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Resumen de la tesis

Las arritmias ventriculares son complicaciones frecuentes durante la reperfusion de los
sindromes coronarios agudos y pueden ser letales. El objetivo general de esta tesis fue
demostrar los efectos cardioprotectores agudos y cronicos de la melatonina frente a la injuria
por isquemia/reperfusion en modelos murinos. Se evaludé su efectividad frente a tres
componentes de la injuria miocardica aguda: el estrés oxidativo, la hipocalemia y la
isquemia/reperfusion; y frente a tres condiciones crénicas que agravan dicha injuria: déficit de
secrecion circadiana de melatonina, animales con hipertension y otros con dafio renal. Se
analizaron los cambios eletrofisiolégicos, con especial atencién en la ocurrencia de arritmias
y se evaluaron posibles mecanismos involucrados en la cardioproteccion.

La melatonina previno la fibrilacién ventricular inducida por radicales libres administrados
exogenamente. La proteccion antiarritmica fue comparable a la obtenida con la enzima
superdxido dismutasa. Ambas protegieron frente a los cambios por estrés oxidativo y
mantuvieron el potencial de reposo y la amplitud. La melatonina, ademas evité la prolongacion
de la duracion del potencial.

La melatonina redujo las arritmias inducidas por hipocalemia. Se evidencio la participacion de
los receptores de melatonina en el acortamiento de la duracién del potencial de accion y en
los efectos en la conduccion de los impulsos eléctricos medidos por la preservacion de la
conexina 43 en los discos intercalares de los cardiomiocitos.

La melatonina administrada durante la reperfusién redujo las taquiarritmias ventriculares. El
efecto antiarritmico requirié la activaciéon de los receptores de melatonina, de la proteina
quinasa C, de los canales de K* regulados por ATP y de la preservacién de la conexina 43.
La reduccion de la produccidon enddgena de melatonina provocada por la exéresis del ganglio
cervical superior bilateral provocé un aumento en la arritmogénesis en corazones sometidos
a isquemia/reperfusion.

La melatonina via oral cronica previno el incremento de la arritmogénesis en ratas con
hipertension y en animales con nefropatia obstructiva. En ambos modelos, la melatonina
provoco hiperpolarizacion, aumenté la amplitud y duracién de los potenciales de accion.
Confirmamos la hipotesis que la melatonina protege contra las enfermedades
cardiovasculares, en particular contra las arritmias por reperfusiéon. La proteccion aguda la
ejerce, en parte, mediante la activacién de receptores de membrana, vias de sefalizacion y
a la preservaciéon de la comunicacién intercelular mediada por uniones en hendidura de los
miocitos. Sus efectos crénicos se ejercen tanto a concentraciones fisioldgicas como
farmacoldgicas. La cardioproteccion se logré mantener aun en modelos animales con factores
de riesgo que aumentan la arritmogénesis y no solo en animales sanos. Todas estas
propiedades y la ausencia de dosis toxica, hacen de la melatonina un agente cardioprotector

notable, capaz de actuar en forma aguda y cronica, y con gran potencialidad traslacional.
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Capitulo | - Estado actual del conocimiento sobre el tema
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De las enfermedades cardiovasculares a las arritmias

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo (Pk et al.,
2017). La mayoria de las muertes ocurren de manera subitas (Steinberg, Laksman, & Krahn,
2016). Lo repentino y catastrofico de los eventos nos motiva a la busqueda de las causas y
posibles soluciones (Ibanez et al., 2018). Este es un gran desafio cientifico y sociosanitario.
Los abordajes de los ultimos afios lograron reducir la carga de enfermedad cardiovascular
pero aun queda mucho por mejorar (Roth et al., 2015). Un caso particular se da con las
arritmias. Los trastornos del ritmo motivaron intervenciones de urgencia, sobre todo durante
la primera hora de la manifestacion de la enfermedad coronaria. La reanimacion
cardiopulmonar, las ambulancias (drones) y la cardiodesfibrilacion fueron estrategias de
respuesta a eventos inesperados. Lamentablemente aun persisten inesperados por la
limitada comprension de las causas a un nivel que nos permitiera predecir, evitar o controlar
la ocurrencia de un evento (Ambale-Venkatesh et al., 2017). En ese sentido crecieron las
estrategias que intentan determinar riesgos a fin de establecer un direccionamiento de las
estrategias de un modo mas eficiente (Adabag, Luepker, Roger, & Gersh, 2010). Hoy nos
permiten esperar mayor numero de eventos letales en personas severamente enfermas. Sin
embargo, los factores de riesgos aun distan mucho de ser efectivos y mucho menos
eficientes. Los cambios que ocurren en la fisiologia a consecuencia de la exposicion a los

distintos factores de riesgo seria un de las explicaciones (Tang, Shenasa, & Boyle, 2017).

Las arritmias ventriculares que se producen en relacionadas a los sindromes coronarios
agudos son una de las principales causas de muerte en Argentina y en varios paises del
mundo (Mehta et al., 2012; Steinberg et al., 2016). Algunos reportes indica que casi el 70%
de las muertes, en el marco de los sindromes coronarios, ocurren repentinamente antes de
alcanzar el hospital (Ibanez et al., 2018). Desde hace mas de tres décadas se sabe de la
ausencia de una oclusion coronaria completa en muchos de los pacientes que mueren
subitamente, dirigiendo la atencién sobre la génesis de las letales arritmias ventriculares a
episodios transitorios de isquemia y la subsecuente reperfusion (Issa, Miller, & Zipes, 2012;
McElwee, Velasco, & Doppalapudi, 2016; Pogwizd & Corr, 1987). El tratamiento de eleccion
para el miocardio isquémico es la reperfusion, pero tiene como efecto secundario la
denominada injuria por isquemia/reperfusion. Este tipo de injuria comprende la muerte de
parte del tejido que se pretende salvar (necrosis y apoptosis), la disfuncién contractil y el

desencadenamiento de arritmias.
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Las arritmias de reperfusion.

Las arritmias de reperfusion son los trastornos de la actividad eléctrica miocardica que se
provocan al restituir el flujo a un tejido previamente isquémico. Por lo general, se
desencadenan en los ventriculos. Estos trastornos incluyen un amplio espectro de
manifestaciones que van desde algunos latidos anticipados hasta arritmias que impiden la
funcién de bomba del corazén. La clasificacién para uso experimental fue descrita en al
Convencion de Lambeth en 1988 y actualizada en 2013 (Curtis et al., 2013; Walker et al.,
1988). En esta tesis se sigue los criterios para el estudio de las arritmias enunciados en la

edicion 2013 de mencionada convencion.

La incidencia de varios tipos de arritmias como efecto secundario al tratamiento de
reperfusion, confirmo la asociacion entre la restitucion del flujo y los trastornos del ritmo
cardiaco (Curtis et al., 2013; Walker et al., 1988). La mayoria de las arritmias son de origen
ventricular y abarcan a los complejos ventriculares prematuros, el ritmo idioventricular
acelerado, la taquicardia ventricular y la fibrilacion ventricular. También se han descrito
arritmias supraventriculares, en particular la fibrilacion auricular y diferentes tipos de
bradiarritmias. Los complejos ventriculares prematuros y el ritmo idioventricular son episodios
autolimitados que se presentan en la mayoria de los pacientes al momento de la reperfusion.
Si bien no incrementan el riesgo de mortalidad eventualmente requieren tratamiento
(Krumholz & Goldberger, 1991). La taquicardia ventricular no sostenida (<30 segundos, sin
compromiso hemodinamico) se observa con mucha frecuencia y pueden anteceder episodios
mas prolongados o que causen descompensacion del paciente. La taquicardia ventricular
sostenida y la fibrilacion ventricular son consideradas severas porque ponen en riesgo la vida

del paciente y requieren cardioversion eléctrica inmediata.

Los reportes sobre la incidencia de arritmias de reperfusion severas indican que afecta entre
4 a 8% de los pacientes con sindromes coronarios agudos (Hackett et al., 1990; Mehta et al.,
2009, 2012). Si bien la cardioversion eléctrica es efectiva para restituir el ritmo sinusal, la
mortalidad a 30 y 90 dias esta sustancialmente elevada en aquellos pacientes que sufrieron
esta complicacion (Demidova et al., 2012; Mehta et al., 2009). Actualmente no existe un

tratamiento farmacoldgico probado para prevenir estas complicaciones.

Pagina 9 de 121



Prado NJ. Proteccidn cardiovascular aguda y crénica con melatonina en modelos experimentales murinos

Los mecanismos de las arritmias por isquemial/reperfusiéon

Dentro de los eventos fisiopatologicos que se producen al restituir el flujo a un tejido isquémico
se destacan el exagerado incremento en el estrés oxidativo, alteraciones en la homeostasis
hidroelectrolitica, la disfuncién mitocondrial, el desarrollo de una respuesta inflamatoria
aséptica y la generacion de multiples factores humorales (Garcia-Dorado, Ruiz-Meana, &
Piper, 2009; Gonzalez-Montero, Brito, Gajardo, & Rodrigo, 2018; Ibanez, Fuster, Jiménez-
Borreguero, & Badimon, 2011). Estas modificaciones son responsables de varios tipos de
muerte celular y alteraciones potencialmente reversibles en las propiedades contractiles, en
el flujo coronario y en las variables electrofisiolégicas. La muerte celular se produce por
necrosis, apoptosis y autofagia (Eltzschig & Eckle, 2011). En esta seccién analizaremos con
mayor profundidad los cambios relacionados con las propiedades electrofisioldgicas por ser
de gran relevancia en esta tesis doctoral, en especial, los cambios implicados en la génesis

y mantenimiento de las arritmias.
Cambios electrofisiolégicos durante la isquemia

La isquemia es un tipo de estrés celular causado por un aporte insuficiente de oxigeno y
nutrientes para el adecuado funcionamiento de un tejido bioldgico. Esto puede deberse a una
disminucion del riego sanguineo y/o a un incremento de la demanda por parte del tejido. Sila
interrupcion del flujo es total, el dafio se agrava por la falta de eliminacion de los productos
del metabolismo. La disminucién del oxigeno interfiere con la produccion de ATP por parte de
la mitocondria, y es reemplazada, durante un corto periodo, por reservas de fosfocreatina y
por la glucdlisis anaerobica (Carmeliet, 1999). La depresion de la funcion mitocondrial provoca
acumulacién de metabolitos intermedios. El piruvato se reduce a lactato, y termina saliendo
al intersticio. Esto contribuye a la generacién de acidosis, junto con la acumulacion de CO, y
la liberacién de H* a partir de la degradacion de dinucleotido de adenin-nicotinamida (NADH).
La falta de energia compromete la homeostasis hidroelectrolitica. Se produce una
acumulacion intracelular de Na*, CI', Ca?* y H,0. Se pierde K*, Mg®" y fosfato inorganico, que

se acumula en el espacio extracelular (Carmeliet, 1999).

Los cambios metabdlicos y en la homeostasis hidroelectrolitica se manifiestan a nivel
electrofisiologico en forma de despolarizacion del potencial de membrana en reposo,
variaciones en la excitabilidad tisular, alargamiento seguido de un acortamiento del potencial
y enlentecimiento de la propagaciéon de los impulsos (Carmeliet, 1999). El potencial de la
membrana en reposo se ve rapidamente afectado, y pasa de valores cercanos a -85 mV a
valores de -60 mV en el transcurso de los 2-3 primeros minutos. Esto se debe al incremento

de la concentracion extracelular de K™ y la aparicion de corrientes despolarizantes. EI K*
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aumenta debido a una mayor salida de la célula, un menor ingreso y, en parte, a la contraccién

del espacio extracelular (Roberts & Christini, 2012).

La despolarizacién inicial se acompafia de un ligero incremento en la excitabilidad. Esto se
explicaria porque la despolarizacion inicial aproxima el potencial de reposo al umbral de
activacion, y por lo tanto es necesaria menos corriente para iniciar un potencial de accién. A
medida que progresa la despolarizacion y se incrementan los niveles de K™ extracelular, la
amplitud del potencial y la tasa maxima de despolarizacion (+0V/dtmax) disminuyen y en
consecuencia se reduce la excitabilidad. Esto se deberia en gran medida a una reduccion en
la conductancia al Na* por varios mecanismos. Los principales son la inactivacion sensible al
potencial transmembrana, y las modificaciones de los canales por sustancias anfipaticas
como la lisofosfatidilcolina o acilcarnitina de cadena larga, por los cambios de pH, y el
incremento de radicales libres (Carmeliet 1999). También disminuye el gradiente quimico a
expensas de un aumento del Na* intracelular, por el ingreso pasivo y la disminucién del
trasporte activo. Esto provoca que la fase 0 se vea enlentecida o incluso fraccionada por la
aparicion de corrientes de cortocircuito. Dentro de estas ultimas, se destacan las corrientes
de K' activadas por el incremento del Na* intracelular y las corrientes activadas por el
aumento de acidos grasos, en particular el acido araquidénico (Kim et al., 1989). Los canales
de K' de dos poros son los responsables de estas corrientes de base que aumentan
significativamente la conductancia ante los cambios provocados por la isquemia (Pun,
Goldstein, Gallis, Middleton, & Svetkey, 2017). Con el paso de los minutos se refuerza el

efecto de cortocircuito por el aumento de la IKatr (Craig, Ashcroft, & Proks, 2008).

Los cambios en la duracion del potencial de accion durante la isquemia tienen un
comportamiento bifasico, que se caracteriza por una prolongacion inicial y luego un progresivo
acortamiento. El incremento de la duracion en el primer par de minutos podria deberse a una
reduccién en la actividad de las bombas electrogénicas, una reduccion de lk1 como
consecuencia de la acidosis intracelular, y una inhibicion aguda de |, (Verkerk, Veldkamp,
van Ginneken, & Bouman, 1996). Un alargamiento inicial también se produce frente a
situaciones que simulan componentes de la isquemia como ser el desacoplamiento de la
funcién mitocondrial con dinitrofenol, la exposicion a soluciones hipoténicas o ante la

inhibicion de la NaK-ATPasa con ouabaina (Carmeliet, 1999).

El progresivo acortamiento del potencial se debe principalmente al incremento de corrientes

repolarizantes y en mucha menor medida, a una disminucién de las corrientes

despolarizantes. Tanto la salida de K* como la entrada de CI participan de la repolarizacién

durante la isquemia, siendo la primera la que mas contribuye. Las corrientes de K*

responsables del acortamiento son la Ikate, 1a lkna ¥ 12 lkaa. Las tres son capaces de permitir

el pasaje de gran cantidad de corriente independientemente del tiempo y con rectificacion
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externa. Esta ultima propiedad hace que su aporte sea mas importante con valores de
potencial mas positivos y poco relevante en los valores del potencial de reposo. La activacion
de estas corrientes contrarresta el efecto de la inhibicion que sufren las corrientes
responsables de la repolarizacién en condiciones fisioldgicas, en especial de la lp y la Iks
(Carmeliet, 1999; Clarkson & Ten Eick, 1983; Hibino et al., 2010). En cuanto al aporte de las
corrientes de CI', se ha descrito que participan del acortamiento y de la despolarizacién de la
membrana en reposo (Duan, 2009; Ruiz Petrich, Ponce Zumino, & Schanne, 1996). La
estimulacion B adrenérgica, el edema celular, el estiramiento mecanico y el incremento del
Ca? intracelular pueden activar varias corrientes de ClI, que debido a que este ion tiene un
potencial de equilibrio cercano a los -30 mV, promueven tanto un ingreso de cargas negativas
que contribuye al acortamiento y una salida que aporta a la despolarizacién de la fase 4. La
disminucion de las corrientes de Na* arriba mencionadas y de corrientes de Ca?* tendrian un

papel menos destacado en el acortamiento del potencial.

La velocidad de conduccion esta determinada por las propiedades activas (amplitud del
potencial de accion y +6V/btmax) ¥ pasivas del tejido miocardico. Los cambios que sufre la fase
0 durante la isquemia ya fueron comentados previamente en esta seccion y son los que mas
comprometen la propagacion del impulso. Por otro lado, varios parametros que determinan
las propiedades pasivas se ven afectados por la isquemia. El colapso del espacio vascular
aumenta la resistencia extracelular desde el inicio y con el tiempo se le afiade el incremento
de la resistencia intercelular. Este ultimo es atribuible a la acumulacion intracelular de H* y de
Ca?", que junto con el descenso de ATP modifican las conexinas e inducen el cierre de los
canales intercelulares (De Bakker & Van Rijen, 2006; lyyathurai, Himpens, Bultynck, &
D’hondt, 2016).

La despolarizacién que ocurre durante los primeros minutos se manifiesta como una
depresion del intervalo TQ del ECG en humanos (Cinca et al., 1997; Coronel et al., 1992).
Debido a la correccion automatica del valor de referencia en los ECG convencionales, ésta
se manifiesta como un supradesnivel del segmento ST. En el caso de la rata, este fenomeno
es menos evidente ya que por la corta duracion del potencial de accion ventricular, no se
aprecia un segmento ST definido sino que a continuacion del QRS se inicia la onda T (Kii et
al., 2008).

Cambios electrofisiolégicos durante la reperfusion

La reperfusion provoca cambios metabdlicos que impiden la correcta utilizacion del oxigeno
y los sustratos para la produccién de energia. Esto se debe a multiples alteraciones
enzimaticas y a un defecto en la cadena de transporte de electrones de la mitocondria, en

parte exacerbado por la generacion exagerada de especies reactivas derivadas del oxigeno
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y del nitrégeno y el consecuente dafo de las membranas (Carmeliet, 1999). Al restablecerse
el flujo, se favorece la utilizacién mitocondrial de acidos grasos de cadena larga en detrimento
de la utilizacion de glucosa, la cual sigue la via glucolitica lo que incrementa el lactato y
contribuye al mantenimiento de la acidosis (Garcia-Dorado, Rodriguez-Sinovas, Ruiz-Meana,
& Inserte, 2014). La recuperacion de la produccion de ATP, se acompafa de un importante
riesgo de dafio celular, ya que si el citosol presenta altos niveles de Ca?* se puede precipitar
un estado de hipercontractura de los cardiomiocitos, y generar necrosis en banda por ruptura

del sarcolema (Garcia-Dorado, Andres-Villarreal, Ruiz-Meana, Inserte, & Barba, 2012).

La recuperacién del flujo en las células que se encuentran en situacion de riesgo puede
precipitar un empeoramiento abrupto del control catidnico, principalmente por la puesta en
marcha de mecanismos dirigidos a corregir la acidosis intracelular que acaban por empeorar
aun mas la sobrecarga citosolica de Na* que se inicio durante la isquemia (Williams, Xiao, Ju,
& Allen, 2007; Xie, Liao, Grandi, Shiferaw, & Bers, 2015). La rapida remocion de los
catabolitos del medio extracelular genera un gradiente de pH entre las células y su entorno,
y estimula los mecanismos de correccion de la acidosis intracelular (principalmente a través
del intercambiador Na*/H* de la membrana plasmatica y del cotransportador Na*/HCO3’)
(Roberts & Christini, 2012). Esta respuesta de correccion de la acidosis intracelular empeora
aun mas la sobrecarga citosolica de Na*, lo que a su vez favorece la actividad en modo
inverso del intercambiador Na*/Ca?* (Théroux et al., 2000). Esta cadena de eventos puede
ser deletérea en la reperfusion ya que contribuye a que se acumule una gran cantidad de
Ca®" en el interior celular, y puede llegar a comprometer seriamente la supervivencia del
cardiomicito. De hecho, la inhibicién farmacolégica del intercambio Na*/Ca®* con KB-R7943
reduce la sobrecarga citosolica de Ca®* en cardiomiocitos aislados y el tamafio del infarto en

un modelo de oclusion coronaria transitoria in situ (Kraft, 2007; MacDonald & Howlett, 2008).

Tras la reperfusion, la concentracion diastolica de Ca?* puede seguir tres vias diferentes: 1)
una rapida disminucion al valor normal (Marban, Koretsune, & Kusuoka, 1994), 2) una caida
inicial a un valor intermedio seguido de un periodo de inestabilidad que puede terminar con
un retorno a la normalidad o ser seguido por un incremento secundario (Piper, Siegmund,
Ladilov, & Schliter, 1993), y presentar oscilaciones capaces de gatillar arritmias (Harada et
al., 2014), 3) no recuperacion, caracterizada por una elevacion inmediata a valores hasta el
rango micromolar, lo que provoca contractura irreversible (Garcia-Dorado et al., 2009).La
irreversibilidad ocurre cuando el nivel citoplasmatico de Ca?" aumenta por encima de 1 uM,
lo que es mas probable cuando el periodo de isquemia se extiende mas de 20-30 min, en

especial en los modelos murinos.

Parte del aporte de Ca?* al citosol proviene desde el reticulo sarcoplasmico, sobre todo en el
primer minuto de la reperfusion (Valverde et al., 2010). Vale la pena destacar que, a pesar de
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registrarse mayores niveles citoplasméatico de este ion en diastole, la magnitud de Ca®'
liberado por Ca®" en cada ciclo se ve sustancialmente atenuada. Mediante técnicas
colorimétricas que permiten determinar los cambios del Ca®* en el tejido, se ha demostrado
qgue la recaptacion de este ion por el reticulo sarcoplasmico se restablece en los primeros
minutos de la reperfusion. El fenédmeno inicial de sobrecarga puede inducir la liberacion
espontanea oscilatoria y la generacion de pospotenciales de la membrana durante la fase 4,
que de alcanzar el umbral de activacion de los canales de Na*, puede gatillar un nuevo
potencial (Chen & Yaari, 2008).

Los pospotenciales que se manifiestan en la membrana como consecuencia del desequilibrio
en el manejo del Ca®* son uno de los principales mecanismos implicados en la génesis de las
arritmias de reperfusion. La corriente idnica que genera los pospotenciales se denomina I
(del inglés Transient Inward) y esta determinada por tres componentes: |a Inaca, Una corriente
catiénica no selectiva inducida por estiramiento o Ca®" y una corriente de CI- activada por Ca*
(Sakamoto et al., 1999). Estas corrientes se activan por los incrementos de Ca?* intracelular
y, debido a que poseen potenciales de equilibrio alrededor de -30 mV y 0 mV, generan una
despolarizaciéon de la membrana. Una de las caracteristicas de las It es que la probabilidad
de que se manifiesten y su magnitud son mayores cuando los intervalos diastdlicos se
acortan. Esto lleva a que un latido anticipado pueda precipitar y potenciar la It y generar un
pospotencial que alcance el umbral y repita el fenédmeno, dando origen a una fuente de
potenciales que tiene la capacidad de autoregenerarse (Bernikova & Azarov, 2018). Esto
también explicaria cémo una sobrecarga de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, por

sobreestimulacion, tiende a perpetuar un fenémeno proarritmico (Mazzocchi et al., 2016).

A los mecanismos de arritmogénesis por automatismo anormal favorecido por la sobrecarga
de Ca?" recién mencionados, se debe agregar el mayor riesgo para desarrollar circuitos de
reentrada (Lou, Li, & Efimov, 2012). El acortamiento del potencial de accién y el
enlentecimiento en la propagacion de los impulsos son dos factores fundamentales del tejido
reperfundido que pueden llevar al desarrollo de multiples ondas de reentrada funcional
(Kléber & Rudy, 2004). Estas reentradas se caracterizan por presentar un circuito que no esta
determinado por obstaculos anatémicos, sino que lo definen las heterogeneidades dinamicas
de las propiedades electrofisioldgicas del tejido involucrado, en especial el periodo refractario
y la conduccion anisotrépica, que puede dar lugar a un bloqueo de los impulsos y una
conduccion lenta que permite la reentrada, incluso en circuitos anatémicos pequefos
(Antzelevitch, 2004).

El acortamiento del potencial ha sido correlacionado con el lavado rapido de K* extracelular

(Coronel et al., 1992). De hecho, en corazones de cerdo la hipocalemia transitoria durante la

reperfusion produce hiperpolarizacion, acortamiento del potencial de accion y arritmias. Mas
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aun, las intervenciones que atenuan o retrasan la hipocalemia, protegen contra las arritmias
(Coronel, Wilms-Schopman, Dekker, & Janse, 1995). El transitorio acortamiento del potencial
de accion y hiperpolarizacion se pueden explicar por la exagerada y temprana estimulacion
de la NaK-ATPasa secundaria a la carga intracelular de Na* que se generé durante la
isquemia y que, como ya se describid, empeora al inicio de la reperfusion. La NaK-ATPasa
produce un incremento en la corriente hacia el exterior y una caida de la concentraciéon
extracelular de K* (Gonano et al., 2011). La hiperpolarizacion por la activacion de la NaK-
ATPasa esta acompafada de la corriente que genera el intercambiador Na*/Ca®* trabajando
en modo reverso. A los mecanismos antes mencionados se le agrega la activacion de
corrientes de K* como la lkachado Y lkate (Shryock & Belardinelli, 1997). La primera se ve
fuertemente estimulada por la liberacién de adenosina que acompafia la restitucion del flujo,
pero su contribucién es muy transitoria, no superando el primer minuto (Mdller & Jacobson,
2011). La corriente Ikate también es estimulada por la adenosina, pero su apertura se ve
facilitada por las especies reactivas del oxigeno y por el edema celular, por lo que su
contribucién al acortamiento, suele ser mas intensa y durar unos segundos mas (Tokube,
Kiyosue, & Arita, 1996). Todo esto conduce a una situacién paraddjica en la que se combina
un potencial de accidon corto con una concentracién extracelular de K* baja, ya que en
condiciones fisioldgicas la hipocalemia tiende a prolongar el potencial de accién en la rata
(Vandenberg, 1987).

El enlentecimiento en la propagacion de los impulsos provoca zonas de conduccién lenta que
crean un retraso en el frente de onda circulante suficiente para permitir la recuperacién del
tejido refractario proximal (Kléber & Rudy, 2004) . El incremento del Ca?* y la acidosis reducen
la propagacion a través de las conexinas. Estas proteinas también sufren modificaciones en
su estado de fosforilaciéon que reducen su conductancia, en especial por accion de la proteina
quinasa C, proteina quinasa activada por mitdégenos y por Src (Ek-Vitorin et al., 2018). El
incremento de las corriente repolarizantes genera un efecto de cortocircuito, ya que las cargas
que ingresan a los cardiomiocitos se pierden con mayor celeridad y disminuye la constante
de espacio (Kucera, Rohr, & Kleber, 2017; Nerbonne & Kass, 2005). Todos estos cambios
son importantes facilitadores del mantenimiento de los circuitos de reentrada involucrados en

las arritmias ventriculares sostenidas.

Papel del estrés oxidativo en la isquemial/reperfusion

Desde que Manning y col. mostraron en 1984 que el tratamiento con allopurinol reduce la
incidencia de arritmias de reperfusion en las ratas, se ha propuesto que las especies reactivas
del oxigeno participan en la génesis de las mismas, ya que esta droga inhibe la actividad de
la xantina oxidasa (importante enzima en la produccion de los radicales libres in vivo)

(Manning, Coltart, & Hearse, 1984). Las especies reactivas del oxigeno se generan
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normalmente durante el metabolismo aerdbico celular y son neutralizadas por diversos
mecanismos antioxidantes. Al restaurar el flujo sanguineo en corazones isquémicos se
produce una excesiva cantidad de agentes oxidantes, tales como el anion superoxido (O27),
los radicales hidroxilos ((OH) y el peroxido de hidrégeno (H20-), que superan las defensas
antioxidantes y pueden dafar las células (Penna, Mancardi, Rastaldo, & Pagliaro, 2009).
Existen dos vias mediante las cuales los radicales O,~ pueden generar radicales ‘OH. Una de
ellas involucra la participacion del 6xido nitrico (NO) por la formacion de un compuesto
denominado peroxinitrito, el cual por si mismo es toxico, inestable y altamente reactivo. Esto
destaca que no solo las especies reactivas del oxigeno, sino también las del nitrégeno son
las responsables del dafio oxidativo. Los principales mecanismos fisiopatoldgicos provocados
por estos compuestos son: la peroxidacion de lipidos, la oxidacién de las proteinas y la rotura
del ADN. La peroxidacion lipidica de las membranas produce dafo estructural y funcional,
que condiciona un aumento en la permeabilidad de la membrana al calcio, lo cual contribuye
al incremento del Ca?* intracelular arriba descripto. Si bien varias proteinas pueden sufrir
oxidacion, destacaremos los cambios de aquellas que constituyen los sistemas de transporte

iodnico.

Varias corrientes idnicas se ven afectadas por las especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno (Jeong et al., 2012; Tomaselli & Barth, 2010; K.-C. Yang, Kyle, Makielski, & Dudley,
2015). Entre ellas se destacan el efecto sobre la homeostasis del Ca?*, la reduccién de las
corrientes Ina, Ik1, Ica y €l aumento de Ikate (Tokube et al., 1996). Como ya se menciond, estas
ultimas dos corrientes, pueden inducir un acortamiento del potencial. Por su parte, la Ina sufre
una facilitacion para pasar al estado inactivo, que es atribuida a la peroxidacion lipidica, y
atenua la propagacion de los impulsos eléctricos (Fukuda et al., 2005). Los cambios en el
manejo del Ca®* se deben a la depresion de las Ca-ATPasas del sarcolema y del reticulo
sarcoplasmico, una estimulacion del intercambiador Na*/Ca®", un incremento de la apertura
de los canales de Ca?* del reticulo sarcoplasmico y el aumento del ingreso de Ca?* por vias

aun no completamente identificadas (ter Keurs & Boyden, 2007).

A pesar de lo antes descripto, existe cierta contradiccion respecto a la interpretacion del efecto
de los radicales libres. Durante la reperfusion se ha documentado la formacién de especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno en forma directa e indirecta. Ellas han sido relacionadas
con el dafio generado, ya que los antioxidantes atentian el mismo. Sin embargo, la falta de
datos precisos sobre los procesos patoldgicos que provocan estas sustancias reactivas, ha
generado cierta incertidumbre e interrogantes, los cuales se iniciaron al encontrar resultados
negativos en los ensayos clinicos que testeaban la cardioproteccion con diferentes
estrategias antioxidantes (Dirksen, Laarman, Simoons, & Duncker, 2007). Se atribuy6 parte

del fracaso a limitaciones farmacocinéticas, ya que algunos compuestos no alcanzaban los
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cardiomiocitos con la suficiente velocidad como para lograr la proteccion. Esto es de especial
interés en relacién a la melatonina, ya que como se describira a continuacion, su capacidad
de alcanzar todos los compartimentos celulares con celeridad es una cualidad dificil de
encontrar en los agentes antioxidantes. Otros han postulado que los mecanismos de
generacion y de defensa contra las especies reactivas estan alterados en los pacientes que
sufren sindromes coronarios y que estos cambios no fueron adecuadamente reproducidos a
nivel pre-clinico, a fin de confirmar si mantenian la efectividad (Ferdinandy, Hausenloy,
Heusch, Baxter, & Schulz, 2014). También se ha planteado que las especies reactivas son
parte de procesos de sefalizacidn rapida y que ciertas estrategias protectoras requieren de

ellas (Tsutsumi, Yokoyama, Horikawa, Roth, & Patel, 2007).
La melatonina como agente protector

La melatonina es una molécula ubicua y ampliamente distribuida en la naturaleza, con
actividad funcional que ocurre en organismos unicelulares, plantas, hongos y animales (Jiki,
Lecour, & Nduhirabandi, 2018). Durante la evolucion, la melatonina ha sido adoptada por
organismos multicelulares para realizar muchas otras funciones bioldgicas. Estas funciones
probablemente incluyen la expresion quimica de la oscuridad en los vertebrados, la tolerancia
ambiental en hongos y plantas, la sefalizacion sexual en aves y peces, la regulacion
reproductiva estacional en mamiferos fotoperiddicos, y la inmunomodulacion y la actividad
antiinflamatoria en todos los vertebrados analizados (Masters, Pandi-Perumal, Seixas,
Girardin, & McFarlane, 2014; S.R. Pandi-Perumal, 2018). En la mayoria de los mamifero, la
melatonina es una molécula endocrina producida en la glandula pineal con un ritmo circadiano
(Hardeland et al., 2011; Markwald et al., 2013; Rios-Lugo et al., 2010). De hecho, fue la
primera en ser reconocido como un factor responsable del control de los ritmos circadianos.
La melatonina se forma predominantemente durante la noche. La luz tiene un efecto inhibidor
de la secreciéon de melatonina pineal. La liberacion de melatonina esta sincronizada con el
ciclo de la luz/oscuridad a través de una via multisinaptica existente entre los ojos y la glandula
pineal. La luz estimula la retina para modular la actividad del nucleo supraquiasmatico. Esté
regula la sintesis de melatonina pineal a través del sistema nervioso simpatico periférico, en
el que participan las sinapsis de la columna de células intermediolaterales del corddn toracico
y su proyeccion hacia los ganglios cervicales superiores (Savastano et al., 2010). Las fibras
simpaticas posganglionares simpaticas terminan en los pinealocitos situados en el interior de
la glandula pineal (Castro et al., 2015). La enzima del paso limitante en la sintesis de la
melatonina esta regulada por la noradrenalina y se libera por las terminaciones nerviosas
simpaticas a los receptores adrenérgicos 1 y as de los pinealocitos (Kennaway, Voultsios,

Varcoe, & Moyer, 2015). Las concentraciones de melatonina en el suero de los individuos
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sanos alcanzan valores de 107 a 10° mol/l durante la noche, mientras que durante el dia los

valores son muy inferiores (De Farias et al., 2015).

René Descartes en el periodo del Renacimiento describié la glandula pineal como el "tercer
0jo". Las acciones protectoras de melatonina en muchos 6érganos contribuyen al llamado
poder curativo del suefo. Este producto mitico del "tercer ojo" protege activamente el sistema
cardiovascular (Dubocovich et al., 2010; Seithikurippu R. Pandi-Perumal et al., 2017). La
melatonina esta implicada en diversos procesos fisiopatologicos cardiovasculares por sus
funciones antiinflamatorias, antioxidantes, antihipertensivas y posiblemente antilipémicas
(Dominguez-Rodriguez, Samimi-Fard, Abreu-Gonzalez, & Carlos Kaski, 2009). La melatonina
participa también en diversas respuestas fisioldgicas a través de receptores de membrana y
nucleares (Dubocovich et al., 2010). Se han identificado receptores de membrana MT1y MT2
en los miocardiocitos diversas especies incluido el corazén humano (He et al., 2016; Sallinen,
Saarela, llves, Vakkuri, & Leppaluoto, 2005; Sanchez-Hidalgo et al., 2009). El papel de la
melatonina en la funcidon cardiovascular humana se encuentra en intenso proceso de
investigacion (Dominguez-Rodriguez et al., 2015; Lavi & Lavi, 2011; Natalia Jorgelina Prado,
Ferder, Manucha, & Diez, 2018; Sharafati-Chaleshtori, Shirzad, Rafieian-Kopaei, & Soltani,
2017). En el musculo papilar de rata aislado tiene efectos antiadrenérgicos y causa una
reduccion de la fuerza de las contracciones. De igual manera, los receptores MT1 y MT2
estan presentes en las arterias coronarias humanas de muestras patolégicas y también de
controles sanos. Los estudios realizados en animales indican que la melatonina tiene unos
efectos dobles en los vasos sanguineos, en funcion del tipo especifico de receptor activado,
de tal manera que se produce una vasoconstriccion tras la activacion de los receptores MT1

y una vasorrelajacion tras la activacion de los MT2 (Ekmekcioglu, 2006).

Amplia evidencia respalda que la melatonina es un promisorio agente cardioprotector (Favero
et al., 2017; Nduhirabandi, Maarman, Nduhirabandi, & Maarman, 2018; Seithikurippu R.
Pandi-Perumal et al., 2017; N.J. Prado, Ferder, Manucha, & Diez, 2018; Reiter, Tan, Paredes,
& Fuentes-Broto, 2010). En modelos murinos, protege contra la lesion por
isquemia/reperfusion, incluso si se la administra al momento de la reperfusién (E. R. Diez,
Prados, Carrién, Ponce, & Miatello, 2009; E. R. Diez et al., 2013; Reiter & Tan, 2003; Y. Yang
et al., 2014; Yu et al., 2017, 2015). La melatonina disminuye las arritmias de reperfusion y
acorta la duracion del potencial de accion en corazones aislados de ratas alimentadas con
fructosa y de ratas espontaneamente hipertensas, pero los mecanismos implicados en estos
efectos siguen sin dilucidar (E. R. Diez et al., 2013)13. EI mecanismo mayormente asociado
a la proteccion de la melatonina contra la lesién por isquemia/reperfusion es su efecto

antioxidante.
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Por otro lado, sélo encontramos un articulo que reportd el incremento de las arritmias por
reperfusion en animales pinealectomizados (Sahna, Olmez, & Acet, 2002). Si bien ésta es
una cirugia sencilla, el modelos propuestos en este proyecto fueron menos invasivos y, de
confirmar el incremento en la arritmogénesis, facilitarian el estudio de los mecanismos de

proteccion de la melatonina enddgena (Savastano et al., 2010).

Un antioxidante especial

La melatonina fue reconocida inicialmente por sus funciones reguladoras en los ritmos
circadianos y estacionales. Sin embargo, la funcion bioldgica primaria de la melatonina en
organismos unicelulares primitivos es la defensa antioxidante contra el dafio de los radicales
libres (Reiter et al., 2017b). La melatonina tiene una capacidad antioxidante bien
caracterizada y extensamente documentada (Galano, 2011; Galano & Reiter, 2018; Galano,
Tan, & Reiter, 2011, 2013; Manchester et al., 2015; Reiter et al., 2017a; Reiter, Tan, & Galano,
2014). De hecho, se ha sugerido que una de las funciones principales de la melatonina en
todos los organismos vivos es protegerlos del estrés oxidativo. La melatonina es un poderoso

antioxidante, con una potencia de hasta diez veces mayor que la vitamina E.

Existen oxidantes de diferente naturaleza quimica. Pueden ser radicales libres o especies
reactivas no radicales. Los radicales libres, al tener un electron desapareado, son inestables,
altamente reactivos y suelen desencadenar reacciones en cadena, que propagan
modificaciones a moleculares cercanas. La clasificacion mas utilizada de los radicales libres
se deriva del tipo particular de atomo que contiene el centro radical. En consecuencia, se
clasifican como especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno (RNS)
y especies reactivas de azufre. Légicamente, la reactividad de cada radical libre depende de
sus caracteristicas quimicas particulares. En condiciones fisioldgicas, los ROS/RNS actuan
como segundos mensajeros intracelulares modulando vias de transduccién de sefiales
(Droge, 2002; Forman, 2016). Los radicales libres, cuando estan presentes por encima de
cantidades saludables, representan un riesgo grave para la integridad molecular de los
lipidos, las proteinas y el ADN (Reiter et al., 2016). Por lo tanto, la captura de radicales es

una forma quimica de contrarrestar el estrés oxidativo y sus consecuencias perjudiciales.

La principal especie reactiva implicada en dafio oxidativo es el aniéon superoxido (O2™), pero

también pueden participar el agua oxigenada (H20.), el radical hidroxilo (HO"), el 6xido nitrico

(NO), el peroxinitrito (ONOO") y el nitroxilo (HNO). Las especies oxidantes se producen

constantemente en la mitocondria durante la fosforilacion oxidativa, pero son también el

producto de la activacion de sistemas enzimaticos no mitocondriales como el de la NADPH

oxidasa (NOX), la xantina oxidasa (XO) y el éxido nitrico sintasa (NOS). La célula cuenta
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ademas con sistemas buffers que previenen el dafio oxidativo: atrapadores no enzimaticos
como el glutatién reducido (GSH), vitaminas y flavonoides, enzimas tales como la superoxido

dismutasa (SOD), catalasa, tiorredoxina y glutation peroxidasa (Forman, 2016).

El estrés oxidativo en el tejido se mide mediante la determinacion de los niveles de
marcadores de peroxidacion lipidica que incluyen sustancias acidas reactivas al tiobarbiturico
(TBARS), malondialdehido (MDA), hidroperoxidos de lipidos (PEROX), F2-isoprostanos (8-
epiPGF2a) y dienos conjugados (CD).

Como se mencion6 en las secciones anteriores, distintos tipos de las proteinas, incluidos los
canales ionicos, pueden alterarse por el estrés oxidativo. Aquellas que contienen mayor
cantidad de cisteinas son mas sensibles a los cambios porque los grupos tiol (-SH), que
existen como tiolatos (-S) a pH fisiologico, tienden a reaccionar mas rapidamente con
ROS/RNS (Poole, 2015). Este hecho otorga a las cisteinas y a las proteinas que las
contienen, un rol especial en la biologia rédox. Muchas de estas proteinas estan implicadas
en reacciones bioldgicas importantes tales como fosforilacion oxidativa, regulacién

metabdlica, transduccion de sefales (Chouchani et al., 2017; Smith & Marletta, 2012).

La produccidon endégena de oxido nitrico por la NOS tiene un papel importante en la
homeostasis vascular, la neurotransmisién y los mecanismos de defensa del huésped (Kundu
et al., 2009). Muchas de estas acciones estan mediadas por estimulacién de guanilato ciclasa
soluble y la formacion del segundo mensajero, guanosina 3 ', 5'-monofosfato ciclico, después
de lo cual el NO se elimina en forma inactiva como nitritos y nitratos. Sin embargo, el NO
también puede activar o modular la sefializacion celular mediante la interaccidén con tioles y
metales. De esas vias, la mas conocida es el concepto de nitrosilacion de tiol, a menudo
denominada "S-nitrosilacion". Esta modificacion proteica postraduccional podria desempefiar
un papel fundamental en la salud y la enfermedad (Bryan et al., 2004). Las especies S-nitroso
estan implicadas en el control del suministro de oxigeno a los tejidos, la modulacién de la
funcion o actividad de los factores de transcripcion, enzimas, receptores de membrana y
canales ionicos, y la participacion en reacciones de transnitilizacion. Se cree que la S-
nitrosilacion se realiza predominantemente por medio de la produccion de NO, una reacciéon
de segundo orden del NO, seguida de una reaccion adicional con NO para generar la especie
N20Os (Espey, Miranda, Thomas, & Wink, 2001). Siguiendo esta secuencia, la S-nitrosilacion
es una reaccion de tercer orden del NO. Se han propuesto vias alternativas para inducir
nitrosilacion por medio de peroxinitrito (ONOO-), interacciones NO-tiol en presencia de
aceptores de electrones y mecanismos de transnitrosilacion (Bryan et al., 2004; Moro et al.,
1994).
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De relevancia para esta tesis, descamos la formacion de nitrotirosina por ser un producto
relativamente estable formado por varias vias de reaccion nitroxidativas (Beckman &
Koppenol, 1996; Kundu et al., 2009; R. Radi, 2004). Quizas lo mas notable sea la reaccion
de la tirosina con el peroxinitrito, formado por la interaccion de radicales superéxido y 6xido
nitrico. Al ser un fuerte agente oxidante y nitrante, el peroxinitrito media las reacciones de
nitracién de la tirosina en las proteinas, lo que resulta en la inactivacion de ciertas enzimas
de mantenimiento (por ejemplo, alfal-antiproteinasa), enzimas antioxidantes endégenas
como la catalasa y la superéxido dismutasa y también inactiva canales iénicos (Li, Gutterman,
Rusch, Bubolz, & Liu, 2004; R. Radi, 2004; Rafael Radi, 2018; M. Yang et al., 2012). La
nitrotirosina ha sido identificada como un indicador de dafio celular e inflamacion. Se cree que
la medicion de la concentracién de nitrotirosina sirve como un marcador para el dafo causado

por la interaccién de ROS y RNS en las células.

Antioxidante es cualquier sustancia que, cuando se presenta en concentraciones bajas en
comparacion con la de un sustrato oxidable, demore o evite significativamente la oxidacién
de ese sustrato (Forman, 2016). En esta definicion, el sustrato se refiere a cualquier molécula
de relevancia biolégica que se pretende proteger con el antioxidante, por ejemplo, lipidos,
proteinas o ADN. Sin embargo, los lipidos se usan frecuentemente como moléculas diana
porque (como se menciond anteriormente) son mas reactivos a los oxidantes que a las
proteinas o al ADN. Por lo tanto, si una molécula particular es capaz de proteger los lipidos

del sistema, también protegeria las biomoléculas menos reactivas.

La melatonina tiene la capacidad de comportarse como un "antioxidante quimico". Se refiere
a su capacidad de prevenir el estrés oxidativo por rutas no enzimaticas, aunque también
module enzimas antioxidantes. La melatonina es capaz de neutralizar una cantidad de
reactivos toxicos, incluidas las ROS, las RNS y otros radicales libres (Reiter et al., 2000; Reiter
et al., 2008). Al ser un compuesto altamente lipofilico e hidrofilico, la melatonina es capaz de
cruzar todas las barreras morfoldgicas y actuar no solo en cada célula, sino también dentro
de cada compartimento subcelular. Por lo tanto, la eliminacion de radicales libres la puede
ejerecer por interacciones intracelulares independientes de cualquier receptor, mientras que
otras estan mediadas por receptores nucleares (Manchester et al., 2015; Petrosillo et al.,
2009; Reiter et al., 2004).

También se ha demostrado que estimula las enzimas antioxidantes y que aumentar la eficacia

de los antioxidantes clasicos vitamina E, vitamina C y glutation (GSH) (Dominguez-Rodriguez

et al., 2015; Galano & Reiter, 2018). Ademas, se ha observado que varios metabolitos que se

forman cuando la melatonina neutraliza los reactivos dafinos, son también capaces de

neutralizar otros radicales libres lo que sugiere que una cascada de reacciones aumenta la

eficacia de la melatonina cuando se usa en condiciones patolégicas asociadas con un
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aumento del estrés oxidativo (S.R. Pandi-Perumal, 2018; Tan, Manchester, Terron, Flores, &
Reiter, 2007; Tengattini et al., 2008).

Potencial antiarritmico atipico

En 1998, Tan y col. describieron por primera vez el efecto antiarritmico de la melatonina (Tan
et al., 1998). En ese estudio se demostr6 que reducia las arritmias ventriculares con mayor
eficacia que la vitamina C. Numerosos estudios confirmaron la proteccion antiarritmica, y lo
relacionaron a sus notables propiedades antioxidantes (Bertuglia & Reiter, 2007; Lagneux,
Joyeux, Demenge, Ribuot, & Godin-Ribuot, 1999; Lee et al., 2002; Sahna et al., 2002;
Szarszoi, Asemu, VanécCek, Ost'adal, & Kolaf, 2001). Nuestro grupo de investigacion
corroboré el efecto antiarritmico de la melatonina en corazones aislados de ratas hembras, al
ser administrada en forma continua desde la etapa previa al inicio de la isquemia miocardica
(E. R. Diez et al., 2009). Llamativamente, la proteccién antiarritmica tuvo una respuesta dosis
dependiente, mientras que la capacidad antioxidante fue igual para todas las dosis
estudiadas. El efecto preventivo sobre el acortamiento del potencial de accién que ocurre
entre el 7™ y 10™ minuto de la isquemia fue otra variable dosis dependiente encontrada en
nuestro estudio. Esto nos llevd a pensar que el mecanismo antiarritmico podria deberse a
una menor heterogeneidad en la repolarizacion del tejido miocardico que disminuyera la

posibilidad de que se formen y mantengan circuitos de reentrada.

En un estudio reciente, demostramos que la melatonina reduce las arritmias cuando se la
administra durante la reperfusion, ya que, en el contexto clinico de los sindromes coronarios
agudos, la mayoria de las terapias se administran en el momento de la reperfusion (E. R. Diez
et al.,, 2013). La melatonina protegid al ser administrada a corazones aislados de ratas
alimentadas con fructosa y de ratas espontaneamente hipertensas. Estos animales
presentaron mayor actividad de la enzima NADPH oxidasa, que es uno de los principales de
sistemas generadores de radicales libres y, por ende, mayores niveles de estrés oxidativo. El
efecto antiarritmico no se vio afectado en los modelos con mayor estrés oxidativo y en todos
los grupos se acompaié de un acortamiento transitorio de la duracion del potencial de accién

durante los primeros 3-5 minutos. Este resultado fue interpretado como una reduccion de la
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capacidad de generar posdespolarizaciones tempranas y tardias. Llamativamente los eventos
arritmicos autolimitados, como las extrasistoles ventriculares, las duplas, las salvas e incluso
las taquicardias ventriculares no sostenidas ocurrieron en todos los grupos experimentales.
Una gran diferencia fue que los corazones tratados con melatonina no presentaron formas
sostenidas de arritmias, ya sea taquicardia ventricular sostenida o fibrilacion ventricular. Estos
resultados (acortamiento del potencial y ausencia de arritmia sostenidas) son dificiles de

reconciliar con los mecanismos postulados para los circuitos de reentrada.

El mismo afio de nuestra publicacion de la proteccién antiarritmica de la melatonina
administrada en la reperfusion otro grupo publicé que la melatonina protege contra las
arritmias, al aumentar el umbral para inducir eléctricamente la fibrilacion ventricular sostenida,
a través de aumentar la conexina 43 miocardica mediante la modulacién de la sefiales
cardioprotectoras por la proteina quinasa C (PKC) en ratas hipertensas (Benova et al., 2013).
Los efectos antiarritmicos se atribuyen a la atenuacion de las anormalidades miocardicas de
la conexina asociadas con la preservacion de la arquitectura miocardica y la mejora de la

conduccidn cardiaca.

La respuesta la melatonina crénica en modelos con mayor arritmogénesis.

La mayoria de las intervenciones terapéuticas postuladas hasta el momento han mostrado
buenos resultados a nivel experimental en modelos con animales “jovenes y sanos”. Sin
embargo, muchas de ellas no han podido ser reproducidas y llevadas a la practica en el
ambito clinico o los resultados no han sido significativos (Hausenloy, Baxter et al. 2010; Ovize,

Baxter et al. 2010; Schwartz Longacre, Kloner et al. 2011; Morel, Perret et al. 2012).

Esta falla en obtener nuevos tratamientos podria deberse a multiples factores, entre los que
se destacan las modificaciones en la fisiologia que se asocian a las condiciones clinicas de
los pacientes, como patologias comorbidas, tratamientos previos, o reperfusion muy tardia
(Ferdinandy, Schulz et al. 2007). La aterosclerosis afecta el equilibrio entre las especies
reactivas del oxigeno y el 6xido nitrico, la hipertrofia se acompana de remodelado estructural

y funcional del miocardio y la edad reduce la expresion de varias proteinas quinasas. En ratas
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espontaneamente hipertensas, el poscondicionamiento no logré reducir el infarto, pero si
mejora la disfuncion contractil (Fantinelli and Mosca 2007; Penna, Tullio et al. 2010). Pero en
ratas con hipertrofia del VI inducida sobrecarga de presion, el poscondicionamiento aun es
capaz de reducir el tamafio del infarto (Feng, Fischer et al. 2006; Zhu, Feng et al. 2006). Por
otra parte, el poscondicionamiento isquémico se pierde en los corazones de ratas con
estenosis coronaria cronica, y la proteccion es restaurada por el carvedilol (Oikawa, Yaoita et
al. 2008). Tanto el poscondicionamiento isquémico como el inducido por sevoflurano se
pierden en ratas y conejos tratados con agentes antidiabéticos bloqueadores de los canales

Kate (Obal, Dettwiler et al. 2005; Donato, DAnnunzio et al. 2007).

Recientemente demostramos que la obstruccién ureteral unilateral provocé un remodelado
cardiaco que se acompafno de un aumento de las arritmias de reperfusion (ER. Diez et al.,
2015). Los eventos cardiovasculares ocurren con mayor frecuencia en pacientes con
enfermedad renal crénica (ERC). Las arritmias ventriculares son particularmente prevalentes
entre los pacientes con ERC, incluso cuando esos pacientes no sufren ningun tipo de
desequilibrio de electrdlitos. El riesgo de mortalidad también aumenta en los pacientes con

ERC que sufren un sindrome coronario agudo.

Se desconoce si la melatonina presentara alteraciones en sus propiedades cardioprotectoras
si es administrada en animales con factores de riego proarrimtogénicos. Por lo tanto, es de
suma importancia evaluar los efectos de la proteccion antiarritmica en condiciones donde la

fisiologia cardiovascular se ha modificado previamente al episodio de isquemia-reperfusion.
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Capitulo Il - Hipétesis y Objetivos
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Hipotesis

En esta tesis se postula que la melatonina protege contra las enfermedades cardiovasculares,
en particular contra las arritmias por reperfusiéon y contra la hipertension arterial. El efecto lo
logra, en parte, mediante la activacién de receptores para esta indolamina presentes en la
membrana, vias de sefalizacion relacionada con los receptores de membrana y la
preservacién de la comunicacion intercelular mediada por las uniones en hendidura de los
miocitos. Sus efectos se ejercen tanto a niveles fisiologicos como farmacoldgicos. La
proteccion obtenida mediante la administracion aguda durante la reperfusion persiste en
modelos animales expuestos a factores capaces de incrementar la arritmogénesis. Cuando

se la administra cronicamente el remodelado cardiaco y las arritmias.
Objetivos
Generales

Determinar la proteccion con melatonina sobre las arritmias ventriculares generadas en un
modelo experimental de isquemia-reperfusion en corazones aislados de ratas, tratar de
dilucidar los mecanismos electrofisioldgicos, subcelulares e intercelulares involucrados y
probar la efectividad antiarritmica de la melatonina endégena y de tratamientos crénicos en

corazones de animales con mayor arritmogenesis.
Especificos

1. Demostrar la participacion de los receptores de melatonina, de la proteina quinasa C, de
los canales de K* regulados por ATP (Kate), de los canales de K™ asociados al receptor (Kir3.x)
y de la conexinas en el efecto antiarritmico de la melatonina al inicio de la reperfusion y

también en corazones perfundidos con bajas concentraciones de potasio.

2. Evaluar si la reduccién de la produccion endégena de melatonina tras la exéresis bilateral
de los ganglios cervicales superiores provoca un aumento en la arritmogénesis en corazones

sometidos a isquemia/reperfusion.

3. Determinar si la administracién cronica de melatonina es capaz de proteger contra las
taquiarritmias ventriculares en corazones de ratas con demostrada mayor arritmogénesis
como ser los obtenidos de animales con obstruccion ureteral unilateral o los obtenidos de

ratas espontaneamente hipertensas.
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Capitulo lll - Materiales y Métodos Generales
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Animales

Se procedié conforme lo estipulado en el aval 106/2017 del Comité Institucional para el

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Ciencias Médicas de la UNCuyo.

Modelos experimentales murinos

Exéresis del ganglio cervical superior bilateral: Los animales fueron operados segun la técnica
por colegas de nuestra institucién. Los experimentos en corazon aislado se realizaron luego
de 21-25 dias (Savastano et al., 2010).

Nefropatia obstructiva unilateral: Obstruccion quirtrgica a nivel urétero-pélvico mantenida

durante 15 dias.Los experimentos de corazén aislado se realizaron a los tres mese de vida.

Ratas machos normotensas cepa WKY y ratas espontaneamente hipertensas cepa SHR de
3 meses de edad recibieron 4 mg/Kg/dia de melatonina en frascos protegidos de la luz

disuelta en el agua de bebida durante 15 dias o agua corriente como controles

Arritmias en corazones aislados de rata.

Los modelos patologicos estudiados fueros sometidos a protocolos de isquemia repefusion al

finalizar la etapa experimental in vivo en todo d los casos ,

Luego de 20 min de estabilizacién y 10 min de preisquemia, se realizé una isquemia regional
(por ligadura de la arteria coronaria descendente anterior) de 10 min, seguidos de 10 minutos

de reperfusion.

En los experimentos donde se administraron las drogas al momento de la reperfusiéon se

utilizaron las siguientes concentraciones

Durante la reperfusion se administraron los siguientes tratamientos: MEL melatonina 50 uM,
LUZ luzindole 5 uM, CHE Chelerithrina 2 uM, GLI glibenclamida 10 uM, TQ tertiapina-Q 10
nM. Las dosis son acordes a publicaciones previas. En otro grupo de corazones se
reperfundié con una solucion de 1 mmol/L de K+ durante 25 minutos luego de la estabilizacion

del preparado.

Electrocardiograma y ecocardiograma.

Ambos estudios se realizaron en ratas sedadas con ketamina 80mg/kg, bajo monitoreo y
control de la temperatura a fin de evitar hipotermia. Se estudiaron al inicio del tratamiento,
luego cada semana y finalmente previo a la eutanasia. Se determinaron la frecuencia, ritmo

cardiaco, los intervalos y amplitudes del ECG vy el eje eléctrico. Se estudio la variabilidad de
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la frecuencia cardiaca. Se analizé la funcion y morfologia ventricular mediante

ecocardiograma bidimensional, modo M.

Variables electrofisiolégicas en corazones aislados.

La presion de perfusion fue ajustada de acuerdo a la presion diastélica por elevacion de la
columna de liquido. Se registraron y midieron los potenciales de accion epicardicos. Se
determinaron las arritmias de acuerdo a la Convencién de Lambeth y a un escala de
severidad: 0-Ritmo sinusal, 1-Latidos ventriculares prematuros o bigeminia, 2-Salvas, 3-TV
no sostenida (<30 segundos) y 4-TV sostenida (>30 segundos) 6 FV. Estos procedimientos
han sido descriptos previamente, y datos detallados de pueden encontrar en las publicaciones

de nuestro grupo.

Peso, parametros bioquimicos.

Se evalud la evolucion del peso de los animales a lo largo de los protocolos. Los cambios
metabdlicos se constataron a través de tolerancia a la sobrecarga de glucosa, glucemia e
insulinemia (RIA) basales (calculo del indice HOMA), triglicéridos, colesterol total, HDL y LDL
(método colorimétrico enzimatico). Los cambios a nivel de la funcion renal se evaluaron con

uremia, creatinina, PTH, calcemia, fosfatemia y ionograma.

Inmunofluorescencia y westernblot de conexina 43, NFkB y vCAM.

Se fijaron 5 a 8 corazones por grupo de cada protocolo experimental y se prepararon para
inmunofluorescencia. Se evalud la distribucion en el tejido mediante anticuerpos
monoclonales para conexiona 43, NFkB p65 y vCAM. Muestras de ventriculo izquierdo fueron
congelados al 4to min de reperfusion usando nitrégeno liquido. Los mismos fueron usados
para cuantificacion por westernblot utilizando anticuerpos policlonales fosfo-especifico de
conexina 43 (ser368) y contra la PKCeg; monoclonales contra conexina 43 y N-cadherina y

nitrotirosina.
Cambios estructurales cardiovasculares:

Se utilizé la tincion tricromica de Masson para examinar los diametros de la pared y la luz
vascular, con ello se calculd la relacion lineal o superficial lumen/media. Se determinaron las
moléculas de adhesion por inmunohistoquimica de VCAM-1 e NFkB en cortes vasculares
usando anticuerpos VCAM-1 y Rel-A, a través de la técnica inmunofluorescencia indirecta
(IF1) y co-localizacién en tejido. Usando anticuerpos contra dichas proteinas, examinamos el
remodelado de matriz extracelular por inmunohistoquimica de MMP-2, MMP-9 y conexina 43

en cortes vasculares.
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Determinaciones de Estrés Oxidativo

Se determinaron las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico en muestras de tejido
ventricular, el poder antioxidante total como porcentaje de inhibicién de la absorbancia del
radical ABTS, la actividad de NAD(P)H oxidasa en tejido, por emision de quimioluminiscencia

tras reaccion con lucigenina. Se determind el nivel de nitrotirosina por western blot.

Analisis estadistico

Se establecieron los contrastes entre grupos por ANOVA o por Kruskal-Wallis, segun
corresponda. La frecuencia de variables cualitativas fue evaluada por la prueba exacta de
Fisher. La supervivencia se compard con tests log-rank y Gehan-Wilcoxon. Se fijé la

significancia en p< 0.05. Se uso6 el programa PRISM 5.0 para los calculos estadisticos
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Capitulo IV - CARDIOPROTECCION AGUDA
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Este capitulo describe los efectos cardioprotectores de la administracion aguda de melatonina
frente a tres formas de injuria miocardica: el estrés oxidativo, la hipocalemia y la isquemia-

reperfusion.

El estrés oxidativo provoca dafio miocardico y seasocia al desencadenamiento de arritmias.
El principal y mejor estudiado mecanismo protector de la melatonina es su efecto antioxidante.
La primera seccion del capitulo describe las acciones electrofisiolégicas de la melatonina ante
la generacion exdgena de radicales libres mediante el sistema xantina-xantina oxidasa y se

la compara con otros antioxidantes.

La hipopotasemia prolonga los intervalos QRS y QT, y aumenta el riesgo de sufrir arritmias.
La melatonina acorta el potencial de accion y mejora la comunicacion intercelular como
posibles mecanismos antiarritmicos. La segunda seccion del capitulo describe las
propiedades de la melatonina ante la hipocalemia y evalua la participacion de los receptores

de membrana y la comunicacion intercelular mediada por conexina 43.

El proceso de isquemia-reperfusion es complejo e involucra eventos fisiopatolégicos entre los
que se destacan el disbalance metabdlico, el estrés oxidativo y las alteraciones en la
homeostasis hidroelectrolitica. La tercera seccién del capitulo evalia los mecanismos
protectores de la melatonina al ser administrada durante la reperfusion en corazones aislados.
Se analiza la participacion de los receptores de membrana de la melatonina, la sefializacion

mediada por proteina quinasa C, la activacion de canales de K* .

La cuarta seccion desarrolla los efectos electrofisioldgicos de la administracion endovenosa
previo a la reperfusién de melatonina, el luzindol y la combinacién de ambos mediante mapeo

epicardico en corazones in situ y la relacion con la expresion y distribucion de la conexina 43.

Generacion exogena de radicales libres

La produccién de radical libres sufre un gran aumento durante la reperfusion miocardica y
provoca estrés oxidativo. Una de las principales fuentes de radicales libres en el corazén de
la rata es la xantina oxidasa. Esta enzima, en presencia de oxigeno, convierte la hipoxantina
en acido urico y como subproducto genera radical superoxido [8]. En las células isquémicas
existe una concentracion elevada del sustrato de la xantina oxidasa, dado que el ATP es
metabolizado con la acumulacion de AMP, que luego es degradado a hipoxantina [13]. Es
importante destacar que en las células no isquémicas, la hipoxantina es oxidada por una
xantina dehidrogenasa que no reduce al O, sino que reduce al NAD", por lo tanto, esta enzima
no produce radicales libres, pero en las células isquémicas la xantina dehidrogenasa es
convertida en xantina oxidasa, como resultado de una modificacidon proteolitica mediada por

el Ca*. En condiciones de isquemia, la concentracion intracelular de este ion se halla
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aumentada y juega un papel destacado en la génesis de la arritmias por otros mecanismos
electrofisiologicos [9]. Debido a la alta reactividad de los radicales libres y su consecuente
corta vida media, no es posible administrarlos exégenamente. Por ello se recurrié a la
administracién exogena de la enzima xantina oxidasa y la xantina como sustrato ya permiten
evaluar el efecto de la generacion de radicales superoxido en corazones sin que otras
alteraciones hidroelectroliticas o metabdlicas fueran el evento primario. En especial nos
enfocamos en evitar como desencadenantes al aumento intracelular de Ca* y Na* o
extracelular de K*, al déficit energético y la sobre disponibilidad de hipoxantina endégena.
Como se describié en la introduccién, la melatonina posee propiedades antioxidantes y
antiarritmicas. El principal mecanismo protector contra la injuria por isquemia-reperfusion
asociado a la melatonina es su efecto antioxidante [6]. Sin embargo, no se ha demostrado
proteccién con melatonina contra las arritmias en corazones aislados en los que se les genere
en forma aguda y exdgena radicales libres.

En este capitulo se explora la siguiente hipotesis: la melatonina protege contra los trastornos
electrofisiologicos que provoca la administracion aguda de agentes capaces de generar
estrés oxidativo.

Para probar esta hipotesis aplicamos especies reactivas derivadas del oxigeno generadas
por el sistema xantina+xantina oxidasa (X+XO) administrado exdgenamente a corazones
aislados en presencia o ausencia de 50 yM de melatonina. Estudiamos los potenciales
transmembrana para evaluar las modificaciones electrofisiologicas locales durante las

intervenciones y analizamos el ritmo en los electrocardiogramas de superficie.

El tratamiento con X+XO provocé fibrilacion ventricular a partir de los 15 min de exposicion,
mientras que esto fue evitado en presencia de melatonina y de superdxido dismutasa (Fig.
1A). La adicion de catalasa no protegié contra la fibrilacion ventricular. Durante el periodo de
lavado de los tratamientos, los corazones tratados con melatonina o con SOD presentaron
ritmo sinusal, mientras el resto de los grupos mantuvieron un predominio de arritmias

ventriculares sostenidas (Fig. 1B).
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Fig. 1. Incidencia de arritmias durante el tratamiento con X+XO y ritmo sinusal en el periodo de lavado.
A. Las barras indican el porcentaje de corazones que se desarrollaron fibrilacion ventricular (FV) para
cada grupo. * P = 0,023 vs X+XO por la prueba exacta de Fisher. B. Las barras indican el porcentaje
de corazones para cada grupo. * P = 0,0055 vs X+XO y # =0,023 vs X+XO por la prueba exacta de
Fisher.
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Figura 2. Arritmias ventriculares y electrocardiogramas. Trazados representativos del
electrocardiograma, en ritmo sinusal y en dos tipos de arritmias. La forma mas severa es la fibrilacion
ventricular, la menos severa es la extrasistole ventricular. C. Contraste entre arritmias severas

sostenidas en el grupo X-XO y poco severas y autolimitadas en el grupo
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Cambios en los potenciales de accion epicardicos

Las especies reactivas del oxigeno generadas por el complejo X+XO produjeron una
disminucion significativa del potencial de reposo de las células epicardicas ventriculares, y
este fendmeno indujo una acentuada disminucion de la amplitud del potencial de accion (Fig-
3). La SOD anul6 por completo ambos cambios mientras que la melatonina los atenud y la
adicion de CAT no los evitdé. La melatonina fue el Unico tratamiento que impidié la
prolongacién de la duracion del potencial de accion provocado por la generacion exdégena de
radicales libres. Los resultados de los tratamientos individuales no provocaron diferencias en

los potenciales de accion.
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Fig 3. Potencial transmembrana para cada grupo en tres periodos: estabilizacion, durante los 20
minutos de exposicion a los tratamientos, al cabo de los 10 minutos de lavado. PR Potencial de reposo.
APA Amplitud del potencial de accion. DPAgo duracion del potencial al 90% de la repolarizacién. * P
<0,05; ** P <0,01 *** P<0,001 por ANOVA dos vias de medidas repetidas.
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Fig. 3. Determinacién de los niveles de nitrotirosina. En la parte superior se muestran imagenes
representativas de los immunoblot obtenidos con un anticuerpo que detecta 3-nitro-L-tirosina de
proteinas nitradas por peroxinitritos y una proteina de referencia de carga (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, GAPDH). Las barras indican la proporciéon entre la intensidad de las sefiales de
nitrotirosina/ GADPH como promedio +* error estandar de n=4-5 muestras por grupo. * P <0,05; ** P
<0,01 *** P<0,001 por ANOVA y post test de Bonferroni.

Los corazones tratados con X-XO presentaron un aumento en los niveles de estrés oxidativos,
evidenciado por el aumento de la nitrotirosina en las muestra de tejido. La accion pro-oxidante
de la X-XO fue reducida por los tres antioxidantes, siendo la proteccion sutilmente superior

en los tratados con SOD.

Conclusiones

Con el objeto de evitar las complejas interacciones que ocurren durante la isquemia y la
reperfusion que van mas alla del estrés oxidativo, evaluamos los efectos de las especies
reactivas del oxigeno a través de la perfusién de corazones no sujetos a isquemia previa,
usando el sistema enzimatico X+XO. En este sistema la xantina oxidasa y la xantina
reaccionan para dar: Xantina + O, — Ac. Urico + superoxido. La dismutacién del superéxido
genera también agua oxigenada que por medio de las reacciones de Fenton y de Haber-
Weiss pueden producir hidroxilo, otro radical altamente reactivo. El anidén superdxido puede
unirse al 6xido nitrico y formar radicales peroxinitritos que son altamente reactivos con las

proteinas. Como un fuerte agente oxidante y nitrante, el peroxinitrito media las reacciones de
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nitracion de la tirosina en las proteinas, lo que resulta en la inactivacion de ciertas enzimas
de mantenimiento (por ejemplo, alfal-antiproteinasa), asi como enzimas antioxidantes
enddgenas como la catalasa y superoxido dismutasa. Las modificaciones que provocan las
especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno se manifiestan a nivel electrofisioldgico como
cambios en los potenciales de accion y el desencadenamiento de arritmias.

Los mayores efectos observados sobre el potencial de accion ventricular fueron una
despolarizacion reversible asociada con un descenso en la amplitud y la prolongacién de la
duracién, que se acompanaron de taquiarritmias ventriculares en la mayoria de los corazones
tratados con X+XO. La figura 3 confirma que la X-XO aumenté los niveles de nitrotirosina y
que la melatonina, la SOD y la CAT los disminuyeron. Los cambios electrofisiolégicos
inducidos por X-XO fueron atenuados por accion de la melatonina y de la SOD, pero la CAT
no los evitd. Seria poco esperable que los cambios eléctricos sean mediados por H20; ya que
la CAT los hubiera evitado. Estos resultados confirman que la melatonina es un potente
antioxidante y, ademas, cambia algunos parametros del potencial de accion por otros
mecanismos que van mas alla de ser antioxidante. La melatonina comparte con la superdxido
dismutasa la proteccion frente a los cambios por estrés oxidativo y el mantenimiento del
potencial de reposo y la amplitud. La melatonina ademas tiene un efecto sobre la duracion
del potencial, que ya no es tan solo explicable por los efectos antioxidantes. Otro antioxidante
como la CAT protege contra el estrés oxidativo pero no contra los cambios en el potencial
transmembrana o las arritmias. Cuando se analizan en el mismo sistema agentes productores
de estrés oxidativo y antioxidantes se pueden separar efectos asociados al estrés oxidativo

de otros efectos antiarritmicos.

Cabe destacar que la prolongacion en la duracion del potencial de accion inducida por el
estrés oxidativo solo fue evitada por la melatonina. La SOD no impidio la prolongacion, pero
el efecto antiarritmico fue similar al de la melatonina. Estos resultados son un primer indicio
de que los cambios en la duracion provocados por la melatonina podrian no ser determinantes
en su proteccion antiarritmica. En las secciones que se desarrollan a continuaciéon se
profundiza el analisis entre el efecto de la melatonina sobre la duracién del potencial de accion

y la proteccion antiarritmica.

Hipocalemia, comunicacién intercelular y repolarizacién

La hipopotasemia prolonga los intervalos QRS y QT, y aumenta el riesgo de sufrir
arritmias. La melatonina acorta el potencial de accion y mejora la comunicacion
intercelular como posibles mecanismos antiarritmicos. La segunda seccion del

capitulo describe las propiedades de la melatonina ante la hipocalemia y evalua la
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participacion de los receptores de membrana y la comunicacién intercelular mediada

por conexina 43.

3.1 arritmias

La melatonina fue el unico tratamiento que redujo la incidencia de fibrilacién
ventricular a 59% (10/17, P = 0,0029 vs control, Figura 1). En los otros grupos, se
produjo fibrilacion ventricular en casi todos los casos (control 18/18, luzindol 11/11y
luzindol + melatonina 14/15). La melatonina retraso el inicio de la fibrilacion
ventricular a 12 minutos (9-25 RIC) (P = 0.041), 5 minutos mas que el inicio
encontrado en el grupo control, que fue de 7 minutos (5-12 rango intercuartil, ICR).
Los corazones perfundidos con luzindol y luzindol + melatonina tuvieron una
apariencia mediana de fibrilacidon ventricular de 6 minutos (4-11 RIC) y 8 minutos (6-
14 RIC), respectivamente.

La incidencia de otros tipos de arritmias ventriculares como la taquicardia
ventricular, las salvas y el complejo ventricular prematuro no difirié entre los cuatro
grupos. Las arritmias auriculares y las alteraciones de la conduccion atrioventricular
ocurrieron con la misma frecuencia en todos los grupos.

Durante NormoK, los corazones tratados con melatonina recuperaron el ritmo
sinusal mas rapidamente. Mas de la mitad de los corazones no se recuperaron de
los otros tres grupos.

3.2ECG

LowK indujo bradicardia y prolongd los intervalos PR, QRS y QT, QTc (Figura 2). La
melatonina evito la ampliacion del QRS que se muestra en los grupos control y
luzindol. En MEL + LUZ, la ampliacién fue parcial, no alcanzando diferencias con
respecto al periodo de estabilizacion o el grupo de control. La perfusion con

melatonina, luzindol y luzindol + melatonina no modificé la frecuencia cardiaca ni
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ninguno de los intervalos: PR, QT y QTc. Esto indica que la preservacion de la
conduccion de melatonina se encontraba principalmente en el tejido ventricular.

El ventriculo izquierdo desarroll presion.

Al comienzo de la K baja, todo el corazon mostré una reduccion transitoria de la
presion desarrollada en el ventriculo izquierdo, seguido de un aumento progresivo
que alcanzo valores mas altos que durante el periodo de estabilizacion (Figura 2).
Cuando comenzé la fibrilacion ventricular la curva se apland. Todos los corazones
que recuperaron el ritmo sinusal durante el uso de NormoK mostraron una presién
reducida en el desarrollo del ventriculo izquierdo hasta el final de los periodos
experimentales sin diferencias entre los grupos.

3.4 potenciales de accion

Los potenciales de accion se alargan durante el LowK y las oscilaciones del
potencial de membrana se hacen cada vez mas frecuentes (Figura 3). Las 0 fases
de los potenciales de accion se retrasaron con respecto al inicio de los complejos
QRS, lo que indica una perturbacion de la conduccion, pero sin cambios en la
amplitud o el dV / dtmax, lo que sugiere que los canales de Na no se vieron
afectados.

La melatonina redujo la duracion del potencial de accion al 50% de la repolarizacion,
pero no al 90% de repolarizacion. Un efecto modesto después de la reduccion de la
despolarizacion no fue suficiente para prevenir las arritmias transitorias (Figuras 2 y
3). La melatonina fue el unico tratamiento que conservé el mismo retraso de
activacion que el observado durante el periodo de estabilizacion. La
hiperpolarizacion, la amplitud y el dV / dtmax no difirieron entre los grupos.

3.5. Conexina 43

3.5.1 Contenido de la conexina 43 y fosforilacion.
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La cantidad total de conexina 43 se mantuvo sin cambios después de 5 minutos de
LowK y ninguno de los tratamientos mostro diferencias durante este periodo (Figura
4). Sin embargo, las tres bandas de los diferentes estados de fosforilacion de la
conexina mostraron un predominio de la forma desfosforilada (PO) con respecto a
las dos formas fosforiladas (P2 y P1) en los grupos control y LUZ. La melatonina
mostré una mayor proporcion de formas P2 independientemente de la presencia de
luzindol. Después de dos minutos de fibrilacion ventricular, todos los corazones
mostraron un aumento en el contenido de conexina, principalmente en su estado
desfosforilado. Al final de los 25 minutos de NormokK, solo el grupo de control mostré
un aumento en la forma PO de conexina 43 (Figura 5). La cuantificacion de la forma
desfosforilada de conexina 43 confirmé los resultados de las mediciones totales de
conexina 43 (Figura 6).

3.5.2 Distribucion de Connexin 43

Después de la estabilizacion, el 80% de la conexion 43 mostré la ubicacion termino-
terminal (Figura 7). La baja concentracion de K + redistribuyo la conexina 43 a otros
sitios. La melatonina evito la lateralizacion de la conexina 43 durante los primeros 5
minutos de K + bajo, pero después de 2 minutos la FV todos los corazones
mostraron un nivel similar de desarreglo. Después de la restitucion de potasio, la
conexina no se recupero en el grupo de control y se recupero parcialmente en los
otros grupos.

La baja exposicion a K redistribuye alrededor del 40% de la conexion 43 lejos de la
ubicacion de la terminal.

Discusion

En este estudio, demostramos que la administracion aguda de melatonina durante la

perfusidén baja en potasio protege contra la FV. Este efecto fue mediado por la
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activacion de los receptores de melatonina y por la prevencion de la desfosforilacidon
y la lateralizacion de Cx43.

Los cambios electrofisiolégicos inducidos por la hipopotasemia se han documentado
en humanos y en modelos experimentales. La hipopotasemia grave induce cambios
en la repolarizacién ventricular, como el alargamiento del intervalo QT, la
disminucién de la amplitud y la ampliacién de las ondas T, las ondas U prominentes,
la fusion de las ondas T y U asociadas a un mayor riesgo de muerte arritmica. Aqui
confirmamos el alargamiento del intervalo QT que se correlacioné con un aumento
en la duracion del potencial de accidon. La melatonina no evito la prolongacion del
potencial de accidn inducida por la hipopotasemia cuando se midié al 90% de la
repolarizacién, pero mantuvo la APD50 y hizo que el potencial de membrana fuera
mas estable, mostrando menos despolarizaciones (ver flechas en la Fig.). La
luzindol anulé ambos efectos de la melatonina, lo que sugiere la participacion de la
activacion del receptor de melatonina en la preservacion del potencial de
membrana.

La hipopotasemia disminuye la actividad de la ATPasa de Na-K, lo que conduce a
una sobrecarga intracelular de Ca2 + y esto facilita el desarrollo de
posdepolarizaciones retrasadas a través de la corriente de entrada transitoria. Las
despues de despolarizaciones tardias se consideran posibles desencadenantes de
la arritmia porque pueden iniciar un potencial de accion en células aisladas. Sin
embargo, es poco probable que se pueda iniciar un potencial de accion en el tejido
debido a una falta de coincidencia entre la fuente y el sumidero. Para superar el
desajuste, debe haber un sumidero reducido a través del desacoplamiento o un
aumento de la fuente a través de la sincronizacion de posdepolarizaciones

retardadas entre celdas adyacentes. Ambas situaciones podrian asumirse
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basandose en los resultados de los estudios de conduccion anisotropica y las
imagenes de inmunofluorescencia.

De hecho, la hipopotasemia induce anomalias en la conduccion como aumento de
la amplitud y la duracién de la onda P, una ligera prolongacion del intervalo PR,
bloqueo auriculoventricular, aumento de la duracion del QRS y paro cardiaco.
Encontramos estos trastornos de la conduccion electrocardiografica completos
durante nuestro modelo experimental de hipopotasemia. La melatonina evité el
ensanchamiento del QRS vy el retraso de activacion del potencial de accion
epicardica. Este ultimo podria considerarse como un sustituto de la velocidad de
conduccion en tejidos complejos como los ventriculos, asumiendo las rutas
desconocidas desde los puntos de activacion endocardicos que indican el inicio de
QRS a los miocitosepicardicos empalados.

La lateralizacion de las conexinas se ha detectado en fibrilacién auricular crénica,
hipertrofia cardiaca, insuficiencia cardiaca y después de un infarto de miocardio. Un
aumento en la fraccion de las conexinas laterales que forman canales funcionales
mejora la velocidad de conduccion transversal y contribuye a la propagacion del
impulso arritmogénico. La lateralizacion de la unidn de la brecha con un alto
acoplamiento lado a lado de cardiomiocitos puede favorecer el bloqueo de la
conduccion debido a los desajustes entre la fuente y el sumidero. Un bloqueo
unidireccional puede conducir a circulos de reentrada que dan como resultado
taquicardia o fibrilacion ventricular. La lateralizacion aguda aqui descrita debe
considerarse como otro factor arritmogénico ... la melatonina evité la lateralizacion
Ademas, otros agentes antiarritmicos como el metoprolol llevaron a un menor grado
de lateralizacion y una menor velocidad de conduccion transversal.

Cx43 tiene multiples sitios de fosforilacion que podrian conducir a un mejor
acoplamiento o desacoplamiento con respecto al aminoacido residuo objetivo, pero
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la desfosforilacidon esta claramente asociada con el desacoplamiento. Aun no se
sabe si la desfosforilacion de Cx43 durante el bajo nivel de potasio es el resultado
del aumento de la actividad de la fosfatasa y / o de la quinasa y cuales son los
objetivos de la melatonina que impidieron la desfosforilacion. La desfosforilacion de
Cx43 se atribuyd previamente a la disminucion de la concentracion de ATP
intracelular y la disminucion de la fuerza conductora termodinamica para la
fosforilacién. Curiosamente, nuestros resultados histoquimicos indican una
disminucién moderada en las fuentes de ATP que coincide con el aumento de Cx43
no fosforilado.

Las reducciones dramaticas en la comunicacion de la brecha y la pérdida
concomitante de Cx43 fosforilada y la acumulacion de Cx43 no fosforilada se
informaron previamente en otros modelos experimentales, pero la relacion entre los
cambios en la desfosforilacion y el desacoplamiento no se definié directamente en
este estudio.

Nuestros resultados podrian ser relevantes principalmente en aquellas situaciones
en las que se puede anticipar la hipopotasemia aguda como en la dialisis. El
proceso de dialisis, incluso con todas las mejoras en los ultimos afos, todavia tiene
que lidiar con el desequilibrio agudo de electrolitos. Se encontraron aumentos
importantes en el intervalo QT y la dispersiéon QT después de la dialisis.
Proponemos que la melatonina podria hacer que el corazdn sea mas resistente a
los eventos arritmicos desencadenados por cambios rapidos en las concentraciones
de electrolito-plasma, independientemente de la falta de efectos en el ECG.
Ademas, esos pacientes también sufren trastornos en los ritmos circadianos y
niveles bajos de melatonina.

Sin embargo, las traducciones clinicas de nuestros resultados deben hacerse con
precaucion, principalmente porque usamos una dosis alta de melatonina
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administrada directamente al corazon. Basado en la farmacocinética de la
melatonina en humanos, para lograr una concentracion similar en el plasma, debe
administrar mas de 10 veces la dosis intravenosa mas alta probada hasta que se
sepa [Andersen 2016]

Se requeriran estudios futuros para definir los residuos de aminoacidos especificos

de Cx43 involucrados en los efectos antiarritmicos de la melatonina.
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FIGURA 1-Figura 1. Fibrilacion ventricular (VF) inducida por niveles bajos de potasio
(LowK) y recuperacion después de la restitucion del nivel normal de potasio
(NormoK) en respuesta a melatonina 100 uM (MEL), luzindol 5 yM (LUZ).
Melatonina + luzindol (MEL + LUZ) y 0,25 ml / L de dimetilsulfoxido como vehiculo
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de drogas (Control). A. Electrograma (ECG) y presion del ventriculo izquierdo (LVP)
durante la exposicion a LowK y restitucion de potasio después de 2 min VF. El
ultimo segundo antes de LowK se expande para mostrar que el ECG y el EVP no
difirieron entre los grupos. Después de la linea roja que indica el comienzo de LowK,
la escala de tiempo cambid para mostrar la evolucion de 25 minutos. El inicio de la
FV esta marcado en la parte superior de las trazas de ECG para cada grupo, asi
como en la restitucion de NormoK indicada por una linea negra en ambas sefiales.
La melatonina retraso el inicio de la FV y acelerd la recuperacion del ritmo sinusal.
B. La melatonina no solo retraso el inicio de la FV cuando se evalué mediante la
prueba de Mantel-Cox (*** P <0,001), también redujo la incidencia de FV cuando se
analiz6 mediante la prueba exacta de Fisher (P = 0,0029 vs. control). C.

Recuperacion del ritmo sinusal durante los 25 minutos en NormK.
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Figura 2. Eventos arritmicos por minuto encontrados durante la exposicion a LowK.
Los simbolos indican la mediana y las lineas del rango intercuartil porque los valores
no seguian una distribucion gaussiana. Los cuadrados negros indican el grupo de
control, los triangulos azules el grupo de melatonina (MEL), los triangulos naranjas
el LUZ, los diamantes verdes MEL + LUZ. A. En la parte superior de la
cuantificacion, una traza representativa muestra un latido prematuro ventricular
(VPB) después de tres latidos supraventriculares de intervalos de acoplamiento

irregulares. B. Representantes salvo con dos complejos ventriculares después de un
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complejo en ritmo sinusal, en esta traza particular se muestra un ritmo de trigeminy.
C. El complejo ventricular (= cuatro complejos) después del latido sinusal se conto
como taquicardia ventricular. La traza también muestra un bigeminy, un ritmo de un
complejo sinusal y un complejo ventricular. Tenga en cuenta que este tipo de
eventos arritmicos persistio durante los 25 minutos de perfusion con LowK solo en
los grupos MEL, porque los otros grupos desarrollaron fibrilacion ventricular

sostenida.
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Figura 3. Respuestas miocardicas eléctricas y mecanicas bajo perfusion de potasio
bajo. El valor medio (+ SEM) encontrado durante diez minutos de estabilizacién y los

primeros diez minutos de baja perfusion de potasio (la linea vertical de la traza
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indica el cambio a una solucion de LowK). Los cuadrados negros indican los valores
de los grupos de control, los triangulos azul y naranja para los grupos MEL y LIGHT,
respectivamente, y los diamantes verdes para el grupo MEL + LIGHT. A. Frecuencia
cardiaca medida a partir de los intervalos R a R de latidos consecutivos que estaban
en ritmo sinusal y expresados en latidos cardiacos por minuto. B. Intervalo QT en
milisegundos medido desde el inicio del complejo QRS hasta el final de la onda T.

C. Intervalo PR en milisegundos medido desde el inicio de las ondas P hasta el
inicio del QRS. D. Intervalo de QRS en milisegundos determinado desde el principio
hasta el final del complejo QRS. E. La presién desarrollada en el ventriculo izquierdo
(PDVI) mide desde el valor diastdlico final hasta el pico sistdlico y se expresa en

kilopascales. * P <0.05y ** P <0.01 vs. Control

A Stabilization 1 min LowK

B E .
oot o En . W Comml 'y ‘
- PRI - g , - in
$w gu ‘ ~ lLEZL \ f Ny
= IIII II I g" W MLz N ™
. AL e
S =
C 'ﬂm Lo, F < ¥ gistinzaton Lowi \. o
- = \w\c:s{ |\
g o E P X v \u‘ |“l*“ \J
£ % ‘
2 " g» I { II
»
D T Te——— G ¥ Stbtistion Lk
- 332 "’
oo [
3 d
3 2 g
= ™
s '

Stabrbicatian Lones

;
§
i

Pagina 53 de 121



Prado NJ. Proteccidn cardiovascular aguda y crénica con melatonina en modelos experimentales murinos

Figura 4. Cambios potenciales de accion epicardica inducidos por la baja perfusion
de potasio y los efectos protectores de la activacion del receptor de melatonina. A.
Potencial de accion obtenido de los cuatro grupos durante la estabilizacion
(izquierda), después de uno (medio) y cinco (derecha) minutos de exposicién a K
bajo. Cada trazo representativo muestra un segundo de las grabaciones
simultaneas de potenciales de accion y electrogramas. Negro, azul, naranja y verde
se utilizan para los grupos Control, MEL, LUZ y MEL + LUZ, respectivamente. Las
flechas durante 1 min LowK indican una accion.

potencial generado antes de la repolarizacion completa y simultaneamente con un
complejo ventricular prematuro en el ECG del grupo de control. Los corazones
tratados con melatonina apenas mostraron una despolarizacion temprana (EAD),
mientras que con frecuencia ocurrieron en los otros grupos. El recuadro debajo de
los rastros de cinco minutos muestra la

Medicion del retardo de activacion desde el inicio del complejo QRS hasta el pico
del potencial de accion. B. Todos los grupos aumentaron la amplitud del potencial
de accion (APA, en mV) durante la exposicién a LowK. C. Potencial de membrana
en reposo (RMP, en mV) hiperpolarizado en respuesta a lowK independientemente
de los tratamientos. D. La tasa maxima de despolarizacion (8V / dtMax, en V / s) no
cambio. E. Retardo de activacion alargado durante LowK excepto en MEL. F. La
duracion del potencial de accion al 50% de la repolarizacion (APD50, en ms)
aumentd durante LowK y los valores mostraron una mayor dispersion. La
melatonina previno la prolongacion de la APD50. G. Todos los grupos alargaron la
duracion del potencial de accion al 90% de la repolarizacion (APD90, en ms). Las
barras indican la media + SEM de n = 4-5 corazones por grupo. * P <0.05, ** P
<0.01, y *** P <0.001 en comparacion con la estabilizacion; + P <0.05y ++ P <0.01
vs. Control.
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Figura 5. Inmunoblot representativa que muestra tres niveles de fosforilacion (P2,
P1y P0O) de conexina 43 (Cx43) y cuantificacion densitométrica normalizada a
GAPDH (relacion Cx43 / GAPHD). A. Muestras ventriculares del periodo de
estabilizaciéon y después de 5 minutos de perfusién baja en potasio en presencia de
los cuatro tratamientos: melatonina (MEL), luzindol (LUZ), MEL + LUZ y el vehiculo
de las drogas (Control). El estado menos fosforilado de conexina 43 (P0O) aumento
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en los grupos Control y LUZ y la melatonina lo redujo en comparacién con el
Control. B. Las muestras obtenidas después de dos minutos de FV sostenida
muestran un aumento similar en la banda PO en todos los grupos. C. Las muestras
después de 25 minutos de la restitucion de la concentracion de potasio mostraron
una persistencia de niveles altos en la forma PO de conexina 43 en el grupo de
control. La reduccion de melatonina de PO persistié. Las barras indican la media £
SEM de cada fosforilado enunciado desde n = 3-6 corazones por grupo. * P <0.05

vs. estabilizacién y + P <0.05 vs. Control.
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Figura 6. Topologia de la conexina 43 en ventriculos de ratas revelada con
anticuerpos policlonales anti-conexina 43. A. Imagenes representativas de
diferentes periodos experimentales (indicados en la parte superior de cada columna)
y tratamientos (indicados a la derecha de cada fila). En muestras del periodo de
estabilizacion, la sefial inmunorreactiva es prevalente (> 80%) en los sitios de
aposicion intercelular en los extremos terminales de los cardiomiocitos (lineas
blancas con flechas dobles), y puntos discretos de la sefial distribuidos a lo largo del
borde lateral (flechas amarillas) y en el citoplasma. El tratamiento con melatonina
mantuvo positiva la conexina 43. Senal superior a 2/3 en la localizacion del terminal
en todos los periodos experimentales. Barra de escala blanca indica 50 uM. B.
Analisis cuantitativo de la topologia terminal expresado en porcentaje. Las barras
indican el porcentaje medio + SEM de 24-48 campos de prueba de n = 3-6
corazones por grupo. * P <0.05, *** P <0.001, y **** P <0.0001 vs. estabilizacion; + P

<0.05, ++ P <0.01, y ++++ P <0.0001 vs. Control.
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Figura 7. Inmunoblot representativa que muestra una forma desfosforilada de
conexina 43 (NoP Cx43) y cuantificacién densitométrica normalizada a GAPDH
(relacion NoPCx43 / GAPHD). A. Muestras ventriculares del periodo de

estabilizacidn (Stab) y después de 5 min de perfusion baja en potasio en presencia
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de los cuatro tratamientos: melatonina (MEL), luzindol (LUZ), MEL + LUZ y el
vehiculo de los farmacos (Control). . El control y LUZ aumentaron la desfosforilacion
de conexina 43, y MEL y MEL + LUZ la redujeron con respecto al control. B. Las
muestras obtenidas después de dos minutos de FV sostenida mostraron un
aumento similar. C. Después de 25 minutos de la restitucion de la concentracion de
potasio (NormoK), la conexina 43 desfosforilada persistio elevada solo en las
muestras del grupo de Control. Las barras indican la media £+ SEM de n = 3-6

corazones por grupo. * P <0.05, ** P <0.01,y *
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Figura 8. Distribucion de conexina desfosforilada 43 revelada con anticuerpos
monoclonales anti-conexina 43 en ventriculos de rata. A. Imagenes representativas
de diferentes periodos experimentales (indicados en la parte superior de cada
columna) y tratamientos (indicados a la derecha de cada fila). En muestras del
periodo de estabilizacion, la sefal se distribuye en puntos discretos con una

intensidad muy baja y principalmente restringida a los extremos terminales de los
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cardiomiocitos. Las areas con mayor inmunopositividad ocurrieron en todos los
protocolos y grupos de tratamientos. La melatonina abolio la sefializaciéon
inmunitaria principalmente en los sitios laterales si los cardiomiocitos, mientras que
las areas inmunopositivas se encontraban con frecuencia en los extremos
terminales. B. Analisis cuantitativo de la intensidad. Medido en 80 areas de disco
intercaladas terminales, muestran la dispersion en todos los tratamientos y periodos.
Los puntos representan medidas individuales, y las barras indican la mediana y el
rango intercuartil. C. Analisis cuantitativo de la topologia terminal expresado en
porcentaje. Las barras indican el porcentaje medio £+ SEM de 24-48 campos de
prueba de n = 3-6 corazones por grupo. * P <0.05, ** P <0.01, y *** p <0.001 vs.

estabilizacion; + P <0.05, ++ P <0.01, y +++ P <0.001 vs. Control
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Figura 9. Impacto de la melatonina en la conexina 43 segun la aparicion o no de
fibrilacion ventricular (FV) en los corazones de ratas aisladas. A. Imagenes
representativas de la ubicacion de conexina 43 usando dos diferentes anticuerpos,
uno contra el contenido total de conexina 43 (Cx43) y el otro contra la forma
desfosforilada de conexina 43 (NoP Cx43). Las lineas blancas con flechas dobles
indican la longitudinal. Orientacion de la célula y del disco intercalado en los
extremos terminales. Las flechas amarillas indican la distribucion lateral de la sefal.
Barra de escala blanca indica 20 uM. B. Inmunoblot representativa de conexina 43

de corazones tratados con melatonina que sufrieron 2 minutos de FV o de aquellos
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gue no desarrollaron FV. Las barras indican la media + SEM de cada fosforilado

enunciado desde n = 5 corazones por grupo. * P <0.05 vs. PO de MEL 2 min VF

Mecanismos antiarritmicos durante la reperfusion en corazones
aislados.

La melatonina protege contra la lesion por isquemia/reperfusion, incluso si se la administra al
momento de la reperfusion 7-13. La melatonina disminuye las arritmias de reperfusion y
acorta la duracion del potencial de accion en corazones aislados de ratas alimentadas con
fructosa y de ratas espontaneamente hipertensas, pero los mecanismos implicados en estos
efectos siguen sin dilucidar 13. El mecanismo mayormente asociado a la proteccion de la
melatonina contra la lesion por isquemia/reperfusion es su efecto antioxidante 9. Esto lo
confirmamos en la primera seccion del capitulo, y encontramos que también provoca
acortamiento del potencial de accion en contextos de estrés oxidativo. En la seccion previa
confirmamos la participacion de los receptores de melatonina en la proteccion frente a la
hipocalemia 10, 11, 14. El acortamiento de la duracion del potencial de accion y el
mantenimiento de la conexina 43 en los discos intercalares provocados por la melatonina
fueron bloqueados por luzindol.

La activacion de los receptores de melatonina puede activar canales de Kir3.x, y este podria
ser el mecanismo responsable del acortamiento del potencial de accion observado en trabajos
anteriores y en las secciones anteriores de esta tesis (Nelson et al. 1996; Diez et al. 2013). El
uso de un antagonista del receptor de melatonina (luzindol) y un bloqueador de Kir3.x
(tertiapin Q) podria discriminar el papel de la melatonina en el acortamiento del potencial de
accion y las arritmias porque otros mecanismos intracelulares son desencadenados por la
activacion del receptor de melatonina.

Otro de los efectos mediados por receptor es la activacion de la proteina quinasa C (PKC) 11.
La administracion cronica de melatonina protege contra las arritmias ventriculares

modulando la familia de la PKC, pero se desconoce si estas quinasas participan del efecto
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antiarritmico durante la administracion aguda 15. La PKC media las acciones
antiadrenérgicas agudas de la melatonina, pero el bloqueo de estas quinasas no impide la
reduccion del tamafio del infarto inducida por melatonina 11. Esto coincide con nuestros
hallazgos e interpretacion de acciones de la melatonina mas allé de su efecto antioxidante. La
PKC también facilita la apertura de los canales de KATP. La activacion de esta corriente de

K* durante la isquemia/reperfusion acorta el potencial de accion 16.

Nuestra hipotesis para esta seccion es que el efecto electrofisioldgico de la melatonina
durante la reperfusion implica la activacion de los receptores de melatonina, de la PKC y de
los canales KATP. Para probar esta hipotesis se aplicaron inhibidores de los receptores de
melatonina, de la PKC o canales KATP simultdneamente con 50 uM melatonina durante la
reperfusion. Se evaluo estos tratamientos durante la reperfusion, ya que este marco de tiempo
es mas adecuado para las intervenciones durante los sindromes coronarios agudos. Ademas,
se estudio el potencial transmembrana para evaluar la modificacion electrofisiologica local

durante las intervenciones.
Resultados en corazones aislados.

Flujo coronario, drea isquémica y frecuencia cardiaca

No hubo diferencias en el flujo coronario entre los grupos previo a la isquemia, la reduccion
fue significativa y estable después de la oclusion coronaria. Durante la reperfusion, los
corazones tratados con glibenclamida mostraron una recuperacion reducida del flujo
coronario en comparacion con los otros grupos (Tabla 1). El 4rea isquémica medida al final
del protocolo no difirié entre los grupos (Tabla 1). No se encontraron diferencia en la
frecuencia cardiaca basal entre los grupos y, durante la isquemia, todos sufrieron una
reduccion de alrededor de 25 a 45 latidos/min (Tabla 2). Durante la reperfusion, los
corazones tratados con melatonina recuperaron la frecuencia cardiaca pre-isquémica excepto

aquellos tratados con GLI (Tabla 2).
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Tabla 1. Flujo coronario en las distintas etapas del experimento y drea en riesgo.

Pre-isquemia

Pre-reperfusion

Flujo coronario (ml/g)

Minuto 10 de
la reperfusion

Area isquémica

Control

MEL

LUZ

TQ

QUE

GLI

MEL+LUZ

MEL+TQ

MEL+QUE

MEL+GLI

7,0+ 0,3

6,9+ 0,4

6,8+0,3

6,8+ 0,4

7,0+ 0,3

6,9+0,3

7,0+0,2

6,9+0,3

42+04*

41+0,3*

40+0,3 *

41+0,3*

41+£0,5*

40+0,2*

42+02%*

41+0,3*

5,604

5,5+0,3

5,5+£0,3

55+£04

4,9 +0,3#

5,3+£0,3

54+0,2

4,8 £0,3#

47,4+ 1,6

49,1 £ 1,7

46,2+ 2,2

44,3+ 1,9

45,6 + 1,8

49,8+ 1,5

48,9+ 1,9

46,3+ 2,1

Todos los valores representan la media + error estandar de la media. * P<0.01 vs Pre-

isquemia # P<0.05 vs Control. GLI glibenclamida, LUZ luzindole, MEL melatonina, QUE

Queleritrina.

Tabla 2. La frecuencia cardiaca en las distintas etapas del experimento.

Frecuencia cardiaca (latidos/minuto)
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Pre-isquemia Pre-reperfusion Minuto 10 de la reperfusion
Control 292 + 14 262 +20* 282 +£25(3)
MEL 296 £ 15 260 + 19* 291 £15(11)
LUZ 294+ 16 266 + 15* 251 +£24 (3)
TQ
CHE 300 + 18 257 £ 19* 287+ 18 (3)
GLI 294+ 16 261 £21* 251 +24 (4)
MEL+LUZ 303+ 17 266 + 18* 287+ 12 (4)
MEL+TQ
MEL+CHE 297+ 15 259 + 18* 279 +£ 19 (5)
MEL+GLI 291 +13 269 +21* 248 £ 14 (6)

Todos los valores representan la media = error estandar de la media de un n=12. La
frecuencia cardiaca durante la reperfusion corresponde al numero de corazones en ritmo
sinusal indicado entre paréntesis. * P<0.01 vs Pre-ischemia. GLI glibenclamida, LUZ

luzindole, MEL melatonina, QUE Queleritrina.

Arritmias por reperfusion

Las arritmias ventriculares ocurrieron al inicio de la reperfusion en la mayoria de los grupos,

con la excepcion de los tratados sélo con melatonina (Figura 1).
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Figura 1. Electrogramas de superficie obtenidos de cada grupo en los tres periodos

experimentales, segin se indica en la parte superior. Cada trazados corresponde a 1 segundo.

La escala vertical al principio de cada grupo corresponde a una amplitud de 0,5 mV. GLI

glibenclamida, LUZ luzindole, MEL melatonina, QUE Queleritrina.
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La administracion de melatonina redujo la incidencia y la duracion de la FV (Figura 2 y

Tabla 3), y la incidencia de TV, pero no su duracion (Tabla 3). Sin embargo, la ausencia de

efecto en la duracion de la TV no reflejo claramente que en los corazones tratados con

melatonina, esta arritmia fue seguida por ritmo sinusal durante la reperfusion, mientras que

en los otros grupos siguieron episodios recurrentes de arritmias sostenidas. De hecho, los

corazones tratados con glibenclamida sufrieron de episodios de TV sostenida. La

glibenclamida no redujo la incidencia de FV inducida por reperfusion. Sin embargo, se

observo una accion antifibrilatoria de la glibenclamida evidenciada por la reduccion en la

duracion de la FV durante la reperfusion. La coadministracion de glibenclamida y melatonina

se acompaii6 de TV persistente.
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Figura 2. Incidencia de arritmias ventriculares durante la reperfusion. Las barras grises
indican el porcentaje de corazones que desarrollaron taquicardia ventricular (TV) y las barras
negras indican aquellos que sufrieron fibrilacion ventricular (FV) para cada grupo. * P =
0,0033 vs Control; + P = 0,0046 vs Control, ambos mediante la prueba exacta de Fisher. GLI

glibenclamida, LUZ luzindole, MEL melatonina, QUE Queleritrina.

Tabla 3. Duracion de las arritmias de reperfusion.

Taquicardia ventricular Fibrilacion ventricular
Control 33,0 (0-41) 442,0 (338-563)
MEL 0 (0-59) 0,0 (0-22) *
LUZ 40,5 (29-55) 496,0 (398-578)
CHE 42,5 (30-72) 469,0 (364-548)
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GLI 416,0 (198-458)* 121,5 (0-228)*
MEL+LUZ  155,0 (20-85) 415,5 (211-477)
MEL+CHE  121,5 (55-129) 194,0 (90-327)
MEL+GLI  239,5 (156-297) * 159,5 (0-398)

Todos los valores representan la mediana (1¢ cuartil - 3" cuartil) expresado en segundos. *
P<0.01 vs Control segun la prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones multiples segun la

prueba de Dunn. GLI glibenclamida, LUZ luzindole, MEL melatonina, QUE Queleritrina.

La melatonina y la melatonina+tertiapina Q fueron los Unico tratamientos que redujeron la
severidad de las arritmias de reperfusion, mientras que los corazones de los otros grupos
control mantuvieron arritmias severas durante toda la reperfusion (Figura 3). Se aprecio una
ligera tendencia a una reduccion de la severidad de las arritmias en los grupos que

combinaban la melatonina y los distintos inhibidores.
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Figura 3. Gravedad de las arritmias durante cada minuto de la reperfusion usando la siguiente escala:
0 - ritmo sinusal, 1 - latidos ventriculares prematuros o bigeminia, 2 - Salvas, 3 - TV no sostenida
(<30 segundos), 4 - TV sostenida (>30 segundos) o FV. Para facilitar la comparacién de grupos, se
afnadio una linea horizontal discontinua en el segundo punto de la escala. * P <0,05 y + P <0,01 vs
Control por ANOVA de dos vias repetidas para medidas repetidas. GLI glibenclamida, LUZ luzindole,

MEL melatonina, QUE Queleritrina.
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Potenciales epicardicos transmembrana

El potencial transmembrana de los cardiomiocitos epicardicos no presento diferencias entre
los grupos antes de la reperfusion (Figura 4 y Figura 5B). La amplitud del potencial de
accion, el potencial de membrana en reposo y la 8V/dtmax S€ recuperaron progresivamente a
lo largo de la reperfusion sin diferencias entre los grupos (Figura 4A-C).

La activacion presentd un retraso respecto al inicio del QRS en los corazones

Durante la reperfusion, estos parametros del potencial de accion presentaron mayor

dispersion.
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Durante la isquemia, todos los grupos mostraron un incremento transitorio en la duracion del
potencial de accion seguido de un acortamiento progresivo, que alcanzé un valor de 39,8 +
0,9 ms previo a la reperfusion. Al inicio de la reperfusion, el grupo control mostré un
alargamiento precoz hacia los valores pre-isquémicos mientras que la melatonina redujo la

duracion del potencial de accion (Figura 5). El acortamiento del potencial de accion persistio

durante los primeros 5 min de reperfusion en el grupo MEL. Estos efectos de la melatonina
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fueron anulados por luzindole y por tertiapina Q. La queleritrina no interfirié con el
acortamiento inducido por la melatonina. La glibenclamida redujo ligeramente el efecto de la
melatonina, pero cuando fue perfundida sola la duracién del potencial no difirié con la

duracion registrada en el grupo control.
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Figura 5. Mecanismo implicado en el acortamiento de la duracién potencial de la accién inducida por
la melatonina. A. Trazados representativos obtenidas durante el segundo minuto de la reperfusion de
latidos en ritmo sinusal. B. Duracién potencial de la accién al 90% de la repolarizacion (DPAg). Para
facilitar la comparacién de grupos, se afadié una linea horizontal discontinua a 39,8 ms, que fue el
valor medio al final del periodo isquémico. * P <0,05 y + P <0,01 por medio de medidas repetidas de
dos vias ANOVA. GLI glibenclamida, LUZ luzindole, MEL melatonina, QUE Queleritrina.

Mecanismos antiarritmicos durante la reperfusion en corazones in situ de ratas
hembras.

Gran parte de los datos sobre la accion antiarritmica de la melatonina se obtuvieron en

preparaciones de corazén aislado. En estas condiciones el corazéon es mas estable como
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preparado de investigacion para evaluar vias de sefalizacién, como se vio en la secciones
anteriores, pero no tiene otros importantes factores que modifican la respuesta eléctrica del
corazén. En modelos in vivo participan de un modo menos controlable la precarga, la
poscarga, las adaptaciones autonémicas, respiratorias y los agentes anestésicos. La
perfusién coronaria puede verse fuertemente afectada si la funcion de bomba se altera por
arritmias. Modificaciones sistémicas pueden influir en el componente metabdlico e
hidroelectroliticos. A pesar de todas estas limitaciones, estas condiciones también se dan a
nivel clinico, por lo que es necesario evaluar la efectividad en modelos in vivo.

Para determinar los mecanismos antiarritmicos, es necesario caracterizar los cambios del
sustrato electrofisiolégico arritmogénico en el miocardio en las condiciones arriba
mencionadas y relacionarlos con la melatonina administrada por via endovenosa. Para ello,
logramos colaborar con un grupo que contaba con un sistema de registro multicanal de
potenciales extracelulares del epicardio y el posterior procesamiento de datos nos permitio la
evaluacion la respuesta a los tratamientos. Teniendo en cuenta que el aumento de la
heterogeneidad en la activacién y en la repolarizacion ventricular son sustratos para el
desarrollo de arritmias letales, nos propusimos determinar la respuesta electrofisiolégica de
los corazones in situ a la administracién de los tratamientos endovenosos previos a la
reperfusion (Wit, Janse 2001).

En esta seccion se analizan las propiedades electrofisiologicas de la melatonina, el luzindol y
la combinacion de ambos al ser administrados por via endovenosa previo a la reperfusion en
corazones in situ. Se realizé mapeo de electrogramas epicardicos de distintas zonas de los
ventriculos y se analizaron la expresion y localizacion de la conexina 43 en muestras de tejido.
Después de un largo periodo desde la primera publicacion de nuestro grupo de investigacion
sobre el efecto antiarritmico de la melatonina, se volvié a utilizar ratas hembra en la fase de
diestro del ciclo estral.

Dado que el bloqueante de los receptores de melatonina, luzindol también tiene efecto

antioxidante, se analizaron los niveles de nitro tirosina en muestras de tejido miocardico.
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El objetivo de esta seccion fue determinar si la activacion de los receptores de melatonina
disminuye la dispersion en la actividad eléctrica ventricular como mecanismo antiarritmico, si
las acciones se relaciona con la expresion y distribucion de la conexina 43 y con los niveles

de dafo oxidativo.

Para ello se trabaj6é en corazones in situ, a torax abierto de ratas hembras en los que se
registro la despolarizacion y repolarizacion con 128 electrogramas unipolares epicardicos en
estado basal, al 5to minuto de los 8 que se mantuvo la isquemia por oclusién de la arteria
coronaria descendente anterior y al 5to minuto de lo 10 que durd la reperfusion. Cuatro
tratamientos se administraron por via endovenosa un minuto antes de la reperfusion: 1)
melatonina, 4 mg/kg; 2) luzindole, 0,4 mg/kg ;3) melatonina+luzindole; 4) vehiculo de las
drogas.

El grupo control desarroll6 taquicardia y/o fibrilacion ventricular (13 de 17). La melatonina
evité la fibrilacion ventricular y redujo la incidencia taquicardia a 2 de 10 (p<0,01 por prueba
de Fisher). Las arritmias con luzindole fueron como en el grupo control (7 de 10). La
administraciéon conjunta de luzindole impidio la proteccién observada con melatonina sola (7
de 10), (Figura 1). La melatonina redujo la incidencia de arritmias ventriculares (taquicardia
y/o fibrilacién). Las arritmias con luzindol fueron como en el grupo control. La administracion
conjunta de melatonina y luzindole impidi6 la proteccién observada con melatonina sola. **

P<0,01
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cuatro  grupos  no
present6 diferencias en condiciones basales. Todos los corazones respondieron con un
incremento en el tiempo de activacion y una acortamiento en tiempo de repolarizacién en la
zona isquémica, sin evidenciar cambios en la zona no isquémica.
Durante la reperfusion la activacion fue mas homogénea en el grupo tratado con melatonina
(Figura activacion). Los corazones tratados con luzindol presentaron mayores retrasos en la

activacion de la zona reperfundida.

Pagina 74 de 121



Prado NJ. Proteccidn cardiovascular aguda y crénica con melatonina en modelos experimentales murinos

Mapas de activacion en reperfusion

Control Melatonin
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Figura ##. Mapas de activacion del minuto cinco de la reperfusion. Graficos representativos
del tiempo de activacion medido en cada electrodo unipolar del ventriculo izquierdo y del
derecho en corazones latiendo espontaneamente. La variacion entre los valores medios
registrados en cada ventriculo se indica a la izquierda (A) y la flecha indica el sentido de la
activacion. Las barras de colores indican los milisegundos.

La melatonina impidi6 el acortamiento en el tiempo de repolarizacion en la zona
reperfundida (p<0,05 por Kruskal-Wallis), lo que llevd a un patrén mas homogéneo de
repolarizacion global debido a una reduccion en la dispersiéon de 13,1 + 1,6 ms en el control

a3,1+2,2ms (p <0,05).
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Mapas de repolarizacion en reperfusion
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Figura ##. Mapas de activacion del minuto cinco de la reperfusion. Graficos representativos
del tiempo de activacion medido en cada electrodo unipolar del ventriculo izquierdo y del
derecho en corazones latiendo espontaneamente. La variacion entre los valores medios
registrados en cada ventriculo se indica a la izquierda (A) y la flecha indica el sentido de la
activacion. Las barras de colores indican los milisegundos.

La melatonina redujo la dispersion de los intervalos activacion-repolarizacion, lo que llevé a
un patron mas homogéneo de repolarizacion global. Este efecto fue independiente de los

receptores de membrana.
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Como ya se describio en la seccion de hipocalemia, la conexina 43 presenta 3 bandas
segun el nivel de fosforilacion que presente la proteina. La banda P2 representa el mayor
nivel de fosforilacion, la banda P1 un nivel intermedio y la banda PO el menor nivel de
fosforilacion, que en muchos trabajos se refiere como desfosforilada.

Las muestras provenientes de tejido sometido a isquemia/reperfusion presentaron un ligero
incremento en los niveles de la forma PO, que coincide con reportes previos de otros
autores, pero en nuestro experimento estos valore no alcanzaron significacion estadistica.
La melatonina redujo el nivel de las formas desfosforiladas (P0O) respecto al grupo control al

comparar las muestras sometidas a isquemia/reperfusion.
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Figura Cx total.

La valoracion con una anticuerpo monoclonal que se une a la conexina cuando esta se
encuentra desfosforilada confirmé el hallazgo que obtuvimos con la determinacién de la
conexina total. La melatonina redujo el nivel de la conexina desfosforilada respecto al grupo

control solo en la zona sometida a isquemia/reperfusion.

No-P Cx43
GAPDH . ——
s T T
g2 _
<5 ® 1.0-
Q2T
€ g N
28T
23 E
525 0.54
3
v
o
IR - + . & . 4 5 &
Mel . = + + = = + +
Luz - - - - + + + +

Pagina 79 de 121



Prado NJ. Proteccidn cardiovascular aguda y crénica con melatonina en modelos experimentales murinos

Figura NoP.

Dado que el anticuerpo que se une a la forma desfosforilada requiere que la serina 368 no
esté fosforilada, y que ese aminoaacido es blanco de la PKC epsilon, decidimos evaluar el
nivel de esta quinasa y la forma fosfoespecifica para serina 368 de la conexina 43. Ya

estaba descrito que la isquemia incrementa los niveles de la
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Isquemia/reperfusion
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Los niveles de nitrotirosina disminuyeron con la melatonina, el luzindol y la combinacion de
ambos en el tejido sometido a la isquemia/reperfusion y en el que no estuvo expuesto
directamente a la injuria (Figura nitro).
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Conclusiones

El efecto antiarritmico de la melatonina administrada durante la reperfusion requiere de la
activacion de los receptores de membrana y se relaciona con su capacidad para evitar la
dispersién global de la repolarizacion ventricular.

El efecto antiarritmico de la melatonina administrada durante la reperfusion requiere de la
activacion de los receptores de membrana.

Restituir la activacion sincronica es un proceso dependiente del receptor de membrana.
Reducir la dispersion (DOR) tiene ocurriria por una componente en la repolarizacioén que es
independiente de receptor. Dado que luzindol también es antioxidante, esta propiedad no
seria primordial para lograr la proteccion. Los resultados en corazones in situ respaldan su
potencial translacion hacia la clinica.
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CAPITULO V - CARDIOPROTECCION CRONICA
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El efecto cardioprotector crénico de la melatonina fue evaluado mediante un déficit de
secrecion circadiana y por suplementacién en modelos de afeccion cardiovascular por
hipertensién o dafio renal. En estos complejos modelos nos concentramos en analizar los
cambios eletrofisioldgicos, con especial atencién en el potencial transmembrana durante

episodios de isquemia/reperfusion y la ocurrencia de arritmias.

Ganglionectomia cervical superior
La liberacion de melatonina esta sincronizada con el ciclo de la luz diurna a través de una

via multisinaptica existente entre los ojos y la glandula pineal. La luz tiene un efecto
inhibidor de la secrecion de melatonina por una via que comienza en la retina y que modula
la actividad del nucleo supraquiasmatico, que es el reloj maestro biolégico. Este nucleo
envia aferencias al ganglio cervical superior, y este envia aferencias adrenérgicas a la
glandula pineal.1

Solo encontramos un articulo del incremento de las arritmias por reperfusion en animales
pinealectomizados.11 Si bien este es una cirugia sencilla el modelo de reduccién de la

produccién endégena de melatonina propuestos en este proyecto es menos invasivo.12
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FIG 1. Las arritmias de reperfusion de corazones del grupo CxGCS fueron severas y
frecuentes. Trazados representativos de los primeros 3 min. de la reperfusion. Las marcas
rojas y sus correspondientes letras indican dénde se ampli6 la escala de tiempo a 1 seg. Se
identifican los distintos tipos de arritmias.

Los animales ganglienectomizados presentaron mayor numero de arritmias en comparacion
con aquellos falsamente operados (Figura 1). Se evidencia que en los animales en los que
se realizé la CxGC la arritmia mas frecuente fue la taquicardia ventricular,
comparativamente con aquellos falsamente operados en los cuales predominé un fendémeno

arritmico diferente de la TV.
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FIG. 2: Arritmias de reperfusion.

A. Los animales sin GCS presentaron mayor numero de arritmias en comparacién con
aquellos falsamente operados (Sham) (P=0,03 por Test exacto de Fisher).

B. En los animales en los que se realiz6 la CxGC aumento la incidencia de taquicardia
ventricular (P=0,031 por Test exacto de Fisher).

El intervalo PR no presenté cambios durante la etapa previa a la isquemia (Figura 3, B). Los
animales sin GCS presentaron mayor dispersion en las mediciones del PR, que se

exacerbaron durante la isquemia.
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FIG. 3:La respuesta de la activacion ventricular, reflejada en el intervalo QRS, en la
isquemia presenté mayor dispersion C . Estos datos podrian deberse a un trastorno de

conduccion que se manifiesta en la isquemia con mayor intensidad en los animales sin

GCs.
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Al final de la isquemia y al inicio de la reperfusion, se observé un aumento de la dispersion
del intervalo QT. Los corazones presentaban inestabilidad en este parametro sobre todo en
los primeros minutos de la reperfusion E. Estos hallazgos persistieron aun al ser corregidos
por la frecuencia cardiaca, lo que se aprecia en el calculo del intervalo QT corregido (Figura
2, D).

La combinacién de variabilidad en la activacion y en la repolarizacion ventriculares
evidencian en los intervalos QRS y QT son un sustrato para el desarrollo de circuitos de
reentrada, y podrian explicar el aumento de taquicardia ventricular observado en los

animales del grupo CGSx.
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FIG. 4. Potenciales de accion, pospotenciales y arritmias gatilladas. Los potenciales de
accion presentaron pospotenciales (indicados por *) en ambos grupos. Los trazados en
negro corresponden a 6 seg. del grupo Sham y los azules 3 seg del grupo CGSx. En éste
grupo se indican los eventos arritmicos y su correspondiente manifestacion en el potencial
de membrana (con flechas en negro). Se indica un latido no sinusal, por ausencia de onda
P, pero con morfologia del QRS similar a la activaciéon supraventricular (flechas verdes) que

se asume como un latido de escape del sistema de conduccion AV.

El analisis preliminar de los potenciales de accion nos permitié identificar eventos arritmicos
por actividad gatillada. Los potenciales mostraban oscilaciones del potencial de membrana
durante la repolarizacion en ambos grupos, pero los animales del grupo CGSx sufrian
eventos arritmicos mientras que los falsamente operados no desencadenaban arritmias.
CONCLUSIONES:Aquellos animales en los que se alter6 el ritmo circadiano de la hormona

melatonina, mediante la GCSx, presentaron mayor predisposicion a realizar arritmias,
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principalmente taquicardia ventricular. Esto podria deberse a trastornos de conducciony a

cambios en IA repolarizacion.

Cardioproteccion en ratas SHR
La melatonina tiene efectos antihipertensivos y antiarritmicos, pero se desconoce si la

administracién via oral es capaz de reducir las arritmias de reperfusion. El objetivo de este
trabajo fue determinar si la administracion cronica de melatonina en el agua de bebida era
capaz de reducir la presion arterial y si el efecto persistia en corazones aislados de rata para

proteger contra las arritmias de reperfusion.

Ratas machos normotensas y ratas espontdneamente hipertensas de 3 meses de edad
recibieron 4 mg/Kg/dia de melatonina disuelta en el agua de bebida durante 15 dias o agua
corriente como controles. Se determiné la presion arterial cada 5 dias por pletismografia en
la cola de los animales. Se evalud la funcion ventricular por ecocardiografia previo al inicio
del tratamiento y antes de la eutanasia. Los 6rganos de tres animales por grupo fueron fijado
inmediatamente y luego procesados histologicamente. En otros diez animales por grupo se
analizaron los electrogramas y los potenciales transmembrana epicardicos de corazones
aislados sometidos a 10 minutos de isquemia regional y 10 minutos de reperfusion.

La melatonina redujo la presién sistélica en las ratas hipertensas de 186,8+2,4 a 159,2+3,7

(P<0,01) pero no en las ratas normotensas (tratadas 118,8+4,6 y no tratadas 119,814,1).
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La melatonina no evitdé hipertrofia ventricular de las ratas hipertensas (confirmado por

ecocardiograma e indice peso cardiaco/longitud tibial) ni produjo cambios en la funcion

ventricular.
S _ 2.0
3 o) B WKY
EalS H WKY-M
S 1.0 B SHR
>3 H SHR-M
(7} 30-5'
“ —
= i

015 015 015 015

Las ratas hipertensas sufrieron mas fibrilacion ventricular durante la reperfusion y la
melatonina la redujo a los valores encontrados en las normotensas (hipertensas 8/10,

hipertensas tratadas 2/10, P=0,023; normotensas tratadas 0/10, no tratadas 1/10).
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La melatonina provoco hiperpolarizacién y aumento de la amplitud en ambos grupos de

animales tratados.
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La melatonina via oral mantiene su efecto antihipertensivo y provoca un remodelado eléctrico

que se asoci6 a una reduccion en las arritmias de reperfusion.

Cardioproteccion en ratas con nefropatia

3. RESULTADOS

3.1. Quimica sérica

En el grupo UUO, los datos analiticos de la bioquimica sanguinea mostraron un ligero
aumento en los parametros medidos (urea y creatinina) sin significacion estadistica. Estas
leves tendencias estaban ausentes en aquellos animales que recibieron Mel (Tabla 2).

3.2. Efectos de la melatonina sobre la fibrosis intersticial, apoptosis, actividad de
NADPH oxidasa y cambios ultraestructurales mitocondriales durante UUO

Las cortezas renales de los rifiones de UUO mostraron una mayor acumulacion de colageno
(tres veces) en el intersticio expandido en relacion con las cortezas renales del grupo de
Sham (v. Fig. 1, Ay B). En comparacioén con los del grupo UUO, los rifiones tratados con
Mel mostraron una menor acumulacion de colageno en el intersticio expandido, junto con
infiltrados intersticiales celulares en la corteza. Los rifiones de control y control + Mel no
tenian diferencias en la deposicion intersticial de colageno.

La estructura microscopica de los corazones reveld evidencia de aumento de la fibrosis. Los

corazones de control + Mel no parecian ser diferentes de los de control (Fig.1, C y D). Sin
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embargo, los corazones del grupo UUO + Mel mostraron una menor acumulacion de
colageno en el intersticio expandido, junto con infiltrados intersticiales celulares en relacion
con el grupo UUOQ. Las cortezas renales que se muestran en la Figura 2A, B muestran un
numero mayor de células apoptoticas positivas para TUNEL en las células epiteliales
glomerular y tubular de la UUO en comparacién con las del grupo Sham. El nimero de
células apoptéticas positivas para TUNEL en el grupo UUO + Mel fue menor que el numero
encontrado en el grupo UUO no tratado. Un analisis TUNEL de los corazones del grupo
UUO mostré un mayor numero de células apoptoéticas en comparacion con las del grupo
Sham. El tratamiento con melatonina redujo la apoptosis en células miocardicas UUO (UUO
+ Mel) con respecto al grupo UUO. La distribucion de la apoptosis en el area de los
cardiomiocitos fue bastante difusa (Figura 2C, D). Los rifiones y los corazones de Sham +
Mel no tuvieron diferencias en el niumero de células apoptéticas positivas para TUNEL en
comparacion con el grupo de Sham. Los rifiones y los corazones del grupo UUO mostraron
edema mitocondrial con crestas dilatadas (puntas de flecha en la Figura 3B, E). De acuerdo
con estos hallazgos ultraestructurales, mostramos, en las fracciones mitocondriales, que la
actividad de la NADPH oxidasa fue significativamente mayor en el grupo UUO que en el
grupo Sham (panel inferior de la Figura 3). La melatonina previno el edema mitocondrial
(Figura 3C, F) y disminuy¢ la actividad de la NADPH oxidasa (en rifiones y corazones). El
grupo Sham and Sham + Mel muestra abundantes mitocondrias, en su mayoria con una

ultraestructura normal y sin diferencias significativas en la actividad de la NADPH oxidasa.
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FIG 1. La melatonina previene la fibrosis en rinén y corazén.
El tricromico de Masson en las cortezas renales y el tejido miocardico: el efecto de la
melatonina en la deposicion de colageno durante la UUO.
A: Imagenes representativas de la corteza renal de ratas tratadas con vehiculo (Sham),
ratas tratadas con Mel (Sham + Mel), ratas obstruidas y tratadas con vehiculo (UUO), y
ratas obstruidas y tratadas con Mel (UUO + Mel). La deposicion de colageno se tifie de azul
(puntas de flecha), los nucleos se tifien de rojo oscuro / purpura, y El citoplasma se tifie de
rojo / rosa. Las barras de escala (negro) indican 50 um.
B: la cuantificacion tricromica de Masson a partir de tejido renal. El intersticial fibrético. El
area de la UUO revel6 una expansion significativa del espacio intersticial en comparaciéon
con lo que se vio en las ratas Sham. Por el contrario, en UUO + Mel En grupo, la expansion
del espacio intersticial se redujo significativamente en comparacion con la de las ratas UUO.
Las cortezas de Sham + Mel El grupo no mostré diferencias en relaciéon con los del grupo
Sham. C, tejido miocardico representativo. D, la cuantificacion tricromica de Masson. El area
fibrética intersticial de la miocardia de ratas UUO reveld una expansion significativa del
espacio intersticial en comparacion con la miocardia de los sujetos del grupo Sham. La
melatonina después de la obstruccion unilateral (UUO + Mel) disminuye la fibrosis
miocardica y remodela comparacion con UUO. Los resultados son medias £+ SEM de 5
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observaciones independientes. ** P <.01 frente a Sham y Sham + Mel, #P <.05 y ## P <.01
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FIG 2.La melatonina redujo la apoptosis en riiédn y corazén

Identificacion y cuantificacion de la apoptosis celular mediante la técnica TUNEL en
cortezas renales y miocardio: melatonina. Efecto sobre la muerte celular durante la
uuo.

A: Ubicacién de los nucleos apoptoéticos utilizando la técnica de marcado TdT-ridine-nick-
end (TUNEL). Imagenes representativas de la corteza renal de los grupos Sham, Sham +
Mel, UUO y UUO + Mel. Los nucleos apoptoéticos positivos aparecen como nucleos pesados
tefiidos de marrén (puntas de flecha) en células epiteliales tubulares, glomerulares. Las
barras de escalada indican 50 pm.

B: Cuantificacion de células apoptoticas en cortezas. El nimero de nucleos positivos para
TUEL aumenté en células epiteliales glomerulares y tubulares de UUO en comparacion con
los animales tratados con Sham. En el grupo UUO + Mel, los nucleos apoptoticos
disminuyeron en comparacién con los UUO. C, tincién representativa de TUNEL del tejido
miocardico de los 4 grupos como se indica debajo de las imagenes. La UUO incremento la
apoptosis en los cardiomiocitos (las flechas indican el nucleo apoptético) y la melatonina

previno este tipo de muerte celular. Las barras de escala indican 100 um. D, cuantificacion
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de células apoptoticas en el miocardio. El corazén de ratas UUO es el niUmero de nucleos
positivos para TUNEL en la comparacion con animales tratados con Sham. La melatonina
reduce la apoptosis inducida por la obstruccion unilateral. Los resultados son medias + SEM
de 5 observaciones independientes. ** P <.01 contra Sham y Sham + Mel; y #P <.05 vs
uuo
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FIG 3.La melatonina contrarresté el aumento de la actividad de la NADPH oxidasa en
fraccion mitocondriales de riiidn y corazén. Estudios de microscopia electronica y
actividad de la NADPH oxidasa en la corteza renal y el corazén durante la UUO: el efecto de
la melatonina. Panel superior:
A, Microscopia electronica de las cortezas corticales de animales tratados con Sham.
B, Microscopia electronica de cortezas corticales de animales tratados con UUO. C, las
mismas condiciones experimentales que en B, pero con tratamiento con melatonina (UUO +
Mel). D, Microscopia electronica del miocardio de animales tratados con Sham. E,
Microscopia electrénica del miocardio de ratas tratadas con UUO. F, las mismas
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condiciones experimentales que en E, pero con tratamiento con melatonina (UUO + Mel).
Las mitocondrias estan presentes en los espacios entre las crestas mitocondriales dilatadas
(flechas en B y E) en los rifiones no tratados y el miocardio. Panel inferior: graficos
representativos de la cuantificacion de la actividad de la NADPH oxidasa en fracciones
mitocondriales que muestran rifiones y corazones. La actividad oxidasa de NADPH de los
rinones y los corazones fue significativamente mayor en animales UUO que en el grupo
Sham. Sin embargo, la actividad oxidasa NADPH de los rifiones y los corazones se redujo
mas en los animales UUO + Mel que en el grupo UUO. No se observaron diferencias en las
cortezas renales y en la miocardia de los animales Sham + Mel sobre lo que se observo en
el grupo Sham. Los resultados son medias + SEM de 5 observaciones independientes. * P
<.5y** P <.01 contra Sham and Sham + Mel; y #P <.05 vs UUO

3.3. Efectos de la melatonina en la expresién renal / miocardica VDR, AT1 y Hsp70
durante UUO

La Fig. 4 muestra la expresion del ARNm de VDR, AT1 y Hsp70 en las cortezas renales
(Fig. 4, Ay B) y la miocardio (Fig. 4, C y D) de todos los grupos. Mas especificamente, el
analisis del ARNm de VDR y Hsp70 de las cortezas renales del grupo UUO mostré una
expresion significativamente menor en comparacion con las del grupo control. La expresion
de ARNm de AT1 renal revelé un aumento del doble en el grupo UUO en comparacion con
el grupo Sham. Mel aumento la expresion de ARNm de VDR y Hsp70 y la disminucion de la
expresion de ARNm de AT1 en las cortezas renales del grupo UUO (UUO + Mel) en
comparacion con los del grupo de UUO no tratado (Fig. 4, Ay B). Como se observo en la
insuficiencia renal corticales, la expresion del ARNm del miocardio de VDR y Hsp70
disminuy6 y AT1 aumenté en el grupo UUO. Mel restauré la expresiéon de ARNm de VDR y

Hsp70 en el miocardio y disminuyd la expresion de ARNm de AT1 (Fig. 4, Cy D).
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FIG. 4: Expresion de ARNm por RT-PCR y semicuantificacion de AT1, Hsp70 y VDR en
UUO: efecto de la melatonina. Los ARNm representativos de ARNm AT1, Hsp70 y VDR se
muestran en las cortezas renales (A) y miocardicas (C) de ratas operadas de forma
simulada y obstruidas, tratadas o no con Mel. El mantenimiento correspondiente 3-actina se
incluye a continuacioén (A y C). La cantidad relativa de expresion de ARNm se determind
después de la normalizacion del nivel de AT1, el ARNm de Hsp70 y VDR del control
apropiado y se muestra en los histogramas debajo de las transferencias correspondientes
(B 'y C). La corteza renal y el tejido miocardico de los animales UUO mostraron una mayor
expresion de AT1 y una menor expresion de ARNm de VDR y Hsp70 en comparacion con
los de los animales Sham. En los animales UUO + Mel, la melatonina disminuy6 el ARNm

de AT1 y restaurd la expresion de VDR en la corteza renal y los ventriculos. La melatonina
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retuvo la expresion del ARNm de Hsp70 en los riflones y aumentd su expresion en los
corazones de los animales UUO. Los resultados son medias + SEM de 5 observaciones
independientes. * P <.05y ** P <.01 vs Sham; #P <.05 y ## P <.01 vs UUO.

En apoyo de los resultados transcripcionales (ARNm), las Figuras 5 y 6 muestran VDR, AT1
y Hsp70, mientras que las Figuras. 7 y 8 muestran la expresién de la proteina AT1 y Hsp70
en las cortezas renales y los miocardios de todos los grupos. Se realizaron analisis
inmunocitoquimicos (figuras 5y 6) e inmunofluorescencia (figuras 7 y 8) para establecer la
localizacién de la proteina y la intensidad de la inmunorreaccion.

Las cortezas renales y el tejido miocardico del grupo UUO mostraron bajos niveles de
inmunotincion VDR y Hsp70, asi como un bajo nivel de inmunofluorescencia de Hsp70
(Figuras 5-8). Se observé un nivel muy elevado de tincién de AT1 en las cortezas renales y
la miocardio del UUO en comparacion con los grupos de control. Para mas detalles, vea las
puntas de flecha para AT1 en las figuras 5A, 6A, 7A, 7B y 8A. El tratamiento con Mel indujo
un VDR y Hsp70 mas altos y una reduccion en la inmunotincion / fluorescencia de AT1 en

comparacion con los del grupo de UUO no tratado.
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FIG 5. A: La melatonina atenué AT,y aumento HSP70 y VDR en rifién

Técnica de inmunohistoquimica (IHC) y semicuantificacion de la expresion de AT1, Hsp70 y

VDR en cortezas renales de animales tratados con UUOQ: el efecto de la melatonina. Un

representante imagenes de cortes renales de ratas tratadas con vehiculo (Sham), ratas

tratadas con Mel (Sham + Mel), ratas obstruidas y tratadas con vehiculo (UUO), y ratas

tratadas y tratadas con Mel (UUO + Mel). Expresién positiva de la proteina AT1, Hsp70 'y

VDR

Aparecen como nucleos tefidos de marrén y citosol (puntas de flecha) en células epiteliales

glomerulares y tubulares. Las barras de escala indican 50 pm.

B: La melatonina atenué AT, y aumento HSP70 y VDR en riiién

Evaluaciones cuantitativas de la tincién IHC en cortezas renales. La puntuacion IHC de los

animales UUO revel6 un aumento muy significativo en la tincion AT1 y una disminucion para

Hsp70 y VDR en comparacion con la tincion de los animales Sham. La melatonina evit6 los
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cambios en la tincion de AT1, Hsp70 y VDR inducida por UUO pero no con respecto al
grupo Sham. Los resultados son medias + SEM de 5 observaciones independientes. ** P
<.01y ** P <.001 contra Sham; ### P <.001 vs UUO
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FIG. 6: técnica de inmunohistoquimica (IHC) y semicuantificacion de la expresiéon de AT1,
Hsp70 y VDR en el miocardio de UUOQO: efecto de la melatonina.

A, imagenes representativas de IHC de el tejido miocardico de los 4 grupos, como se indica
debajo de cada columna de imagenes. Proteina positiva AT1, Hsp70 y VDR la expresion
aparece como nucleos tefiidos de marrén y citosol (puntas de flecha) en las células del
miocardio. Las barras de escala indican 50 ym.

B, evaluaciones cuantitativas de la tincion de IHC en el miocardio. La melatonina aumento

la puntuacion IHC para Hsp70 en ambos grupos tratados (Sham y UUO). En los corazones
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de UUOQ, la tincion AT1 aumento, pero la tincién con Hsp70 y VDR disminuy6 en
comparacion con los animales Sham. En el grupo UUO + Mel, la tincion AT1 se redujo
significativamente en comparacion con la de UUO solo (P <.001). Los resultados son
medias £ SEM de 5 observaciones independientes. ** P <.01 y *** P <.001 contra Sham;
### P <.001 vs UUO
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FIG. 7: Técnica de inmunofluorescencia (IFl) y semicuantificacion de la expresion de
AT1 y Hsp70 en cortezas renales de UUO: efecto de la melatonina.

A: Imagenes IFI representativas de microscopia confocal de cortezas renales de Sham,
Sham + Mel, UUO y UUO + Mel.

B: Imagen ampliada de las cortezas renales de ratas UUO. La localizacion positiva de IFI
para AT1 (puntas de flecha) aparece en tejidos de la corteza renal marcados en rojo y
Hsp70 en verde. Los nucleos estan en azul. Las barras de escala indican 50 um. C,
evaluaciones cuantitativas de la tincion de inmunofluorescencia en cortezas renales. Las

puntuaciones IFI de las cortezas renales de los animales OUU mostraron una expresion
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muy alta de AT1 en comparacion con las de los animales Sham (ver flechas en Ay B). Por
el contrario, la expresién de Hsp70 fue menor en el grupo UUO. Tratamiento con melatonina
después de la UUO indujo una alta inmunofluorescencia de Hsp70 y redujo la intensidad de
AT1 en comparacion con el During ischemia, premature ventricular complexes developed in
half of the hearts of the members of the UUO group. Most arrhythmias started a few seconds
after reperfusion

(Figure 9A). Salvos were seen in all the groups. Ventricular tachycardia was frequent in the
Sham and UUO groups (Figure 9A,B). Ventricular fibrillation increased only in the

UUO group. A sample of this lethal arrhythmia is evident in Figure 9. Melatonin effectively
prevented severe reperfusion arrhythmias. The arrhythmic episodes were shorter SS grupo

UUOQ. Los resultados son medias + SEM de 5 observaciones independientes. ** P <.01 y
P <.001 contra Sham; ## P <.01 vs UUO

3.4. Efectos electrofisiolégicos de la melatonina.

Durante la isquemia, se desarrollaron complejos ventriculares prematuros en la mitad de los
corazones de los miembros del grupo UUO. La mayoria de las arritmias comenzaron unos
pocos segundos después de la reperfusion (Fig.9A). Se vieron salvas en todos los grupos.
La taquicardia ventricular fue frecuente en los grupos control y UUO (Fig.9, Ay B). La
fibrilaciéon ventricular aumento solo en el grupo UUO. Una muestra de esta arritmia letal es
evidente en la Fig. 9. Mel evitd eficazmente arritmias de reperfusion graves. Los episodios
arritmicos fueron mas cortos con Melatonina. La duracion media de la taquicardia ventricular
disminuy6 de 43 s (IQR 33 - 81 s) en el grupo controla 0 s (IQR 0 - 0 s) en el grupo control
+ Mel (P <0.01),yde 79 s (IQR 61 -90 s) en el grupo UUO a0 s (IQR 0 - 9 s) en el grupo
UUO + Mel (P <0.01). En los corazones del grupo UUO, la duraciéon media de la fibrilacion
ventricular aumenté a 290 s (IQR157 - 415 s), mientras que las otras medianas se
mantuvieron a 0 s (IQR 0 - 0 s) (P <0.001 frente a cada grupo). La mayor duracion de la
taquicardia ventricular y la fibrilacion parecen explicar los puntajes arritmicos mas altos en
los miembros del grupo UUO (Fig. 9C).

El tratamiento cronico con melatonina cambio las caracteristicas del potencial de accion
epicardico. Melatonina aumento la amplitud en ambos grupos tratados a lo largo de todos
los periodos experimentales (Fig.10). Concomitantemente, melatonina hiperpolarizé el
potencial de reposo. La hiperpolarizacion persistié durante la isquemia y la reperfusion en
los corazones tratados. La isquemia inducia una bradicardia leve y progresiva, pero la
frecuencia cardiaca era la misma para los miembros de los cuatro grupos. El tratamiento
alargé la duracion del potencial de accion (medida al 50% y 90% de la repolarizacién, desde
el periodo de estabilizacién). Durante la primera mitad de la isquemia, todos los corazones

aumentaron a la duracién del potencial de accion. Antes de la reperfusion, la duracion del
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potencial de accién se acortod en los corazones de los miembros del grupo UUO a valores
mas cortos que los de estabilizacion. Durante la reperfusién, se produjo un alargamiento

progresivo en todos los grupos.

En este estudio, demostramos las acciones preventivas de melatonina contra el dafio renal
y cardiaco inducido por UUO. Los mecanismos de proteccion implican el contrapeso AT1y
Hsp70-VDR. Las nuevas propiedades electrofisioldogicas de melatonina crénica merecen
atencion, debido a su relevancia para situaciones cardiorenales con alto riesgo arritmico y
falta de tratamientos.

Las propiedades antiinflamatorias, antiapoptéticas, antifibréticas y antioxidantes de
melatonina confieren proteccion contra varios tipos de enfermedades renales. 30.31 Ozbek
et al. demostraron que melatonina atenua la lesion renal inducida por UUO al reducir el
estrés oxidativo, el dafio tubular y la fibrosis intersticial, y al aumentar la capacidad
antioxidante1. 3 Recientemente, Yildirim et al. informaron que melatonina reduce la
apoptosis en los rifiones con UOO. Sin embargo, la naturaleza precisa de la citoproteccion
mediada por melatonina y el mecanismo por el cual se preserva el sistema cardiorrenal del
dano durante UUO siguen siendo completamente desconocidos. El presente estudio
confirmo los efectos antifibroticos, antiapoptoticos y antioxidantes de la melatonina (Figuras
1-3, respectivamente) y los vinculé a un contrapeso AT1-Hsp70-VDR (Figuras 4-8), que
previene el dafio renal y la remodelacién arritmogénica del corazoén. (Figura 9)

En el tejido renal y miocardico, melatonina aumenté Hsp70 y VDR y disminuy6 AT1y
fibrosis (ver Figuras 4-8). Melatonina aumenta HSP como parte de su efecto antioxidante
protector en tomates.1 4 De interés para nuestro hallazgo, melatonina aumenta la Hsp70 y
protege el higado de las ratas expuestas al tolueno de la citotoxicidad inducida por el estrés
oxidativo. 5 Hsp70 regula las respuestas antioxidantes al estrés oxidativo celular, y nuestro
laboratorio demostré que Hsp70 reduce la actividad y la expresién de NADPH oxidasa. 2.33
De acuerdo con nuestros hallazgos previos, ahora demostramos un aumento en Hsp70 en
ratas tratadas con melatonina. Hsp70 induce VDR, facilita la localizacion intracelular de
metabolitos activos de vitamina D y VDRs transactivativos. 4 Los receptores nucleares de
melatonina, como miembros de receptores huérfanos relacionados con retinoides, pueden
interactuar y prevenir la degradacion de VDR.35 , 36 La expresion del VDR del miocardio
vincula la enfermedad renal crénica con la enfermedad cardiovascular debido a la reduccion
del VDR que amplifica los efectos de la angiotensina.37 Sin precedentes, melatonina
disminuyd la sobreexpresion renal y miocardica de AT1. Esta bien documentado que la via
AT1 conduce a la fibrosis miocardica durante la CKD.6 Como se sugirié anteriormente, la
baja expresion de AT1 a través de la induccion de VDR podria ser una consecuencia de la
proteccion celular mediada por Hsp70.38 Curiosamente, la secrecion de melatonina

circadiana enddgena se altera durante CKD.10 Ademas, la angiotensina Il ejerce una
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modulacion ténica de la sintesis de melatonina al influir en la actividad de la triptéfano
hidroxilasa a través de los receptores AT1.39 Nuestros hallazgos sugieren que melatonina
modula la expresion de AT1 y que Hsp70 y VDR son factores clave. El ultimo hecho nos
permite apoyar la retroalimentacion postulada (o regulacion reciproca) entre AT1y
melatonina.

En estrecha conexidn, la dinamica mitocondrial es un punto de interaccion para las
alteraciones circadianas en las enfermedades cardiovasculares relacionadas con la
regulacién positiva del sistema renina-angiotensina-aldosterona 40.41 Demostramos que
melatonina previene el edema mitocondrial, la dilatacién de las crestas, la actividad elevada
de la NADPH oxidasa y la apoptosis (Figuras 2 y 3). Varios informes indican que las
mitocondrias son un objetivo esencial para la proteccion de la melatonina. Los mecanismos
implicados incluyen la preservacién de la funcion compleja | y lll, la inhibiciéon de la apertura
de los poros de transicion de la permeabilidad mitocondrial y la liberacion de citocromo c.
42.43 Melatonina mejora la expresion de mitofusina-2, que preserva la red funcional
mitocondrial y previene la apoptosis. 43.44 Yu et al. informé que la mitofusina-2 inhibe la
hipertrofia miocardica inducida por la angiotensina 11.45 En este sentido, la reduccion de
melatonina del dafio mitocondrial podria estar relacionada con la regulacion negativa de
AT1. La induccion de Hsp70 a través de melatonina es compatible con un mecanismo
adicional relacionado con Tom 70, una translocasa de la membrana mitocondrial externa. La
interaccion de Hsp70 con Tom 70 es esencial para el inicio del proceso de importacion.46
Pertinente a nuestro entendimiento, Tom 70 regula la proteccién inducida por melatonina
contra el infarto de miocardio, al romper el ciclo de deterioro mitocondrial y la generacién de
R0OS.47.48 Todos estos datos nos permiten suponer que la induccién de Hsp70 por
melatonina y la reduccion de AT1 son componentes criticos de la respuesta de estrés
celular.

Finalmente, y en paralelo con los estudios moleculares y estructurales, fue de interés central
para nuestro estudio evaluar la funcionalidad del corazén. Por lo tanto, UUO aumenté la
vulnerabilidad a sufrir fibrilacion ventricular durante la reperfusion (Figura 9). Atribuimos esta
arritmogénesis a los cambios prooxidativos y profibréticos que acompafaron el aumento de
AT1 y la disminucion de Hsp70. El estrés oxidativo miocardico -particularmente en la
mitocondria- y la fibrosis son sustratos proarritmicos bien conocidos.49-51 Los radicales
libres actuan como disparadores para el comienzo de los eventos arritmicos. La persistencia
de los ritmos de alta frecuencia requiere alguna reentrada. 52 La conduccion alterada y el
acortamiento del potencial de accion (como se muestra en las Figuras 9 y 10) contribuyen a
los complejos mecanismos de reentrada implicados en la fibrilacion ventricular.

La proteccién de melatonina contra la remodelacion miocardica inducida por UUO es uno de
los factores que protegen contra la fibrilacién ventricular. EIl aumento en Hsp70 limita la

deletérea regulacion ascendente AT1 y la regulacion descendente de VDR. Hsp70 también
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contribuye al efecto antioxidante de melatonina, confirmado aqui por la reduccién de la
actividad NADPH mitocondrial. Ademas, el alargamiento del potencial de accién y la
hiperpolarizacion (que se muestran en la Figura 10) son factores que contribuyen
razonablemente al efecto antiarritmico de melatonina. Estos cambios son el primer informe
de modificacion del potencial de accidon del miocardio por la administracion crénica de
melatonina. Los receptores Mel activan corrientes rectificadoras de potasio que podrian
explicar la hiperpolarizacion.53 El alargamiento del potencial de accion se corresponde con
el efecto inhibidor de melatonina contra las corrientes de potasio externas, que son
principalmente responsables de la repolarizacién de miocitos de rata.54 La respuesta
atenuada al acortamiento del potencial de accion inducido por la isquemia se ha observado
previamente en nuestro laboratorio y esta de acuerdo con la regulacién negativa de los
canales de cloruro regulados por el volumen informados por Ben Soussia et al.55. El
complejo escenario de los efectos cronicos de la administracion de melatonina sobre las
corrientes idnicas requiere una mayor investigacion.

Para concluir, en este articulo exploramos los mecanismos de proteccion del tratamiento
cronico de la melatonina en la enfermedad renal y las complicaciones cardiovasculares.
Centramos nuestra atencion en los efectos preventivos de la melatonina contra la alteracion
de la capacidad oxidante mitocondrial, la ultraestructura y la apoptosis. Ademas, la
melatonina protege del proarritmico. Estado asociado a la UUO. Nuestros resultados
sugieren nuevos mecanismos de renal y cardioproteccion por la melatonina. La modulacion
de los receptores AT1 y VDR relacionados con el aumento de Hsp70 contribuye a los
efectos de la melatonina. Finalmente, destacamos el potencial terapéutico de Mel contra las

enfermedades asociadas a los efectos perjudiciales del aumento de la funcién AT1.
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Capitulo VI Conclusion general
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Confirmamos la hipotesis que la melatonina protege contra las enfermedades
cardiovasculares, en particular contra las arritmias por reperfusiéon. La proteccion aguda la
ejerce, en parte, mediante la activacién de receptores de membrana, vias de sefializacion y
a la preservaciéon de la comunicacién intercelular mediada por uniones en hendidura de los
miocitos. Sus efectos cronicos se ejercen tanto a concentraciones fisiolégicas como
farmacoldgicas. La cardioproteccion se logré mantener aun en modelos animales con factores
de riesgo que aumentan la arritmogénesis y no solo en animales sanos. Todas estas
propiedades y la ausencia de dosis toxica, hacen de la melatonina un agente cardioprotector

notable, capaz de actuar en forma aguda y cronica, y con gran potencialidad traslacional.

La melatonina previno la fibrilacién ventricular inducida por radicales libres administrados
exdgenamente. La protecciéon antiarritmica fue comparable a la obtenida con la enzima
superdxido dismutasa. Ambas protegieron frente a los cambios por estrés oxidativo y
mantuvieron el potencial de reposo y la amplitud. La melatonina, ademas evité la prolongacion
de la duracion del potencial.

La melatonina redujo las arritmias inducidas por hipocalemia. Se evidencio la participacion de
los receptores de melatonina en el acortamiento de la duracién del potencial de accién y en
los efectos en la conduccion de los impulsos eléctricos medidos por la preservacion de la
conexina 43 en los discos intercalares de los cardiomiocitos.

La melatonina administrada durante la reperfusion redujo las taquiarritmias ventriculares. El
efecto antiarritmico requirio la activacion de los receptores de melatonina, de la proteina
quinasa C, de los canales de K* regulados por ATP y de la preservacion de la conexina 43.
La reduccion de la produccion endégena de melatonina provocada por la exéresis del ganglio
cervical superior bilateral provocé un aumento en la arritmogénesis en corazones sometidos
a isquemia/reperfusion.

Para concluir, en este trabajo exploramos los mecanismos de proteccion del tratamiento
cronico de la melatonina en la enfermedad renal y las complicaciones cardiovasculares.
Centramos nuestra atencion en los efectos preventivos de la melatonina contra la alteracion
de la capacidad oxidante mitocondrial, la ultraestructura y la apoptosis. Ademas, la
melatonina protege del proarritmico. Estado asociado a la UUO. Nuestros resultados
sugieren nuevos mecanismos de renal y cardioproteccion por la melatonina. La modulacion
de los receptores AT1 y VDR relacionados con el aumento de Hsp70 contribuye a los
efectos de la melatonina. Finalmente, destacamos el potencial terapéutico de Mel contra las

enfermedades asociadas a los efectos perjudiciales del aumento de la funcién AT1.
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