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Resumen

Murry y cols (1986) describieron el proceso de precondicionamiento, un mecanismo
endogeno de proteccion que se ponia de manifiesto exponiendo al corazon a periodos
breves de isquemia y de reperfusion antes de someterlo a un periodo prolongado de
isquemia. El resultado fue una reducciéon del 70 % en la zona infartada del corazén
producida por la isquemia prolongada. El precondicionamiento es un fendmeno bifasico, es
decir, inicialmente se produce una primera fase de proteccién que tiene una duracion de
2 h a 3 h, y una segunda fase de proteccion que aparece entre 12 h y 24 h después del
estimulo precondicionante y tiene una duracion de 3 a 4 dias. El precondicionamiento se
puede imitar por farmacos como el diazoxido, el cual produce la apertura de los canales de
potasio mitocondriales sensibles a ATP (mitoKatp). A este fendmeno se le ha Ilamado
precondicionamiento farmacologico (PF).

Algunos cambios en el Ca?* intracelular durante la primera fase del precondicionamiento
han sido descritos en cardiomiocitos. Sin embargo, no existe informacion sobre los posibles
cambios en el Ca?" intracelular durante la primera y segunda fase de proteccion del
precondicionamiento en fibras de musculo esquelético.

En el presente trabajo en fibras disociadas de musculos de raton se midieron las sefiales
intracelulares de Ca2* con el indicador Fluo-3 48 h después de administrar diazoxido (PF
tardio). Por western blot se determinaron los niveles de la proteina parvalbdmina. Para
medir la proteccion producida por el PF tardio los musculos se sometieron a un dafio por
isquemia—reperfusion y a un dafio por estrés oxidativo. Se midio la viabilidad por medio
del ensayo de MTT.

El PF tardio produjo una disminucién en el curso temporal de las sefiales de Ca?
durante la sacudida simple y por estimulacion repetitiva. Este fendmeno se vio acompafiado
de un incremento de 30 % en los niveles de la parvalbumina. Asimismo, el PF tardio
produjo un aumento modesto de la viabilidad celular en los dos modelos de dafio celular. El
tiron, un atrapador de las especies reactivas de oxigeno revirtio tanto el efecto protector del
diazoxido como la disminucion del curso temporal de las sefiales de Ca®*; ademas evitd de

manera parcial el aumento en la expresién de la parvalbimina.




Estos resultados sugieren que una disminucion en la duracion de las sefiales de Ca*? por
la sobreexpresion de la parvalbumina puede tener un efecto protector en el musculo

esquelético en condiciones de isquemia al disminuir la sobrecarga de calcio.




Summary

In 1986, Murry et al., reported that brief periods of myocardial ischemia could confer
resistance to subsequent long-lasting periods of ischemia in the same tissue bed. The
volume of an experimentally induced myocardial infarct was 70 % smaller in
preconditioned hearts as compared with controls. This canine experiment was quickly
reproduced in other animal models and different organ systems, including skeletal muscle.
Preconditioning was found to be a biphasic phenomenon, with an early phase of protection
that develops within minutes from the initial ischemic insult and lasts 2 to 3 hours and a
late phase that becomes apparent 12 to 24 hours later and lasts 3 to 4 days. Ischemic
preconditioning can be mimicked by pharmacological agents like diazoxide, which, among
other activities, opens mitochondrial ATP-sensitive K* channels. This phenomenon has
been referred to as pharmacological preconditioning (PPC).

During the early phase of preconditioning some effects on Ca?* homeostasis have been
described in cardiomyocytes, but no information is available regarding intracellular Ca®*
changes in skeletal muscle fibers during the early and late phase of preconditioning.

Intracellular Ca?* signals were measured in single fibers of adult mouse skeletal muscle
with fluorescent probes 48 h after administration of diazoxide. Parvalbumin levels in the
myofibers were quantitated by western blot. Protection by diazoxide against peroxide-
induced damage and ischemic-reperfusion damage was assessed using MTT assay.

Diazoxide-induced of late PPC was confirmed by partial protection of muscles from
peroxide-induced damage and ischemic-reperfusion damage. This protection was blocked
by the reactive oxygen species (ROS) scavenger tiron. Late PPC was associated with a
significant decrease in the duration of Ca?* signals during single twitches and tetanus with
no changes in peak values. This effect was prevented by tiron. Late PPC was accompanied
by a 30 % increase in parvalbumin levels, and this effect was partially blocked by tiron.

In conclusion, we found that the late phase PPC in skeletal muscle involves
overexpression of parvalbumin in a ROS-dependent manner. Overexpression of
parvalbumin increases the rate of Ca?" removal from myoplasm during action potencials,

and this may therefore protect the muscle from injury.
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INTRODUCCION

1. FISIOLOGIA DEL MUSCULO ESQUELETICO

1.1 Mdasculo esquelético

En los mamiferos el musculo esquelético constituye cerca del 40 % de la masa total y
cerca del 25 % del gasto metabolico. Aproximadamente la mitad de la masa muscular esta
compuesta de fibras lentas y la otra mitad de fibras rapidas (fibras tipo | y fibras tipo Il
respectivamente). Una pequefia cantidad de fibras sUper-rapidas y verdaderas—lentas se
encuentra en musculos especializados como son los del ojo y de la mandibula (véase

revision por Baylor y Hollingworth 2012)

Las fibras lentas se caracterizan por ser mas resistentes a la fatiga en comparacion con
las fibras rapidas, esto se debe a que contienen una mayor cantidad de mitocondrias y una
alta actividad de enzimas oxidativas. La principal diferencia entre los dos tipos de fibras
estd relacionada con su cinética de contraccion. Por ejemplo, en una sacudida simple el
tiempo al pico y el tiempo entre el pico y la mitad de la relajacion es de 3 a 5 veces més
largo en musculos lentos como el séleo en comparacién con musculos rapidos como el
extensor digitorum longus (EDL) (véase revision por Baylor y Hollingworth 2012). Parte
de las diferencias en la cinética de contraccion se deben a la mayor expresion de la bomba
SERCA (sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase) en fibras rapidas en comparacion
con las fibras lentas (véase revision por Westerblad et al., 2010). Ademas, las fibras rapidas
expresan la proteina parvalbumina (PV) gque actta como una de las principales proteinas en

el proceso de relajacion (Heizmann et al., 1982).

1.2 16n Ca?* en el musculo esquelético

El ion Ca’** es un segundo mensajero intracelular muy importante en las células
eucariotas, esta involucrado en procesos celulares como la motilidad celular, el acople
excitacion—contraccion, la transmision de impulsos nerviosos, la liberacion de
neurotransmisores, la permeabilidad de la membrana, y los procesos secretorios. Ademas,

también participa en la regulacion de genes, ya sea indirectamente a través de vias de
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sefializacion que dependen de Ca?*/CaM cinasa, 0 por su accion directa sobre proteinas
transcripcionales como DREAM.

La concentracion de Ca?" en el citoplasma en condiciones de reposo es muy baja,
alrededor de 50 nM, mientras que en el medio extracelular esta en el orden de 1 mM.
Dentro de las células eucariotas existen organelos que almacenan grandes cantidades de
Ca?* como son el reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias. Cuando las células son
estimuladas, el Ca®** es movilizado ya sea del espacio extracelular o de los almacenes
intracelulares hacia el citoplasma, como resultado las concentraciones de Ca?* se elevan y

provocan una respuesta celular (véase revisién por Endo 2006).

La homeostasis del Ca?* y su sefializacion esta mediada por diferentes mecanismos entre
los que se encuentran aquéllos que conllevan a un incremento en la concentracion
intracelular y aquéllos que tienden a disminuirla, estos mecanismos involucran una gran
diversidad de bombas, canales idnicos y transportadores que se localizan en la membrana
plasmética y en organelos intracelulares, como el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria
(veéase revision por Gissel 2005). La homeostasis también es mantenida gracias a proteinas

citosolicas que unen Ca®* como la PV.
1.3 Mecanismo de acoplamiento excitacién-contraccion en el musculo esquelético

En los musculos estriados, los mecanismos de contraccion y relajacion estan regulados
por cambios en la concentracion del Ca* libre citoplasmico. El fenémeno de acoplamiento
excitacion-contraccion representa una comunicacion rapida entre los eventos eléctricos que
ocurren en la membrana plasmatica y la liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, que

lleva a la contraccion muscular.

El acoplamiento excitacion-contraccion del musculo esquelético, cuya representacion
esquematica se muestra en la figura 1 involucra: (1) la iniciacion y propagacion de un
potencial de accion a lo largo de la membrana plasmaética y del sistema de tabulos
transversos o tubulos T; (2) la deteccion de los cambios en el potencial de membrana por
parte de los receptores de dihidropiridinas (DHPR); (3) la transmision de la sefial a los

receptores de rianodina (RyR) del reticulo sarcoplasmico; (4) la liberacion de Ca?* del
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reticulo sarcoplasmico; (5) el aumento transitorio de la concentracion de Ca?* en el
citoplasma; (6) la activacion transitoria del sistema amortiguador de Ca?* y del aparato

contréctil; (7) finalmente la recaptura del Ca®* por el reticulo sarcoplasmico (Fig. 1).

El inicio de un potencial de accion en las fibras musculares empieza por la accion del
neurotransmisor acetilcolina liberado en la placa motora por una motoneurona inferior, que
origina una despolarizacion de la membrana. En condiciones de reposo el potencial de
membrana es de alrededor de -80 mV de modo que cuando la célula sufre una
despolarizacion éste alcanza un potencial de membrana de +30 mV; esta despolarizacion es
seguida por una repolarizacion. En la despolarizacién participan principalmente los canales
de Na* dependientes del voltaje, mientras que en la repolarizacion estan involucrados los
canales de K* dependientes del voltaje. El potencial de accién generado en la membrana
plasmatica se propaga longitudinalmente a lo largo de la fibra y transversalmente a través
de los tabulos T, mediante un proceso regenerativo y dependiente de sodio (véase revision
por Maclntosh et al., 2012). Los tdbulos T son invaginaciones de la membrana plasmaética
que se extienden transversalmente en las fibras musculares y sirven como medio para llevar
informacién eléctrica desde la superficie hasta el interior de la fibra muscular,
particularmente hacia la membrana del reticulo sarcoplasmico. En los tabulos T,
especificamente en los segmentos asociados con el reticulo sarcoplasmico, se encuentran
los DHPRs, cuya funcion es regulada por el potencial de membrana, razon por la que se
conocen como sensores de voltaje. EI cambio de voltaje induce en estos receptores cambios
conformacionales que se transmiten a los receptores de rianodina localizados en el reticulo
sarcoplasmico, siendo el resultado de esta interaccion la liberacion de Ca?* del reticulo
sarcoplasmico al citoplasma (Tanabe et al.,1988; Beam y Horowicz, 2004). Una vez
liberado, el Ca?* se difunde en milisegundos, llegando a interactuar con la troponina C. La
interaccion del Ca?* con la troponina C suspende la inhibicion que la troponina | y la
tropomiosina ejercen sobre la interaccion actina-miosina, lo que permite el deslizamiento
de los filamentos delgados sobre los gruesos y la generacion de tension (véase revision por
Endo 2006).
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Membrana plasmatica

Tubule T
SR
(2) . Ca*
DHPR Ca® ?
(sensor de .,
SERCA 7

|
],

Miofilamentos

Figura 1. Esquema representativo del acople excitacion-contraccion del musculo
esquelético. VVéase el texto para su descripcion.

1.4 Proceso de relajacion del musculo esquelético y la bomba SERCA

Para que la relajacion se lleve a cabo es necesario que las concentraciones de Ca?*
regresen a su estado basal. Inicialmente el aumento del Ca?* es amortiguado por las
proteinas parvalbumina y calmodulina para luego ser recapturado por la bomba SERCA.
Mientras que las proteinas citosélicas amortiguan el Ca®* de manera transitoria con una
cinética réapida, el transporte de Ca?* por la bomba SERCA hacia el interior del reticulo

sarcoplasmico ocurre con una cinética mas lenta (veéase revision por Tupling 2009).

La bomba SERCA es una proteina de 110 kDa ubicada basicamente en la region
longitudinal del reticulo sarcoplasmico. Los mecanismos de su expresion y funcién son
bastante complejos, incluyen el incremento en la concentracion de Ca®*, el pH, las

hormonas tiroideas y las proteinas fosfolambano y sarcolipina. La interaccion de la proteina
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fosfolambano con la bomba SERCA inhibe su actividad, pero la fosforilacion de
fosfolambano (PLN) en la Ser*® por la proteina cinasa dependiente del AMP-ciclico (PKA),
y en la Thr'’ por la proteina cinasa dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMKII), produce la
disociacion de fosfolambano de la bomba SERCA, de manera que se revierte la funcion
inhibitoria del fosfolambano (MacLennan y Kranias 2003). La proteina sarcolipina tiene

funciones similares al fosfolambano.

Existen cambios conformacionales de los dominios citoplasmicos de la bomba SERCA
que intervienen en el paso del Ca?* del citoplasma al interior del reticulo sarcoplasmico en
contra de su gradiente de concentracion, por lo que se requiere la energia del ATP. De esta
manera los niveles de Ca®* citoplasmico disminuyen a valores en el orden nanomolar en
periodos de milisegundos, asegurando asi una rapida relajacion del muasculo esquelético

(véase revision por Tupling 2009).
1.5 Parvalbumina en la relajacion del masculo esquelético.

La PV es una proteina que une Ca?*, la cual se ha encontrado en altas concentraciones en
fibras musculares rapidas (fibras tipo 1l) (Heizmann et al., 1982). La concentracion de PV
se encuentra elevada por lo general en animales como la rata, ratén y peces los cuales
tienen altas velocidades de contraccién y relajacion, por otro lado la PV se encuentra en
bajas concentraciones en mamiferos como caballos o en el ser humano en los cuales la
velocidad de contraccién y relajacion es baja en comparacion de los primeros (Heizmann et
al., 1982).

La PV es una proteina de bajo peso molecular (10-12.5 kDa) que tiene alta-afinidad por
el Ca?* (dos iones de Ca?" por molécula). Estructuralmente esta formada por dos motivos
hélice-asa-hélice cada uno formado por una secuencia de 30 aminoacidos (motivo EF-
hand). Los motivos EF-hand confieren una estructura estable a la proteina (Arif, 2009) (Fig.
2A). Genéticamente las PVs se dividen en dos categorias las a- y B- PVs (Goodman et al.,
1979). Las a—PVs contienen menos residuos de aminoécidos &cidos que las —PVs, motivo
por el cual el punto isoeléctrico de las a-PVs es mas alto que el de las B-PVs. Existen

también diferencias en la afinidad que presentan ambas PVs a los cationes Mg?* y Ca?*; las

IS



B-PVs tienen un 16 % de mayor afinidad por Mg?* y un 200 % mayor afinidad por Ca?* en
comparacion con las a-PVs (Rodenbaugh et al., 2007). En mdsculos de rata y raton se
expresa la PV-a, mientras que en los musculos de peces se expresa principalmente la

isoforma .

En fibras musculares rapidas se ha sugerido que la PV es una de las principales proteinas
que facilita el proceso de relajacion, al amortiguar el aumento en la concentracion de Ca?*
después de un potencial de accion (Carroll et al., 1997) (Fig. 2B). La funcién de la PV en el
proceso de relajacion de fibras musculares rapidas se ha demostrado en ratones knockout a
PV (PV -/-) (Schwaller et al., 1999). Los musculos EDL, aislados de ratones knockout
mostraron una disminucion en la concentracion de Ca?* después de 20 ms de estimulacion
en comparacion con los misculos de ratones silvestres (la constante de caida de Ca?* fue
33 % menor en musculos EDL de ratones knockout en comparacién con el testigo). Esta
disminucion en la caida tiene como consecuencia un incremento en el tiempo de relajacion.
Ademas, debido a la alta concentracion de Ca?* en el masculo, la fuerza generada durante
una sacudida simple fue 40 % mas alta en ratones PV (-/-) comparado con ratones PV (+/-)
y PV (+/+).

La estimulacién repetitiva del musculo tiende a saturar a la PV disponible por lo que
disminuye su capacidad de unirse al Ca?* para removerlo del citoplasma y de esta manera
contribuir a la relajacion del musculo (Raymackers et al., 2000). La constante de
disociacion de la PV al Ca?* determina qué tan rapido puede recuperarse la PV de la

saturacion.
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Figura 2. La parvalbimina facilita el proceso de relajacion. (A) Molécula de
parvalbimina que contiene seis hélices a llamadas A, B, C, D, E y F que forman dos
motivos EF-hand. En amarillo se esquematiza la unién de dos iones de Ca?'. (B)
Diagrama de flujo que muestra el transporte de Ca?* durante el ciclo de contraccion-
relajacion en fibras musculares rapidas. PV: parvalbumina; TnC: troponina C. Tomado
de Arif 2009.

2. FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA - REPERFUSION EN EL MUSCULO

ESQUELETICO

El calcio como ya se menciond participa en diferentes funciones dentro de la célula, por
lo que su concentracion intracelular debe ser finamente controlada. Altas concentraciones
dentro de la célula pueden desencadenar diferentes procesos patolégicos como necrosis,
apoptosis, generacion de especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS),
entre otros (véase revision por Gissel 2005). En un proceso de isquemia-reperfusion (I/R)
se ha demostrado que existe un aumento del calcio citosélico y mitocondrial que produce la
activacion de diferentes vias de sefializacion que conducen al dafio de la célula (véase

revision por Murphy 2008).
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Existen numerosas situaciones en las que puede ocurrir isquemia en un érgano. La
isquemia se caracteriza por la falta o disminucion del flujo sanguineo y del aporte de O, y
nutrientes al érgano. Aungue el restablecimiento del flujo sanguineo al 6rgano isquémico es
importante, la reperfusion genera nuevos cambios que producen un mayor dafio al érgano
afectado, es decir, dafio por reperfusion. EI conocimiento de los mecanismos de dafio en el
proceso de I/R es de gran interés, ya que éstos participan en la fisiopatologia de varias
situaciones clinicas como el infarto miocardico, el accidente cerebrovascular, los

traumatismos mayores, y en cirugias del musculo esquelético, entre otras.

Durante una I/R las células principalmente afectadas son aquellas en las que el
metabolismo depende de oxigeno, como es el caso del corazén, del musculo esquelético,
del cerebro, del higado, del rifion, y del intestino (véase revision por Pasupathy et al.,
2005). En estas células la demanda energética es suministrada principalmente por el

proceso de fosforilacion oxidativa que ocurre dentro de las mitocondrias.

En el musculo esquelético el dafio ocasionado por un proceso de I/R es inevitable en
muchos traumas vasculares, como es el caso de la transferencia de tejido libre durante las

cirugias reconstructivas y en el trasplante de 6rganos.

Existen diferentes cascadas de sefializacion que se ven activadas durante el desarrollo de
la I/R en el muasculo esquelético. Entre éstas tenemos la activacion del complemento, la
biosintesis de eicosanoides, citocinas y 6xido nitrico (NO), ademas de la formacion de
radicales libres, y alteraciones en el citoesqueleto, en el metabolismo del Ca?* y de los

fosfolipidos, asi como disfuncion endotelial (véase revision por Rubin 1996).
2.1 Lesiones producidas durante la isquemia

Durante la isquemia el dafio principal se produce por la falta de oxigeno. La carencia de
oxigeno produce una disminucién en la produccién de energia en forma de ATP via la
fosforilacion oxidativa, lo que resulta en una disminucion en el contenido de ATP celular
(véase revision por Murphy 2008). La carencia de energia produce diferentes alteraciones
intracelulares, como cambios en la homeostasis ionica, activacion de hidrolasas, e

incremento de la permeabilidad de las membranas celulares, asi como disminucién del pH
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citosélico. La disminucién en el pH se debe al aumento de la glicolisis durante la isquemia,
el cual provoca la acumulacion de &cido lactico. Los cambios en el pH posiblemente
también se deben a la liberacion de iones H* por los lisosomas dafiados. Todas estas
alteraciones llevan finalmente a la muerte celular por necrosis (véase revision por Groot y
Rauen 2007)

2.2 Cambios en la homeostasis de los iones por la isquemia

La disminucion en el pH genera, entre otras cosas, disminucion de la actividad de la
Na*/K* ATPasa, lo que resulta a su vez en un incremento en la [Na*] intracelular. Esto tiene
como consecuencia una reduccion de la capacidad de la célula para restaurar el pH. El
aumento en la [Na*] puede causar que la célula se hinche por cambios en la osmolaridad, lo
cual puede contribuir a la ruptura de la membrana plasmatica (véase revision por Groot y
Rauen, 2007).

En el masculo cardiaco se ha demostrado que existe un incremento en la [Ca?']
intracelular debido a la inhibicion del antiporte Na*/Ca?* que usualmente bombea el Ca?*
fuera de la célula; se ha observado que en condiciones de isquemia este mecanismo se
encuentra inhibido o incluso su funcién es revertida (véase revision por Murphy, 2008). Un
incremento en las concentraciones de Ca®* puede activar hidrolasas, como las fosfolipasas
(especialmente la fosfolipasa A2, PLA2) y proteasas (como las calpainas entre otras). La
activacion de la PLA; dafa a los fosfolipidos de la membrana, lo que resulta en la
liberacion de lisofosfolipidos y acidos grasos libres. Los lisofosfolipidos pueden dafiar la
organizacion de los lipidos de la membrana, mientras que los &cidos grasos libres pueden
tener una accion tipo detergente, causando dafio a la membrana. Entre los acidos grasos
libres que se liberan esta el acido araquiddnico, el cual produce ROS en la mitocondria. Por
otro lado, las calpainas tienen una gran variedad de substratos, entre los que se encuentran
proteinas de la membrana plasmatica, del citoesqueleto y de los miofilamentos; la ruptura
de estas proteinas tiene como consecuencia una pérdida de la estructura del musculo

esquelético y de su funcion (vease revision por Gissel, 2005).
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A nivel mitocondrial el Ca?* tiene efectos positivos al activar enzimas de la fosforilacion
oxidativa; sin embargo, una sobrecarga de este ion debido a sus altas concentraciones en el
citoplasma (lo que favorece su recaptura en las mitocondrias) tiene como consecuencia el
desacople de la fosforilacion oxidativa, exacerbando asi el bajo suministro de energia. Las
altas concentraciones de Ca?" también pueden provocar la apertura del poro de transicion
de la permeabilidad, fendmeno que ha sido asociado a la activacion de apoptosis via
mitocondrial o a necrosis debida al dafio de las mitocondrias (véase revision por Feissner et
al., 2009).

2.3 Lesiones producidas en la reperfusién

En el periodo de reperfusion se han descrito dafios muy importantes a nivel sistémico,
entre los que se encuentran la formacion de edema, la disfuncion de la microvasculatura y
la necrosis muscular. La reperfusion desencadena principalmente una respuesta
inflamatoria que empeora la lesion producida por la isquemia. El dafio que ocurre en las
etapas iniciales de la reperfusion ha sido asociado a las alteraciones intracelulares que
ocurren durante el periodo de isquemia, debido a que cuando se produce la restauracion del
flujo sanguineo al tejido isquémico se vierten al torrente circulatorio los metabolitos
producidos localmente durante la isquemia. Se ha demostrado que la sangre venosa
procedente de un miembro isquémico tiene un alto contenido de potasio, un pH acido y un

alto contenido de mioglobina procedente del musculo isquémico.

En el proceso inflamatorio que ocurre durante la reperfusion se encuentran involucrados
macrofagos, células endoteliales, neutrofilos, linfocitos, plaquetas, y células parenquimales,
asi como elementos no celulares, que incluyen el sistema del complemento, la cascada de
coagulacién sanguinea, las ROS, el 6xido nitrico, y las citosinas pro y antinflamatorias,
ademas de otros mediadores. La respuesta inflamatoria puede ser iniciada por los restos de
las células dafadas o por las células endoteliales y los macr6fagos que se encuentran

intrinsecamente activados por el proceso de I/R.
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Durante este proceso de inflamacion se liberan ROS vy citosinas, como el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), y de altas concentraciones de 6xido nitrico (NO), todo lo cual
produce citotoxicidad y exacerbacién del dafio celular (véase revision por Groot y Rauen,
2007).

Entre las vias de sefializacidbn que se encuentran activadas durante el periodo de
reperfusion, se encuentra la de la familia de proteina cinasas activadas por mitégenos, como
c-Jun N-terminal cinasa (JNK) o el factor nuclear-xB (NF-kB). La activacién del receptor
de muerte celular y la via de sefializacion apoptdtica mediada por las mitocondrias
(incluyendo la activacion de caspasas y los miembros de la familia Bcl-2), se encuentran

también activadas en el periodo de reperfusion (véase revision por Groot y Rauen, 2007).
2.4 Poro de Transicion de la Permeabilidad Mitocondrial

La estructura del poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (mPTP, por sus
siglas en inglés) no esta del todo clara. Se propone que estda compuesto de diferentes
proteinas de la mitocondria que se encuentran tanto en la membrana interna (el
transportador de nucle6tidos de adenina o ANT; por sus siglas en inglés), como en la
membrana externa (el canal de aniones dependiente de voltaje 0 VDAC, por sus siglas en
inglés). La asociacion de estas proteinas junto con una proteina soluble de la matriz
ciclofilina D, formarian un canal de larga conductancia (véase revision por Feissner et al,
2009). El poro se abre de manera breve bajo determinadas condiciones fisioldgicas
sirviendo asi como una valvula de salida del Ca?* para evitar una sobrecarga del i6n en la
mitocondria, que produciria dafio en este organelo y muerte celular (Bernardi et al., 1994;

Vergun et al 2004). Por lo general la apertura de este poro se da en condiciones patoldgicas.

La apertura del mPTP en condiciones patoldgicas produce una despolarizacion del
potencial de membrana mitocondrial, Ay y permite que solutos menores a 1.5 KDa se
liberen de la mitocondria. También produce un aumento del volumen de la matriz
mitocondrial, ruptura de la membrana externa y la liberacién de citocromo ¢ que activa
diferentes caspasas que inician un proceso apoptotico; ademas puede desencadenar necrosis

debido al dafio en la mitocondria (Greed et al., 1998; Garrido et al., 2006; Ulivieri et al.,

21



2010; Toledo-Pereyra et al., 2004; Griffiths at al., 1995; Halestrap et al., 1999). Por otra
parte, la despolarizacion del Ay puede llevar a la pérdida de ATP, que conduce a la

necrosis celular a través de mecanismos aun no definidos (Kin et al., 2003).

Durante la I/R uno de los principales mecanismos que desencadenan dafio celular
involucra la apertura del mPTP. En la isquemia, la reduccion de la sintesis de ATP inhibe la
Na*/K* ATPasa, lo cual resulta en un incremento en las concentraciones de Na*y Ca?*. El
aumento en la glicdlisis lleva a la acumulacion de acido lactico y a la reduccion del pH. Sin
embargo, la reperfusion causa un rapido incremento en la [Ca?*] intracelular, el pH y en las
ROS (Tololedo-Pereyra et al., 2004) que resultan en la apertura del mPTP (Griffiths at al.,
1995). Halestrap describié que la mayor causa de dafio en la reperfusion es la apertura del
mPTP, el cual se encuentra cerrado en condiciones fisioldgicas e incluso en el periodo de

isquemia, pero su apertura se da en la reperfusion (Halestrap et al., 1999).

En el musculo esquelético se ha encontrado una despolarizacion del Ay mitocondrial y
la liberacion de citocromo ¢ durante un proceso I/R (Wang et al., 2010). De igual manera,
se ha demostrado que un periodo prolongado de isquemia seguido de reperfusion no sélo
causa necrosis celular, sino que también acelera la apoptosis celular en el musculo

esquelético (Wang et al., 2008).
2.5 Especies reactivas de oxigeno

Las células musculares continuamente generan ROS asi como especies reactivas de
nitrdgeno (RNS). Entre estas especies se encuentra el ién superéxido (O2°), los radicales
hidroxilo (OH), y el perdxido de hidrogeno (H202), se considera que las mitocondrias son
las principales fuentes de ROS dentro de la célula. Dentro de los complejos | y 1l de la
cadena respiratoria de electrones se forma principalmente el anion O2.-, por la reduccion
del O.. El superdxido es un radical muy inestable y reacciona rapidamente con las
moléculas cercanas; este radical puede ser dismutado por la enzima superoxido dismutasa
(SOD) para formar H202 (Mn SOD en la matriz mitocondrial y Cu/ZnSOD en el citosol y
espacio intermembranal), el cual es una molécula permeable en la membrana por lo que

puede tener diferentes blancos de accion (Fig.3). Otra fuente de superdxido se encuentra en
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la xantina oxidasa y el citocromo P450 oxidasa (Reid, 2001) (Fig. 3).

La homeostasis de estas especies es mantenida a través del balance entre la produccion
de ROS y RNS y su amortiguacion por el sistema de antioxidantes. Entre las enzimas
antioxidantes se encuentran la SOD que cataliza la conversion del superdxido en peroxido
de hidrégeno, el cual es convertido a su vez en agua a través de otras dos enzimas, la
catalasa (CAT), el sistema tioreduxin peroxidasa o glutation peroxidasa (Reid, 2001)

(Fig 3).
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Figura 3. Generacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria y sistemas
antioxidantes. IMM, membrana mitocondrial interna; OMM membrana mitocondrial
externa; MnSOD magnesio superéxido dismutasa; Cu/ZnSOD cobre/zinc superdxido
dismutasa; CAT, catalasa. Tomado y modificado de Feissner et al., 2009.

La existencia de un desequilibrio entre la produccién y la eliminacién de las ROS vy
RNS, como ocurre en una isquemia-reperfusion, tiene como resultado la acumulacion de
Oz, H202, y NO, que podrian producir estrés oxidativo (Rubin, 1996). Durante el estrés
oxidativo, la acumulacion de O2" y H20> puede dar lugar a la oxidacion de muchas
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macromoléculas, como son acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos y proteinas; ademas, el
H.O> puede reaccionar con metales de transicion como el hierro, para formar radicales
hidroxilo (OH) que presentan una alta reactividad (Droge, 2002; Reid, 2001). EI NO
también puede reaccionar con el exceso de Oz~ para formar el anion peroxinitrito (ONOO"),
que también es un potente oxidante y puede reaccionar con una gran variedad de moléculas
bioldgicas (Lee et al., 2000; McCord 2000; Droge, 2002). La oxidacién de uno o méas
aminoacidos puede dafiar la estructura secundaria o terciaria de las proteinas, lo cual puede

provocar su agregacion y la pérdida de su funcion (Goldberg 2003).

Se sugiere que entre los mecanismos que llevan a un aumento en las ROS durante la
isquemia-reperfusion se encuentra una sobrecarga de Ca?* dentro de las mitocondrias y
citoplasma. En condiciones fisioldgicas la entrada de calcio a las mitocondrias contribuye a
la sintesis de ATP; el calcio activa enzimas del ciclo del &cido tricarboxilico, como son la
isocitrato deshidrogenasa, la a—cetoglutarato deshidrogenasa y la piruvato deshidrogenasa
(McCormack et al., 1993). Sin embargo, una sobrecarga de Ca®* en la mitocondria produce
la apertura del mPTP que se ha sugerido induce cambios conformacionales en el complejo |
de la cadena transportadora de electrones, lo que puede inhibirla y asi generar ROS; ademas
se ha demostrado el efecto inhibitorio del Ca?* de manera directa sobre la actividad del
complejo | en presencia de NO; altos niveles de NO y Ca?" causan una inhibicion
irreversible de la respiracion celular iniciada por los substratos del complejo | (Jekabsone et
al., 2003). El Ca*" también puede activar la sintasa de Oxido nitrico y de esta manera
generar NO el cual inhibe al complejo IV de la cadena transportadora de electrones
conduciendo asi a la produccion de ROS en el complejo Ill (Cleeter et al., 1994). Una
sobrecarga en el citoplasma produce activacion de la enzima xantina oxidasa, que es una
fuente de ROS.

3. PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

En general el musculo esquelético tiene una alta tolerancia a la isquemia, como se ha
observado en estudios donde se muestra que un dafio irreversible del musculo esquelético

empieza despues de 3 horas de isquemia (Blaisdell et al., 2002 y Vignaud et al., 2010).
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Sin embargo, cuando el musculo se somete a una isquemia prolongada puede tener
complicaciones graves, incluyendo necrosis y apoptosis. Uno de los principales
tratamientos de la isquemia es la restauracion rapida del flujo sanguineo (reperfusion) hacia
el area dafada. Sin embargo, el restablecimiento de la circulacion arterial, aunque es
esencial para prevenir la necrosis causada por la ausencia de oxigeno, puede resultar en un
dafio mediado por procesos inflamatorios y en el desarrollo de estrés oxidativo dando lugar
a la formacion de radicales libres, como ya ha sido mencionado (Grisotto et al., 2000;
Primeau et al., 2002; Hallstrém et al., 2002).

En 1986, Murry et al., describieron el proceso de precondicionamiento isquémico (Pl),
que result6 ser uno de los mecanismos méas potentes para minimizar las lesiones producidas
por la I/R. Murry et al., demostraron en el corazon, que cuatro episodios consecutivos de
isquemia y reperfusion de 5 minutos cada uno, lejos de agravar la deplecion de ATP y la
necrosis en el corazon, conferia una proteccion cuando éste se sometia a una isquemia de
40 minutos y cuatro dias de reperfusion. Con el precondicionamiento la zona de infarto del
corazon se reducia en un 70 % después del periodo de isquemia en comparacién con el
corazén no precondicionado. El precondicionamiento se ha observado en otros tejidos
como el musculo esquelético (Pang et al., 1995), el intestino (Ishida et al., 1997), el rifién
(Bonventre 2002) y el cerebro (Wegener et al., 2004), entre otros.

La efectividad del Pl en pocos minutos sugeria que sus efectos obedecian a mediadores
preformados dentro de la célula. Se demostr6 que los agonistas liberados localmente
(adenosina, bradicinina, catecolaminas y opioides) desencadenaban una respuesta
protectora a través de diversos receptores de la superficie celular acoplados a proteinas G
(Cohen et al., 2000).

Entre las vias de sefializacion que se encuentran activadas, tenemos la via de la PI3K,
que a través de la proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositido (PDK1) activa proteinas
como Akt y p70S6K; ademés, se encuentra también la via de las cinasas reguladas
extracelularmente (ERK). Las cinasas, como la proteina cinasa C (PKC), la tirosin cinasa y
la MAP-cinasa (proteina activada por mitdgenos) p38 también participan en los

mecanismos que activan las sefiales de proteccion (véase revision por Murphy 2008).
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3.1 Precondicionamiento en el musculo esquelético

El estudio del precondicionamiento en el mdsculo esquelético no ha sido tan extenso
como el que se ha llevado a cabo en el corazon. A pesar de que el precondicionamiento
ocurre en varios tejidos, éste no necesariamente involucra los mismos mecanismos, pues
ello depende de la maquinaria propia de cada célula y su capacidad para desencadenar un
efecto protector.

Algunas de las vias de sefializacion que se encuentran activadas como parte de los

mecanismos de proteccion del musculo cardiaco son similares en el masculo esquelético.

El Pl puede proteger al musculo esquelético al promover el ahorro de energia o al
reducir la produccion de ATP en condiciones anaerdbicas durante periodos de isquemia. La
primera evidencia del efecto protector del Pl en musculo esquelético fue reportada en los
musculos latissimus dorsi y gracilis del cerdo (Pang et al., 1995). La aplicacién de tres
ciclos de 10 min de I/R por medio de la obstruccion del pediculo vascular de estos
musculos produjo una reduccion de la zona infartada de un 44 % y 62 %, respectivamente,
cuando estos musculos eran sometidos a 4 horas de isquemia y 48 horas de reperfusion.
Esta proteccion estuvo asociada con un alto contenido de fosfatos de alta energia y una baja
acumulacion de lactato después del periodo de isquemia en los musculos precondicionados,

indicando una baja demanda energética.

Ademas de reducir la zona infartada, también se ha reportado que el Pl en el muasculo
esquelético de rata atenuda la disfuncién vascular (Lake, 1996) y la trombosis capilar (Wang
et al., 2002). Por otra parte, también se ha demostrado que el Pl mejora la fuerza muscular,
la contractilidad y la resistencia después de un periodo de isquemia; en este caso no se
observo la preservacion de fosfatos de alta energia con respecto a los musculos no

precondicionados (Grke, 1996)

El efecto protector del Pl se extiende tanto a fibras musculares rapidas como a lentas
(Mattei, 2000). Se ha demostrado también que el musculo esquelético humano se puede
precondicionar pues Kharbanda et al. (2001) demostraron que el Pl reduce la disfuncién
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endotelial y la activacion de neutrofilos en los brazos de voluntarios sanos sometidos a un

torniquete para producir dafio por un proceso de I/R.
3.2 Segunda ventana de proteccion del precondicionamiento

El precondicionamiento isquémico es un fendmeno bifésico, con una primera fase de
proteccion que se desarrolla minutos después del estimulo precondicionante y durade 2 a 3
horas. Esta etapa es seguida por una segunda fase o segunda ventana de proteccion, que
aparece de 12 a 24 horas después del estimulo precondicionante y tiene una duracién de 3 a
4 dias. Aunque la segunda fase es mucho mas larga que la primera, la proteccion que ofrece
es mas débil que la que produce la primera fase. Ademas, existe en esta etapa la expresion
de nuevas proteinas (Bolli, 2000).

Dentro de las moléculas involucradas en la segunda fase de proteccion en el masculo
esquelético, se ha encontrado que la adenosina y el 6xido nitrico contribuyen a iniciar la
proteccion en la microvasculatura de los musculos cremaster que son expuestos a una I/R
(Wang et al., 2001). Se ha propuesto, de igual manera, que las ROS generadas pueden
también ser iniciadoras de la segunda fase de proteccién. Sin embargo, cuando se producen
grandes cantidades de ROS, éstas pueden inducir dafo a las células musculares (Grisotto et
al., 2000). Las moléculas iniciadoras pueden activar diferentes vias de sefializacion, como
la PKC, principalmente la isoforma nPKC en el caso del muasculo esquelético (Hopper et
al., 2000), y factores de transcripcion que regulan la transcripcion de genes para la sintesis

de proteinas efectoras de la proteccion.

Contrario a lo que sucede en la primera ventana de proteccion en donde la célula utiliza
las proteinas existentes, en la segunda ventana existe la expresion de nuevas proteinas a las
que se ha atribuido un papel en la proteccion. Entre estas tenemos a la ciclooxigenasa 2
(COX-2), la aldosa reductasa, las enzimas antioxidantes (Mn SOD), y las proteinas de
choque térmico (HSPs). También se ha sugerido la participacion de los canales de potasio
dependientes de ATP mitocondriales (mKatp) (Bolli, 2000).

Se ha demostrado que en la segunda ventana de proteccion generada por el Pl se produce

también una mayor expresion de las proteinas 6xido nitrico sintasa (eNOS e iNOS), tanto a
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nivel del RNA mensajero como de la proteina, lo que tiene como consecuencia un efecto
positivo en la microvasculatura del masculo cremaster (Wang et al., 2004). Otra de las
proteinas cuya expresion aumenta son las proteinas de choque térmico, Hsp70, las cuales
tienen la habilidad de estabilizar la estructura y funcion de las proteinas por lo que
confieren a la célula una mayor resistencia ante una estimulo estresante, como puede ser la
I/R (Tupling et al., 2008). De manera similar, la expresion de las enzimas antioxidantes
SOD vy catalasa, se encuentra aumentada al doble en los musculos EDL provenientes de

ratas que habian recibido un protocolo de PI (Badhwar et al., 2004).

4. PRECONDICIONAMIENTO FARMACOLOGICO

A pesar del efecto protector del precondicionamiento, éste no es generalmente aceptado
por cirujanos porque requiere un mayor tiempo de operacién y, lo mas importante, existe
siempre el riesgo de dafiar el pediculo vascular debido a los ciclos repetidos de oclusién. De
esta manera, surge la necesidad de utilizar farmacos que sean capaces de activar las vias de
sefializacion responsables del precondicionamiento. Entre los agentes farmacoldgicos que
han demostrado efectividad para desencadenar el fendmeno del precondicionamiento se
encuentran los agonistas de los receptores a opioides, los donadores de NO, los anestésicos

como el isoflurano, y los abridores de los canales de Katp (Magill et al., 2009).

Se ha demostrado que los abridores de los canales mKate, como el diazdxido,
reproducen el efecto protector agudo del Pl en el masculo esquelético del cerdo (Pang et al,
1997). Ademas, utilizando una linea celular de musculo esquelético en su estado
diferenciado, también se ha demostrado el efecto protector de diazoxido cuando las células
son sometidas a un proceso isquémico, observandose una mayor viabilidad de las células
tratadas con diazdxido, asi como una menor liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) (Minners 2001 y 2007). Por otra parte, se ha demostrado que la infusion de
adenosina produce un efecto protector en el masculo tibialis anterior, mostrando un 3.2 %
de sitios dafiados (1.6 a 4.0) comparado con 59.1 % (51.9 a 70.7) en musculos testigo
(Bushell et al., 2002).
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De igual manera, los agonistas de los receptores a adenosina A1(2-cloro-N6-
ciclopentiladenosina), Axa(2-p-(2-carboxietil)fenetilamino-5’-N-etilcarboxamidoadenosina)

y A3(2-cloro-N6-(3-iodobenziI)adenosina—S’-N metiluronamida) ejercen un efecto protector
del dafio producido después de un periodo de I/R en el masculo gastrocnemio, como lo
demuestra el bajo contenido de creatina cinasa y la baja positividad del tejido en la tincion
con azul de Evans (colorante que solo tifie al mdsculo cuando estd dafiado) (Zheng et al.,
2007).

Otro de los farmacos que han mostrado su efectividad para imitar el
precondicionamiento es el nitroprusiato de sodio (SNP) (donador de NO), cuya
administracion 24 horas antes de someter al musculo cremaster a un proceso de I/R crea

una proteccion en la microvasculatura (Wang et al., 2001).

5. MECANISMOS DE PROTECCION DEL PRECONDICIONAMIENTO

Con el desarrollo de varios modelos de I/R, se ha avanzado en el entendimiento de
algunos de los mecanismos involucrados en la proteccion mediada por el Pl. Existen
diferentes vias de sefializacion que se encuentran activadas durante el precondicionamiento,
las cuales confieren proteccion al musculo durante un proceso de I/R. Las primeras
moléculas identificadas como activadoras del precondicionamiento fueron la adenosina, la
bradicidina, los opioides, y la noradrenalina (Magill et al., 2009). Estas moléculas
activadoras desencadenan una cascada de sefializacién que activa otros efectores de la
sefial, entre los que se encuentran los canales de mKatp, y enzimas como la PKC. Se cree
que el efecto final del PI es limitar el dafio producido por la reperfusién, el cual ocurre
principalmente a nivel de las mitocondrias como consecuencia de un cambio en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial durante la reperfusion produciéndose
finalmente ruptura de la membrana y por consiguiente la liberacidn de proteinas apoptoticas
(Magill et al., 2009).

Durante el precondicionamieto farmacoldgico inducido en la linea celular C2C12 se
demostr6 que en condiciones de precondicionamiento las células presentan una

disminucion en el potencial de membrana mitocondrial con respecto al control, ademas de
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niveles bajos de ATP y un incremento en el consumo de oxigeno, es decir, las células
mantienen un estado energético bajo antes de someterse a un periodo prolongado de

isquemia, lo que sugiere una mayor resistencia a un dafio letal (Minners et al., 2001)
5.1 Canales de potasio dependientes de ATP en la mitocondria

Los canales de potasio dependientes de ATP (Katp), Se encuentran distribuidos tanto en
la membrana plasméatica como en la membrana de las mitocondrias de las células del
corazén, musculo esquelético y musculo liso. Son complejos hetero-octaméricos
compuestos por la subunidad Kir6.1 o Kir6.2 que forma el poro del canal, junto con la
subunidad regulatoria, SUR1 o0 SURZ2; el ensamblaje diferente de estas subunidades en los
diferentes tejidos da lugar a una regulacion tejido-especifica tanto fisiologica como
farmacoldgica. De manera general su actividad es inhibida fisiolégicamente por el ATP y
es activada por MgADP; farmacoldgicamente, su actividad puede ser modulada por las
sulfonilureas, como la glibenclamida y por los abridores de los canales de potasio, como el
diazoxido y el pinacidil (Flagg et al., 2010). Los canales de Katp que se expresan en las

fibras rapidas muestran una sensibilidad al farmaco diazoxido.

De manera similar a lo que ocurre en el muasculo cardiaco, los canales de Katp en el
musculo esquelético permanecen cerrados en reposo y no contribuyen a la actividad
eléctrica de la célula a menos que el masculo esté en una condicion de estrés (Hussain et
al., 1994).

En el precondicionamiento se ha propuesto que uno de los principales efectores de la
proteccion son los canales de Katp que se encuentran en la mitocondria. En el corazén
existe suficiente evidencia del papel que desempefian en la proteccion ante una isquemia; se
sugiere que la apertura de estos canales permite la entrada de K* a la matriz mitocondrial
produciendo una despolarizacion parcial del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
(aproximadamente de +10 a +24 mV) que tiene como consecuencia disminuir la sobrecarga
de Ca?* en la mitocondria que ocurre durante la I/R (Ardehali y O’Rourke, 2005). También
se ha sugerido que la apertura de este canal produce un aumento del volumen de la

mitocondria que se ha asociado con un aumento de la fosforilacion oxidativa (Yellon y
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Downey 2003; Kowaltowski et al., 2001; Debska et al., 2002;Dos Santos et al., 2002).
Finalmente, la apertura de los canales mKarp incrementa la produccion de ROS durante el
precondicionamiento, las cuales producen la activacion de PKC que genera a su vez
mecanismos que conducen a la proteccion; durante la etapa de reperfusion la apertura de

estos canales produce una disminuciéon en la produccion de ROS (Ardehali y O’Rourke,

2005).

En un modelo de animal completo se demostr6 que la induccion del
precondicionamiento en musculo esquelético via la activacion de los canales mKate por el
agonista BMS-191095, reduce el dafio producido por una I/R en el masculo gracilis de
perro y latissimus dorsi del cerdo durante la primera ventana de proteccion (Grover et al.,
2003; Moses et al., 2005a). EI aumento en la proteccion en el musculo latissimus dorsi se
ha asociado con un incremento en el contenido de ATP al final del periodo de isquemiay al
inicio de la reperfusién y con una baja actividad de los neutrdfilos al principio de la
reperfusion. Como ya se menciond, al inicio de la reperfusion existe una acumulacion de
neutrofilos los cuales generan ROS que pueden ocasionar dafio al tejido por lo que una
disminucion en su actividad o en su acumulacion parece reducir el dafio ocasionado por un

proceso de I/R.
5.2 Especies Reactivas de oxigeno

La generacion de pequefias cantidades de ROS participa de manera importante en el
inicio de la protecciéon inducida por el precondicionamiento en ambas ventanas de
proteccion. Sun et al. (1996) demostraron que la administracion de los antioxidantes SOD,
catalasa y N-2 (mercaptopropionil) glicina (MPG) al inicio de la isquemia, evita la
proteccion brindada por el Pl en el corazon durante la segunda ventana de proteccién. En
una linea celular proveniente de musculo esquelético se demostré también que la
administracion concomitante de diazéxido y el antioxidante MPG bloguea la proteccion

que ejerce el farmaco durante un proceso isquémico (Minners et al., 2007).

En cultivos de neuronas corticales se demostré que el diazéxido induce la segunda

ventana de proteccién previniendo el dafio ocasionado por la privacion de oxigeno y
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glucosa. Se demostr6 en estos cultivos que el mecanismo de proteccién involucra una
despolarizacion de la membrana mitocondrial y la produccion de radicales libres como el

anion superéxido (Kis, 2003)

Utilizando mdsculo cardiaco, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el
incremento de ROS inducido por el precondicionamiento farmacoldgico con diazdxido
durante la primera ventana de proteccién, desempefia un papel importante en el mecanismo
por el cual el farmaco genera proteccion ante un proceso isquemico. Se demostré que el
efecto protector del diazoxido se evita cuando se administra concomitantemente con el
antioxidante, N- acetilcisteina (NAC) (Gonzélez et al., 2010). En este trabajo también se
demostrd que el precondicionamiento con diazéxido genera una disminucién de los niveles
de la proteina auc, la principal subunidad formadora del canal de calcio tipo L, efecto que
fue revertido por el antioxidante, NAC. La disminucién de la proteina aic generé una
disminucion en la amplitud de las corrientes de Ca?*. Gonzalez et al. (2010) sugirieron que
una menor concentracion de Ca?* durante un proceso isquémico contribuiria a una mayor

sobrevivencia de las células.
5.3 Efecto protector de la parvalbimina

Por medio de estudios immunohistoquimicos se ha demostrado que la parvalbumina no
solo se expresa en fibras musculares, sino también en tejidos no musculares como los
huesos, los dientes, la piel, el cerebro, la préstata, las vesiculas seminales, los testiculos, y
los ovarios de ratas. De manera particular, en el sistema nervioso se ha encontrado que el
soma Yy las neuritas de neuronas GABAGérgicas contienen altos niveles de PV. Las PVs
parecen actuar como un amortiguador de Ca?* y pueden afectar la amplitud y el curso
temporal del Ca?* intracelular después de un potencial de accion, de esta manera, pueden

regular la plasticidad sinaptica en corto plazo (Caillard et al., 2000).

Se ha demostrado que la expresion aumentada de la PV protege a las motoneuronas de
un dafio excitotoxico al aumentar la capacidad de las neuronas para amortiguar una
sobrecarga de Ca?* producida por un dafio con acido kainico (Van Den Bosch et al., 2002).

Ademas, se ha encontrado también que al inducir la expresion de la PV las motoneuronas

32




adquieren cierta resistencia a los efectos producidos por dafio al nervio ciatico en ratas
neonatas (Dekkers et al., 2004).

Asi tenemos que la PV no sélo acelera el proceso de relajacion en musculos rapidos,
sino que también puede proteger a las células de una sobrecarga de Ca?* al unirse al Ca®*
libre y de esta manera reducir el contenido de este ion intracelularmente. Una mayor
capacidad de la célula para amortiguar eventuales sobrecargas de Ca?* seria importante

durante el dafio ocasionado por procesos de I/R.
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6. JUSTIFICACION

Durante la realizacion de procesos ortopédicos rutinarios y de cirugias de la periferia
vascular el musculo esquelético esté sujeto a periodos prolongados de isquemia que tienen
como consecuencia complicaciones intraoperatorias y postoperatorias impredecibles. Un
periodo excesivo de isquemia puede causar necrosis del musculo, y si el grado de infarto de
éste es grande pueden producirse complicaciones sistémicas como acidosis, hiperkalemia,

mioglobinuria y dafio renal.

El precondicionamiento farmacoldgico ofreceria una forma de evitar esas
complicaciones producidas por una isquemia prolongada, por lo que resulta de vital
importancia estudiar los mecanismos moleculares que desencadena, en especial los que
llevan a la generacién de la segunda ventana de proteccion que, como ya se menciono, es

de una duracién mucho mayor en comparacién de la primera.

Es de nuestro interés estudiar el efecto protector del diazéxido en el mdsculo
esquelético, el cual involucra mecanismos de regulacion de los niveles intracelulares de
Ca?

7. HIPOTESIS

En el musculo esquelético la segunda ventana de proteccion inducida por el
precondicionamiento farmacoldgico con diazéxido involucra una mayor remocién del Ca**

intracelular durante el proceso de I/R, con la consecuente disminucion del dafio celular.
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8. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios en el manejo del Ca?* intracelular y la participacion de las ROS

durante el precondicionamiento farmacolégico del musculo esquelético.

9. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto del precondicionamiento farmacoldgico con diazoxido

sobre las sefiales de Ca** en el musculo esquelético.

Estudiar el efecto protector del precondicionamiento farmacologico después de

someter al musculo esquelético a un proceso de I/R o de estrés oxidativo.

Determinar la participacion de las ROS en el precondicionamiento

farmacolodgico utilizando el scavenger de especies reactivas de oxigeno, tiron.

Analizar la participacion de la bomba SERCA y de la proteina PV en la
regulacion de la concentracion del calcio citosolico durante el

precondicionamiento farmacologico.
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Animales y preparacion de muasculos

El manejo de los animales fue aprobado por el comité interno para el cuidado y uso de
los animales de laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV-IPN. Se utilizaron ratones adultos
de la cepa BALBI/c, de 8 a 10 semanas de edad. Los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical para posteriormente aislar los muasculos flexor digitorum brevis (FDB),

interdseo y extensor digitorum longus (EDL) de las patas del raton.
10.2 Cultivo de células C2C12

La linea celular C2C12 es un subclon de la linea celular miogénica murina C2,
establecida a partir de células satélite de musculo esquelético de la extremidad posterior de
ratbn C3H adulto (Yaffe y Saxel, 1997). Esta linea se diferencia rdpidamente y produce

miotubos contractiles que expresan caracteristicas de musculo esquelético.

Los cultivos celulares de mioblastos C2C12, (American Type Culture Collection), se
mantuvieron en medio de crecimiento: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
suplementado con 10 % de Suero Bovino Fetal (SBF) en un ambiente con 5 % COza 37 °C
hasta alcanzar una confluencia de 60 6 70 %. La diferenciacion a miotubos se realizd
cambiando el medio de crecimiento por un medio de diferenciacién el cual contiene medio
DMEM suplementado con 2 % de suero de caballo (HS) (Minners et al., 2007). El cultivo

de células diferenciadas se mantuvo en este medio por diez dias.
10.3 Analisis de las corrientes de Ca?* en la linea celular C2C12

Para medir las corrientes de calcio en la linea celular C2C12 se utilizé la técnica de
fijacién de voltaje en la configuracion de célula completa. El potencial de mantenimiento
fue de -80 mV. Para restar los componentes lineales se aplicaron pulsos hiperpolarizantes
de -20 mV. Las corrientes de calcio se obtuvieron aplicando a la célula pulsos
despolarizantes a partir del potencial de mantenimiento de -80 mV e incrementando en

pasos de 10 mV hasta +60 mV. La duracion de los pulsos fue de 150 ms. La solucion
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extracelular contenia 145 mM TEA-CI, 2 mM CaCl;, 10 mM HEPES (pH 7.4 con
TEAOH). La solucién interna contenia 110 mM CsCl, 10 mM EGTA, 3 mM Mg-ATP,
10 mM HEPES, 0.6 mM GTP (pH 7.2 con CsOH). Se utilizaron pipetas con una resistencia
de 3-5 MQ. Los registros se realizaron utilizando el amplificador Axopatch 200A (Axon
Instruments, Foster City, CA), los datos fueron analizados usando pCLAMP 8.0 (Axon

Instruments).

10.4 Protocolos de tratamiento para estudiar el precondicionamiento

La segunda fase del precondicionamiento farmacoldgico fue inducida por la
administracion intraperitoneal de diazdxido (7mg/Kg), (Weid et al., 2005), 48 horas antes
de someter a los musculos a hipoxia, o estrés oxidativo con peroxido de hidrégeno (H20.).
En los ratones testigo se inyecto el vehiculo, el cual contenia 0.9 % de NaCl, alcalinizado
con 0.001 N de NaOH.

Para evaluar el efecto de los ROS en el precondicionamiento se inyectd, 10 min antes
del tratamiento con diazoxido, el atrapador o scavenger (en inglés) de ROS tiron (4,5-
dihidroxi-1,3-benzeno-4cido disulfonico) (1200 mg/Kg) en solucion salina 0.9 % NaCl. Se

repiti6 la dosis de tiron 24 horas después.

Se evalué la actividad de la bomba SERCA en el precondicionamiento por medio de la
inhibicion de dos cinasas (CaMKIIl y PKA) que actlan regulando la actividad de la bomba
SERCA. El inhibidor de CaMKII, KN-93 (1uM/Kg) se inyecto de manera i.p por 7 dias, en
el dia 5 se administré diazoxido mas KN-93. Para evaluar la participacion de PKA en la
sefializacion del calcio intracelular el inhibidor de PKA, H-89, se adiciono (3 uM) a las
fibras disociadas 10 min antes de medir los transitorios de calcio. Se mantuvo el inhibidor

H-89 durante todo el experimento.
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Tratamientos agudos con diazéxido

90 min

Testi 0 Fluo-3 Fluo 3 + DMSO
C2C12 J
Diazéxido Fluo-3 Fluo 3 + DZX
Testigo DMsO Fluo 3 + DMSO
Fibras disociadas
Diazdxido DzZX Fluo 3 + DZX
L 1 1 []
0 30 min 60 min
Tiempo
Tratamiento con diazdxido ( 48 hrs)
Diazo6xido

7mg/Kg (i.p.)

KN-93 (1 uM/Kg, i.p. H-89 (3 UM, incubacion

por 7 dias) inhibidor

Figura 4. Protocolos que se ocuparon para medir los transitorios de Ca®*. Véase

texto para mayor detalle.

10.5 Dafio por isquemia — reperfusion

durante los registros)

de CaMKII inhibidor de PKA

Tiron (1200 mg/Kg,
i.p. por 2 dias)
Scavenger de ROS

Para simular un proceso de isquemia-reperfusion se utiliz6 un modelo in vitro. Las

condiciones aerdbicas e isquémicas se simularon por condiciones normoxicas e hipoxicas,

respectivamente, como ya ha sido descrito (Martou et al., 2006), con pequefias

modificaciones. Durante las condiciones normdxicas se utilizo el buffer Krebs-Helseleit-
HEPES (KHH) el cual contiene 118 mM NaCl, 4.8 mM KCI, 27.2 mM NaHCO3, 1 mM
KH2POs, 1.2 mM MgCl», 20 mM HEPES. El buffer KHH fue suplementado con 10 mM de
glucosa, 10 % de suero bovino fetal (SBF) y 0.25 U/ml de insulina y fue burbujeado con
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una mezcla de 94 % O2-5 % CO,. Para simular la isquemia, las condiciones hipdxicas
fueron creadas al burbujear el buffer KHH sin suplementar con una mezcla de 94 % N2, 5%
CO2, 1 % O>. El buffer KHH en condiciones hipoxicas no contenia SBF, glucosa, ni
insulina para simular las condiciones isquémicas en las cuales el musculo se veria privado
del plasma circulante, sus nutrientes y factores endocrinos. La solucion stock del buffer
KHH se prepard a una concentracion 2X y se almacené como maximo por una semana a
4°C. El equipo que se utilizd para crear las condiciones de isquemia-reperfusion, consistio
en una bafo de agua a 37 °C con agitacion al cual se le adaptaron dos tanques de gas uno
con la mezcla de 94 % O,-5 % CO> Yy el otro con la mezcla 94 % N2, 5 % CO2, 1 % O>. Los
masculos se incubaron inicialmente en condiciones norméxicas por 30 min a 37 °C, periodo
al que se le llamo de equilibrio. Al final de este periodo los musculos se incubaron bajo
condiciones hipoxicas por 2 horas, seguidas por una hora de reperfusién bajo normoxia.
Los experimentos control se realizaron incubando a los musculos por 3 horas y media en
condiciones de normoxia. Al final del experimento se midi6 la viabilidad de los musculos
en las diferentes condiciones de tratamiento por medio del ensayo de Metiltiazolildifenil

Tetrazolium (MTT) (ver mas adelante).

10.6 Estrés oxidativo con peroxido de hidrégeno

Con la finalidad de simular un estrés oxidativo los musculos se incubaron con peroxido
de hidrégeno (McArdle et al., 2004). Los musculos se incubaron inicialmente con solucion
Ringer normal por 30 min a 37 °C para equilibrarlos, posteriormente se incubaron por otros
30 min a 37°C en solucién Ringer normal con 3 mM de H20,. Los experimentos testigo se
realizaron incubando los musculos por el mismo periodo de tiempo pero solamente con
solucion Ringer normal. Al final del periodo de incubacion se midié la viabilidad de los
musculos control, con peroxido con y sin tratamientos por medio del ensayo de
Metiltiazolildifenil tetrazolium (MTT). La solucion de Ringer normal contiene: 146 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgClz, 2 mM CaCl,, 11 mM Glucosa, 10 mM Hepes, pH 7.4.
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A. Modelo de isquemia-reperfusion
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B. Modelo de estrés oxidativo

Testigo Soln. Ringer Soln. Ringer

‘. Soln. Ringer L H,O, (3mM)
Peroxido
e e Soln. Ri
Diazoxido Im

0 min 30 min 60 min

Tiempo

Figura 5. Modelos de dafio celular para evaluar el efecto protector del
precondicionamiento farmacoldgico con diazoxido. A. Modelo de isquemia-reperfusion
modificado de Martou et al 2006. B. Modelo de estrés oxidativo (modificado de
McArdle et al.2004).
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10.7 Determinacion de la vialidad por el ensayo de MTT

La viabilidad de los muasculos se midi6 por medio del ensayo de Metiltiazolildifenil
tetrazolium (MTT). En este ensayo el MTT es reducido a azul de formazan por las
mitocondrias de aquellos musculos que conservan su viabilidad. Al final de cada protocolo
de dafio celular al cual se sometieron los masculos se les quito el exceso de humedad con
ayuda de un papel filtro para posteriormente pesarlos. Finalmente los musculos se colocan
en un tubo eppendorf que contiene 3 mM de MTT en buffer salino de fosfatos (PBS). Los
musculos se incuban por 60 min a 37 °C, trascurrido este tiempo se secan y se pasan a un
eppendorf que contiene DMSO, donde los musculos son cortados finamente con la ayuda
de unas tijeras. Finalmente las muestras se incuban por 30 min a 37°C para permitir la
completa disolucion del azul de formazéan. El sobrenadante de las muestras se midi6 en un
espectrometro “Spectrophotometer, SmartSpec™ 3000 Bio Rad” a una longitud de onda de
550 nm. Los resultados son expresados como a absorbancia a 550 nm por gramo de peso de

musculo.

10.8 Disociacion de las Fibras Musculares

Para obtener las fibras musculares se realiz6 una disociacion enzimatica. Se utilizaron
los musculos flexor digitorum brevis e interéseo del ratdn, los cuales se sometieron a una
disociacién enzimatica con colagenasa. Los musculos se colocaron en una cdmara con una
base de un polimero transparente (Sylgard) en donde fueron incubados a 36.5 °C, 30 min en
una solucion Ringer con bajo contenido de calcio (1 mM CaCly) y colagenasa (tipo 2, 327
U/mg, Worthington) con la finalidad de separar las fibras del tejido conjuntivo circundante.
Al final de la incubacion los muasculos se lavaron con solucion Ringer normal y se
disociaron de manera mecanica con el uso de pipetas pulidas de distintos didmetros. Se
verifico la integridad de la fibra de manera visual, observando su respuesta ante un estimulo

eléctrico.
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10.9 Protocolo de Estimulacion

Los transitorios de Ca2* fueron inducidos mediante estimulos eléctricos, producidos por
electrodos de platino que se encuentra en lados opuestos de la cdmara experimental donde
se colocan los cubreobjetos silanizados que contienen las fibras disociadas. La cdmara
experimental contiene la solucion extracelular. ElI generador de pulsos (modelo DS2A,
Digitimer, Hertfordshire, Inglaterra) produce estimulos con duracion y amplitud a
seleccionar. Para la generacion de sacudidas simples se dieron pulsos de 2 ms de duracién y
una amplitud aproximadamente 3 veces el umbral. Se repitid la estimulacién a una
frecuencia muy baja (0.3 Hz) y con una duracion aproximada de 20 s para posteriormente
promediar las sefiales obtenidas. En el protocolo de estimulacion tetanica, se produce
primero una sacudida simple, después de 200 ms sigue la estimulacion repetitiva la cual
tuvo una duracién variable (36.5 a 400 ms), con una frecuencia de 100 Hz. Sélo se
consideraron a aquellas fibras que no presentaron run-down, es decir, se dio un altimo
pulso después de la estimulacion repetitiva y si no mostraban una caida con respecto a la

primera sacudida se consideraron para el analisis.

10.10 Medicion de los Transitorios de Ca?*.

Los registros de los transitorios de Ca?* obtenidos con indicadores fluorescentes
presentan caracteristicas cinéticas que estan relacionadas principalmente con la liberacion
del Ca*" y con la recaptura del Ca®*, modificadas a su vez por las caracteristicas intrinsecas
del indicador fluorescente que se utilice.

Se obtuvieron registros en condiciones testigo y en fibras que se obtuvieron de musculos
provenientes de ratones que habian sido inyectados 48 horas antes con diazéxido para
producir el precondicionamiento farmacoldgico. Ademas, se realizaron registros para
evaluar el efecto agudo del diazoxido (100 uM) tanto en las células C2C12 en su estado de
diferenciacion y en las fibras musculares disociadas. La duracion del tratamiento fue de 30

min para la linea celular C2C12 diferenciada y de 90 min para las fibras disociadas.
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Los cambios producidos en los transitorios de calcio por los diferentes tratamientos se
analizaron utilizando el siguiente protocolo: las células inicialmente fueron cargadas con el
indicador fluorescente Fluo-3 AM (Molecular Probes). El indicador permea a la membrana
plasmatica por medio de los grupos acetoxi-metil-éster; una vez en el citoplasma, este
grupo es hidrolizado por las esterasas, quedando el indicador en su forma &cida, es decir,
con la capacidad de unir Ca?* y emitir luz. Este indicador presenta una baja
compartamentalizacion (Thomas et al., 2000). Las células fueron incubadas con 5 uM de
Fluo-3 AM en solucion Ringer por 60 min en oscuridad a temperatura ambiente. Al final de
la incubacion se lava el indicador con Ringer y se incuba por 30 min mas para permitir que

el indicador se convierta en su forma sensible al Ca?*.

En el caso de las fibras disociadas una vez cargadas se colocan sobre un cubreobjetos
que ha sido previamente silanizado con la finalidad de que se adhieran y asi minimizar los
artefactos de movimiento. Para las células C2C12 no fue necesario este procedimiento ya

que éstas se hacen crecer sobre cubreobjetos.

El cubreobjetos se coloca dentro de una camara de registro la cual estd sobre la platina
de un microscopio invertido (Nikon, Tokyo, Japon). Las células son iluminadas con una luz
monocromatica de 485 nm, la luz emitida se filtra para obtener la longitud de onda de
emisién de 535 nm, la cual es detectada por un fotodiodo que se encuentra acoplado al
microscopio. La sefial fue digitalizada utilizando una interfase (Digidata 1322 con una
resolucion de 16 Bit, Axon Instruments).

La fluorescencia emitida por las células se registrd; el valor promedio de los primeros
200 ms anteriores al estimulo eléctrico, fluorescencia basal (F), fue utilizado para calcular
la sefial de Ca?* como AF/F, es decir el cambio de la fluorescencia con respecto a la basal,
dividida sobre la basal, este procedimiento minimiza los posibles efectos producidos por los
cambios en la concentracion del indicador sobre las sefiales de calcio (Vergara y Di Franco,
1991; Shirokova et al., 1998). También se analizo6 la anchura media de la sefial, es decir, el
intervalo entre el 50% de la magnitud maxima de la fase de ascenso y la de descenso. Los
datos fueron analizados utilizando los programas pCLAMP 8.0 (Axon Instruments) y

SigmaPlot 10 (Systat Software Inc.).
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10.11 Calibracién de las sefiales de fluo-3

Con la finalidad de analizar los cambios en la concentracion de calcio intracelular a
partir de las sefiales fluorescentes de Ca?* obtenidas con el indicador fluo-3, empleamos el
procedimiento utilizado por Caputo et al. (1994). Considerando que la reaccién entre el

calcio y fluo-3 esté dada por la siguiente reaccion:
Ca2* +fluo-3 = Ca®*-fluo-3

Caputo et al. (1994) demostraron que la concentracion libre de calcio en el citoplasma

bajo condiciones dinamicas puede ser calculada por la siguiente relacion:

[Ca®*];r(Fmax — Frest)K, + AFK_ + dF/dt 1
(Fmax — Frest — AF)K,

[Ca®t]i =

Donde [Ca?*]ir es la concentracion de Ca?* en reposo (estimada en100 nM), y .ks+,. k-
son las constantes de la asociacién y disociacion del calcio al indicador, respectivamente.
Los valores que se usaron para estos parametros fueron: 30 uM™ sty 120 s?
respectivamente (Caputo et al., 1999). En la ecuacion (1) dF/dt es la relacién de cambio de
la sefial de fluorescencia, AF es el cambio de la fluorescencia con relacion a Frest, Fmax €S el
maximo valor de fluorescencia y Frest €s el valor de fluorescencia en reposo. La Fmax fue

evaluada de acuerdo a Cheng et al. (1993).

10.12 Andlisis por western blot

Se detectd por western blot la proteina parvalbumina y como normalizador se utilizo la
proteina estructural actina. Los tejidos musculares fueron homogeneizados con buffer frio
(50 mM Tris HCI, 2.5 % dodecil sulfato de sodio), 10 mM de ditriotreitol, 5% glicerol y
una mezcla de inhibidores de proteasas) e incubados a 100 °C por 5 min. Después se
centrifugaron a 10 000 x g, 10 min a 4 °C, los sobrenadantes fueron colectados y
almacenados a —80°C (Weiss et al., 2010). Se determiné el contenido de proteina usando el

kit de ensayo Pierce BCA. Cantidades iguales de proteina (10 pg) para parvalbimina y
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actina fueron separadas por un gel de electroforesis dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida
y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas fueron incubadas toda la
noche a 4° C con los anticuerpos contra parvalbimina (1:10,000, Abcam, Cambridge, MA,
EUA) o actina (1: 1000, Sigma). Después de varios lavados las membranas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo (1: 30 000), o anti-raton (1: 40 000)
conjugados con peroxidasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). La quimioluminiscencia fue
detectada usando Immobilon Western (Millipore Co., Billerica, MA, EUA).

La densidad de las bandas de parvalbumina y actina se midié de la siguiente manera: las
placas se escanearon a 600 dpi y se invirtié su contraste. EI promedio de la intensidad v el
area de cada banda se midieron con Photoshop (CS3), y se determiné el valor de la
densidad absoluta como el producto entre la intensidad y el area de la banda. Para
normalizar, la densidad absoluta de la banda de parvalbdmina se dividié entre la densidad
de la banda correspondiente de a—actina. La densidad relativa se calcul6 como la relacion
entre la densidad normalizada de parvalbumina de los musculos tratados y la densidad
normalizada de la banda de parvalbdmina de los mudsculos en condiciones testigo; ambos

experimentos se realizaron en paralelo.
10.13 Anélisis estadistico

Los datos son presentados como el promedio + error estandar (S.E). La diferencia entre
los promedios de dos muestras poblacionales se analizd por medio de una prueba t de
Student. La diferencia significativa entre los promedios de mas de dos poblaciones fue
evaluada por una prueba de ANOVA de una via, seguida de una prueba de Dunn. Valores

de p < 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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11. RESULTADOS

11.1 CULTIVO DE LAS CELULAS C2C12

La linea celular C2C12 de origen mioblastico se diferencia rapidamente y produce
miotubos contractiles que expresan caracteristicas de musculo esquelético por lo que es un
modelo frecuentemente utilizado para estudiar lo que ocurre en el muasculo esquelético a
nivel molecular, es por ello que inicialmente llevamos a cabo experimentos en esta linea
celular. Como primer paso establecimos las condiciones adecuadas de crecimiento y de

diferenciacion de la linea celular C2C12.

La linea celular C2C12 se hizo crecer en medio DMEM suplementado con 10 % de SBF
hasta que alcanzara una confluencia del 60 -70% (Dia 0). La morfologia de las células no
diferenciadas, es decir, en su forma de mioblastos, se caracteriz6 por su forma estrellada, y
por la presencia de un sélo nacleo. Para lograr la diferenciacion, el medio de crecimiento se
cambié por medio de diferenciacion, es decir, medio que contenia 2 % de HS, en estas
condiciones observamos cambios morfol6gicos importantes a partir de las 24 horas, las
células empiezan a agruparse y a fusionarse (Dia 1). En el dia 4 y 5 de diferenciacion, la
formacion de miotubos es evidente, las células adquieren una forma alargada y

multinucleada.

Finamente podemos observar un aumento en la formacién de miotubos en los dias 6, 7, y
8 de diferenciacion (Fig. 6). Ocasionalmente logramos observar contraccion de los
miotubos en los dltimos dias de diferenciacion. A partir del dia 9 de diferenciacion se
empieza hacer evidente la muerte celular de los miotubos (datos no mostrados). Similares
cambios morfoldgicos de la linea celular C2C12 durante su diferenciacion ya han sido
descritos (Curci et al., 2008).




Figura 6. Cambios morfoldgicos de la linea celular C2C12 durante su diferenciacion a
miotubos. Dia 0 estado no diferenciado o mioblastico. Dia 1-8 linea celular C2C12 en
condiciones de diferenciacion. A partir del dia 4 es evidente la formacion de miotubos,
es decir, células alargadas y multinucleadas. En los dias 5-8 de diferenciacion el nimero
de miotubos ha aumentado de manera considerable.
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11.2 EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO FARMACOLOGICO
TEMPRANO SOBRE LOS TRANSITORIOS DE Ca?*

Debido a que una reduccidn en la sobrecarga de calcio por el precondicionamiento se ha
sugerido como uno de los principales mecanismos que conducen a la proteccion de los
tejidos (véase revision por Murphy, 2008), nosotros nos propusimos como primer paso
estudiar el efecto del precondicionamiento farmacoldgico con diazoxido sobre los
transitorios de calcio generados por un potencial de accion, tanto en la linea celular C2C12
diferenciada, como en fibras disociadas de musculos de ratén. El diazoxido es un farmaco
que se ha utilizado ampliamente para imitar el precondicionamiento en diferentes tejidos,
entre ellos tenemos el corazén (Liu et al., 1998), masculo esquelético (Weid et al., 2005) y
en la linea celular C2C12 (Minners et al., 2007). En el masculo esquelético se ha estudiado

principalmente la primera ventana de proteccién producida por este farmaco.

11.2.1 Registros electrofisiologicos y transitorios de Ca?*en la linea celular C2C12
tratada con diazoxido.

La linea celular C2C12 en su estado diferenciado, fue incubada con diazoxido 100 uM,
por un periodo de 30 min, dosis que se ha demostrado tiene un efecto protector ante un

proceso isquémico durante la primera ventana de proteccion (Minners et al., 2007)

Considerando que se ha encontrado la expresion de la proteina as del canal de calcio
Cav 1.1 a partir del dia 3 y 5 de diferenciacion, proteina indispensable en el acople
excitacion-contraccion del musculo esquelético (Bidaud et al., 2006), decidimos analizar
las corrientes y los transitorios de calcio a partir del dia 4 de diferenciacion, donde en

nuestras condiciones de cultivo era clara la formacién de miotubos.

En los registros de calcio analizados por medio de la técnica de fijacion de voltaje en las
células C2C12 no encontramos cambios en la amplitud maxima de las corrientes de calcio
generadas por el protocolo de estimulacion. Por ejemplo, encontramos que el valor
promedio de la amplitud de las corriente de calcio en el dia 5 de diferenciacion a +30 mV
fue de -3.38 + 1.58 pA.pF! (n = 5) en condiciones testigo y de -3.68 + 0.33 pA.pF*!
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(n = 2) en condiciones de tratamiento con diazoxido (100 uM, 30 min); en el dia 8 de
diferenciacion encontramos de manera similar que el tratamiento con diazéxido no afectaba
la amplitud de las corrientes de calcio el valor promedio en condiciones testigo fue de -3.83
+ 1.37 pA.pF! (n=6) y de -2.9 + 0.86 pA.pF* (n = 6) en condiciones de tratamiento; en
general no encontramos cambios en la cinéetica de los registros de calcio. Es importante
resaltar que estos resultados nos daban indicio que en el precondicionamiento con
diazdxido en el musculo esquelético no se veia afectado el acople de la excitacion

contraccion muscular a nivel de los canales de calcio tipo L.

Aungue no encontramos cambios a nivel de las corrientes de calcio, no necesariamente
implica que no existan cambios a nivel de la regulacion del calcio intracelular después de
un potencial de accion es por ello que también analizamos los transitorios de calcio en la
linea celular C2C12 en condiciones de precondicionamiento y testigo, determinamos la
amplitud de la sefial (AF/F), tiempo al pico de la sefial y el curso temporal de la misma,
(anchura media) en los diferentes dias de diferenciacion (Tabla 1). Encontramos en todos
los dias de diferenciacion analizados una disminucion en la amplitud de la sefial de calcio
(AF/F) en condiciones de tratamiento con diazoxido con respecto al testigo, también
observamos una disminucion en el curso temporal de la sefial en condiciones de tratamiento
con diazdxido en el dia 8 de diferenciacion. No observamos cambios en el tiempo al pico
de la sefial de calcio que nos indicaba nuevamente que la etapa inicial del acople
excitacion-contraccion del musculo no se encontraba afectada durante el

precondicionamiento, sino que los cambios eran posteriores.
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Tabla 1. Efecto del Diazoxido sobre los transitorios de Ca?* en la linea
celular C2C12

Anchura media Tiempo al pico
(ms) (ms)

Dia 4 de diferenciacion

Testigo 3.15+£0.110 127.68 £12.2 130.82 + 13.18 37

Dia 5 de diferenciacion

Testigo 2.48 +0.060 144.80 + 16.14 105.86 + 8.84 53

Dia 6 de diferenciacion

Testigo 2.51+0.069 153.12 £+ 13.80 104.52 £ 7.55 50

Dia 7 de diferenciacion

Testigo 2.64 £ 0.067 209.41 + 17.56 82.64 £ 4.51 51

Dia 8 de diferenciacion

Testigo 2.85 % 0.067 188.55 + 13.38 94.2+4.73 72

*p <0.05
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11.2.2 Transitorios de Ca?* en fibras disociadas tratadas con diazoxido.

Al analizar el efecto del diazoxido sobre los transitorios de calcio en fibras disociadas de
los masculos de ratén adulto, encontramos que el tratamiento con diazoxido por 30 min no
tenia efecto en la cinética de las sefiales de calcio (datos no mostrados), contrario a lo que
habiamos observado en los miotubos. Sin embargo, si observamos que el tratamiento con el
farmaco por 90 min producia una disminucién en el AF/F de las sefiales de calcio. El valor
promedio del AF/F en condiciones testigo fue de 4.38 + 0.18 y el valor promedio con
diazoxido fue de 3.61 + 0.16, mostrando una diferencia significativa (Fig. 7A), no
encontramos cambios significativos en la duracion de la sefial con el tratamiento con
diazoxido, aunque podemos observar una tendencia a una disminucion en su curso temporal
(Fig. 7B).

A
5 &0
m
£ 90 4
4 A * —
'.g A0 -
L 3 )
L =
<] = 30
2 - =
L 20
o2
-
T << 10 |
- . — 0-
Testign  Diazdwxido Testign Diazdxido
90 min 80 min

Figura 7. Efecto del diazoxido sobre el AF/F de las sefiales de calcio en fibras disociadas.
A. Valores promedio del AF/F de las sefales de calcio (£S.E). B. Valores promedio de la
anchura media de la sefial (£S.E). Condiciones testigo n= 61, diazoxido n=27. * p <0.05.
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11.3 EFECTO DEL PRECONDICIONAMIENTO FARMACOLOGICO TARDIO
SOBRE LOS TRANSITORIOS DE Ca?*

Para analizar los mecanismos involucrados en la proteccion que brinda el diazoxido en
la segunda ventana de proteccion, realizamos registros de los transitorios de Ca* de fibras
provenientes de masculos de ratones testigo y de fibras provenientes de ratones que habian
sido inyectados 48 horas antes con diazoxido para producir el precondicionamiento tardio
(PF tardio).

Los registros generados a partir de un pulso despolarizante suficiente para producir un
potencial de accion, tanto en condiciones testigo como de tratamiento, se muestran en la
Fig. 8. Se observa que en condiciones de PF tardio las sefiales que se generan tienen un
curso temporal mas breve (Fig. 8B) con respecto al testigo (Fig. 8A). Se puede observar de
manera mas clara la disminucién en el curso temporal, cuando los trazos de A y B son
normalizados y superpuestos (Fig. 8C). No se observaron cambios en la amplitud del AF/F
de las sefiales de Ca?*, como se habia demostrado por el tratamiento agudo con diazoxido
tanto en la linea celular C2C12, como en las fibras disociadas. Sin embargo, si se
observaron cambios en la anchura media de la sefial. Se encontr6 una disminucion en un

22 % en la duracion de la anchura media con respecto al testigo (Tabla 2).

Figura 8. El precondicionamiento farmacoldgico con diazoxido en la segunda ventana de
proteccion reduce la duracion de las sefiales de Ca?*. A, Sefiales fluorescentes de Fluo-3
expresadas como el AF/F en respuesta a un estimulo extracelular, fibras testigo (A), PF tardio
(B). C, trazos normalizados de A y B.
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Tabla 2. Efecto del PF tardio sobre los transitorios de Ca?*

Testigo 482 +0.14 58.17+1.9 8.72 +0.50 122
Diaz6xido 5.19+0.19 4526+ 15%* 7.37+0.48 72
*p < 0.05

11.4 TRANSITORIOS DE CALCIO Y LA BOMBA SERCA

La disminucion en la anchura media de las sefiales de calcio por el tratamiento con
diazdxido puede estar relacionada con una mayor recaptura del calcio por la bomba
SERCA, o por una mayor capacidad para amortiguar un aumento del calcio después de un

potencial de accion.

Con la finalidad de evaluar si existia una mayor actividad de la bomba SERCA, debido
al precondicionamiento farmacoldgico, utilizamos inhibidores de PKA (H-89) vy de
CaMKII (KN-93), dos cinasas importantes que actdan fosforilando a PLN con lo cual

provocan la activacion de la bomba SERCA.

Los transitorios de calcio obtenidos al tratar las fibras con H-89 no presentaron cambios
ni en la amplitud ni en la duracién de la sefial (valor promedio del AF/F en condiciones
testigo: 4.82 + 0.14, n=122; con H-89 (3 uM): 5.11 + 0.26, n=17). El tratamiento
concomitante de KN-93 + diazdxido, o de H-89 + diazoxido no revirtio la disminucion en
el curso temporal de la sefial de calcio producido por el precondicionamiento con
diazdxido, expresada como la anchura media de la sefial (Fig. 9B-C). También podemos
notar que el tratamiento con KN-93 produce por si solo una disminucion en la anchura

media de la sefial.

Estos datos sugieren que la disminucion en la duracion de las sefiales de calcio por el
precondicionamiento farmacologico con diazoxido no esta relacionada con una mayor
actividad de la bomba SERCA.
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Fig. 9. Efecto de las cinasas PKA y CaMKII sobre el curso temporal de las sefiales
de calcio en el precondicionamiento farmacoldgico con diazoxido. Duracién de los
transitorios de calcio en condiciones de precondicionamiento  (A),
precondicionamiento e inhibicion de la cinasa PKA (B), precondicionamiento e
inhibicion de CaMKII (C) *p < 0.05 con respecto al testigo.
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11.5 ANALISIS DE LA FASE DE CAIDA DE LAS SENALES DE Ca?* EN EL
PRECONDICIONAMIENTO FARMACOLOGICO TARDIO

11.5.1 Fase de caida de los transitorios de calcio después de un estimulo simple

Para analizar los cambios en la concentracion del Ca?* intracelular las sefiales

fluorescentes obtenidas con el indicador Fluo-3, fueron transformadas matematicamente

empleando la ecuacion 1, en donde se consideran diferentes pardametros como son la

constante de asociacion y disociacién del indicador al calcio asi como la primera derivada

del cambio en la fluorescencia, entre otros.

El analisis del curso temporal en la fase de caida de la concentracion de calcio

intracelular mostr6 una diferencia entre las condiciones testigo y de precondicionamiento.

La velocidad de caida de la [Ca?']; calculada a partir del ajuste de una exponencial simple a

la fase de caida de la [Ca?']i después de un pulso despolarizante (linea verde) fue

considerablemente mas rapida en fibras obtenidas de ratones tratados con diazoxido, PF
tardio, (Fig. 10B) que en fibras testigo (Fig. 10A).
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Figura 10. Analisis de los transitorios de calcio a partir de la ecuacion 1. El ajuste de una
exponencial simple a la fase de caida de la sefial de Ca?* se muestra con una linea verde,
se indica también la constante de caida en cada trazo. A. sefial de calcio en condiciones
testigo. B sefial de calcio en condiciones de PF tardio.
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11.5.2 Fase de caida de los transitorios de calcio después de una estimulacién
repetitiva

Una manera de estudiar si la capacidad de amortiguar un aumento en la concentracion
del calcio citosolico esta afectada en las fibras musculares es realizando protocolos de
estimulacion repetitiva a una frecuencia alta. A mayor duracion de la estimulacion tetanica
menor sera la capacidad de amortiguar calcio debido a una saturacién de la PV. Asi en
nuestros experimentos cuando se aplicaron trenes de potenciales de accion con una
frecuencia de 100 Hz y una duracién de 50 ms, también se observé que los transitorios de
Ca?* decaen mucho mas rapido en fibras precondicionadas, que en fibras testigo (Fig. 11A).
Sin embargo, la diferencia en la fase de caida después de una estimulacion tetanica entre las
fibras precondicionadas y testigo fue menos evidente conforme aumentaba la duracién de
los trenes de pulsos. En la figura 11B se resume el valor promedio de la velocidad de caida
de la [Ca™]i de los transitorios de calcio en respuesta a un estimulo simple y a una
estimulacion repetitiva con diferente duracion. La velocidad de caida de la [Ca™?]
disminuye conforme incrementa la duracion del estimulo. La mayor velocidad de caida de
la [Ca*?]i se observa después de un estimulo simple. Estos resultados apoyan la hipotesis de
que la mayor velocidad de caida de la [Ca*2]i en condiciones de precondicionamiento esta

relacionada con el sistema de amortiguamiento del calcio.
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Figura 11. Efecto del PF tardio sobre las sefiales de Ca?* producidas por una
estimulacion repetitiva. A. Sefiales de calcio en condiciones testigo (sefial negra) y en PF
tardio (sefial roja) en respuesta a una estimulacion a 100 Hz durante 50 ms. El ajuste de
una exponencial simple a la fase de caida de la sefial de Ca®* se muestra con una linea
verde B. Valores promedio (+ S.E.) de la velocidad de caida de la [Ca?*]i en fibras
testigo (circulos blancos) y de fibras en condiciones de PF tardio (circulos negros), con
respecto a la duracion de la estimulacion tetanica. El nimero de experimentos se indica
en cada punto. *p <0.05.
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11.6 AUMENTO DE LA EXPRESION DE LA PARVALBUMINA

Con base en los resultados de los experimentos de estimulacion repetitiva, en donde
se sugeria una mayor capacidad de las células de amortiguar un aumento de calcio
después de un potencial de accion en condiciones de precondicionamiento
farmacoldgico con diazoxido, decidimos evaluar si existia un aumento de la expresion
de la PV, proteina importante en los musculos répidos para llevar a cabo la relajacion
muscular después de un potencial de accién. Por medio de estudios de western blot
utilizando un anticuerpo anti-parvalbumina logramos reconocer una banda de ~12 kDa,

tamafio que corresponde a la PV del mdsculo (Arif, 2009).

Encontramos que los niveles de la proteina PV se incrementaron en el
precondicionamiento tardio, en comparacion con los niveles de la PV en condiciones
testigo (Fig. 12A). El incremento de la PV en un 30 % fue consistente en 14
experimentos realizados de manera independiente. Los niveles de expresion de la
proteina a-actina que utilizamos como normalizador no se modificaron por el
precondicionamiento. En la figura 12B se muestra la densidad relativa de la expresion de
laPV.
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Figura. 12. Aumento de la expresion de la proteina parvalbumina en el PF tardio.

A. panel superior, PV testigo y PV en PF tardio; panel inferior, actina.

B. Promedio del valor relativo de la densidad de las bandas de PV en condiciones
testigo y de PF tardio (x S.D)

n=7-14.*p<0.05
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11.7 SEGUNDA VENTANA DE PROTECCION DEL PRECONDICIONAMIENTO
FARMACOLOGICO

Para evaluar el efecto protector del diazdxido, los masculos FDB y EDL se sometieron a
diferentes condiciones de dafio: estrés oxidativo inducido por el tratamiento con perdxido
de hidrégeno (H20.) y dafio por condiciones de hipoxia y reoxigenacién para simular un
proceso de I/R. El grado de dafio celular fue determinado por medio del ensayo de MTT, en
donde se analiza el numero de células viables al medir la actividad de las deshidrogenasas

mitocondriales.

11.7.1 Estrés oxidativo con H202 en musculos EDL

Se demostrd una ligera proteccion por el precondicionamiento con diazéxido en los
musculos EDL cuando éstos se sometieron a un estrés oxidativo con H.O, (3mM) (Fig. 13
A). La viabilidad después del tratamiento con peroxido fue de 82.96 + 2.5; n= 21, mientras
que en los musculos precondicionados con diazéxido fue de 93.54 + 2.3 n=32. El estres
oxidativo con perdxido produjo una disminucion en la viabilidad del 50 % con respecto al

control.

11.7.2 Hipoxiay reoxigenacién en musculos FDB

Por otra parte, los misculos FDB se sometieron a un estrés por hipoxia y reoxigenacion.
En estos experimentos se utilizaron los musculos FDB debido a que son mucho mas
pequefios y delgados que los masculos EDL por lo que la difusion de los gases es mejor. La
viabilidad en hipoxia fue de 141.21 + 14.21, n = 6, mientras que la viabilidad de los

musculos de ratones que habian sido precondicionados fue de 188.54 + 10.14, n=6.

Como se puede observar el grado de proteccion que brinda el farmaco depende de las
condiciones de estrés a la cual es sometido el musculo. Confirmamos también que el grado

de proteccion es menos acentuado al reportado en la primera ventana de proteccion.
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Figura 13. Efecto protector del precondicionamiento farmacolégico en la segunda ventana
de proteccion.

A. Viabilidad de los musculos EDL sometidos a un estrés con peroxido de hidrégeno.

B. Viabilidad de los musculos FDB sometidos a un proceso de hipoxia y reoxigenacion.
*p<0.05.
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11.8 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL
PRECONDICIONAMIENTO

Encontramos que el diazoxido genera un efecto protector en la segunda ventana
del precondicionamiento en el masculo esquelético, el cual puede ser debido a un
aumento en la expresion de la PV que produce una mayor capacidad de amortiguar un
aumento de calcio y que se refleja en una fase de caida mas réapida de las sefiales de
calcio. Los mecanismos por los cuales el precondicionamiento con diazoxido ejerce
un efecto protector no son del todo claros, algunos estudios han sugerido que el
diazdxido tiene un efecto directo sobre el transporte de electrones en la mitocondria y
de esta manera afecta la homeostasis energética de toda la célula (Schafer, 19609;
Hanley, 2002; Dzeja, 2003). En neuronas se ha demostrado que el diazéxido induce
el precondicionamiento tardio por la generacion de ROS, en especial del anion
superoxido (Kis et al., 2003).

Con el objetivo de investigar si las especies reactivas de oxigeno participaban en la
generacion de la segunda ventana de proteccion por el precondicionamiento
farmacoldgico con diazoxido, realizamos experimentos con el scavenger de ROS
tiron, el cual afecta principalmente la produccion del anién superoxido. Evaluamos el
efecto del tratamiento concomitante de diazdxido + tiron sobre la viabilidad celular,

la expresion de la PV y finalmente sobre las sefiales de calcio.
11.8.1 Efecto protector del precondicionamiento y las ROS

En los experimentos de viabilidad celular el tratamiento concomitante de
diazdxido + tiron revierte el efecto protector del diazoxido, tanto en musculos EDL,
sometidos a un estrés oxidativo con perdxido de hidrégeno, como en los musculos
FDB, sometidos a un estrés por hipoxia y reoxigenacion (Fig. 14). Se observa
también que el tratamiento con tiron no tiene ningin efecto sobre la viabilidad

celular.
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Figura 14. Inhibicién del efecto protector del precondicionamiento con diazoxido por el
scavenger tiron. Valores promedio (= S.E.) de la viabilidad celular en las condiciones
indicadas. A, Musculos EDL sometidos a un estrés oxidativo, n=13-32. B, Musculos FDB
sometidos a una hipoxia y reoxigenacion, n= 3-6. * p < 0.05.




11.8.2 Parvalbamina y las ROS

La inhibicion de la proteccion que ofrece el diazoxido en la segunda ventana de
proteccién por el tratamiento concomitante de tiron + diazoxido nos hizo pensar que si la
expresion aumentada de la parvalbdmina era uno de los mecanismos que desencadenan la
proteccion de manera tardia, su expresion también se veria afectada por el scavenger de
ROS tiron. Encontramos que el tratamiento de tiron + diazoxido inhibe de manera parcial la
expresion aumentada de la PV. En la fig. 15 se muestra la densidad relativa de la expresion

de la parvalbumina en las condiciones indicadas.

Expresion de la Parvalbumina
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Figura 15. Efecto del scavenger de ROS tiron sobre la expresion de la parvalbdmina en el
PF tardio. Valores promedio (x S.E.) de la densidad relativa de la expresion de la PV en
las condiciones indicadas. *p <0.05.




11.8.3 Participacion de las ROS en los efectos del PF sobre las sefiales de calcio

De manera consistente con los resultados obtenidos con la expresion de PV mediante los
experimentos de western blot, y los de viabilidad celular, el analisis se las sefiales de calcio
mostré que el scavenger de ROS tiron bloquea el efecto del diazdxido en la fase de caida de
los transitorios de calcio. Como ya se habia descrito en el capitulo previo, la fase de caida
es mucho mas rapida en condiciones de PF tardio que en condiciones testigo (Fig. 16, A,
B). Sin embargo, esta rapida caida no ocurre en fibras que fueron obtenidas de ratones a los

cuales se les administro tiron antes de la induccion del PF tardio con diazéxido (Fig. 16C).

En resumen, tenemos que el valor promedio de la velocidad de caida en condiciones
testigo fue de 33.4 + 1.4 s (n = 122), el valor promedio de la velocidad de caida en el PF
tardio fue de 45.0 + 2.7 s (n = 72), y en condiciones de tiron + PF tardio el valor promedio
de la velocidad de caida fue de 37.1 + 2.2 s (n = 39). El tratamiento con tiron por si solo
no tuvo efecto sobre la velocidad de caida de los transitorios de calcio, el valor promedio
fue de 37.8 + 2.0 s (n = 49). Para visualizar el efecto del tiron de manera mas clara, la fase
de caida de los transitorios de calcio ilustrados en las figuras (16A-16C) se graficaron en
una escala de tiempo expandida que abarca la fase de caida en el intervalo de 70 — 400 ms,

como se muestra en la figura 16D el tiron bloquea el efecto del diazoxido.
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Figura 16. Efecto del scavenger de ROS tiron sobre la fase de caida de las sefiales de
calcio. Tres experimentos independientes. Sefial de calcio en condiciones testigo (A), en
PF tardio (B), y de tirdn + PF tardio (C) después de un solo estimulo. Las lineas verdes
indican el ajuste de una funcién exponencial simple a la fase de caida de las sefiales de
Ca?*. D, curso temporal de la caida de los transitorios de calcio mostrados en A-C en la
escala de tiempo indicada.
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12. DISCUSION

Los abridores de los canales de potasio (KCOs, potassium channel openers), como el
diazdxido y el pinacidil, han sido ampliamente estudiados por sus efectos protectores sobre
la supervivencia celular en condiciones de isquemia y reperfusion. Se ha sugerido que el
precondicionamiento farmacolégico con estos farmacos induce proteccion a traves de su
accion sobre los canales de potasio dependientes de ATP que se encuentran en la
mitocondria (mKatp) (Escande et al., 1992). La apertura de estos canales provocaria una
mayor entrada de iones K*, por lo que el potencial de membrana mitocondrial disminuiria,
incrementando asi la tasa de respiracion e induciendo un aumento en el volumen de la
matriz mitocondrial, efectos que se han observado después de la administracion de los
abridores de los canales de potasio (Kowaltowski et al., 2001 y Debska et al., 2002). El
mecanismo por el cual la modulacion de la funcién mitocondrial por los KCOs participa en
la proteccion no es del todo claro. Se ha propuesto que la proteccidn es consecuencia de
una modulacion del volumen de la matriz mitocondrial (Dos Santos et al., 2002); una
disminucion de la recaptura de calcio por las mitocondrias debido a la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial (Facundo, 2005 y Sato et al., 2005); o por un ligero
aumento de ROS de las mitocondrias que activarian vias de sefializacion de supervivencia
celular (Samavati et al., 2002 y Sarre et al., 2005). Sin embargo, también ha sido
cuestionado que la apertura de los canales mKatp sea el mecanismo protector de los KCOs.
Se ha demostrado que el diazdxido en particular inhibe la succinato deshidrogenasa y se ha
sugerido que induce la proteccion a través de vias independientes a la apertura de mKatp
(Hanley et al., 2002).

El diazoxido es un farmaco que se ha utilizado ampliamente en muchos tejidos para
estudiar la primera ventana de proteccion generada por el precondicionamiento
farmacoldgico. La induccion de la segunda ventana de proteccién por el diazéxido se ha
estudiado en neuronas y en corazon, pero no existe informacién acerca de su efecto

protector en la segunda ventana de proteccion en el musculo esquelético.




En este trabajo nos enfocamos principalmente en la segunda ventana de proteccion por
tener una duracion mucho mas larga. Ademas, optamos por el precondicionamiento
farmacologico porque representa una estrategia poco agresiva en comparacion con el
precondicionamiento isquémico, el cual se induce principalmente por el uso de un

torniquete.

12.1 Efecto agudo del diazéxido sobre los transitorios de Ca?*

Se ha observado que el precondicionamiento farmacolégico con diazéxido en el corazon
mejora los niveles de sintesis de ATP y la respiracion celular y que también disminuye la
generacion de ROS vy evita la sobrecarga de calcio en las mitocondrias (Murata et al., 2001,
Ozcan et al., 2002). Con la intencion de investigar los mecanismos involucrados en la
proteccion por el precondicionamiento farmacoldgico inducido con diazoxido en el
musculo esquelético, en el presente estudio analizamos el efecto que tiene el tratamiento
agudo con este farmaco en las células C2C12 y en fibras disociadas de musculos de ratdn
adulto sobre los transitorios de calcio generados después de un potencial de accion.
Teniamos como antecedente que el diazoxido produce una disminucién en las corrientes de
calcio y una disminucién en la amplitud de las sefiales de calcio a partir de una reduccién
en los canales de calcio tipo L en cardiomiocitos (Gonzalez et al., 2010), lo que sugiere
fuertemente que el diazoxido puede modular de manera importante el manejo del calcio

intracelular.

Inicialmente analizamos los transitorios de calcio generados en la linea celular C2C12
tratada con diazéxido. Demostramos que el tratamiento con diazdxido disminuye la
amplitud de los transitorios de calcio generados a partir de un potencial de accion. Malinska
et al., encontraron, en este mismo sentido, que hay una remocion de calcio mas rapida en
esta misma linea celular, pero con el abridor de los canales de potasio dependientes de ATP
de la mitocondria BMS-191095 (Malinska et al., 2010). La incubacién con BMS-191095

disminuyd la elevacion del calcio citosolico inducida por un ion6foro (A23187).

A pesar de que la linea celular en su estado diferenciado es un modelo que ayuda a

entender lo que ocurre en células musculares adultas no siempre logra ser una copia
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fidedigna de los eventos que ocurren en células musculares adultas, es por ello que también
analizamos el efecto del diazéxido sobre los transitorios generados por las fibras disociadas
de musculos de raton adulto. Encontramos que los transitorios generados después de un
potencial de accion, en fibras que habian sido incubadas con diazéxido por 90 min, tenian

una amplitud menor en comparacion con el testigo.

Los transitorios que se generaron en la linea celular C2C12, fueron de menor amplitud

(38 % menor el valor del AF/F), comparados con los generados por las fibras disociadas.

Las diferencias observadas en la cinética de los transitorios de calcio entre la linea
celular y las fibras disociadas pudieran deberse a diferencias en el contenido de calcio del
reticulo sarcoplasmico, asi como a la eficiencia de los mecanismos responsables de la
remocion del calcio del citosolico, es decir, la extrusion del calcio al medio extracelular, la
recaptura del calcio hacia el reticulo sarcoplasmico, y la recaptura hacia las mitocondrias

que en la linea celular no estarian tan desarrollados.
12.2 Sefales de calcio en la segunda ventana de proteccion

Encontramos que la induccién del precondicionamiento farmacolégico con diazéxido
genera transitorios de calcio en la segunda ventana de proteccién con un curso temporal
menor duracién que en condiciones testigo. Ademas, la velocidad de caida de la
concentracion del calcio intracelular aumenté significativamente en condiciones de

precondicionamiento.

Estos cambios en la segunda ventana de proteccién podrian estar relacionados con una
mayor recaptura del calcio intracelular por la bomba SERCA, y/o a una mayor capacidad
de la célula de amortiguar el aumento del calcio intracelular después de un potencial de

accion.

Para analizar la primera opcion realizamos tratamientos concomitantes de diazoxido con
dos inhibidores de las cinasas PKA (H-89) y CaMKII (KN-93). Estas cinasas actlan
fosforilando al fosfolambano por lo que activan a la bomba SERCA. Encontramos que

ninguno de los dos tratamientos, diazoxido + H-89 ni diazoxido + KN-93, revertian el
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efecto del precondicionamiento farmacoldgico de disminuir el curso temporal de los

transitorios de calcio.

Al analizar la velocidad de caida de la [Ca?*]i en condiciones de estimulacion repetitiva
encontramos que el aumento de la velocidad de caida en el precondicionamiento era menos
evidente conforme aumentaba la duracion del tétanos. Estos resultados eran consistentes
con la segunda opcion de que la capacidad amortiguadora de la célula en condiciones de
precondicionamiento se encontraba aumentada y que en condiciones de estimulacion
repetitiva empezaba a saturarse, es decir, la velocidad de caida disminuia (Carroll et al.,
1997). Ademas, los experimentos en condiciones de estimulacion repetitiva demuestran que
la actividad de la bomba SERCA no participa de manera significativa en la remocién del
calcio intracelular en este modelo de precondicionamiento farmacoldgico. Como podemos
observar en la gréafica 11B la velocidad de caida del calcio intracelular después de la
estimulacion repetitiva que estaria mediada por la bomba SERCA, s6lo mostré un ligero

aumento en condiciones de precondicionamiento.

Teniendo en cuenta que la principal proteina amortiguadora en fibras rapidas es la PV,

decidimos analizar la expresion de la proteina en el precondicionamiento farmacolégico.

12.3 Evidencia de la importancia de la parvalbumina en el precondicionamiento
tardio

Encontramos mediante experimentos de western blot que la expresién de la proteina
parvalblmina aumentaba en su expresion en un 30 % en condiciones de
precondicionamiento. Estos resultados sugerian fuertemente la participacién de la PV como
la proteina responsable del aumento en la velocidad de caida del calcio intracelular después

de un estimulo simple que se observa en condiciones de precondicionamiento.

Existe suficiente evidencia que indica que la PV juega un papel importante
disminuyendo el incremento en la [Ca?*]i asociada con la actividad de fibras musculares
rapidas. En primer lugar, existe una correlacion entre la concentracion de la PV y la
velocidad de relajacion de los musculos de mamiferos (Heizmann et al., 1982). Segundo, el

tiempo de relajacion y de caida del [Ca*]i asociado con la actividad de musculos obtenidos
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de ratones knockout a la PV es mucho mas lenta que en musculos de ratones silvestres
(Schwaller et al., 1999; Raymackers et al., 2000). Ademas experimentos en los cuales se ha
expresado la PV en masculos lentos que normalmente no la expresan han mostrado una

reduccion en el tiempo medio de relajacion (Miintener et al., 1995; Chin et al., 2003)

12.4 Precondicionamiento farmacolégico con diazoxido

Existen diferentes modelos de dafio celular para estudiar la fisiopatologia de una I/R,
todos ellos se basan en los diferentes procesos patoldgicos que se desencadenan: el
aumento de los niveles intracelulares de calcio, el incremento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno y la disminucion en la produccion de ATP (véase revision por
Murphy, 2008).

Para estudiar la isquemia y reperfusion en el muasculo esquelético una gran mayoria de
trabajos han utilizado el musculo gastrocnemio, el cual es de gran tamario, y el dafio celular
se ha producido principalmente por el uso de un torniquete que obstruye el flujo sanguineo
al musculo. Debido a que nuestro principal interés fue estudiar el efecto del
precondicionamiento farmacol6gico y el manejo del calcio intracelular decidimos utilizar
musculos méas pequefios como el FDB, interéseo y EDL. Ademas, con estos muasculos es
posible obtener fibras aisladas que nos permiten medir los cambios en el calcio intracelular
después de un potencial de accién con la ayuda de indicadores fluorescentes, cosa que no se
puede hacer con el musculo gastrocnemio. Los musculos que sometimos a diferentes
condiciones de dafio celular fueron los musculos EDL y FDB, el modelo de dafio celular al
que se someti6 cada musculo dependid de las caracteristicas fisicas de cada musculo. En los
musculos EDL el dafio celular fue inducido por el tratamiento con peréxido de hidrégeno y
para los musculos FDB el dafio se produjo por condiciones de hipoxia y reoxigenacion.
Ambos modelos de dafio han sido utilizados para imitar los eventos responsables de un

dafo celular durante una I/R.

El tratamiento con per6xido de hidrogeno se ha utilizado tanto en la linea celular C2C12

como en muasculos EDL para imitar un estrés oxidativo (Malinska et al., 2010; McArdley et
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al., 2004; Sandtrom et al., 2006). El perdxido de hidrogeno actla principalmente causando

un dafio oxidativo a proteinas, lipidos y al DNA.

Por otra parte el dafio por una I/R fue simulado por un modelo in vitro en el cual los
musculos se someten a condiciones de hipoxia y reoxigenacion, este método se ha utilizado
para demostrar el precondicionamiento isquémico en muestras de biopsias de musculos de
humanos (Martou et al., 2006). En este modelo se crean las condiciones de isquemia al
limitar a los musculos de los nutrientes y del oxigeno, y la reperfusion se imita al
restablecer la incubacion de los musculos en condiciones de oxigenacion y nutrientes
adecuadas. En este modelo se utilizaron los muasculos FDB, considerando que son mas

delgados que los musculos EDL por lo que la difusion de los gases es adecuada.

En ambos modelos de dafio celular encontramos que el tratamiento con diazoxido 48
horas antes de someter a los musculos de raton a un estrés oxidativo o a un estrés por
hipoxia—reoxigenacion aumentd significativamente la supervivencia celular, medida como
la viabilidad celular. A pesar de que la viabilidad disminuyd en un 50 % en ambas
condiciones de estrés el grado de proteccion fue diferente. Se observd una mayor
proteccién en los musculos FDB (16 % de aumento en la viabilidad con respecto al testigo)
sometidos a una hipoxia y reoxigenacion. También comprobamos que el grado de
proteccion en la segunda ventana de proteccion es menos acentuado (Harralson et al., 2005)
que el que se produce en la primera ventana de proteccion ya sea por el
precondicionamieno isquémico o por el precondicionamiento farmacoldgico (Pang et al,
1995; Moses et al., 2005)
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12.5 Las ROS en el precondicionamiento

Otro hallazgo importante es que nuestros experimentos sugieren fuertemente la
participacion de los ROS en el precondicionamiento tardio del musculo esquelético, ya que
el tratamiento con el scavenger de ROS tiron bloquea su efecto protector ante un dafio por

estrés oxidativo o por un estrés por hipoxia y reoxigenacion.

Ademas, los ROS también estarian implicados en el aumento de la expresion de la PV
como lo demuestran los experimentos en los cuales el tratamiento concomitante de

diazoxido + tiron bloquean de manera parcial el aumento de la expresion de la proteina.

Finalmente se demostr6 que la aplicacion de tiron mas diazoxido inhibe el incremento en

la velocidad de caida de la [Ca?*]i en condiciones de precondicionamiento tardio.

En el masculo cardiaco se ha demostrado de manera extensa la participacion de los ROS
en el precondicionamiento (Yellon y Downey, 2003), nuestros resultados apoyarian la idea
de que los ROS participan también en el precondicionamiento del muasculo esquelético en
la segunda ventana de proteccion. Ademas, se ha propuesto que el diazéxido puede tener
efecto sobre la produccion de ROS dependiendo del estado metabdlico de la célula y del
potencial de membrana de la mitocondria. El diazoxido puede inhibir el complejo 11 de la
cadena transportadora de electrones y promover la generacion de ROS de manera
transitoria en el complejo Il durante el precondicionamiento, o puede atenuar la

produccion de ROS en el complejo | durante un proceso de I/R (Drose et al., 2009).

Una modulacion del manejo del calcio intracelular durante el precondicionamiento en la
primera ventana de proteccion también ha sido demostrada en el corazon, en donde el
principal mecanismo fue una disminucion en la proteina aic, la principal subunidad
formadora del canal de calcio tipo L (Gonzalez et al., 2010). De igual manera nuestros
datos apoyarian la importancia de mantener una homeostasis adecuada en condiciones de
estrés en el masculo esquelético durante la segunda ventana de proteccion al aumentar la
expresion de la parvalbimina que amortiguaria un aumento en el calcio intracelular

originado por un dafio celular.
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Las células producen una amplia variedad de especies reactivas de oxigeno, pero es
importante resaltar que el blanco de accion del tiron es el anion superdxido (Krishma et al.,
1992). Sugerimos que el anion superoxido es una de las principales especies reactivas en el
precondicionamiento tardio del musculo esquelético. En neuronas se ha demostrado
también que uno de los mecanismos por el cual el diazoxido induce la segunda ventana de
proteccion es por la generacion de ROS, en especial por la produccion del anion
superdxido, en este mismo trabajo encontraron que el peroxido de hidrdégeno no participa

en dicha proteccion (Kis et al., 2003).

12.6. Mecanismo de proteccion inducido por el precondicionamiento en el musculo
esquelético durante la segunda ventana de proteccion.

Los mecanismos moleculares que inducen la segunda ventana de proteccion en el
musculo esquelético no se han establecido del todo. Nosotros sugerimos que en el masculo
esquelético el aumento de la expresion de la PV juega un papel muy importante al
disminuir el dafio que se observa durante una I/R. Esta proteina ayudaria a bajar los niveles
intracelulares de calcio que se encuentran aumentados en el dafio del musculo durante una
reperfusion, (Rubin, 1996), al aumentar la capacidad de la célula de amortiguar una

sobrecarga de calcio.

Se ha demostrado que el aumento de la expresion de la PV en motoneuronas las protege
de un dafio excitotoxico al aumentar la capacidad de las neuronas de amortiguar una
sobrecarga de Ca?* (Van Den Bosch et al., 2002). Ademas, al inducir la expresion de la PV
en las motoneuronas también se les confiere menor susceptibilidad a los efectos producidos
por un dafo al nervio ciatico en ratas neonatas (Dekkers et al., 2004).

En nuestros experimentos con los inhibidores de PKA y CaMKII no encontramos una
relacién entre la disminucion en el curso temporal de las sefiales de calcio y la bomba
SERCA, por lo que se sugiere que la principal proteina responsable de una disminucion en
el curso temporal de las sefiales de calcio después de un potencial de accion es la
parvalbdmina. Otra proteina que podria estar involucrada con la actividad de la bomba

SERCA es la sarcolipina, esta proteina interactia con la bomba SERCA vy produce una
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reduccion en la acumulacion de calcio en el reticulo sarcopldsmico (Vandecaetsbeek et al.,
2011). Asi tenemos que una reduccion en la expresion de la sarcolipina podria incrementar
la actividad de la bomba SERCA y de esta manera generar transitorios de calcio rapidos.
Sin embargo, en experimentos con fibras musculares rapidas provenientes de ratones null a
sarcolipina no se encontraron cambios en la actividad de la bomba o en la relajacion del
masculo después de un potencial de accion (Tupling et al., 2011)

Entre los mecanismos que generan la segunda ventana de proteccion no descartamos que
existan diferentes blancos de accion de las ROS, nosotros encontramos que el tiron revierte
de manera total el aumento en la velocidad de caida del [Ca®]i de los transitorios de calcio
en el precondicionamiento, mientras que el aumento de la expresion de la proteina

parvalbimina fue inhibido parcialmente.
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13. CONCLUSIONES

El precondicionamiento farmacol6gico con diazoxido durante la primera ventana de
proteccién produce una disminucion de la amplitud de los transitorios de calcio tanto en la
linea celular como en las fibras disociadas de musculos de ratones adultos. Contrario a lo
que se habia encontrado en mdsculo cardiaco la disminucion en la amplitud de los
transitorios de calcio no estuvo correlacionada con una disminucién en las corrientes de

calcio.

Este trabajo es el primero en explorar el precondicionamiento farmacologico con
diazéxido en el musculo esquelético durante la segunda ventana de proteccion.
Demostramos que el diazoxido induce la segunda ventana de proteccion protegiendo a los

musculos en contra de un dafio por I/R o por un estrés oxidativo.

Durante la segunda ventana de proteccion producida por el diazoxido los cambios en los

transitorios de calcio estuvieron relacionados con una disminucion en su curso temporal.

Nuestros hallazgos sugieren que el efecto protector del diazéxido en la segunda fase de
proteccion en el masculo esquelético puede ser explicado por una mayor capacidad de la
célula para mantener la homeostasis del calcio intracelular durante condiciones estresantes,
como puede ser un dafio a nivel oxidativo o por una I/R. El aumento de la proteina
parvalblmina favorece una mayor capacidad de la célula para amortiguar una sobrecarga de

calcio.

Asi mismo nuestros resultados sugieren que en la via de sefializacion que conduce al
aumento de la expresion de la proteina parvalbimina por el precondicionamiento
farmacoldgico con diazéxido participan las especies reactivas de oxigeno, en especial el

anion superaéxido.




14. PERSPECTIVAS

Los mecanismos que generan la segunda ventana de proteccion en el musculo
esquelético no se han estudiado tan extensamente como en otros tejidos. Nuestro trabajo
abre la posibilidad de estudiar el precondicionamiento por medio de farmacos como el
diazoxido y la utilizacion de modelos in vitro para imitar los cambios que se dan durante

una I/R en el masculo esquelético.

La demostracion por primera vez de la participacion de la parvalbimina en el
precondicionamiento deja todavia muchas preguntas por resolver entre ellas ¢cuales son las
vias de sefializacidbn que se encuentran activadas que producen un aumento de su
expresion? Nuestros experimentos sugieren fuertemente la participacion del anion
superoxido dentro de la via que conduce al aumento de su expresion. Por otra parte se ha
demostrado que en ratones knockout para el cofactor transcripcional PCG-la
(transcriptional coactivator peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1o) se
produce una reduccion de la proteina parvalblmina en neuronas GABAérgicas ( Lucas et
al., 2010). Seria, por lo tanto, interesante analizar si la expresion de la parvalbdmina esta
mediada por este cofactor transcripcional durante un proceso isquémico. Se tiene, ademas,
evidencia que la modulacion de este factor en el masculo esquelético puede estar mediada
por las especies reactivas de oxigeno (véase revision por Barbieri y Sestili 2011).

Finalmente, se podria estudiar la participacion que pudiera tener la parvalbumina en la
isquemia del cerebro, ya que se tiene evidencia que el aumento de la expresion de la
parvalbimina protege a las motoneuronas de un dafio excitotdxico al aumentar la capacidad
de las neuronas para amortiguar una sobrecarga de Ca?* producida por un dafio con éacido
kainico (Van Den Bosch et al., 2002).
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From: cjpp@nrcresearchpress.com

To: Dr_Jorge_Sanchez@hotmail.com

CC: cjpp@nrcresearchpress.com

Subject: Canadian Journal of Physiology and Pharmacology - Decision on Manuscript ID
cjpp-2013-0113.R1

02-Jul-2013
Dear Prof. Sanchez:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Parvalbumin is overexpressed in the late
phase of pharmacological preconditioning in skeletal muscle™ in its current form for
publication in the Canadian Journal of Physiology and Pharmacology. The comments of the
reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot of this letter.

The Editorial Office will be in contact shortly regarding file requirements for publication.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Canadian Journal of
Physiology and Pharmacology, we look forward to your continued contributions to the
Journal.

Sincerely,

Drs. Grant Pierce & Donald Smyth
Editors in Chief, Canadian Journal of Physiology and Pharmacology

Reviewer(s)' Comments to Author:

Reviewer: 1

General

Thank you for your responses to my comments. They have addressed my concerns.

Reviewer: 2

General

The authors have adequately addressed the concerns and comments raised with their
original manuscript. There are no other concerns regarding the revised manuscript.
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