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INTRODUCCION
Cuando el corazon es sometido a un breve periodo de isquemia seguido reperfusion (I/R) el restablecimiento del flujo
eNOS  (cay3 sanguineo provoca una sobrecarga de Ca® y un aumento en la generacion de especies reactivas del oxigeno y nitrogeno
T | ThbuloT [ ’+ \(ROS/RNS) (Fig_. _1,) que conducen a danos que van desde una disminucion transitoria de la contractilidad (atontamignto),
# ....... ’ hasta la aparicion de arritmias e incluso muerte celular (1). Estos trastornos aparecen asociados a alteraciones
postraduccionales (como fosforilacidon y oxidacion) de proteinas que manejan el Ca® intracelular (2). Nosotros
NOX Qemostramos gque el aumento de I_a fosfgri_lacién del car)al liberador de Ca*' del retl'c_ulo sarcoplasr_nético o receptor de
Mitocondria rianodina (RyR2) es un factor proarritmogénico (3). Ademas el RyR2, es altamente sensible a los cambios redox, debido a la
o0 @ @ gran cantidad de grupos sulfhic!rilos (SH) que posee (Eig._ 2).”Estas
O . @ o>_<|dac_:|on_e,s pueden ser reversibles (como la S-Glutationilacion, S-
el ~ @ u | Nltros_llacnon)o Irreversibles y poco se conoce sobre los efectos que 9stos
— /@ cambios pueden tener sobre la actividad del canal y la generacion de
© HH/Q arritmias de reperfusion (posdespolarizaciones tardias).
NCX - OBJETIVO

%C%%c? Nuestro objetivo f.u,e estudiar _I:aus oxidacion_es_,,del RyRZ que ocurren

Figura 1. Esquema representativo de las principales fuentes de especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RSN) en el Figura 2. Cambios postraduccionales que pueden ocurrir sobre el RyR2: fosforilacion (P), durante Ia reperfUSIOn y Su reIaCIOn con Ia aparICIOn de arritmias.

miocito cardiaco: NADPH oxidasa (NOX), oxido nitrico sintasa (NOS), xantina oxidasa (XQO) y la mitocondria.

METODOS

S-Glutationilacién (GSH), S-Nitrosilacion (SNO) y formacidn de puentes disulfuros (S-S).

Corazones de ratas Wistar aislados y perfundidos por la técnica de v Feeoleactn  [SQUAMA 4 gin Reperlecn | | | |
Langendorff se sometieron a I/R (20min/30min), en presencia y ausencia | "o 4 . orotosolo de IR & ravée del oual 56 evalian los parametros
de: L-NAME (|nh|b|dor de la oxido nitrico sintasa) N B R mecanicos y eléctricos simultdneamente, y se observan las

Apocinina (APO,inhibidor de la NADPH oxidasa) Trans e r = - e arritmias tipicas.

MPG (atrapador de ROS). 10 ¥ Aposinina

: ro : s L-NAME 00
Durante el protocolo se evaluaron parametros mecanicos (presion 15UM e — — 5
desarrollada por el ventriculo izquierdo, LVDP) y eléctricos (potenciales 0 N Il VPG £ JIN
monofasicos epicardicos, MAPs). Luego de 1 minuto de reperfusion, como zmimee g S >
Evaluacion de la funcion contractil y arritmias

indica la flecha, los corazones fueron congelados en N, liquido para realizar
los ensayos bioguimicos determinandose cambios redox del RyR2 por .
inmunodeteccion y cantidad de glutation reducido (GSH) en homogenatos
de tejido ventricular.

J

Homogeneizacion de corazones

J

Immunodeteccion de SNO-RyR2, GSH-RyR2 y GSH

Figura 4. Esquema del protocolo experimental de I/R global
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& Figura 6. Resultados totales de la S- 3 Figura 7. Resultados totales de la S-
o i Nitrosilacion (SNO-RyR2/RyR2) en Control vy o Glutationilacion del RyR2 (GSH-RyR2/RyR2), en
° 75 F luego de 1 minuto de reperfusion en ausencia °© 75 | Control y luego de 1 minuto de reperfusién en
(I/R) y presencia de L-NAME, APO y MPG. Al ausencia (I/R) y presencia de L-NAME, APO y
minuto de reperfusion se detectd un aumento de MPG. Al minuto de reperfusiéon se detectd un
90 | la S-Nitrosilacion del RyR2. La presencia de L- 50 - aumento de la S-Glutationilacion del RyR2. La
I NAME y MPG f disminuyeron la S-Nitrosilacion, perfusion con APO y MPG disminuyeron la S-
mientras que la perfusion con APO no tuvo Glutationilacion significativamente, mientras que
25 nengun efecto con respecto a I/R. * p< 0.05 vs. 25 con L-NAME los niveles permanecieron sin
Control 'y # p<0.05 vs. IR. n=5-9 por - cambios respecto I/R. * p< 0.05 vs. Control y #
0 intervencion. 0 p<0.05vs. IR. n=5-9 porintervencion.
Ctrol IIR L-NAME APO MPG Ctrol IIR L-NAME APO MPG
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o Figura 8. Numero de arritmias contadas como §)
% 40| latidos prematuros (LP) observados en Control y T Figura 9. Cantidad de GSH libre expresado en
S luego de 3 minutos de reperfusion en ausencia y 0 ug/g de tejido. El contenido de GSH libre
= 301 * # en presencia de L-NAME, APO y MPG. Se O 20 disminuyé en los corazones sometidos a I/R.
P detecté un aumento de LP durante la I/R, que fue 8_’ Mientras que el tratamiento con APO y L-NAME
T  20L aun mayor en los corazones tratados con L- no modifico los valores obtenidos en I/R, la
T NAME y APO, mientras que el tratamiento con perfusion con MPG impidié esa caida. * p< 0.05
10L MPG lo disminuyd.* p< 0.05 vs. Control y # p< vs. pre-isquemiay # p< 0.05 vs. reperfusion en
0.05 vs. reperfusion en ausencia de los ausencia de los inhibidores n=3-6 por
0 T inhibidores. n = 5-7 porintervencion. 0 intervencion.
Ctrol I/IR L-NAME APO MPG Ctrol I/IR L-NAME APO MPG
Reperfusion 3’
y 4

Los resultados muestran que laremocion de las oxidaciones reversibles al inicio de la reperfusion acentua la generacion de arritmias solo en un entorno pro-oxidante (APO y L-NAME). Estos
hallazgos sugieren que la S-Glutationilacion y S-Nitrosilacion del RyR2 surgen como un mecanismo que protege a la proteina de cambios oxidativos irreversibles que conducen a la
arritmogenesis. El tratamiento con MPG, que evita el aumento de la produccion de ROS/RNS enla I/R, limita las oxidaciones del RyR2 y las arritmias de reperfusion.
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