que la disminucion
postisquémica de la contractilidad se evita por el blo-
queo de estos dos intercambiadores, el NHE-1 que al
aumentar la Na*, promueve secundariamente la sobre-
carga célcica a través del NCX y el bloqueo del NCX en
su modo inverso que es el mecanismo que provocara la
sobrecarga calcica. Aunque la prevencion de la disfuncién
sistdlica y diastdlica con el bloqueo del NHE previo a la
isquemia no es novedoso, no debemos olvidar que su
accion persiste aun durante la reperfusion. La protec-
cion obtenida al administrar el bloqueante del NHE sélo
al inicio de la reperfusion es un dato que ademas de ser
de importancia terapeutica, sugiere que podriamos es-
tar en presencia de injuria por reperfusion. No obtuvi-
mos la proteccion al administrar el bloqueante del NCX
sélo en la reperfusién ni tampoco al administrarlo sélo
antes de la isquemia. Aunque es dificil de conciliar estos
datos con los obtenidos por el bloqueo del NHE, no de-
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bemos olvidar que la rapidez de accion, el tiempo de
latencia y la duracion del efecto producido hacen nece-
sario que la droga sea administrada antes de la isquemia
y en el inicio de la reperfusion para obtener una protec-
cion significativa. Esto no invalida la posibilidad de que
el influjo de Ca?* ocurra durante la reperfusion.
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L'homme est de glace aux vérités, il est de feu pour les mensonges

El hombre es de hielo para las verdades pero es de fuego para las mentiras

Jean de La Fontaine (1621-1695)

Fables, 1678



