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RESUM

La mort cel-lular que ocorre durant un episodi d’oclusié coronaria és directament
proporcional a la durada de la isquéemia. Tot i aixi, el restabliment del flux sanguini a
I'area afectada s’associa amb un dany addicional, conegut com a dany per reperfusio.
Encara que els seus mecanismes sén complexos, hi destaca I'excessiva produccio de
radicals lliures d’oxigen que ocorre en el moment de la restauracio del flux.

La font principal de radicals oxidants al miocardi reperfundit sén els mitocondris, més
concretament, els complexes | i lll de la cadena de transport mitocondrial.
Recentment, pero, s’ha suggerit que també el complex Il o succinat deshidrogenasa
pot jugar un paper important en la produccié de radicals oxidants durant la reperfusio,
permetent la transferencia reversa d'electrons des del complex Il cap al complex |, que
seria el productor final del radicals lliures d’oxigen.

Perqué la transferéncia reversa d'electrons tingui lloc sdn necessaries unes condicions
molt particulars, incloent una acumulacié del substrat endogen de la succinat
deshidrogenasa, el succinat, que ocorre durant la isquémia préevia. De fet, s'ha
demostrat que quan es preveu I'acumulacié de succinat durant la isquémia, mitjangant
inhibicié reversible de la succinat deshidrogenasa realitzada abans de I'oclusio
coronaria, s’atenua la produccié d’especies reactives d’oxigen durant la reperfusié i es
redueix la mida de l'infart. Ara bé, la inhibicié del complex Il abans de la isquémia no és
factible en pacients amb infart agut de miocardi. L'objectiu principal d’aquesta tesi ha
estat investigar els efectes de la inhibicid reversible de la succinat deshidrogenasa
mitocondrial amb malonat disodic, administrat Unicament durant la restauracié del
flux sanguini, sobre el dany miocardic per reperfusio, i analitzar els mecanismes
implicats en els seus efectes.

En un model de cor aillat de ratoli, perfundit en sistema Langendorff, primerament es
van analitzar els efectes de I'administracié de l'inhibidor de la succinat deshidrogenasa,
el malonat disodic, en condicions normoxiques. El malonat va produir una reduccid
concentracié-depenent de la pressio desenvolupada del ventricle esquerre,
corroborant el seu efecte depressor de la respiraci6 mitocondrial, amb una
concentracid efectiva 50 (EC50) al voltant de 8 mmol/L. Posteriorment, cors aillats de
ratoli addicionals van ser sotmesos a isquémia global (35 minuts) seguida de reperfusio
(60 minuts), i van ser tractats o no amb malonat 3 mM, administrat durant els primers
15 minuts de la reperfusié. El grup tractat amb ['inhibidor de la succinat
deshidrogenasa va presentar una reduccid significativa de la mida de linfart
(39,84+2,78% vs. 24,57+2,32%, p=0,001, n=7-8/grup), associada amb una menor
alliberacié de LDH després de la isquémia i a una millora en la recuperacio funcional al
final de I'experiment. Per altra banda, estudis de ressonancia magnetica nuclear van
demostrar, en extractes de teixit cardiac, 'existencia de canvis en el perfil metabolic
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dels cors tractats amb malonat, sent I'acumulacié de succinat el tret més rellevant. A
més, mitjancant técniques d’'immunofluorescencia i marcatge amb MitoSOX Red de
mostres de teixit miocardic es va poder observar que el tractament amb malonat
produeix una reduccio en la produccié de radicals lliures d’oxigen. Aquesta disminucio
també es va observar en mitocondris aillats de cors de ratoli, tractats in vitro tant amb
succinat com amb malonat, juntament amb un menor consum d'oxigen i una reduccid
en |'obertura del porus de transicié mitocondrial.

Realitzant un pas endavant, es va analitzar si els efectes protectors del malonat
persisteixen en un model animal clinicament més rellevant, com és el model porci
d’oclusié coronaria transitoria. En aquest model I'administracié del malonat es va
realitzar selectivament a I'area en risc, de manera intracoronaria, per tal de limitar els
possibles efectes adversos d’una infusié sistemica. Primerament es van analitzar els
efectes de la droga sobre la contractilitat cardiaca en condicions basals. Aixi, tan sols
una concentracié de malonat de 50 mmol/L, perd no inferiors, va provocar una
reduccid significativa de |'escurgament miocardic a la regid irrigada per l'artéria
d’interes, perdo no en regions distants. Per tal d'evitar efectes indesitjables, vam
seleccionar una concentracié de 10 mmol/L per analitzar els efectes de la inhibicid
reversible de la succinat deshidrogenasa durant la restauracié del flux sanguini sobre el
dany per reperfusid. Aixi, els animals van ser sotmesos a oclusié coronaria de |'artéria
descendent anterior durant 40 minuts, seguida de 2 hores de reperfusio, i van ser
tractats o no amb malonat, administrat de forma intracoronaria durant els 5 minuts
inicials de la restauracié del flux. L'administracié selectiva de malonat a |'area en risc va
reduir de manera significativa la mida de l'infart (59,62+4,00% vs. 36,4615,35%,
p=0,001, n=11/grup), sense veure’s afectada la incidéncia d’arritmies ventriculars
malignes durant la reperfusid, aixi com tampoc la contractilitat del miocardi distant. A
més a més, en mostres de teixit miocardic, es va demostrar, mitjancant marcatge amb
MitoSOX Red, que la proteccié exercida pel malonat s’associava a una atenuacié en la
produccié d’espécies reactives d’oxigen durant la reperfusio.

En conclusio, la inhibicio reversible de la succinat deshidrogenasa amb malonat disodic
a l'inici de la reperfusié és cardioprotectora enfront I'infart de miocardi, tant en cors
aillats de ratolins com en un model porci d’oclusié coronaria transitoria, sense que
apareguin efectes indesitjables sobre la incidencia d’arritmies, ni sobre la funcié del
miocardi remot. Aquest efecte protector, que ocorre durant la reperfusid, és degut a
una major acumulacié de succinat al teixit tractat, a una reduccié en el consum
d'oxigen mitocondrial i una menor produccid6 de radicals lliures d'oxigen
(probablement causada per una menor transferéncia reversa d'electrons des del
complex 11), i amb una disminucié en l'obertura del porus de transici6 mitocondrial
durant aquesta fase. La inhibicié de la respiraci6 mitocondrial amb malonat pot
esdevenir una nova estratégia terapeutica a utilitzar en pacients amb infart agut de
miocardi amb elevacié del segment ST sotmesos a revascularitzacidé coronaria.
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SUMMARY

Cell death occurring during coronary artery occlusion is directly proportional to
ischemia duration. However, blood flow restoration to the ischemic area is associated
with an additional cell damage known as reperfusion injury. Although the mechanisms
or reperfusion injury are complex, the excessive production of reactive oxygen species
occurring at the onset of reflow has been suggested to play a prominent role.

Mitochondria are the main source of reactive oxygen species in reperfused
myocardium, particularly at complexes | and Il within the mitochondrial respiratory
chain. However, recent studies have suggested that complex Il or succinate
dehydrogenase may also play an important role in reactive oxygen species production
during reperfusion, allowing reverse electron transfer from complex Il to complex |,
which would be the final responsible for producing these free radicals.

Reverse electron transfer needs, to happen, some particular conditions, including
accumulation of succinate, the endogenous substrate of succinate dehydrogenase,
that occurs during the ischemic phase. In fact, it has been shown that preventing
succinate accumulation during ischemia, by reversible inhibition of succinate
dehydrogenase before coronary occlusion, attenuates reactive oxygen species
productions and significantly reduces infarct size. However, inhibition of complex Il
before myocardial ischemia is not feasible in patients with acute myocardial infarction.
The main aim of this thesis has been to investigate the effects of reversible inhibition
of mitochondrial succinate dehydrogenase with disodium malonate, administered at
the time of flow restoration, on reperfusion injury, and to determine the mechanisms
involved.

The effects of disodium malonate, a reversible succinate dehydrogenase inhibitor,
were first analyzed in isolated mice hearts, perfused in a Langendorff system, under
normoxic conditions. Malonate induced a concentration-dependent reduction in left
ventricular developed pressure, confirming an inhibitory action on mitochondrial
respiration, with a half maximal effective concentration (EC50) around 8 mmol/L.
Thereafter, additional isolated mice hearts were subjected to global ischemia (35
minutes) followed by reperfusion (60 minutes), and were treated or not with 3 mM
malonate, given during the first 15 minutes of reperfusion. The group treated with the
succinate dehydrogenase inhibitor had a significant reduction in infarct size
(39.84+2.78% vs. 24.57+2.32%, p=0.001 , n=7-8/group), that associated with a lower
LDH release during reperfusion and with a better functional recovery at the end of the
experiment. On the other hand, nuclear magnetic resonance studies demonstrated the
existence of differences in the metabolic profile between hearts treated with malonate
and those not treated with the drug, with increased succinate concentrations being
the most relevant change. In addition, MitoSOX Red staining of myocardial tissue
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samples revealed that malonate treatment was associated with a reduction in the
production of reactive oxygen species. This decrease was also observed in isolated
mitochondria obtained from mice hearts, treated in vitro with both succinate and
malonate, that also depicted lower oxygen consumption and a reduction in
mitochondrial permeability transition pore opening.

Moving forward, we analyzed whether the protective effects of malonate persist in a
more clinically relevant animal model, the porcine model of transient coronary
occlusion. In this model we selectively administer malonate into the area at risk, by an
infusion through an intracoronary catheter, in order to limit the possible side effects of
a systemic administration. First, we analyzed the effects of the drug on cardiac
contractility under baseline conditions. Thus, only malonate of 50 mmol/L, but not
lower concentrations, resulted in a significant reduction in systolic segment shortening
in the myocardial region irrigated by the artery of interest, but not in distant regions.
In order to avoid undesirable effects, we selected a concentration of 10 mmol/L to
analyze the effects of reversible inhibition of succinate dehydrogenase on reperfusion
injury. Animals were subjected to left anterior descending coronary artery occlusion
for 40 minutes, followed by 2 hours of reperfusion, and they were treated or not with
malonate, given through the intracoronary catheter, during the first 5 minutes of
blood flow restoration. Selective administration of malonate into the risk area
significantly reduced infarct size (from 59.62+4.00% to 36.46%5.35%, p=0.001,
n=11/group), without changes in the incidence of malignant ventricular
tachyarrhythmias during reperfusion, or in the contractility of remote myocardium.
Additionally, porcine samples of myocardial tissue marked with MitoSOX red showed a
reduction in reactive oxygen species production during reperfusion.

In conclusion, reversible inhibition of succinate dehydrogenase with disodium
malonate at the onset of the reperfusion has cardioprotective effects against
myocardial infarction, both in isolated mice hearts and in a porcine model of transient
coronary occlusion, without side effects in the incidence of malignant ventricular
arrhythmias or contractile function in distant myocardium. This protective effect,
which occurs during reperfusion, is due to a greater accumulation of succinate in the
treated tissue, a reduction in mitochondrial oxygen consumption and a lower
production of reactive oxygen species (probably caused by a lower reverse electron
transfer from complex Il), and a decrease in mitochondrial permeability transition pore
opening during reperfusion. The inhibition of mitochondrial respiration with malonate
may become a new therapeutic strategy to be used in patients with ST-segment
elevation myocardial infarction subjected to coronary revascularization.
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Les malalties cardiovasculars sén la principal causa de mort i discapacitat a nivell
mundial. Al 2015 van provocar més de 17 milions de morts a tot el mén %, i la seva
prevalenca es troba en continu augment, fet associat amb I’envelliment de la poblacio
mundial. La cardiopatia isquémica i I'accident cerebrovascular son les dues principals
malalties cardiovasculars. Ambdues tenen un impacte social enorme, no tan sols per la
mortalitat que causen, sind per la seva alta morbiditat, la pérdua de qualitat de vida
dels pacients i I'elevat cost econdomic que suposen pels serveis sanitaris estatals %>,

La causa inicial de la cardiopatia isquémica és I'existéncia d’un desequilibri entre
I'aportacié d’oxigen per part del torrent circulatori i el seu consum pel teixit cardiac.
Habitualment aquest desequilibri és degut a una reduccio en el flux sanguini de les
artéries coronaries, provocat per |'aparicid d’arteriosclerosi. Aquesta patologia no és
més que un procés inflamatori cronic que afecta a les parets vasculars, ocasionant un
increment en el gruix de les mateixes i reduint I'elasticitat del territori vascular afectat.
L'engruiximent de les capes intimes i mitja dels vasos afectats és degut a una
acumulacié d’acids grassos i molécules de colesterol, que juntament amb el
reclutament de cél-lules inflamatories i el diposit de teixit fibrés, formen les
denominades plaques arteriosclerotiques, que redueixen la llum del vas. A més,
I'endoteli que cobreix aquestes plaques pot patir erosions o ruptures, provocant
I’activacid de la cascada de la coagulacid i la formacié d’un trombus, que pot donar lloc
a una obstruccid parcial o total del vas en qliestid, conduint, en el cas de les artéries
coronaries, a l'aparici6 d’angina de pit inestable o d’'infart de miocardi,
respectivament".

Una oclusié aguda i completa de l'artéria coronaria afectada provocara, per tant,
I'aparici6 d'un sindrome coronari agut amb elevaci6 del segment ST a
I'electrocardiograma (SCAEST). Tan sols en el cas de que el periode d’isquemia sigui
suficientment llarg, donara lloc a mort cel-lular i, per tant, a I'aparicié d’un infart de
miocardi. Aquests insults isquémics, a més de posar en risc la viabilitat del teixit
afectat, condicionara la posterior aparicié del remodelat advers del ventricle esquerre.

En un sindrome coronari agut, I'extensié de la mort cel-lular que es produeix (o la mida
de I'area infartada) és directament proporcional a la duracié del periode d‘isquémia .
Endemés, la dimensid final de I'infart de miocardi dependra de la mida del territori
distal a la placa coronaria responsable (és a dir, de la mida de I’area en risc), de la
magnitud de flux residual i de la presencia o no d’irrigacié col-lateral en relacié a
'obstruccid arterial principal ®. Per tant, el tractament d’elecci6 actual per tal de reduir
la mida de l'infart en un pacient amb sindrome coronari agut és la rapida restauracio
del flux sanguini coronari o reperfusid. Una reperfusié preco¢ (menys de 30 minuts
d'oclusioé coronaria), permetra prevenir quasi totalment la mort cel-lular.En canvi, una
demora en el tractament de reperfusidé major a les 3 hores provocara que sigui
practicament impossible salvar res del teixit afectat. Es en la finestra intermédia, entre
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els 30 minuts i les 3 hores des de l'inici de la isquémia, quan el tractament de
reperfusido permetra reduir la mort cel-lular, millorant la supervivéncia hospitalaria i
I'esperanca de vida 2.

Tot i que I'aplicacié de la reperfusid dins el temps de finestra terapéutica permet salvar
una part del miocardi sotmes a isquéemia, existeix un proporcié important de la mort
cel-lular que és ocasionada per la propia restauracié del flux, que ocorre principalment
durant els minuts inicials de I'obertura de l'artéria, i que es produeix en forma de
necrosis °. Aquesta pérdua cel-lular, afegida a la provocada pel propi periode
d’isquémia s’anomena dany letal per reperfusid i ha esdevingut com una possible
diana terapéutica per a reduir la mida de I'infart (Fig. 1). Aixi doncs, la investigacid i el
desenvolupament de noves terapies per a reduir el dany per reperfusio ha estat una
prioritat dins del mén cardiovascular, amb I'objectiu final de reduir I'impacte de la
cardiopatia isquémica i millorar la progressid i condicié médica dels pacients afectats
en la societat *°.

a Isquemia

e Sense reperfusio

® Reperfusié

Dany per I

reperfusié »
o« Reperfusio amb

cardioproteccié

Mort cel-lular

Intervencio

v

Temps

Fig. 1 — ll-lustracié de la definicié del dany per reperfusid. La mort cel-lular
augmenta de manera proporcional a la durada de la isquémia. La reperfusid limita
aquest procés pero alhora produeix un dany cel-lular addicional durant els minuts
inicials de la mateixa. L’aplicacié de tractaments a I'inici de la restauracid del flux
sanguini permet disminuir aquesta mort cel-lular inicial. Modificada de ™.

El sindrome coronari agut o cardiopatia isquémica té una serie de conseqliéncies
tardanes, com son el remodelat ventricular advers, I'aparicié d’arritmies ventriculars o
la insuficiencia cardiaca. Aquest seguit d’esdeveniments provoquen que la poblacié
afectada pateixi una perdua en la qualitat de vida, que juntament amb les
comorbiditats de la patologia inicial, originen una incapacitat personal i alhora un
augment del cost econdomic sanitari a destinar a aquest sector de la poblacié % Per
aquest motiu, el laboratori de Malalties Cardiovasculars, en el qual s’ha realitzat la
present Tesi doctoral, té com a objectiu la investigacié de noves terapies per a reduir la
mort cel-lular, aixi com I'estudi dels mecanismes moleculars del dany per reperfusid.
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1. MECANISMES CEL-LULARS | MOLECULARS DEL DANY MIOCARDIC PER ISQUEMIA-
REPERFUSIO.

El principal actor en I'infart de miocardi, és el cardiomiocit. Aquest és la unitat cel-lular
basica responsable de la contraccidé cardiaca, i per tant la seva mort comportara una
pérdua de la capacitat funcional del cor, amb la consequlient reduccié en la qualitat de
vida dels pacients afectats.Els mecanismes desencadenants de la mort cel-lular, que es
posen en marxa després d'un episodi d’isquémia-reperfusid, no sén totalment
coneguts, pero entre ells destaquen dos principals: el desenvolupament
d’hipercontractura cel-lular i I'obertura del porus de transicié6 mitocondrial (mPTP).
Ambdds sén mecanismes complexos i interrelacionats i afavorits per les alteracions
fisiopatologiques iniciades durant la isquemia i continuades durant la reperfusié, com
els canvis en el pH intracel-lular, la deprivacié energetica o la perdua de I'homeostasis
ionica.

Durant el periode d’isquéemia, el teixit afectat no rep una correcta irrigacié, disminuint
I'aportacié d’oxigen i nutrients. Aquesta falta d’oxigenacié provoca una aturada en la
sintesi d’adenosin 5’-trisfosfat (ATP) a nivell de la cadena de transport d’electrons
mitocondrial, conduint a una major utilitzaci6 del metabolisme anaerobi,
concretament la via glucolitica, per a superar les mancances energetiques. Aquest
canvi energeétic, pero, no esta exempt de conseqiiencies. L'acumulacié d’acid lactic
intracel-lular i de dioxid de carboni extracel-lular (CO;), condueixen a l|’aparicio

13,14

d’acidosis tissular Endemés, degut a la disminucié dels nivells d’ATP, els

cardiomiocits pateixen un escurcament marcat, fenomen conegut com a rigor isquémic
15

El cardiomiocit isquemic intenta corregir I'acidosi intracel-lular mitjancant I’extrusio de
protons des de I'interior de la cél-lula, utilitzant tant I'intercanviador Na*/H* (NHE) com
el cotransportador Na*/HCO3". Aquest fet ocasiona una entrada massiva de Na® cap al
citosol. A més a més, degut a la manca d’ATP, la bomba Na*/K' ATPasa de la
membrana plasmatica no funciona correctament, la qual cosa impedeix la correccid de

1 e . .
16 Aquesta acumulacio intracel-lular de Na* activa, al

la sobrecarrega citosolica de Na
seu torn, el funcionament revers de I'intercanviador NaJ'/Ca2+ (NCX), extraient ions sodi
a canvi de I'entrada de ions calci, produint-se, com a conseqliéncia, una sobrecarrega
citosolica d’aquest darrer i6. Aquesta situacié s’agreuja pel fet de que les ATPases de
calci del reticle sarcoplasmatic, també dependents d’energia, no sén capaces de retirar
el calci cap a l'interior del reticle. Per tant, paulatinament s’arribara a un episodi de
desregulacié de I'homeostasi ionica, finalitzant amb un augment del calci i sodi

9,14
d

intracel-lular juntament amb un ambient cel-lular marcat per un pH aci . L’acidosi

manté inhibida la obertura del mPTP i la hipercontractura dels cardiomiocits (Fig. 2).

Durant la reperfusid, si el periode d’isquemia no ha estat massa llarg, la cél-lula pot
tornar a produir energia (ATP). Al mateix temps, el rentat de I'espai extracel-lular fa
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que el pH es recuperi molt rapidament. Es en aquesta situacié, en la que els
mitocondris dels cardiomiocits tornen a produir energia, en un ambient citosolic de
sobrecarrega ionica de sodi i calci, i en el que el pH intracel-lular s’ha recuperat, en la
qual es produeixen les condicions idonies per a que es produeixi la mort cel-lular per
reperfusid, principalment mediada pels mecanismes d’hipercontractura i d’obertura
del mPTP (Fig. 2).

Cardiomiocit

Isquémia
/ Cardiomiocit

[ Hipoxia | Na*

1 Rentat catabolits
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Respiracié anaerobia i
P Restauracio pH
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f 2K+
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Cat

Hipercontractura

/"“*}

l
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Fig. 2 —Representacié esquematica dels diferents canvis intracel-lulars durant un
episodi d'isquemia-reperfusid. Explicacié complerta en el text principal.

1.a. Hipercontractura.

La hipercontractura es defineix com una activacido desmesurada de I'aparell contractil
dels cardiomiocits. Aquesta accid provoca un augment en la tensid mecanica,
desencadenant la ruptura de la membrana cel-lular dels cardiomiocits (sarcolema) i la
consequent mort cel-lular. A nivell histologic, la mort cel-lular per hipercontractura

s’observa com un patré tipic conegut com a necrosis en bandes de contraccié > El

s
mecanismes que provoquen |'aparicié de la hipercontractura son complexes i encara
no estan totalment detallats i definits, perd els principals candidats estan relacionats

amb la desregulacid de ’homeostasis ionica.

1.a.1. Canvis en les concentracions citosoliques de Na* i Ca®* i del pH intracel-lular.

A linici de la reperfusio, la zona afectada per la isquémia recupera la irrigacié
sanguinia, permetent als mitocondris dels cardiomiocits supervivents reactivar la
sintesis d’ATP. El retorn del flux sanguini permet, a més a més, el rentat dels catabolits
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acumulats a 'exterior de la cél-lula com el lactat o els protons, produint-se un gradient
de protons entre els espais intra i extracel-lulars. En aquest moment, les cel-lules
cardiaques intenten restablir el pH intracel-lular mitjancant [I'activitat de
Iintercanviador NHE i del cotransportador Na'/HCO?', tot i que sigui a costa de produir
una sobrecarrega intracel-lular addicional de Na®. Per altra banda, I'estructura i
funcionalitat de I’ATPasa sarcolemal dels cardiomiocits ha quedat danyada per
I'activacié de calpaines en el moment de la reperfusié *°, de manera que, tot i disposar
d’ATP, no es pot reduir la concentracié intracel-lular de Na* per aquesta via. L’Gnica
alternativa viable és I'activacié en mode revers de l'intercanviador NCX, que a canvi
incrementa, encara més, el contingut intracel-lular de calci, ja iniciat durant la fase
d'isquemia.

Per altra banda, la presencia d’ATP permet la reactivacié de I’ATPasa del reticle
sarcoplasmatic (SERCA), la qual intenta rebaixar la sobrecarrega de calci citosolic a
través de la seva captacidé a l'interior d’aquest organul. Malauradament, la capacitat
del propi reticle queda saturada rapidament, alliberant calci novament a través del
receptor de rianodina (RYR). Aquesta situacié acaba produint, a I'inici de la reperfusio,
una série de processos de captacid i extrusié de calci des del reticle i oscil-lacions
cicliques en els nivells de calci citosolic >'. Tota aquesta situacié s’agreuja per la intima
relacié existent entre els mitocondris i el reticle sarcoplasmatic, que juga un paper clau
en I’homeostasi del calci *2.

Es palés que una rapida correccié del pH intracel-lular té un efecte perjudicial, ja que
I'acidosi intracel-lular inhibeix, entre altres coses, la maquinaria contractil. La
recuperacié en la sintesi d’ATP i la sobrecarrega citoplasmatica de calci amb
oscil-lacions cicliques que es donen durant la reperfusid, juntament amb la rapida
recuperaciéo del pH intracel-lular que ocorre a linici d'aquesta fase, acaben
desencadenant l'activacid contractil desmesurada de la miofibril-les musculars,
conduint a I'aparicié de la hipercontractura. Cal afegir que aquestes oscil-lacions de
calci poden afectar al potencial de membrana, de manera que es poden originar
postdespolaritzacions tardanes i activitats desencadenades, fenomens associats amb
'aparicié d’arritmies ventriculars %,

1.0.2. Edema.

La restauracié del flux sanguini en el moment de la reperfusid6 provoca que les
molecules provinents del metabolisme anaerobi, i acumulades durant el periode
d’isquemia, siguin rapidament rentades pel torrent circulatori, provocant un gradient
osmotic entre els espais intra i extracel-lulars del cardiomiocit. Aquest gradient
osmotic, juntament amb I'anteriorment descrita acumulacié de Na® intracel-lular,
facilita I'entrada d’aigua a l'interior de la cel-lula, desencadenant un augment del

9,18,24,24

volum cel-lular, anomenat edema cel-lular . Aquest edema cel-lular provoca un
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increment en la pressi6 osmotica i un estres mecanic en la membrana dels
cardiomiocits, que juntament amb el desenvolupament de la hipercontractura, pot
conduir a la ruptura del sarcolema i a la mort cel-lular.

1.a.3. Fragilitat cel-lular. Calpaines.

L'efecte de la hipercontractura i 'edema es suma al produit per un increment en la
fragilitat cel-lular, principalment deguda a l'activacid de les calpaines durant la
reperfusio. Lescalpaines son una familia de cisteina proteases no lisosomals
dependents de calci. Les calpaines romanen inactives abans de la reperfusié, degut al
pH acidic del medi intracel-lular isquémic, perd amb el retorn del flux sanguini, la
normalitzacidé del pH intracel-lular i 'augment caracteristic de calci d’aquest periode,
es produeix I'activacié inapropiada d’aquestes proteases 2. Lactivitat de les calpaines
provoca la proteolisis d’una extensa llista de proteines, majoritariament integrants del
citoesquelet i de l'aparell contractil cel-lular, conduint a la disfuncié contractil,
I'increment de la fragilitat del citoesquelet i de la membrana, la disfuncié mitocondrial
i la conseqiient mort cel-lular per necrosis 2%%’.

Entre les multiples dianes d’actuacié de les calpaines en el citoesquelet cal destacar la
degradacio del complex format per anquirina-a-fodrina, el qual intervé en I'ancoratge
de la bomba Na‘/K" ATPasa a la membrana, afectant la seva activitat i, per tant, de
manera directa, participant en la desregulacié de I'homeostasi idnica 2*%. Altres
proteines sensibles a degradacié per I'activitat de les calpaines son la distrofina, la
paxilina, la desmina, la vinculina o bé la tal-lina %’ per altre banda també s’ha descrit
I'actuacié d’aquestes proteases sobre les troponines cardiaques | i T i sobre la titina,
una de les proteines cel-lulars més grans que forma part del sarcomer.

Finalment, altres proteases com les metaloproteases, les catepsines, les caspases i el
sistema ubiquitina-proteosoma poden jugar també un paper com a mediadores o
participants en el dany per isquémia-reperfusié 2.

1.a0.4. Propagacio dels canvis ionics i de la_mort cel-lular a través de les “gap

»u,

junctions”": extensio del dany per reperfusio.

Les “gap junctions” sén unions intercel-lulars que permeten la comunicacié eléectrica i
quimica entre cel-lules adjacents. S’estructuren en plaques formades per agregats de
canals de membrana constituits per una familia de proteines transmembrana
anomenades conexines. La unid de sis mondmers de conexina, al voltant d’un porus
central, forma un hemicanal a la membrana cel-lular, sent la conexina 43 (Cx43)
I'isoforma predominant al teixit cardiac. La interaccié dels dominis extracel-lulars de
dos hemicanals de dues cel-lules veines, forma un canal intercel-lular, que posa en
contacte el citoplasma de les dues cél-lules connectades.
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Els canals intercel-lulars s’agrupen formant plaques, principalment als extrems
cel-lulars, dins dels discos intercalars de les fibres cardiaques. La seva funcié principal
és la de permetre que es transmeti correctament I'impuls eléctric, per tal que es
mantingui una contraccié cardiaca coordinada °.

Endemés de participar en l'acoblament eléctric, les “gap junctions” participen en
I'acoblament quimic, permetent el moviment, entre les cél-lules connectades, de
metabolits amb un pes molecular inferior a 1500 Da, aixi com de diversos ions. De fet,
s’ha demostrat que la sobrecarrega de Na' que es déna durant la reperfusié pot
propagar-se a les cel-lules veines, provocant |'activacio, en aquestes darreres, de la
forma reversa de l'intercanviador NCX, i produint, per tant, una extensio del dany per
isquémia-reperfusié 2% La propagacié del dany miocardic ocorre majoritariament
durant la reperfusié, ja que l'acidosi que apareix durant la isquemia produeix el
tancament d’aquests canals *. Aixi, 'administracié de desacoblants de les “gap
junctions” a l'inici de la reperfusié permet reduir la mida de l'infart en models

experimentals d'isquémia miocardica en rates i porcs >**°.

1.b. Obertura del mPTP.

El segon mecanisme proposat responsable de la mort cel-lular durant la reperfusié és
I'obertura del mPTP. El terme “transicié mitocondrial” fa referencia a un increment
abrupte de la permeabilitat de la membrana mitocondrial interna, que permet el pas
de soluts de fins a 1,5 kDa de pes molecular.

1.b.1. Conseqiiéncies de I'obertura del mPTP.

L'obertura del mPTP ha estat relacionada tradicionalment amb la disfuncié
mitocondrial ja que té com a conseqléncia l'aparici6 d’edema mitocondrial,
la dissipacié del potencial de membrana i per tant la despolaritzacié mitocondrial, la
pérdua del gradient de pH, la inhibicid de la respiracié mitocondrial, I'aturada de
la sintesis d’ATP i I'alliberacié del contingut de calci, aixi com del citocrom C i altres
factors pro-apoptotics, al citosol *°. Tots aquests efectes poden conduir a la mort

cel-lular per necrosi o apoptosi 3.

1.b.2. Estructura del mPTP.

L’estructura del porus i la seva configuracié molecular no sén ben coneguts, havent
estat objecte d'un intens debat des de fa, aproximadament, 30 anys. Actualment
existeixen dues teories principals respecte a I'estructura del porus.

El primer model proposa que el porus no esta format per una Unica proteina, sind que
consisteix en una estructura supramolecular 0 Les proteines presents en aquest
conglomerat proteic serien: la ciclofilina D (Cyp D), ubicada en la matriu mitocondrial;
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el transportador de nucleotids d’adenina (ANT), integrat a la membrana mitocondrial
interna, i el canal d’anions voltatge dependent (VDAC), localitzat en la membrana
mitocondrial externa. A part, s’han descrit altres interaccions amb moléecules
mitocondrials tals com el transportador de fosfat inorganic (PiC), proteines tals com
BHs, p53, Bax i Bcl-2, enzims com I’hexoquinasa i la creatina quinasa o bé receptors
cel-lulars com el de les benzodiazepines, entre altres **. Aquest model ha estat
desacreditat per diversos estudis en models animals knock out que han analitzat la
participacid real dels diferents candidats proposats en la estructura o en la regulaci
del mPTP. Aixi, ni ANT 42, ni VDAC 43, semblen tenir un paper estructural, encara que
ANT podria tenir un paper regulador *2. Per altra banda, I'tinica proteina del complex
descrit que tindria un paper important en 'estructura i regulacié mPTP és la Cyp D **“°.
Estudis posteriors, publicats a partir del 2013, van proposar una nova teoria, en la que
I’ATP sintasa mitocondrial seria el component estructural principal del porus *’. L’ATP
sintasa esta formada pels dominis Fq i F1. El domini Fq esta constituit per 9 polipéptids
diferents (a-g, Fs i Fg) i es troba ancorat a la membrana mitocondrial interna. Per altra
banda, la unitat F; és un domini soluble que roman en la matriu mitocondrial, i que
esta format per 5 subunitats (a, B, y, 8/OSCP i €) **.

En relacié a I'ATP sintasa hi ha dos corrents actuals de pensament. El primer postula
que el mPTP estaria format per dimers de I’ATP sintasa “®. En I'estudi citat, els autors
van integrar en bicapes lipidiques dimers purificats de I’ATP sintasa. En preséencia de
calci i altres moléecules reguladores del mPTP, I'estructura formada va ser capag de
crear un corrent eléctric equivalent al que crea I'obertura del mPTP. A més a més, es
va demostrar que la Cyp D, que com hem vist abans, si es un important integrant, o al
menys regulador, del mPTP, es troba associada a I’ATP sintasa. Concretament, aquesta
associacié sembla tenir lloc a la subunitat OSCP, sent inhibida per la preséncia de
ciclosporina A (CsA), un inhibidor de les ciclofilines d’origen flngic, amb activitat
immunosupresora. La subunitat OSCP esta involucrada en la unié de cations,
intervenint en els canvis conformacionals induits per la preséencia de calci, que
influeixen en I'obertura del mPTP .

Per altra banda, el segon corrent de pensament, iniciat amb els estudis d’Alavian al
2014, postula que el mPTP esta format per monomers de I'ATP sintasa, i més
concretament per la subunitat ¢ del domini F;. La subunitat ¢ o anell ¢, esta constituit
per 8 dominis, que formarien l'estructura de porus. En el treball original, Alavian i
col-laboradors van purificar la subunitat c i la van reconstituir en liposomes, els quals
van generar un corrent eléctric similar al produit per 'obertura del mPTP “°. Altres
estudis van demostrar que la delecié del gen codificant per la subunitat c¢ inhibeix
I'obertura del mPTP, mentre que la seva sobrexpressié incrementa la permeabilitat

. . 1
mitocondrial >***.
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1.b.3. Requlacid de I'obertura del mPTP.

L'obertura del mPTP és un procés altament regulat. L’acidosis intracel-lular la inhibeix,
mentre que concentracions elevades de calci i fosfat inorganic intracel-lular, juntament
amb una produccid augmentada d’especies reactives d’oxigen (ROS) I’afavoreix.
Aguestes sén precisament les condicions que ocorren durant l'infart de miocardi.
Durant la isquemia, el mPTP es troba tancat, principalment degut a I'acidosi present
durant aquesta fase. Es en els minuts inicials de la reperfusié quan es déna I'obertura
massiva del mPTP, comprometent la viabilitat dels cardiomiocits, provocada pels alts
nivells mitocondrials de calci i fosfat inorganic i la produccié massiva de ROS **>*. E
estreta relacié, I'obertura del mPTP promou la sortida de més calci mitocondrial

n

provocant més oscil-lacions d’aquest catié exacerbant el desenvolupament de la
hipercontractura .

La relativa contribucié de la hipercontractura i I'obertura del mPTP a la mort cel-lular
durant la reperfusié és complexa. Ambdds processos estan interrelacionats, romanent
inhibits durant la isquémia pel baix pH existent durant aquesta fase, i sent afavorits per
la seva rapida recuperacié durant la reperfusio, aixi com per les alteracions en les
concentracions de calci. De fet, la duracio de la isquémia determina de forma critica la
importancia del mPTP en el dany miocardic per reperfusié. Aixi, jugaria un paper clau
després de periodes llargs d’isquémia, mentre que seria la hipercontractura el
mecanisme de mort més important després de periodes curts >>.

2. MECANISMES ENDOGENS DE CARDIOPROTECCIO.

El teixit miocardic, juntament amb altres teixits, posseeix una serie de mecanismes
adaptatius per fer front al dany per isquémia-reperfusid. Aquests mecanismes
endogens es poden activar mitjancant la realitzacié de cicles curts d’isquémia-
reperfusid, els quals es coneixen com a maniobres de condicionament isquémic *°. En
funcié del moment en el que s’apliquin aquests episodis breus d’isquémia-reperfusié
es pot diferenciar entre el precondicionament isquemic (quan sén aplicats abans de la
isquémia letal o isquémia index) o el postcondicionament isquémic (a l'inici de la
reperfusid). Per altre banda aquesta maniobra es pot realitzar en el mateix organ que
patira I'episodi d'isquémia letal (condicionament local), o també, en un organ diferent
al que s’intenta protegir, coneixent-se, en aquest cas, com a condicionament isquémic
remot *’.

2.a. Precondicionament isquémic local.

El precondicionament isquémic és una maniobra cardioprotectora consistent en
I'aplicacio d’episodis breus d’isquémia-reperfusié previs a una isquemia perllongada i
potencialment letal.
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En la proteccié per precondicionament isquemic local (IPC) hi ha certes consideracions
temporals que s'han de tenir en compte. Primerament, una durada dels cicles
d'isquémia-reperfusié inferior als 1-2 minuts no resulta en efectes protectors *%.
Tanmateix, augmentar-ne el temps fins a 15-20 minuts tampoc resulta en cap benefici,
i de fet podria ser contraproduent *°. Per altra banda, cal tenir en compte que l'interval
de temps entre I'Gltim cicle precondicionant i I'inici de la isquémia sostinguda ha de ser
inferior a 5-15 minuts, havent-se demostrat que periodes superiors a una hora
provoquen la pérdua dels efectes cardioprotectors ®. Finalment, si la durada de la
isquemia sostinguda és superior a 2-3h, el precondicionament isquémic no té efectes

1,61
protectors *&,

2.a.1. Mecanismes d’accié de I’IPC.

Durant els ultims 30 anys, la comunitat cientifica ha realitzat una intensa activitat
investigadora al voltant dels mecanismes moleculars i cel-lulars responsables de la
proteccié per precondicionament isquémic i ha desenvolupat una hipotesi general
862 Aixi, s’ha descrit que durant el protocol d’IPC s’alliberen al
medi extracel-lular un o0 més desencadenants provinents de I'area de teixit sotmesa als

sobre els mateixos

cicles d’isquémia-reperfusid. Aquests mediadors actuen mitjangant receptors de
membrana acoblats a proteina G, amb activitat proteina quinasa, o bé de manera
independentment de receptors, conduint, en qualsevol cas, a I'activacié de multiples i
complexes cascades citosoliques ®*. Aquests cascades acaben actuant sobre un efector
final, que és el responsable ultim de la cardioproteccié.

Entre els desencadenants dependents de receptor, possiblement els maxims
reguladors de la proteccié endogena de I'lPC, destaquen I'adenosina, la bradiquinina i
els opioides. Altres mediadors neurohormonals com la noradrenalina, I'endotelina i
I'angiotensina, tindrien efectes cardioprotectors relacionats amb I'IPC principalment
quan s’administren de manera exdgena “°. L’accié de tots aquests agonistes sobre els
seus receptors provoca l'activacié de proteines G, que al seu torn, activen cascades
citosoliques de senyalitzacid, que inclouen proteines quinases amb activitat sobre
serines i treonines. A més a més, entre els desencadenants dependents de receptors
trobem també els agonistes de receptors amb activitat tirosina quinasa directa, com
els que s’activen en resposta a factors de creixement (TGF-B1) o bé a insulina. Pel que
fa a la protecciéo mediada de manera independent de receptors cal esmentar el paper

dels radicals lliures ® i del NO

, els efectes del quals depenen de la dosi:
concentracions baixes produeixen efectes protectors, mentre que quantitats elevades

tenen efectes contraproduents.

En conjunt, els diferents mediadors descrits tenen com a resultat final I'activacio de
vies citosoliques cardioprotectores, especialment les anomenades RISK (Reperfusion
Injury Salvage Kinase) i SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement). La via RISK
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(Fig. 3-A) esta formada per un grup de proteines quinases relacionades amb la
supervivencia cel-lular, les quals s'activen de manera seqliencial durant les estrategies
que desencadenen la cardioproteccié endogena. Entre les més importants hi figuren la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la proteina quinasa B (PKB o Akt), la proteina
quinasa activada per factors mitogeénics (MEK) i la quinasa regulada per senyals
extracel-lulars (ERK1/2). L'activaci6 de totes elles confereix una resposta
cardioprotectora, sobretot quan es produeix a I'inici de la reperfusié . El concepte de
la via RISK, pero, és molt més ampli, i també inclou altres quinases que medien la
cardioproteccié com la proteina quinasa C (PKC, principalment I'isoforma PKC-€) ¢/, la

% i Ja glicogen sintasa quinasa 3B (GSK-3B) *°. Per altra

proteina quinasa G (PKG)
banda, la via SAFE (Fig. 3-B) és una via citosolica que intervé en la cardioproteccid, de
forma independent de I'accié de PI3K-Akt. Aquesta cascada cel-lular es caracteritza per
la participaci6 del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) i STAT3 (Signhal Transducer and

Activator of Transcription 3) ”°.

Independentment de I'origen dels diferents mediadors i de la via activada, tots ells
acaben convergint en efectors finals comuns. Entre els candidats proposats s’han
postulat els canals de K" ATP-dependents del mitocondri (mitoKarp), aixi com la Cx43
mitocondrial "%, Tot i aixi, hem de tenir present que I'efector final principal de les
diferents cascades citosoliques pot ésser el propi mPTP, de forma que totes aquestes
vies regularien la seva obertura %,

A) B)

Adenosina
Bradiquinina
Opioides,
UCN

IGF-1 Citoquines
FGF-2 tipus IL-6

]

Fig. 3 - Principals vies
citosoliques implicades en la
cardioproteccié. A, Via RISK.
B, via SAFE. GPCR, Receptor
acoplat a proteina G; IGF-1,
Factor de creixement
insulinic de tipus 1; FGF-2,
Factor de creixement de
fibroblast 2; IL-6,
Interleuquina  6; TNF-R,
receptor del TNF.

Figura modificada de 7.

Mitocondri

Mitocondri
Via RISK Via SAFE
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2.a.2. Evidencia preclinica de I'efecte cardioprotector de I’IPC.

La primera demostracié de l'efecte cardioprotector d’aquesta estrategia va ser
reportada per Murry i col-laboradors al 1986 en un model cani. Aquest grup va
demostrar que I'aplicacio de 4 cicles de 5 minuts d'isquémia i 5 minuts de reperfusié
consecutius, previs a una oclusié de 40 minuts d’una artéria coronaria, reduia en un
75% la mida de l'infart 7. L'eficacia d'aquesta maniobra no s’ha observat tan sols al cor
sind també en altres organs i teixits incloent el fetge, retina, ronyons, muscul
esqueletic i intestins ®%. A nivell cardiac, aquesta estratégia ha estat confirmada en
diferents models experimentals, des de cardiomiocits fins a cors aillats, juntament amb
models in vivo en un gran rang d’espécies, tals com ratoli, rata, conill, gos i porc .
L’eficacia de I'IPC ha estat clarament relacionada amb la reduccié de la mida de l'infart.
Tot i aixi, diferents estudis han demostrat efectes protectors en altres variables
d’interes clinic tals com la disminucié de I'aturdiment miocardic, provocant una millora

58

de la recuperacié de la funcié cardiaca postisqueémica °, o sobre la incidéncia

d’arritmies ventriculars "%,

2.a.3. Translacid clinica de I'IPC.

Donat que el protocol d’IPC s’ha d’iniciar abans de I'aparicié d'isquémia miocardica, la
seva utilitat clinica ha estat limitada a aquells pacients sotmesos a cirurgia cardiaca en
els que I'aparicié d'isquémia és previsible. Aquest és el cas, per exemple, de pacients
sotmesos a revascularitzacié mitjangant bypass coronari > Aixi, en un estudi realitzat
en 30 pacients, sotmesos a cirurgia de bypass, l'aplicacié de cicles de
precondicionament abans de la intervencid va suposar una disminucié significativa de
I'alliberacié de troponina T a les 72 hores 78 Aixi doncs, degut a les seves limitacions
temporals, aquesta maniobra no ha estat utilitzada en altres contextos clinics com
poden ser els pacients amb SCAEST sotmesos a revascularitzaciéd percutania o
farmacologica. En qualsevol cas, la presencia d’angina preinfart s’ha associat amb
reduccions en I'alliberament de creatina quinasa i millores en la fraccié d’ejeccio en
pacients amb SCAEST ”’.

2.b. Postcondicionament isquéemic local.

A diferencia de I'IPC, en el que els cicles breus d’isquemia-reperfusio s’apliquen abans
de la isquémia perllongada o index, en el postcondicionament isquéemic local (IPoC),
aquests episodis s’efectuen just en el moment de la reperfusié. Per tal que aquesta
maniobra sigui protectora, s’han de tenir en compte certes consideracions, sent
imprescindible que la primera reoclusi6 de [lartéria coronaria es realitzi
immediatament després de l'inici de la reperfusié. De fet, s’Tha demostrat que una
demora de tan sols un minut suposa la pérdua de la proteccié enfront la mida de
I'infart “%. Un altre requisit del protocol és la durada dels cicles condicionants, els quals
s’estipulen d’una duracié d’entre 10-60 segons, repetits de 3-6 vegades .
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2.b.1. Mecanismes d’accio de I’lPoC.

Les vies de proteccidé que s’activen en resposta a la maniobra de postcondicionament
son molt similars a les anteriorment descrites per la maniobra de I'IPC. Aixi doncs,
després de I'aplicacid dels cicles curts d’IR s’alliberen una serie de mediadors, que
actuen majoritariament sobre receptors associats a proteina G, tot desencadenant
I'activacid6 de cascades citosoliques de cardioproteccié6. Aquestes es basen
principalment en les vies RISK i SAFE, i altres com la via GMPc/PKG, que a nivell dels
efectors finals intervenen en la preservacié de la funcid mitocondrial, tot reduint la
carrega de calci, I'estrés oxidatiu i inhibint I'obertura del mPTP % No obstant, s’ha
descrit que una part de la proteccié exercida per la maniobra d’IPoC pot estar
relacionada amb que es posposa la recuperacié del pH intracel-lular durant la
reperfusié, mantenint-se aixi I'acidosi intracel-lular existent durant la isquémia . De
fet, 'administracié de solucions acides durant la reperfusié té efectes beneficiosos,
reduint la mida de I'infart després d’isquémia miocardica transitoria en models de cor
aillat de rata **i de cor in situ porci 5.

2.b.2. Evidencia preclinica de I'efecte cardioprotector de I’IPoC.

La primera demostracio de I'eficacia de I'lPoC data de 2003, quan Zhao et al. va
demostrar que és possible protegir el teixit miocardic d’un episodi d’isquémia tot
interrompent la reperfusié amb diversos episodis curts d’isquémia .. En aquest estudi
es va comprovar que I'aplicacié de 3 cicles de 30 segons d’oclusio, seguits de 30 segons
de reperfusio, sobre I'artéria coronaria descendent anterior, permetia reduir la mida
de l'infart un 44% en un model cani d’oclusié transitoria in vivo. L'efectivitat de la
maniobra de postcondicionament isquémic ha estat testada en multiples models
experimentals, reduint de manera significativa la mida de I'infart en rosegadors 8%,
conills ® i porcs 2.

2.b.3. Translacio clinica de I’IPoC.

Tan sols 2 anys després del descobriment de I'lPoC, es va publicar un primer estudi
clinic pilot, incloent 38 pacients amb infart agut de miocardi sotmesos a angioplastia
primaria. En aquest estudi, I'aplicacio de la maniobra de IPoC, consistent en 4 episodis
d’'un minut d’isquémia-reperfusié, mitjancant l'inflat d’un balé d’angioplastia,
posteriorment a la col-locacié del stent miocardic, va permetre reduir de forma

86

significativa I'alliberaciéd de creatina quinasa . Des d’aquest primer estudi, altres

assajos clinics han pogut confirmar la reduccid de la mida d’infart després de I'aplicacié

8788 | ressonancia

de la maniobra de IPoC per técniques d’imatge tals com SPECT
magnética %°. Per altra banda, la maniobra també ha demostrat produir beneficis a
llarg termini. Aixi, s’ha observat que un any després de la intervencid, la maniobra de
IPoC, aplicada durant la intervencié percutania, produeix un augment del 7% en la

fraccio d’ejeccié ¥'. Tot i els treballs mencionats, altres estudis no han estat capacos de
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-92 7 s
9092 A més a mes, en

demostrar I'eficacia d’aquesta maniobra cardioprotectora
I’estudi multicentric POST (n=700), I'aplicacié de I'lPoC en pacients amb infart de
miocardi sotmesos a revascularitzacié percutania durant les primeres 12 hores des de
I'aparicié dels simptomes, no va resultar en una reduccié de la mida de l'infart ni
d’altres variables cardiaques, com la insuficiencia cardiaca 3 De manera similar,
I’estudi POSTEMI (n=272), tampoc va mostrar una reduccié de manera significativa en

la mida de 'infart en pacients sotmesos a angioplastia primaria **.

Aixi doncs, sén necessaris nous estudis per tal de confirmar I'eficacia d’aquest
tractament, i alhora determinar el millor moment per iniciar la maniobra de
condicionament (després de la predilatacié o posteriorment a la col-locacié del stent
cardiac), juntament amb la possible existéncia de microembolitzacié que pugui tenir
efectes deleteris °.

2.c. Condicionament isquémic remot.

El condicionament isquemic remot (RIC) consisteix en [I'aplicacio de cicles
condicionants en un territori distant al que pateix la isquémia index. Una de les
caracteristiques més rellevants dels protocols de RIC és que els cicles curts d’isquémia-
reperfusio es poden realitzar en una extremitat corporal, mitjancant I'accid repetida
d’un maniguet de pressid, permetent una aplicaci6 més atractiva i practica a nivell
clinic *’. Aixi doncs, estem davant d’una maniobra no invasiva, facil de realitzar en la
clinica o en el trasllat amb ambulancia, segura, econdmica, i efectiva, la qual cosa la
converteix en una estratégia prometedora per a la seva translacio a la practica clinica
en el tractament de pacients amb infart agut de miocardi *>. Pel que fa al protocol
estandard, els diferents estudis coincideixen en la realitzacié de 3-4 cicles d’isquémia i
reperfusio de 5 minuts de durada, respectivament, realitzats en la zona remota
d’eleccié ®.

Els cicles d’isquémia transitoria es poden aplicar en diferents moments temporals:
abans de la isquémia index miocardica perllongada (precondicionament isquémic
remot) **%, durant la mateixa (percondicionament isquémic remot) °’ o bé durant la

reperfusié (postcondicionament isquémic remot) %.

2.c.1. Mecanismes d’accio del RIC.

Des del descobriment de I'efecte beneficiés del RIC, s’han proposat dues teories
principals per tal d’explicar els mecanismes de transport de les senyals
cardioprotectores des del teixit condicionat fins al cor: la teoria humoral i la teoria
nerviosa. En la primera teoria, el teixit condicionat alliberaria factors humorals al
torrent sanguini, que serien transportats fins al teixit cardiac on exercirien la seva
accié. Per altra banda, la segona teoria implicaria I'activacié de fibres nervioses
sensorials en el teixit periféeric condicionat que, mitjangant un arc reflex, activarien la
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innervacié autondmica cardiaca a través del sistema nervids central *°. Un cop els

senyals arriben al cor, per qualsevol d’aquests vies, s’activen cascades citosoliques
.. . . 100,101

bastant similars a les préviament descrites per I'lPC 209201,

La teoria dels factors humorals neix a partir d’estudis que van demostrar que

I’'administracié d’efluent coronari d’un cor precondicionat confereix proteccié enfront

102 efecte

I'infart de miocardi en un altre cor sotmés a isquemia-reperfusiod
beneficids d’aquest suposat element circulant protector sembla mantenir-se fins i tot
entre especies diferents, ja que plasma sanguini huma procedent de pacients sotmesos
a cicles de RIC és capag de conferir proteccié enfront de I'infart en cors aillats de conill
103 Entre els candidats a ser el factor humoral alliberat s’inclouen diferents péptids®,
els nitrits ', alguns microRNA (com el microRNA-144)"% 106

proposat que molts d’aquests senyals humorals poden ser transportats fins al cor en

, 0 la glicina =". A més, s’ha
exosomes o vesicules extracel-lulars, que contindrien en el seu interior els mediadors

cardioprotectors, impedint la seva digestié per RNAases o bé altres enzims degradatius
107,108

Pel altra banda, la segona teoria es basa en la hipotesi que el cicles de RIC activen un
reflex neural que pot ser protector a nivell del teixit miocardic després de sometre’l a
una isquémia perllongada. La transduccié del senyal des de I'organ remot fins al cor es
transmetria, segons aquesta teoria, gracies al sistema somatosensorial, la medul-la
espinal i el sistema nerviés autonom *. Corroborant aquesta hipotesi, I'administracié

| 95,109

d’un bloquejant nerviés sensoria o bé la seccié dels nervis femoral, ciatic o

| 95110 ocasionen la pérdua de proteccié induida pel RIC

vague, o de la medul-la espina
sobre la mida de I'infart. A més, s’ha descrit que I’activacié del nervi vague, provoca la
secreci6 d’acetilcolina, que a la seva vegada estimularia I'activacio de la via eNOS i per
tant la produccié de GMPc !

activaria vies aferents sensorials que alhora activarien el nervi vague i la medul-la

. Aixi doncs, el dany local provocat per la maniobra RIC

espinal, desencadenant l'alliberacié de substancies cardioprotectores amb actuacié
sobre I'drgan cardiac *°%.

Totes dues teories no sén mutuament excloents. De fet, s’"ha demostrat que dialitzats
plasmatics obtinguts de pacients sotmesos a protocols de RIC no poden exercir efectes
cardioprotectors en cors aillats de conill, quan el plasma prové de pacients diabétics

112 , .
. A més, altres autors han suggerit que els factors

amb neuropatia periféerica
circulants produits per I'aplicacid de la maniobra de RIC a les extremitats serien
produits a nivell visceral, i que les senyals protectores serien transportades fins el desti

a través de la seva innervacié per la branca gastrica posterior del nervi vague **3.

2.c.2. Evidencia preclinica de I'efecte cardioprotector del RIC.

La primera evidencia de I'existéncia del RIC prové d’estudis realitzats per Przyklenk i
col-laboradors que van descriure, en un model cani de cor in situ, que I'aplicacié
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d’episodis breus d’isquémia transitoria en el territori d’'una artéria coronaria tenia
efectes cardioprotectors sobre el dany ocasionat per una isquemia més perllongada en
una altre artéria coronaria **. Estudis posteriors van permetre confirmar que aquesta
proteccié es manté quan els cicles d’isquemia-reperfusid transitoria s’apliquen en
teixits no cardiacs. Aixi doncs, I'aplicacié d’isquémies transitories en organs distants,
tals com el ronyd o el territori intestinal, exerceixen proteccié a nivell cardiac, tot

reduint la mida de linfart 1*>11°

. Cal destacar que estudis més recents apliquen la
maniobra de RIC en una extremitat de I'animal. L'eficacia d’aquests protocols ha estat
testada en diferents models animals, incloent tant rosegadors 117,118
propers a la clinica, com pot ser el porci ****%°. En tots ells, el condicionament remot va

reduir la mida de I'infart induit mitjangant oclusié coronaria transitoria.

com models més

2.c.3. Translacio clinica del RIC.

En la practica clinica, el precondicionament isquémic remot ha mostrat tenir efectes
beneficiosos, al reduir de manera significativa I'alliberacié de troponina T en les hores
posteriors a la cirurgia en pacients sotmesos a revascularitzacid mitjangant bypass
coronari !, Estudis posteriors incloent un major nombre de pacients (n=329) van
demostrar que, a part d’'una reduccid dels nivells de troponina | perioperativa, el
condicionament remot s’associava també amb una disminucié de la mortalitat cardiaca
i la incidencia d’esdeveniments cardiacs i cerebrovasculars adversos (MACCE), tot

122 1ot i els bons

avaluant la progressio dels pacients després d’1,5 anys de seguiment
resultats dels estudis previs, dos darrers metanalisis no van ser capacos d’identificar
una millora en la variable combinada formada per esdeveniments cardiacs adversos,
mort per multiples causes i infart de miocardi no fatal o bé aparicié d’accidents
cerebrovasculars, en pacients sotmesos a cirurgia cardiaca als que s’havia aplicat els
cicles remots precondicionants a una extremitat 224,

L'eficacia del percondicionament isquemic remot, on els episodis de RIC s’inicien
durant el periode d’oclusié coronaria, ha estat testada durant el trasllat en ambulancia
cap a I'hospital dels pacients amb infart de miocardi, tot utilitzant I'inflat i desinflat
d’'una maniguet de pressid col-locat a I'avantbra¢ dels malalts. L'aplicacié de la
maniobra RIC, juntament amb la realitzacié posterior de I'angioplastia primaria, va
millorar, en aquest estudi, la quantitat de teixit miocardic salvat, analitzat als 30 dies

de la intervencié amb la técnica de SPECT **°

. L'avaluacié dels mateixos pacients als 4
anys, va resultar en una reduccié de la variable combinada formada per taxa de
mortalitat, mida de l'infart, readmissié hospitalaria per insuficiéncia cardiaca i infart
cerebral o cardiac %, De forma similar, en I'estudi CRISP-Stent (n=192), la realitzacié
de cicles condicionants abans de I'angioplastia cardiaca va resultar en una disminucié
significativa dels nivells de troponina cardiaca, i al seguiment a 6 anys, el grup de
pacients tractat mostrava una reduccié dels esdeveniments cardiacs a llarg termini

127128 "yn altre estudi, aleatoritzat, que utilitzava el mateix protocol de RIC en pacients
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amb infart de miocardi, va demostrar una reduccié significativa de la mida de l'infart,

avaluada per ressonancia magnética als 3-6 dies **°

. Aixi, a la vista d’aquestes dades, el
percondicionament isquemic remot es postula com una terapia efectiva per reduir el
dany per isquemia-reperfusid, a més de ser no invasiva i segura i tenir un baix cost

econdmic

. En un recent assaig clinic, la realitzacié de 3 cicles condicionants en una
extremitat inferior va reduir la variable primaria combinada formada per mortalitat
d’origen cardiac i hospitalitzacid per insuficiencia cardiaca, aixi com altres variables

. . ., . ., . 131
analitzades, incloent la fracci6 d’ejeccié als 12 mesos de seguiment .

Finalment, I'eficacia del postcondicionament isquémic remot en la practica clinica és
més discutida, existint resultats contradictoris en els diferents assajos clinics. En un
dels estudis, I'aplicacié de cicles condicionants a l'inici de la reperfusid, en pacients
diagnosticats amb infart de miocardi a la regié anterior del cor, va permetre reduir
Ialliberacié de creatina quinasa 2. Per altra banda pero, altres estudis amb el mateix
protocol d’actuacié no van concloure amb una reduccié de I'alliberacié de troponina T
33 5 de la mida de l'infart **.
3.ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES FARMACOLOGIQUES ENFRONT EL DANY PER
ISQUEMIA-REPERFUSIO.

El coneixement adquirit sobre els mecanismes moleculars i cel-lulars responsables del
dany per isquémia-reperfusid i de la cardioproteccié endogena ha permes identificar
noves dianes terapeutiques d’utilitat per tal de reduir la mort cel-lular que es produeix
durant I'infart de miocardi. A continuacié es detallen tan sols aquelles estrategies que
han pogut ser testades, per la seva aplicabilitat, en pacients amb SCAEST. Altres
estratégies com la modulacié de la recuperacié del pH intracel-lular durant la

reperfusié 2>**'* |a del reticle sarcoplasmatic **, els inhibidors contractils**”**j de

20139 i als bloquejants de les “gap junctions”>*3, han mostrat ser eficaces

les proteases
en estudis experimentals, perd no han estat testades o dificilment ho seran en

pacients.

3.a. Modulacid del pH intracel-lular i de la sobrecarrega de calci citosolica durant la
reperfusio.

La sobrecarrega de calci que ocorre a l'inici de la reperfusid té diferents origens. Els
més importants, pero, involucren els canals de calci de tipus L (LTCC), els
intercanviadors NHE i NCX, la bomba SERCA del reticle sarcoplasmatic i I'activitat del

RYR, aixi com altres com el fosfolamban i el transportador mitocondrial de calci (MCU)
140
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3.a.1. Inhibicid dels LTCC.

En relacid als LTCC, la seva inhibicio amb diltiazem va reduir I'aturdiment miocardic i la
mida de I'infart de miocardic en gossos i porcs sotmesos a oclusié coronaria transitoria,

tant si la seva administracié era prévia com posterior al periode d’isquémia ****2. p

er
altre banda, el magnesi, que posseeix propietats inhibitories dels LTCC, quan
s’administra en el moment de la reperfusio, també redueix la mida de I'infart, tal i com

14319 Tanmateix, I'efectivitat descrita

s’ha demostrat en diferents espeécies animals
pels tractaments amb sulfat de magnesi podrien estar relacionats amb els seus efectes

sobre la producci6 de ROS 7%,

A nivell clinic, s’"han realitzat pocs estudis amb inhibidors dels LTCC en pacients amb
infart agut de miocardi. Aixi, I'administracié intracoronaria, a I'inici de la reperfusio, de
nisoldipina (n=36) **i I'administracié intravenosa de diltiazem (n=90), prévia a la
reperfusiémitjancant trombolisi
reduir el pic de creatina quinasa, efectes associats amb una reduccié de la mida de

0, va millorar la funcié del ventricle esquerre i va

I'infart. Tot i aixi, I'estudi DATA (n=59) no va confirmar la disminucié dels marcadors
cardiacs, utilitzant també una solucid intravenosa de diltiazem, administrada
simultaniament amb la trombolisi en pacients amb SCAEST®™.

L'aplicacié del magnesi a nivell de la practica clinica ha donant lloc a resultats
discordants. L'estudi LIMIT-2 (n=2316) va demostrar que I'administracié de MgSQO,
previa a la reperfusié, reduia la mortalitat als 28 dies, tot i mostrar una alliberacié
d’enzims cardiacs similar a la del grup tractat amb placebo **>. No obstant, els estudis
ISIS-4 (n=58050) *** i MAGIC (n=6213) *** no van observar cap benefici en la taxa de
mortalitat en els pacients tractats amb magnesi, i a més a més, van denotar un

augment en la incidéncia d’hipotensid i de insuficiéncia cardiaca *°.

3.a.2. Inhibicié del NHE.

La utilitzacio d’inhibidors de I'intercanviador NHE tals com I'amilorida (primer inhibidor
descrit), la zoniporida, i altres més selectius com la cariporida (HOE 642) i I'eniporida
16 permet retardar la normalitzacié del pH durant la reperfusié, disminuint també la
sobrecarrega intracel-lular de Na" i Ca* i les conseqiiéncies posteriors. Tot i aixi, la
cardioproteccié exercida per aquests inhibidors sembla ser que tan sols s’obté quan

137158 De fet, I'Gs de cariporida pot

I’'administracié és prévia al periode d’isquémia
tenir un cert efecte anti-isqueémic, ja que la seva administracié abans de la isquéemia va
permetre retardar I'aparicié del rigor i reduir la mida de I'infart en cors aillats de rata,
efectes possiblement relacionats amb una preservacié del gradient de protons
mitocondrial i dels nivells cel-lulars d’ATP, degut a una possible inhibici6 del NHE

. .1
mitocondrial **°.
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En vista dels resultats positius obtinguts en diferents models experimentals, alguns
investigadors van prendre la decisié de testar la utilitat dels inhibidors del NHEen
pacients amb infart agut de miocardi. Un dels primers treballs va ser un petit estudi
multicéntric (n=100) que va mostrar que lI'administracié de cariporida abans de la
reperfusido augmentava la fraccié d’ejeccio, millorava alguns indexs de funcio cardiaca,
i reduia I'alliberament d’enzims cardiacs (CK, CK-MB, i LDH) en pacients amb infart agut
de miocardi sotmesos a reperfusié coronaria mitjancant angioplastia **°. Aquests bons
resultats, van promoure altres assajos clinics incloent un major nombre de pacients. El
major d’ells, I'estudi GUARDIAN (n=11.590) va resultar neutre, no observant-se canvis
en la incidencia de mort o d’infart de miocardi als 36 dies de seguiment, en pacients
amb angina inestable, infart de miocardi sense elevacid del segment ST, o pacients
d’alt risc, sotmesos a revascularitzacié percutania o quirdrgica, tractats, entre 15
minuts i 12 hores abans d’aquesta, amb placebo o tres dosis diferents de cariporida .
Ara bé, en aquest assaig, el subgrup de pacients sotmesos a cirurgia de
revascularitzacié coronaria (CABG) i tractats amb la concentracié més alta del farmac
(120 mg) va mostrar una reduccié significativa del risc relatiu de mort o infart **%.
Desafortunadament, I'estudi I'EXPEDITION (n=5.761), realitzat en pacients sotmesos a
cirurgia CABG, va mostrar un augment en la mortalitat, associat a un increment en la
incidéncia d'esdeveniments cerebrovasculars, en el grup tractat amb cariporida, tot i
que el tractament va reduir la incidencia d’infart de miocardi *®. La utilitzaci6 d’altres
inhibidors del NHE, com I'eniporida, testada en I'estudi ESCAMI (n=1.389), no va limitar
la mida de l'infart ni millorar les variables cliniques, quan s’administrava durant la
reperfusio, en pacients amb infart de miocardi amb elevacié del segment ST sotmesos
a fibrinolisi o angioplastia primaria, tot i que si que es va comprovar que el tractament,
a nivell farmacologic, era segur *©.

En conjunt, les diferencies d’efectivitat observades en els diferents assaigs clinics,
semblen estar relacionades amb la pauta temporal d’administracié, observant-se
eficacia si I'inhibidor s’administrava abans de la isquémia, fet que ja s’havia posat de

. . 158,1
manifest en els models experimentals %64

3.a.3. Inhibicid del NCX.

La inhibicio de I'intercanviador NCX ha estat un dels abordatges més estudiats per tal
de reduir la sobrecarrega citosolica de calci que es produeix a l'inici de la reperfusid.
Aixi, la utilitzacié d’inhibidors selectius, com el KB-R7943, que inhibeix el mode revers
de l'intercanviador durant la reperfusid, va permetre reduir la mida de l'infart, la taxa
d’hipercontractura cel-lular i les oscil-lacions de calci en cardiomiocits aillats, cors

165-168

aillats de rata i en el model de cor porci in situ . Altres estudis van demostrar

I'eficacia de la inhibicié de I'intercanviador NCX enfront I'aparicié d'arritmies, tant en

166

cors aillats de conill amb administracié previa a la isquémia de KB-R7943 ~°°, com amb

altres inhibidors, com SEA-0400, donat abans i després de la oclusid, en el mateix
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1 *% 6 com CGP-37157 administrat préviament a la isquémia en un model

170

model anima
de cor porci in situ

Desafortunadament, els estudis clinics relacionats amb la inhibicid del NCX no han
donat lloc a resultats positius, en part degut a la manca de farmacs apropiats per a ser
utilitzats en pacients. L'assaig CASTEMI (n=387) va testar I'administracié del caldaret,
un modulador del calci cardiac que inhibeix la forma reversa de I'intercanviador NCX i
possiblement I'entrada de calci al reticle sarcoplasmatic. L'administracié de caldaret,
prévia a I'obertura de l'arteria mitjangant angioplastia primaria, no va mostrar cap
eficacia enfront a la mida de linfart ni va millorar la fraccié d’ejeccic %
Posteriorment, I'estudi EVOLVE (n=141) amb les mateixes condicions d’estudi, i
utilitzant el mateix farmac, va confirmar la falta d’eficacia del mateix per tal de reduir

la mida de infart i de millorar la funcié del ventricle esquerre *’2.
3.b. Inhibidors del mPTP.

Tenint en compte el paper fonamental del mPTP en el dany per isquémia-reperfusio,
diferents estudis han centrat el seu interés en trobar agents farmacologics per tal
d’evitar la seva obertura i la conseqiient mort cel-lular.

La ciclosporina A va ser un dels primers inhibidors del porus de transicid mitocondrial
descrits. Es tracta d'un peptid lipofilic ciclic, d’origen flngic, actualment utilitzat a la
clinica com a immunosupressor per a reduir el risc de rebuig posterior a un

173 La CsA té una alta afinitat per les ciclofilines, proteines

transplantament d’un organ
amb activitat enzimatica peptidil-prolil isomerasa, la qual és essencial pel bon
plegament de les proteines in vivo. La seva activitat immunosupressora és deu a la
unié entre CsA i ciclofilina A, inhibint la calcineurina, una fosfatasa dependent de calci i
calmodulina que regula la resposta immunitaria *’*. ’actuacié de la CsA sobre la
inhibicié de I'obertura del mPTP esta relacionada amb la seva interaccié amb la Cyp D,
una isoforma mitocondrial. Segons el que s'ha esmentat en capitols anteriors, la Cyp D
podria modular la funcionalitat del mPTP *7>.

El primer estudi que va demostrar un efecte cardioprotector de la CsA enfront del dany
per isquémia-reperfusio es va realitzar en cardiomiocits aillats de rata sotmesos a un
episodi d’isquemia-reperfusio simulada. En aquest estudi es va observar una reduccié
en la mort cel-lular quan les cel-lules eren tractades amb una concentracié d'entre 200
i 400 nM de CsA 8. A nivell in vivo, el primer estudi es va realitzar en un model
d’oclusié d’una arteria coronaria en rata, el qual va permetre demostrar que el
pretractament amb CsA reduia la incidencia d’arritmies ventriculars, efecte associat
amb una disminucié en els nivells plasmatics de lactat deshidrogenasa i creatina

177

quinasa, tot indicant una millora en la supervivéncia cel-lular ~**. Altres estudis van

observar una millora en la funcié ventricular postisquémia i un augment en el

contingut d’ATP en un model de cor aillat de rata *’%.
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Donat que en els pacients amb SCAEST no és possible realitzar cap pretractament,
I'ideal és administrar qualsevol droga, incloent la CsA, en el moment de la reperfusio.
De fet, és en els primers minuts d'aquesta quan es produeix I'obertura del mPTP. Aixi,
estudis subsegilients van administrar la CsA durant els minuts inicials de la restauracié
del flux. Aquests treballs van demostrar que I'administracid de CsA a l'inici de la

., . . . . 17 1 181
reperfusié redueix la mida de I'infart en cors aillats de rata *”°, conill ¥, ratoli ** i porc

182

Al mateix temps, s'ha demostrat que la inhibicié del mPTP en mostres de teixit huma
és també eficag. D’aquesta manera, mostres de teixit auricular de pacients que havien
estat sotmesos a cirurgia de bypass coronari, tractades amb CsA, van tenir menys

necrosi que les mostres control, després de periodes d'isquemia-reperfusié simulada
183,184

Un altre farmac efectiu per a reduir I'obertura del mPTP és la sangliferina A (SfA), una
droga que també inhibeix la Cyp D mitocondrial sense afectar I'activitat de la
calcineurina. L'administracié de SfA a I'inici de la reperfusid va ser capag de reduir la
mida de I'infart en cors aillats de rata sotmesos a isquémia transitoria 2%, Aquest
efecte protector pero, es perd si 'administracié es posposava fins els 15 minuts de la
reperfusio, indicant la importancia d’intervenir en els primers instants d’aquesta.
L'eficacia de la SfA també s'ha demostrat en cardiomiocits aillats obtinguts a partir de
mostres auriculars de pacients sotmesos a cirurgia cardiaca 183,

Actualment es troben en fase d’estudi altres farmacs amb capacitat inhibitoria de
I’obertura del mPTP. Es el cas de I'inhibidor TRO4303, el qual, en un model d’oclusié
coronaria in vivo en rata, va limitar la mida de l'infart, efecte associat amb inhibicié de
I'obertura del mPTP en cardiomiocits aillats, perd no en preparacions de mitocondris

aillats *®°. Tot i aixi, la seva utilitzacié en un model clinicament més rellevant com el
model d’oclusié transitoria en porc no va ser capag de reduir de manera significativa la

mida de I'infart %,

L'eficacia de la CsA ha estat testada en pacients amb SCAEST. Aixi, un primer assaig
pilot (n=58) va demostrar que l'administracid6 de CsA en aquests pacients reduia la
mida de I'infart quan s’administrava en el moment de la reperfusié **’. En el seguiment
d’aquests pacients als 6 mesos, es va comprovar que la reduccio de l'infart persistia i, a
més a més, existia una menor progressié cap a remodelat advers del ventricle esquerre
188 Malauradament, un estudi multicentric randomitzat posterior, de fase ll, I'assaig
CYCLE (n=410), no va poder demostrar canvis en la fraccié d’ejeccid ni en la mida de
I'infart, determinada pels nivells de troponina T i la resolucié del segment ST, en
pacients amb infart tractats de forma intravenosa amb CsA en el moment de la
reperfusio **. De forma similar, 'estudi multicéntric CIRCUS (n=970), que va analitzar

els efectes de I"'administracid intravenosa de CsA en pacients amb SCAEST sotmesos a
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intervencié percutania tampoc va poder demostrar una reduccid en la variable
combinada de mort, rehospitalitzacio per insuficiéncia cardiaca o remodelat advers del
ventricle esquerre a l'any de seguiment . Per altre banda, en I'assaig clinic
MITOCARE (n=163), 'administracié de TRO4303 per via intravenosa, abans de realitzar
el cateterisme percutani, no va ser capag¢ de reduir la mida de l'infart o produir una

191 . s
91 La falta d’eficacia del tractament en els darrers

millorar en la funcié cardiaca
treballs, comparada amb la que tenia en els estudis experimentals i la que va tenir en
el primer estudi clinic, pot ser deguda a la inclusié de pacients amb infarts previs, al fet
que la taxa d’aspiracié de trombus en aquests darrers estudis fou superior a la de
I'estudi pilot, o bé a que la CsA utilitzada estava diluida en un vehicle lipidic que podia

afectar a la funcionalitat del mPTP i la respiracié mitocondrial **>%.
3.c. Modulacié de cascades citosoliques de cardioproteccid.

Des del descobriment de les maniobres de condicionament isquémic *° se sap que al
cardiomiocit existeixen una serie de mecanismes endogens de cardioproteccié, que
consisteixen en l'activacié seqiiencial d’'una serie quinases citosoliques, que son les
responsables d'activar els efectors finals responsables de la proteccié. Entre aquestes
vies destaquen les cascades RISK o bé la GMPc/PKG (Fig. 4). Totes elles poden ser
activades de forma exogena mitjangant diferents farmacs, tant de forma depenent,
com independent de receptors.

3.c.1. Via RISK.

La via RISK pot ser activada de forma depenent de receptors de membrana, a través de
la seva interacci6 amb agonistes especifics. Aquests inclouen I'adenosina i altres
agonistes del seu receptor, la bradiquinina, els opioides i la insulina®. Aixi, diferents
estudis han demostrat el paper cardioprotector de I'adenosina, administrada a l'inici
de la reperfusio, tot reduint la mida de I'infart, tant en models de cor aillat de rata
sotmesos a isquémia-reperfusié ***, com en models d'oclusié coronaria transitoria in
vivo en conills ®*. Per altra banda, la bradiquina, administrada després de la isquémia,
també va ser capag de reduir la mida de I'infart en models de cor aillat de ratoli **°.
Respecte als opioids, també han demostrat la seva eficacia en la reduccié de l'infart
quan eren administrats intravenosament, previament a la reperfusié, en un model
d'oclusié coronaria in vivo en rata **’. Finalment, I'efecte cardioprotector de la insulina
ha estat demostrat en cardiomiocits neonatals de rata tractats durant el periode de
reoxigenacié %8, aixi com en models de cor aillat de rata sotmesos a isquémia-

199 200

reperfusio ~°, i en models d’isquémia transitoria in vivo en rata =, on la seva

administracié a l'inici de la reperfusid va ser capag de reduir la mort cel-lular.

Diferents assajos clinics han testat I'efecte de I'adenosina intravenosa en pacients amb
infart agut de miocardi. Aixi, I'estudi AMISTAD (n=236) va investigar els efectes a llarg
termini de la infusid intravenosa d’adenosina, juntament amb lidocaina, en pacients
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. . . see 201
amb infart de miocardi que eren sotmesos a tractament trombolitic %

. En aquest
estudi, tot i que no va haver benefici en las variables cliniques, es va observar una
reduccio significativa en la mida de l'infart, especialment en aquells pacients amb
infart en la regid anterior. De forma similar, en un estudi en 54 pacients,
I'administracié intracoronaria d'un bolus d'adenosina va reduir la incidéncia de “no-
reflow” i va millorar la funcié cardiaca, efectes associats amb disminucions en la
mortalitat i millora en les variables cliniques *®. Estudis posteriors pero, tals com
'’ADMIRE (n=311) %, ATTACC (n=608) *** i TAMISTAD-II (n=2118) *®, no van ser
capagos de confirmar I'efecte beneficids de I'adenosina, ni sobre els nivells d’enzims
cardiacs alliberats, ni sobre la funcié cardiaca o sobre altres criteris clinics. Tan sols
I'estudi AMISTAD-II, va suggerir un efecte positiu en pacients amb infart de miocardi
en la regidé anterior a la dosi major emprada. Malauradament, I'estudi més recent
PROMISE (n=201), amb administracid intracoronaria d'adenosina, tampoc va ser capag
de demostrar una reduccid en la mida de l'infart en el global de pacients, encara que si
va poder-se observar benefici en un subgrup preespecificat de pacients en els que la

durada de la isquémia havia estat inferior a 200 minuts 2%

.Adiad'avui,ialavistadela
controversia existent, I'adenosina no s'utilitza de forma rutinaria en la practica clinica

per a reduir la mida de l'infart.

Per altre banda, la via RISK pot ser activada de forma independent de receptor. Les
estatines, farmacs comunament utilitzats per a reduir la concentracié de colesterol en
sang, han demostrat exercir un efecte cardioprotector quan sén administrades durant
la reperfusié 2. Aquest efecte, ha estat relacionat amb activacié de la via PI3K-Akt
(RISK) i amb fosforilacié d’eNOS (enzim que sintetitza NO, isoforma endotelial) 208

A la practica clinica, I'efecte beneficidos de les estatines ha estat testat en varis assajos
clinics amb resultants contradictoris en funcié de la dosis i I'estatina triada. En I'estudi
ARMYDA (n=153) el pretractament amb atorvastatina en pacients amb sindrome
coronari agut sotmesos a intervencionisme coronari va reduir el dany miocardic,

mesurat com a alliberacié de creatina quinasa °%

. De forma similar, en I'estudi
NAPLES-Il (n=668) també es va observar que el pretractament amb atorvastatina
reduia la incidéncia d'infart després del procediment percutani, amb reduccié en els
nivells de creatina quinasa 2'°. Paral-lelament I'estudi ARMYDA-ACS (n=171) (Patti et
al.,, 2007) va demostrar que inclds el tractament a curt termini amb atorvastatina
millorava les variables cliniques i reduia I'alliberacié de CK i troponina | en pacients
amb sindrome coronari agut. Altres estudisperd, no van ser capagos de confirmar
I'efecte beneficids del tractament amb atorvastatina, sense que existissin diferencies
en Ialliberacié de CK ni de troponina | %,

L'efecte les estatines sobre el dany per isquémia-reperfusié ha estat extensament
investigat en multiples assajos clinics, perd I'Gs generalitzat d’aquesta familia de

farmacs en el tractament de pacients amb patologia cardiovascular fa dificil la
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interpretacid dels resultats dels estudis en els que el farmac s'ha utilitzat com a

tractament per a reduir el dany miocardi postinfart 2*%.

3.c.2. Via GMPc/PKG.

La tercera via que intervé en algunes estrategies de cardioproteccid, i que pot ser
modulada farmacologicament, és la via GMPc/PKG (Fig. 4). A efectes generals, s’ha
demostrat la implicacié d’aquesta via en la recuperacié del pH intracel-lular i la
contractilitat durant la reperfusio, en les oscil-lacions del calci intracel-lular i en la

213 E| GMPc és el derivat ciclic del nucleotid trisfosfat

modulacié de I'activitat del mPTP
GTP, que pot ser sintetitzat, al cardiomiocit, tant per la guanilat ciclasa soluble (sGC),
com per la particulada o unida a membrana (pGC). L'activitat de la sGC requereix la
presencia d’oxid nitric(NO)endogen, sintetitzat per la sintasa d’oxid nitric (NOS). Per
altre banda, la pGC és un enzim estructural de la membrana plasmatica que s’activa en
preséncia dels peéptids natriurétics ANP (péptid natriurétic atrial) i BNP (péptid

natriurétic cerebral) ***

. Les dos vies de sintesi de GMPc, convergeixen en |'activacio
posterior de la PKG que sera la responsable d’actuar sobre els efectors finals de la
cardioproteccié. La regulacié de la via es basa en la modulacié de la sintesis de GMPc,
0 bé de la seva degradacié via I'activitat hidrolitica de les fosfodiesterases (PDE) 2%,
De forma experimental, una aproximacié per tal d’estimular aquesta via ha estat
promovent |'activacié de la guanilat ciclasa soluble mitjangant I'administracié indirecta
de NO. Aixi doncs, s'ha demostrat que I'administracié de L-arginina (el substrat que
utilitza la NOS), provoca una reduccié de la mida de l'infart en un model d'oclusié
coronaria transitoria en porcs 2*°. Efectes similars s’han descrit amb la utilitzacié de
nitrats o nitrits, els quals generen NO, en un model muri d’oclusié transitoria 216,217
Una altre temptativa és actuar sobre la pGC, mitjangant I'administracié de péptids
natriurétics. L’administracié de BNP, iniciada 5 minuts després del periode d’isquemia,
en un model d’oclusié transitoria en rata, va ser capac de reduir la mida de I'infart 2%,
Per altra banda, en un model porci d’oclusid coronaria transitoria, 'administracio a
Iinici de la reperfusié d’urodilatina, un péptid natriuretic, va reduir la mida de I'infart
218,219
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En I'entorn clinic, I'administracié intravenosa o intracoronaria de péptids natriuretics
en el moment de l'angioplastia primaria, ha permes millorar la funcié cardiaca
postinfart al mes de la intervencié 22 i als sis mesos 22, efectes associats amb reduccié
del remodelat advers del ventricle esquerre i de la incidencia d’arritmies ventriculars.
Gracies a aquests resultats prometedors inicials, es va dur a terme I'estudi multicéentric
J-WIND-ANP (n=1216), el qual va testar I'eficacia de I'administracié intravenosa d'ANP
en pacients amb infart agut de miocardi sotmesos a terapia de reperfusid. En aquest
estudi, el tractament amb ANP va promoure una menor alliberacié de CK i un
increment en la fraccié d’ejeccié del ventricle esquerre *22. Sén necessaris nous estudis
amb un major volum de pacients per tal de confirmar |'efecte beneficids dels péptids
natriurétics.

3.d. Modulacié del metabolisme cardiac.

El cor té la capacitat de metabolitzar diferents tipus de substrats, incloent glucosa i
acids grassos. El metabolisme de la glucosa, per la via de la glicolisis, produeix 38
moléecules d’ATP per mol de substrat. Per contra, la degradacié d’acids grassos
produeix més energia (129 molécules d’ATP/ per mol de substrat), perd amb un major

22 . . .z 7 .
3. En condicions normals, el substrat d’eleccidé del cor sén els acids

consum d’oxigen
grassos circulants. Ara bé, en condicions isquémiques, desplagar el metabolisme
cardiac cap al consum de glucosa podria ser beneficids, degut a la menor disponibilitat
d’oxigen existent durant aquesta fase, per tal de perllongar la sintesis d’ATP i reduir el

dany per isquemia-reperfusio.

Entre les principals estrategies per a redirigir el metabolisme del miocardi cap al
consum de glucosa destaquen I'administracid de la solucié GIK (glucosa-insulina-
potassi) i 'administracié d’agonistes del receptor del péptid GLP-1 (péptid similar al
glucago tipus 1).

3.d.1. GIK.

A principis del segle XXI van aparéixer els primers estudis que relacionaven
I’'administracié de glucosa i insulina, de manera separada o conjunta, amb efectes

beneficiosos sobre la funcid cardiaca i la incidencia d’arritmies en diferents patologies
224 Tot i aixi, no va ser fins al 1962, quan Sodi-Pallarés i col-laboradors van demostrar
que la utilitzacid d'una solucié que combinava glucosa, insulina i potassi millorava els

225

signes electrocardiografics en pacients amb infart de miocardi . De fet, la solucié

GIK, administrada en pacients amb infart agut de miocardi, va mostrar-se util per a

reduir la incidéncia d’arritmies durant el periode d’isquemia i va permetre augmentar

226

la fosforilacié oxidativa en el teixit isquémic “~°. Aquests efectes electrofisiologics es

van atribuir amb I’entrada de potassi en els cardiomiocits, i a que la insulina promovia

la captacid i el consum preferent de glucosa per part de la cél-lula 27?%,
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Estudis posteriors en un model cani d’oclusié coronaria permanent van permetre
demostrar que I'administraciéo de GIK, comencada 30 minuts després de l'inici de la
isquemia, reduia I'extensié de I'area necrotica 29 per altre banda, altres estudis van
observar que la interferéncia metabolica mitjancant I'administracié d'una solucié de
glucosa-insulina en un model d’oclusi6 coronaria en conill reduia la taxa
d'hipercontractura *°. Les accions protectores de la solucié GIK, s’han associat amb

231, amb una millora de

una reduccié dels nivells d'acids grassos lliures en plasma
I'estat energétic del miocardi 232, i amb un augment en la taxa de glicolisi i de I'is de la
glucosa com a metabolit d’eleccié **3, suggerint, per tant, un desplacament en el
metabolisme energéetic cardiac. Tot i aixi, els mecanismes protectors no estan del tot
clars. A més a més, han sorgit estudis contradictoris, en els quals 'administracié de GIK
no va ser capag de reduir la mida de l'infart, com en un estudi en un model d’oclusié
coronaria transitoria in vivo en conill %, Aquesta disparitat entre els resultats dels
diferents estudis pot venir donada per les diferents concentracions d’insulina
utilitzades, pel moment d’administracié de la solucid i per la via d’infusié escollida, tot

dificultant la correcta interpretacio dels resultats 2*°.

Certs autors han postulat que la insulina seria la principal responsable de la proteccié

200,236

exercida per la solucié GIK . En aquesta linia, en un model de cor aillat de rata

sotmes a isquémia transitoria, I'administracié Gnicament d’insulina en el moment de la

19 Efectes

reperfusié va permetre reduir de manera significativa la mida de l'infart
similars s'han demostrat en altres models animals d'isquémia miocardica i reperfusid,
com els de cor in situ de gos i conill 2272%8, 'efecte protector de la insulina pot explicar-
se, a més a més de pels efectes metabolics descrits anteriorment, per la seva capacitat
d’activar diferents cascades citosoliques de cardioproteccio, al interactuar amb els
seus receptors. Aixi, s’ha descrit que la insulina activa la via RISK, ja que la unié amb el
seu receptor de membrana promou la seva activitat tirosina quinasa, conduint a
I'activacié de la via PI3K/Akt **°

estudi més recent en porcs, en el que l'efecte beneficidés de la solucié de GIK front

. Aquest efecte dual de la GIK s'ha confirmat en un

I'infart de miocardi s'ha associat tant amb modulacié del metabolisme energétic
cardiac, estudiat mitjan¢ant ressonancia magnetica nuclear, com amb l|’activacio de la
via RISK, amb una major fosforilacié d’Akt i d’eNOS *%°.

A nivell clinic, el tractament amb GIK ha estat objecte de diferents assajos en pacients
amb infart agut de miocardi sotmesos a revascularitzacié coronaria. L'estudi ECLA
(n=407) va demostrar una reduccié en la mortalitat dels pacients sotmesos a una
infusié de GIK durant les 10 hores posteriors als simptomes cardiacs **°. Tot i aixi, la
revascularitzacié coronaria tan sols va ser possible en el 60% dels pacients, sent més
freqient en el subgrup que rebia GIK, fet que podria haver afectat la correcta

241
, no va trobar

interpretacié dels resultats. Per contra, I'estudi Pol-GIK (n=954)
diferéncies en la mortalitat ni en la incidéncia d'esdeveniments cardiacs. De manera

similar, els estudis GIPS (n=940) %*? i REVIVAL (n=312) ?** tampoc van poder demostrar
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la suposada eficacia protectora del tractament amb GIK. Posteriorment, en un
metanalisi realitzat en 4992 pacients, es va poder detectar una reduccido en la
mortalitat hospitalaria, quan la terapia amb GIK era administrada en altes dosis a l'inici
de la reperfusi6. Decebedorament, en el posterior assaig GIPS-Il (n=889) **,
I’'administracié de GIK no va ser capag de reduir la mortalitat ni I'alliberacié d’enzims
cardiacs, en pacients sense simptomes d’insuficiéncia cardiaca, igual que va passar en
I'estudi CREATE-ECLA, que incloia un major nombre de pacients (n=20.201) >*°.

Tot i els resultats negatius de molts dels assajos previs, el més recent estudi
IMMEDIATE (n=871) va incorporar diferéncies qualitatives en la pauta i en el temps
d’administracié del tractament amb GIK que poden ser importants per la seva eficacia
2% En aquest assaig, els pacients sospitosos de patir un infart de miocardi van rebre la
solucié de GIK durant el trasllat amb ambulancia i fins arribar a I’hospital, reduint-se
aixi el retard temporal en Iaplicacio del tractament. Amb aquest protocol, el
tractament amb GIK si va ser eficag, reduint de manera significativa la variable
composta mortalitat hospitalaria i parada cardiaca. A més a més, en un subgrup de
pacients on es va poder quantificar la mida de I'infart, aquesta va ser inferior en el

247

grup tractat amb GIK “*'. Malgrat tot, la terapia amb GIK segueix sent controvertida i

no és utilitzada de forma habitual a la practica clinica.
3.d.2. GLP-1.

Una altra molécula candidata per a reduir el dany per reperfusid, tot modulant el
metabolisme miocardic, és el GLP-1. Aquesta moléecula, és una hormona de tipus
incretina, alliberada al torrent sanguini per les cel-lules L de l'intesti prim i gruixut en

resposta a la ingesta alimentaria **

. Degut a les seves accions insulinomimétiques,
insulinotropiques i glucagonostatiques intervé en l'augment de la glucémia
postpandrial, estimulant I'alliberacié d’insulina dependent de glucosa i inhibint la
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secrecié de glucagd “*. Aixi doncs, es tracta d'una hormona que participa en el

manteniment de ’"homeostasi de la glucosa en I'organisme.

L'Us d'agonistes del receptor de GLP-1 es va centrar, inicialment, en el tractament de la

2 . T \ . o e e
* Tot i aixi, i malgrat una certa controversia inicial, sembla

diabetis mellitus tipus 2
que, a nivell cardiac, els agonistes de GLP-1 tenen efectes directes sobre el cor,
relacionats amb la preséncia del seu receptor (GLP-1R), tant en les quatre cavitats

251 .. . ,
>l La seva activitat a nivell cardiac ha

cardiaques, com en la vasculatura circumdant
estat relacionada amb el control de la freqiiencia cardiaca, la millora de I'eficiéncia
energetica durant la isquemia i 'activacié de vies citosoliques de cardioproteccid,
entre les quals destaquen la via PI3K/Akt, juntament amb la cascada de senyalitzacié

del GMP¢ %2233,

L'efecte del GLP-1 sobre el dany per isquémia-reperfusid ha estat testat en diferents
models animals. Aixi, en cors aillats de rata sotmesos a protocols d’isquémia-
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reperfusio, I'administracié de GLP-1 prévia a la isquémia va millorar la funcié cardiaca i
I"absorcié de glucosa durant la reperfusié posterior 2**, efectes associats amb una

255,2 . ,
55256 Altres estudis també van demostrar un efecte

reduccio en la mida de l'infart
beneficids sobre I'aturdiment miocardic en un model clinicament més rellevant com és

.z ) ey e . . 2
el d’oclusié coronaria transitoria in vivo en gossos .

Tot i els bons resultats, cal remarcar que el GLP-1 és un peptid amb una vida mitja
curta, inferior a 2 minuts, ja que es degradat de manera natural per I'enzim dipeptidil-
peptidasa 4 (DPP-4) 3. Per a solucionar aquest problema, s’han desenvolupat una
serie d'agonistes del receptor GLP-1R més resistents a la degradacié per DPP-4.
L'administracié d’aquests agonistes en models animals d'infart de miocardi ha donat
lloc a resultats positius en quan a millorar la funcié cardiaca postisquemia, la captacio
de glucosa i en reduir la mida de l'infart. Aixi, I'albiglutida, administrada de manera
prévia a la isquémia en un model d’oclusié coronaria transitoria in vivo en rata, va
reduir la mida de I'infart, efecte associat amb una millora de la funcid cardiaca i dels
parametres energetics 2°%. Per altra banda, I'administracié d’exenatida en el moment
de la reperfusié en un model porci d’oclusié coronaria transitoria va ser capag de
reduir la mida de linfart ****°% de millorar la funcié cardiaca postisquémica 2*°.
L'efecte beneficids de I'exenatida en el model porci s'ha associat amb la modulacié del
metabolisme energetic cardiac, fet demostrat amb estudis de ressonancia magnética

120 A més a més, I'efectivitat dels agonistes de GLP-1 s’estén més enlla de la

nuclear
fase aguda de I'infart. D’aquesta manera, I'administracié, dos dies després de l'infart,
d’exendina-4, en un model d’oclusié coronaria in vivo en ratoli, va reduir la fibrosis i el

260 Aquest efecte antifibrotic dels agonistes

remodelat postinfart a les dues setmanes
del receptor del GLP-1 s'ha relacionat amb un augment dels nivells d'AMPc en els

teixits miocardics de ratoli després de I'infart 2%,

A nivell clinic, la infusid intravenosa d’exenatida durant la reperfusié va ser capag de
reduir la mida de I'infart en pacients amb infart agut de miocardi (n=172) sotmesos a

262264 De forma similar, 'administracié d’aquest mateix agonista

angioplastia primaria
dels receptors GLP-1, tant per via subcutania com intravenosa, també va ser efectiva
reduint la mida de l'infart i millorant la funcié del ventricle esquerre en el mateix tipus
de pacients 2®>. Per contra, I'estudi EXAMI (n=39), tot i confirmar que I'administracié
intravenosa d’exenatida era farmacologicament segura, tants sols va poder observar
una tendencia no significativa a la reduccié de la mida de l'infart en pacients sotmesos
a revascularitzacié coronaria percutania 6 De la mateixa manera, un estudi recent,
incloent 191 pacients amb infart de miocardi sotmesos a intervencié percutania, en els
que l'exenatida era administrada previament a la intervencié, tampoc va poder
demostrar una disminucié significativa de la mida de Iinfart *®. Degut a aquests
resultats contradictoris, la terapia amb agonistes GLP-1 no ha estat inclosa, de

moment, com coadjuvant a la de reperfusié en la practica clinica habitual.
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3.e. Metoprolol.

Una altre alternativa farmacologica amb efectes positius sobre el dany per isquémia-
reperfusido ha estat el beta-bloquejant metoprolol. Aixi, recentment s'ha demostrat
que I'administracié intravenosa de metoprolol, prévia al moment de la reperfusid, en
un model porci d’oclusié coronaria transitoria, és capa¢ de reduir de manera

267

significativa la mida de I'infart ~°’. Els mecanismes d’accié d’aquest farmac estan sent

investigats i semblen que s’estenen més enlla dels seus efectes sobre les variables

268,2 .
68,269 pe fet, en un estudi recent,

hemodinamiques i el consum d’oxigen del miocardi
s'ha suggerit que l'efecte protector del metoprolol sobre la mida de l'infart pot ser
degut a les seves accions sobre els neutrofils, inhibint la seva migracid i la seva
20 En estreta relacid, I'assaig clinic METOCARD-CNIC

(n=270) va demostrar que I"administracio intravenosa de metoprolol, realitzada durant

interaccid amb les plaquetes

el trasllat en ambulancia, en pacients amb simptomes d'infart de miocardi de menys
de 6 hores d'evolucié sotmesos a angioplastia primaria, permetia reduir la mida de
I'infart, quantificat per ressonancia magnetica nuclear, i la progressio cap a remodelat
ventricular advers, efectes associats amb preservacié de la funcié del ventricle
esquerre i disminucié de la taxa de rehospitalitzacié per insuficiéncia cardiaca 2’**’2
Desafortunadament, en I'estudi clinic més recent EARLY-BAMI (n=683) el tractament
amb metoprolol intravends no es va poder associar amb una reduccié en la mida de
I'infart, encara que si amb una disminucié en la incidencia d’arritmies malignes durant
la fase aguda, en una cohort menys restrictiva de pacients, en la que s’incloien malalts

23 A la vista d'aquesta

fins a 12 hores després de l'inici de la simptomatologia
discrepancia, son necessaris nous estudis aleatoritzats per tal de confirmar o
desmentir |'eficacia del metoprolol. De fet, I'assaig clinic de fase 3 MOVE ON!, que es
troba en periode de reclutament, investigara els efectes del tractament sobre la
mortalitat i la taxa d'insuficiencia cardiaca durant la hospitalitzaciéo dels pacients

. 2
seleccionats 2%°.

4. PAPER DELS ROS EN EL DANY PER ISQUEMIA-REPERFUSIO.

Com es despren dels capitols anteriors, el coneixement adquirit sobre els mecanismes
del dany per isquemia-reperfusio i dels mecanismes endogens de proteccioé ha permes
proposar diverses estratégies terapeutiques per tal de reduir la mida de l'infart. Moltes
d'aquestes estrategies han donat lloc a resultats experimentals prometedors. Malgrat
aquests avencos, la translacié a la practica clinica de moltes d'aquestes terapies ha
estat descoratjadora i tan sols un petit nombre d'assajos clinics han demostrat tenir
benefici en pacients amb infart agut de miocardi sotmesos a revascularitzacid
coronaria. Per aquest motiu, el dany per isquémia-reperfusié és encara avui en dia una
diana orfe, i és necessari seguir investigant per descobrir noves estrategies
terapéutiques capaces de millorar el pronostic d'aquests pacients. Una d'aquestes
estrategies pot ser, sens dubte, actuar sobre la produccié de ROS, que s'alliberen en
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grans quantitats durant els minuts inicials de la reperfusid i que juguen un paper clau
en la mort cel-lular que es produeix durant aquesta fase.Entre les espécies més
reactives trobem el peroxid d’hidrogen (H,0;), I'idé superoxid (O,) i el radical hidroxil
(OH’). A més a més, la reaccid entre I'i6 superoxid i I'oxid nitric (NO) pot donar lloc a
I’anié peroxinitrit (ONOO).

L’estres oxidatiu provoca diferents efectes en I'estructura cel-lular, tals com canvis en
I’estructura del DNA, i modificacions en proteines i lipids, juntament amb I'activacid de
factors de transcripcié i citoquines implicades en vies pro i antiinflamatories 7%, A
nivell del DNA una de les modificacions més comuns és la formacié de 8-oxo-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG), la qual pot provocar mutagénesis *’> o produir afectacions a
nivell epigenétic, alterant la metilacié dels promotors de cert gens, sobretot en les illes
CpG (regions riques en citosina i ghuanosina) 2’®. Per altra banda, la integritat de la
membrana cel-lular es veu afectada per la peroxidacid lipidica, la qual produeix
aldehids insaturats, malondialdehid (MDA) 2”7 i altres metabolits amb efectes citotoxics
i mutagenics, a més a més d’alterar-se I'anclatge de receptors i enzims a la propia
membrana *’%. A nivell proteic, els radicals oxidants poden provocar fragmentacié de
les propies cadenes polipeptidiques, alteracié de la carrega electrica de les proteines,
encreuaments de diferents proteines, o oxidacié d’aminoacids especifics. Tot aixo
resulta en un augment de la susceptibilitat a la proteolisis, i la degradacié de les
proteines afectades per proteases especifiques *’°
comuns és l'oxidacié de residus de cisteina i metionina, provocant canvis

. Una de les modificacions més

conformacionals, mal plegament de la proteina i per tant desencadenant un mal
. 280

funcionament i la seva degradacio
Un dels efectes més nocius dels ROS, pero, és l'obertura del mPTP. La massiva
produccié de ROS que ocorre a l'inici de la reperfusié és un dels principals factors que
afavoreixen, junt amb I'elevacid dels nivells de calci i la rapida recuperacié del pH
citosolic, entre altres, I'obertura del porus. Com préviament s’ha descrit, I'obertura del
mPTP ha estat proposada com un dels principals mecanismes del dany cel-lular que
ocorre durant un episodi d’isquemia-reperfusio, ja que condueix a l'aparicié d’edema
mitocondrial, disfuncié de I'organul, ruptura de la membrana mitocondrial externa i a
la mort cel-lular 2.

La importancia dels ROS en el dany per isquémia-reperfusid ha fet que hagin estat
considerats com una diana terapeutica interesant per tal de reduir la mida de l'infart.
En aquest sentit, s’"han emprat, com veurem més endavant, dues estrategies diferents:
promoure |’eliminacié o degradacio dels ROS produits, mitjangant I'is d’antioxidants, o
bé reduir-ne la produccié massiva durant els minuts inicials de la restauracio del flux.
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4.a. Fonts de ROS a nivell cardiac.

L'estres oxidatiu que ocorre en una cél-lula ve donat per un desequilibri entre la
generacio de ROS i un sistema de detoxificacio insuficient, provocant una acumulacié
nociva de radicals oxidants. A nivell miocardic els ROS poden tenir multiples origens.
Existeixen una serie de fonts no enzimatiques, com la mioglobina i ’"hemoglobina,
queaugmenten les seves concentracions després d’un episodi d’isquémia-reperfusio,
per la qual cosa han estat postulades com un possible mediador de I'estrés oxidatiu?®.
Tot i aixi, la majoria dels estudis han atribuit 'augment de ROS que ocorre després
d’un episodi d’isquémia miocardic a una varietat d'enzims que sén capagos de produir
derivats de I'oxigen, com el superoxid i el peroxid d’hidrogen. Els enzims més estudiats
per explicar la rapida produccié de ROS al miocardi reperfundit sén les xantines
oxidoreductases, les NADPH oxidases, la NOS, i el conjunt de reaccions que es donen

en la cadena de transport mitocondrial %2

. Aquestes darreres, com veurem més
endavant, sén les principals responsables de I'elevada produccié de ROS durant els

minuts inicials de la reperfusid.

4.a.1. Xantines oxidoreductases.

Les xantines oxidoreductases (XOR), son enzims de la via de les purines, que
catabolitzen la reaccié d’hidroxilacié de la hipoxantina a acid uric (Fig. 5). Existeixen
dos isoformes interconvertibles, les xantines oxidases (XO), les quals utilitzen oxigen
com a acceptor d’electrons i les xantines deshidrogenases (XDH), les quals utilitzen
NAD" i sén la forma predominant en condicions fisiologiques *®*. Durant la isquémia, i
com a resultat de la degradacié de I'ATP, es produeix un acumul tissular d'hipoxantina.
Durant la reperfusié, amb la recuperacié dels nivells d’oxigen, les XOR actuen sobre
aquest acumul, produint xantina i acid Uric, i generant, com a subproducte de la
reaccié, O,. Aquests radicals poden interaccionar amb altres molécules d’oxigen,
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produint H,0,i OH?®, 0 bé amb NO, produint peroxinitrit °**, podent estar relacionats

amb efectes sobre la resposta immunitaria i inflamatoria.

ATP
|
ADP
i
e AMP
P} L
3 - . .
g | Adenosina Fig. 5 — Funcionament de les XOR
Inosina durant la isquémia-reperfusio.
XOR XOR i 281
v Hipoxantina m Xantina m Acid tric MOdIflcada de
0, 0y 0, (&%
Reperfusio

Per tal d’estudiar la implicacié dels enzims XOR en la produccié de ROS després d’un
episodi d’isquémia-reperfusié s’han utilitzat diferents inhibidors com I'allopurinol i
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I'oxipurinol (la seva forma activa), o el febuxostat, els quals han donat lloc a resultats
contradictoris. Aixi doncs, trobem alguns estudis positius, en els que els inhibidors
esmentats han estat capacos de reduir la mida de I'infart *® o la progressié cap a
insuficiencia cardiaca 2®, perd també altres que no van poder demostrar una reduccié
significativa de la mida de l'infart . Per altra banda, I'administracié cronica de
febuxostat, en un model d’oclusié coronaria en conill, va permetre millorar la funcié
ventricular quan la droga era administrada rapidament després de I'inici de la isquémia
288 A nivell clinic, i malgrat els escassos estudis en models animals, s’ha realitzat una
gran varietat d’assajos clinics que van analitzar I'eficacia de diferents inhibidors de les

XOR en pacients amb infart agut de miocardi %
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. Tot i aixi, la conclusid d’un metanalisis
recent no ha estat favorable “~. Una possible explicacio de la ineficacia dels inhibidors
de les XOR esta relacionada amb I'administracié de I'allopurinol a dosis massa altes.
Aguestes drogues a concentracions elevades, en comptes d’actuar com un antioxidant,

es comporten tot el contrari, promovent un estat pro-oxidatiu 20

4.a.2. NAPDH oxidases.

Les NADPH oxidases (NOX) també han estat extensament estudiades com a enzims
productors de ROS després d’un episodi d’isquemia-reperfusio. La familia d’enzims
NOXs esta composada per 7 membres, Nox1-Nox5, que produeixen superoxid, i les
oxidases duals Duox1 i Duox2, que juntament amb Nox4 produeixen H,0, (Fig. 6) ***.
Les diferents isoformes presenten diferents patrons d’expressidé en els teixit
cardiovasculars. En particular, Nox1 s’expressa en cel-lules endotelials, cél-lules de
muscul llis i cardiomiocits, mentre que Nox2 també es troba present en fibroblast
cardiacs i leucocits i Nox4 s’expressa majoritariament en cardiomiocits >°%. La
implicacido de les NOXs en el dany oxidatiu per isquemia-reperfusio esta basat en
I'augment observat de I'activitat i expressid d’aquests enzims en teixits postisquemics
23 tot produint un augment marcat de ROS, que provocaran efectes citotoxics
incloent peroxidacio lipidica, obertura del mPTP i activacié de la resposta inflamatoria.
Per altra banda, en la fase post-reperfusio, I'activitat de les NOXs s’ha relacionat amb
modulacio de les vies de proliferacio i diferenciacio cel-lular, les quals son necessaries

. . 282,294
per la progressié cap a remodelat cardiac 2822

Fig. 6 — Estructura i funcionament

general dels enzims NOX. Extret de
295

Per tal d'estudiar el paper d'aquests enzims en el dany per isquemia-reperfusid, s’han
utilitzat inhibidors com I'apocinina, la qual interfereix amb la translocacié a membrana
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de certes subunitats dels propis enzims, o bé el difeniliodonium, una flavoproteina

inhibitoria que afecta la capacitat que tenen les NOXs per transportar electrons 222 L

a
utilitzacié d’aquests inhibidors ha permeés reduir la peroxidacié lipidica i la mort
cel-lular en linies cel-lulars H9c2 sotmeses a protocols d'isquemia-reperfusié simulada

296297 Tot i aixi, cal interpretar aquests resultats amb cautela donat que els inhibidors

. , - . . . 298,2!
citats no son totalment especifics i podrien tenir altres efectes 2%%2%

. Per altra banda,
també s’han utilitzat models murins de delecié genética de les diferents oxidases,
conduint a una reduccié significativa de la mida de I'infart en cors aillats de ratoli 2. A
nivell cardiac, I'isoforma Nox2 sembla la més implicada en la progressio de I'infart de

282, 1 . .z .
82300301 Fotudis recents s’han centrat en la delecié de certes subunitats

miocardi
d’aquesta isoforma, com per exemple la p47phox, la qual va permetre reduir la
fibrosis i millorar la funcié del ventricle esquerre en un model muri d’oclusié coronaria
282298 A part de les estratégies citades, actualment s’esta investigant la creacié de
peptids inhibitoris selectius per les diferents isoformes, els quals poden ser més

adequats per I's en assajos clinics amb pacients 2**.
4.a.3. NOS.

Existeixen quatre isoformes de I'enzim NOS, la NOS neuronal (nNOS), I'endotelial
(eNOS), la induible (iNOS) i la NOS mitocondrial. Totes elles, encara que presents en
diferents localitzacions cel-lulars i activades en diferents circumstancies, catalitzen la
transformacié de L-arginina a L-citrulina fins a 'obtencié de NO (Fig. 7) 3%
s’ha definit com un mediador amb poder antioxidant i que pot desencadenar funcions

. L’oxid nitric

antinflamatories *%2. No obstant, durant un episodi d’isquémia, I’enzim pot trobar-se
desacoblat respecte als seus cofactors o substrats, situacié en la que I'oxigen reduit de
I’'oxidacio de I'arginina és alliberat en forma de superoxid. A nivell estructural, 'enzim
esta format per un domini amb activitat oxidasa, el qual conté un grup hemo i
tetrahidrobiopterina (BH4), i un domini amb activitat reductasa, que conté FAD i FMN
que s’uneixen al NADPH. La molécula BH4 actua com un cofactor de la reaccid i la seva
concentracié és un factor limitant per la produccié de NO i per la propia regulacié de
I’enzim. Durant la reperfusio, el dany oxidatiu pot provocar una disminucié en la
concentracié util d’aquest cofactor, desencadenant un mal funcionament de I'enzim,
disminuint l'oxidacié d’arginina i augmentant |'activitat desacoblant de I'enzim,

originant-se, per tant, 0,°%

. Diferents estudis han avaluat la capacitat protectora de
I'administracié externa de BH4. En models d’oclusié coronaria en rata i porc,
I'administracié intravenosa de BH4, previa a la isquémia, va permetre reduir de
manera significativa la mida de l'infart 3043%  pe manera similar, I'administracié del
mateix cofactor, préviament a la realitzacid de I'oclusié coronaria en un model de rata,
va permetre detectar una reduccié en les dimensions del ventricle esquerre i una
preservacio de la funcid cardiaca, efectes associats amb una millora de I'activitat de

NOS 306
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En darrer terme, cal tenir en compte que el O, pot reaccionar amb el NO i formar

307 Les

ONOQO/, sent un dels principals radicals que produeixen dany nitroxidatiu
especies reactives de nitrogen (RNS) actuen sobre diferents dianes moleculars, podent
modular la respiracié mitocondrial a partir de la nitracié dels complexes | i IV de la

308

cadena de transport mitocondrial (CTE) ™, o bé afectant a diferents cascades que

intervenen com a mediadors de la fibrosi cardiaca %.

N-hidroxi-L-arginina ——=—+ L-citrulina + NO Fig_ 7 — Reaccid genera| de
N\ ) a NOS.

NADPH+ 0O, NADP*+H,0 NADPH+0, NADP*+H,0O

L-arginina

4.a.4. Els mitocondris com a font de ROS.

Els mitocondris sén organuls summament actius en el teixit cardiac, i han estat definits
com la font primaria responsable de la produccié de ROS en el miocardi durant la
reperfusio. De fet, és durant la fosforilacid oxidativa on es produeixen la majoria
d'aquestes espeécies reactives, havent-se descrit més d’11 emplagaments diferents dins
la CTE on es poden formar 22,

La cadena de transport electronic esta formada per un conjunt de complexes proteics
(complex I - 1V), inserits en la membrana mitocondrial interna, i acoblats a una série de
transportadors d’electrons mobils (coenzim Q i citocrom c). Per tal d’iniciar el
mecanisme de la respiracié mitocondrial, es requereix |'existeéncia de poder reductor,
el qual s’obté del NADH i del FADH,. Ambdds promouen el transport i entrada
d’electrons en la CTE, a través dels complexes | i Il, respectivament. Seguidament els
electrons viatgen a través dels diferents complexes i cofactors mobils fins possibilitar la
produccié d’ATP per part de I’ATP sintasa *** (Fig. 8).

En realitat, els diferents complexes mitocondrials es troben organitzats en
supercomplexes o respirosomes, permetent unions estructurals i funcionals entre
ellsper tal de facilitar el millor acoblament electronic, reduint la pérdua d’electrons. En
condicions fisiologiques, els electrons que entren en la CTE sén conduits fins a la
citocrom c oxidasa (complex 1V), on s’obté aigua a partir de la reduccié de I'oxigen.
S’ha observat que la integritat i manteniment de I'estructura dels complexes es
dependent de la cardiolipina, un fosfolipid present en I'estructura de la membrana

. . . 282
interna mitocondrial 2.

Durant la reperfusié, I'elevat estat oxidatiu indueix la
peroxidacio i oxidacié de la cardiolipina, provocant la dissociacié del complex IV de la
resta del respirosoma, disminuint I'activitat energética i conduint a disfuncio

. . 282
mitocondrial “°~.

Mitjancant la utilitzacié d’inhibidors selectius de cadascun dels complexes

mitocondrials, s’ha pogut demostrar que els complexes | i lll son els majors productors

282

d’especies reactives d’oxigen “°°. Els ROS produits pel complex | sén alliberats a la
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matriu mitocondrial, mentre que el complex Il els allibera a I'espai intermembrana
majoritariament, tot i que també ho pot fer a la matriu mitocondrial >'°. El complex |
conté flavinmononucleotids (FMN), que son els responsables d’acceptar els electrons
del NADH, i de traspassar-los a proteines que contenen nuclis ferro-sofre fins arribar al
coenzim Q. La produccié de ROS es pot produir en el domini d’unié entre NADH i FMN
(domini Ig), o bé en el lloc d’unié de la quinona, afavorida per I'elevada forca protd

282 Respecte a la produccié de ROS per part del

motriu i una produccid baixa d’ATP
complex I, esta relacionada amb certs dominis del coenzim Q, quan aquest es troba

altament reduit **.

Espai intermembrana

S— i ADP ATP
Matriu mitocondrial

Fig. 8 — Estructura de la CTE amb els diferents complexes. Representacié dels
diferents llocs de produccié ROS i punts d’entrada de les moléecules amb poder
reductor. Modificada de 2.

Alguns estudis recents han postulat que el complex Il també pot tenir un paper en la

312313 Aquest complex esta format

produccié de ROS durant la reperfusié miocardica
per I'enzim succinat deshidrogenasa que alhora participa en el cicle de Krebs,
catalitzant I'oxidacié de succinat a fumarat. La produccio de radicals per part d’aquest
complex ha estat relacionada amb el domini Q, de la ubiquinona i amb la possible
existéncia d’una transferéncia reversa d’electrons (RET) cap el complex | 3%, Per que
aquesta pugui ocorre, el coenzim Q ha d’estar reduit, de tal manera que els electrons
no poden avancar cap al complex lll, i sén obligats a retrocedir cap al complex |, el qual

314,315

sera |"Ultim responsable de produir I'increment en la produccié de ROS . Aquest

mecanisme ha estat relacionat amb nivells elevats de forca protdé motriu, a més d’un
estat altament reduit del coenzim Q 336,

Un altre factor a tenir en compte en la produccid de ROS per part dels diferents
complexes és la seva regulacid. Aixi, s’ha observat que existeixen multiples dominis
que sén potencialment fosforilables 3*°. Per exemple la 8PKC i la PKA, ambdues actives
durant la reperfusio, podent fosforilar al complex IV i afectar la seva activitat, fet

. . s e 16,317
associat amb un augment en la produccié de superoxid 3237,
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En condicions fisiologiques, el mitocondri compta amb un sistema antioxidant endogen
que s’encarrega de controlar i degradar I'excés de ROS. La superoxid dismutasa (SOD)
mitocondrial s’encarrega de transformar el O, fins a H,0, mentre la glutatid
peroxidasa el descompon a aigua. Aquest sistema enzimatic necessita pel seu correcte
funcionament una ratio NADPH/NADP® elevada, juntament amb una forca protd
motriu constant. Aquests requisits energetics no es compleixen després d’un episodi
d'isquémia, la qual cosa provoca que el sistema antioxidant mitocondrial no sigui capacg
d’eliminar I'alt nivell de ROS produits 3.

A part de la CTE, altres enzims mitocondrials també es troben involucrats en la
produccié ROS. Per exemple, la monoamina oxidasa, un enzim relacionat amb la
degradacié de diferents neurotransmissors, i localitzat a la membrana mitocondrial
externa, produeix H,0,, havent-se demostrat que la seva inhibici6 farmacologica
millora el dany per reperfusié . Per altra banda, la piruvat deshidrogenasa i 'a-
cetoglutarat deshidrogenasa es troben involucrades en el manteniment de la ratio
NADH/NADP+31°'319'321, mentre que alguns enzims del cicle de Krebs, com I'aconitasa,
s’han utilitzat com a marcador d’estrés oxidatiu *°.

4.b. Resposta cel-lular a la produccié de ROS.

Les cél-lules cardiaques compten amb un sistema antioxidant endogen, que serveix per
a detoxificar els radicals produits durant la reduccié de I'oxigen en el metabolisme

aerdbic 3%,

Aquest sistema detoxificant, el qual s’ha anat desenvolupant i
perfeccionant durant I’evolucid, es troba principalment al mitocondri i al citosol
cel-lular. Dins del mateix s’inclouen els enzims detoxificants, amb activitat antioxidant,
com la SOD, la peroxiredoxina o la catalasa, que son els encarregats de la degradacié
directa dels ROS. A més, molecules com el glutatié o la glutatio peroxidasa redueixen
de manera indirecta els nivells de radicals oxidants. Ara bé, durant el dany per
isquemia-reperfusiod existeix un mal funcionament i una péerdua d’aquests sistemes
protectors cap al fluid extracel-lular, que seran rentats durant la reperfusié. Aquests
fets provoquen una resposta inefica¢ del sistema, el qual no pot fer front al brusc

augment de ROS produits durant la restauracio del flux sanguini.

No obstant, la resposta cel-lular sera molt diferent en funcié dels nivells de ROS
produits. Aixi, s’ha descrit que nivells baixos poden actuar com molecules de
senyalitzacié involucrades en funcions fisiologiques tals com el creixement cel-lular, la
fosforilacié proteica o la migracié cel-lular, a més a més de participar en maniobres
cardioprotectores com el precondicionament isquémic 32, Per contra, nivells alts s’han
associat a dany cel-lular. Per aquest motiu, existeix una extensa recerca centrada en la
reduccio de les concentracions exagerades de ROS produides durant la reperfusid i que
son culpables d’accionar les rutes d’inflamacié i de condicionar i promoure
mecanismes de mort cel-lular 3.
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Aguesta recerca s’ha centrat en dues estrategies diferents: promoure la degradacié
dels radicals un cop formats, amb molécules antioxidants o enzims detoxificants, o per
altra banda, inhibir directament la seva produccié.

4.c. Estratégies terapeutiques de detoxificacio dels ROS.

Diferents molécules amb activitat antioxidant han estat utilitzades per tal de reduir
I’excés de ROS produits durant la reperfusid i per tant el dany associat a aquesta fase.
Entre elles, destaquen, per un costat, els antioxidants enzimatics, que degraden els
radicals oxidants, primer fins a H,0,, i després fins a aigua. Entre els enzims
antioxidants trobem la catalasa, la SOD i la glutatid peroxidasa, necessitant, tots ells,
de la preséncia de diferents cofactors, tals com coure, zinc, o magnesi. Per altra banda,
també s’han emprat antioxidants no enzimatics, de baix pes molecular, incloent les
vitamines C i E, els derivats polifenolics i els carotenoides. Tots ells neutralitzen els
efectes dels ROS, al segrestar-los i disminuir-ne la seva reactivitat a partir de I'oxidacié
del propi compost antioxidant >%°.

Mentre que a nivell experimental, I'estratégia d’eliminar els ROS produits s’ha associat,
en general, a efectes beneficiosos 326 |3 utilitzacié d’antioxidants a la practica clinica ha
donat lloc a resultats clarament contradictoris. En una revisié dels assajos clinics
realitzats en pacients amb malaltia cardiovascular que van rebre suplementacié amb
antioxidants es va posar de manifest que existeixen una bona seleccié d’estudis tant
amb resultats positius, en quant a reduccié de mortalitat o d’infart de miocardi, com
amb resultats neutres o inclus amb efectes contraproduents, amb un augment en la
mortalitat o d’ictus hemorragic **’. En conseqiiéncia, aquesta estratégia no s’ha estés a
la practica clinica habitual.

Entre els antioxidants no enzimatics, de baix pes molecular, un dels més utilitzats ha
estat I’acid ascorbic o vitamina C. El seu mecanisme d’accié sembla ser el segrest
directe dels ROS. En qualsevol cas, també s’ha postulat que podria modular la
transcripcié i expressi6 de NADPH oxidasa i augmentar la sintesi d’eNOS, reduint,

328330 A més, I'ascorbat, juntament amb el

conseqientment, la formacié de ROS
glutatid, eviten l'oxidacid de lipids, proteines i DNA, protegint per tant la seva
estructura i funcid. A la practica clinica, I'administracié d’ascorbat previ a I'angioplastia
primaria, en pacients amb infart de miocardi, va permetre millorar la fraccié d’ejeccio
als 2-3 mesos, tot i no observar-se canvis en la mida de l'infart 381,332

L'ascorbat requereix glutatié per a desenvolupar la seva activitat antioxidant. Per
aquest motiu, la n-acetilcisteina, un conegut donador de glutatid, pot tenir efectes
sinérgics amb I'ascorbat 333, A part de ser un precursor de la sintesis del glutati, la n-
acetilcisteina pot tenir també activitat antioxidant per se, ja que pot actuar com a

quelant d’ions metal-lics, com el ferro, el qual pot provocar peroxidacié lipidica >**.
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En un estudi recent realitzat en un model d’isquemia-reperfusid en rata,
I’'administracid de n-acetilcisteina, iniciada 30 minuts abans de l'oclusié coronaria, i
mantinguda durant les 2 hores de reperfusio, va ser capac de reduir la mida de l'infart i
de recuperar els nivells de glutatid, en comparaci6 amb el grup control .
Desafortunadament, a nivell clinic, I'administracié de n-acetilcisteina prévia a la
realitzacié d’angioplastia primaria en pacients amb infart agut de miocardi, encara que
va reduir I'estrés oxidatiu %, no va mostrar cap efecte sobre la mida i progressié de
I'infart. Per contra pero, al recent estudi NACIAM, I'administracié conjunta de n-
acetilcisteina i nitroglicerina, un donador de NO, si que va mostrar efectes

cardioprotectors, tot reduint la mida de I'infart i I'alliberaci6 de creatina quinasa **’.

Respecte als quelants de ferro, el més utilitzat ha estat la deferoxamina. Estudis en
models d’oclusid coronaria transitoria en conills i gossos van demostrar el seu efecte

338340 A nivell clinic, la infusié de deferoxamina

beneficids, reduint la mida de l'infart
en pacients sotmesos a cirurgia de bypass coronari va permetre reduir I'aturdiment
miocardic i augmentar la fraccié d’ejeccié ***. En pacients amb infart agut de miocardi,
I’'administracié de deferoxamina previament a la realitzacié de I'angioplastia coronaria
va exercir un efecte protector, tot reduint els nivells de ferro i els marcadors de
2 Una

estratégia terapéutica que podria ser interessant analitzar seria la combinacié de

peroxidacio lipidica, pero sense produir una reduccié en la mida de l'infart

deferoxamina amb vitamina C, ja que s’ha descrit que redueix la incidéencia d’arritmies
durant la reperfusié >*.

Altres antioxidants exogens utilitzats han estat la vitamina E, majoritariament com el
seu derivat a-tocoferol, el qual ha estat altament relacionat amb una reduccié de la

peroxidacié lipidica >*, els carotenoides com el B-caroté, i el VitaePro (compost de

345

diferents carotenoides) Finalment, també la melatonina, una hormona que

controla el ritme circadia, ha estat proposada com un nou agent antioxidant. S’ha
comprovat que la melatonina es troba en altes concentracions en els mitocondris, on
pot detoxificar els ROS, estimulant I'activitat d’altres moléecules antioxidantso inhibint
la capacitat pro-oxidant d’altres enzims >*¢3%

Respecte als antioxidants enzimatics d’alt pes molecular, existeixen dades a nivell
experimental que confirmen la seva efectivitat. Aixi, I'administracié de la forma
recombinant humana de SOD, en el moment de la reperfusid, va permetre millorar la
funcié ventricular, tant en cors aillats i perfundits de conills, sotmesos a 30 minuts

348

d’isquemia global seguida de reperfusid **°, com en un model in vivo d’oclusié

349, efectes associats amb una disminucié en la

coronaria transitoria en conill
produccié de ROS. Estudis posteriors van poder constatar una reduccid en la mida de
I'infart, quan el tractament era administrat a I'inici de la reperfusié en un model cani

350

d’oclusié coronariain vivo Degut als bons resultats obtinguts en models

experimentals, alguns autors van decidir testar la seva eficacia en pacients amb infart
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agut de miocardi transmural, sotmesos a angioplastia primaria. Malauradament, en
aquest estudi multicéntric i doble-cec (n=61), 'administracié de la forma recombinant
humana de SOD no va millorar ni la funcié regional del ventricle esquerre al seguiment,
ni altres parametres hemodinamics ***.

Un nou enfocament esta constituit per I'Us d’antioxidants especifics per al mitocondri.
Un d’ell és el MitoQ, una moléecula de tipus ubiquinol que en la seva estructura conté
un catid lipofilic trifenilfosfoni (TPP) que dirigeix la seva actuacié a aquest organul **%.
La seva eficacia cardioprotectora es va demostrar en cors aillats de rata sotmesos a
isquemia-reperfusio, en el que els animals van ser tractats durant els 14 dies previs al
sacrifici. Els cors dels animals tractats amb MitoQ van presentar una menor alliberacié
de lactat deshidrogenasa, indicant una reduccié en el dany cel-lular, efecte associat
amb una millor recuperacié funcional durant la reperfusié i menor disrupcié de la

| 353, ’eficacia del MitoQ ha estat testada més recentment en un

funcié mitocondria
model muri de transplantament cardiac heterotopic, demostrant-se que la seva
administracié abans de la preservacié en fred del cor redueix els nivells de troponina I,

efecte associat amb una menor produccié de ROS ***

. Un altre antioxidant especific del
mitocondri és el farmac Bendavia (SS31), un peéptid que pot travessar tant la
membrana plasmatica com la mitocondrial, reduint la produccié de ROS i I'obertura del
mPTP **°. La seva eficacia ha estat testada en mdltiples models animals: rosegadors,

356-358

porcs, conills i ovelles . A més a més, el farmac SS31 esta sent objecte d’un assaig

clinic de fase 2, pendent de finalitzacié **°.

Com s’ha comentat abans, I'existeéncia de dades contradictories a nivell clinic ha fet
que l'estratégia terapéutica d’eliminacié dels ROS no hagi tingut, pel moment,
repercussié a la practica medica habitual. Es per aquest motiu que, en la recerca de
noves dianes, s’ha proposat actuar abans de que els ROS es sintetitzin, principalment
buscant estrategies encaminades a reduir la seva produccié a nivell de la CTE.

4.d. Inhibicié de la CTE com a estrategia cardioprotectora enfront el dany miocardic
per reperfusio.

La segona estratégia per a reduir I'excessiu estrés oxidatiu que ocorre a l'inici de la
reperfusio és inhibir directament la producciéo de ROS. Com s’ha comentat abans, el
dany oxidatiu que ocorre a l'inici de la reperfusid esta relacionat amb una produccid
massiva de ROS, i amb un mal funcionament del sistemes de detoxificacié. En el
miocardi reperfundit, el principal responsable d’aquesta produccié massiva de radicals
son els mitocondris, relacionat amb un mal funcionament de la CTE i a I'elevada taxa
de transferencia d’electrons que té lloc en el miocardi. Aixi doncs, la modulacié del
funcionament o la inhibicid de I'activitat de la CTE s’ha establert com una possible
estrategia cardioprotectora per a disminuir la produccié de radicals oxidants i, per tant,
el dany per isquémia-reperfusio.
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Tal com s’ha esmentat anteriorment, els complexes | i lll han estat descrits com els
majors productors de ROS en el miocardi reperfundit, contenint cadascun d’ells varis

310,311,360362 | rastudi del paper dels diferents

llocs estructurals on es poden produir
complexes en el dany per reperfusié i en la produccié massiva de ROS durant aquesta
fase s’ha realitzat amb I'administracié d’inhibidors selectius, permetent entendre la

localitzacié i I'origen dels radicals oxidants.

Respecte al complex | s’ha descrit que I'administracié de rotenona, un inhibidor
irreversible del mateix, permet reduir la produccié de ROS en mitocondris aillats *** i
mantenir la viabilitat cel-lular en un model de cardiomiocits sotmesos a isquémia
simulada sense reperfusié >3, A més a més, I'aplicacié de rotenona en un model de cor
aillat de conill just abans de I'inici de la isquémia va ser capag de reduir la produccié de

34 Tot i aixi, el fet que aquest inhibidor sigui

ROS i I'alliberacié de citocrom c
irreversible ha limitat la seva aplicacié durant la reperfusid. En aquest sentit, la
utilitzacié d’un inhibidor reversible com I"'amobarbital va significar un gran avang,
permetent reprendre el metabolisme oxidatiu de la CTE durant la reperfusio.
L'amobarbital és un agent anestésic de tipus barbituric, de curta durada, que
competeix pel domini d’unié de la rotenona, en la transicio dels electrons des de les
proteines ferro-sofre a la ubiquinona, de manera reversible. Aixi, I'administracié
d’amobarbital a l'inici de la isquémia, en un model de cor aillat de rata sotmés a
isquémia-reperfusid, va permetre reduir la mida de l'infart, efecte associat amb una
millora de les taxes de respiracié mitocondrial i una reduccié de I'alliberacié de

362,365

citocrom c en preparacions de mitocondris aillats . Per altra banda, el tractament

durant la reperfusié va millorar la contractilitat cardiaca en cors aillats de conill **® i de

367

rata >, i va ser capac de reduir la mida de l'infart i la produccié de ROS en cors aillats

de rata sotmesos a isquémia-reperfusié .

Esta descrit que el complex | pot adoptar dos conformacions, la no activa, durant la

369

isquemia, i l'activa, durant la reperfusid El canvi entre aquests estats esta

relacionat amb una modificacid de tipus s-nitrosacid en el residu de la cisteina 39

370 Aquest residu no

(localitzada al domini ND3, encarregat del bombeig de protons)
es troba accessible de forma normal, pero durant la isquemia, la inactivacié del
complex | provoca la seva exposicid. La reperfusid ocasiona, per contra, la rapida
reactivacié del complex i la produccié de ROS. El que resulta d’interés des del punt de
vista terapeutic és que la preséncia d’espéecies s-nitrosants durant la reperfusio fixa el
complex en l'estat inactiu, a I'interaccionar amb la cisteina 39, i inhibeix la produccié
de ROS **°. Per tant, aquesta modificacié reversible pot esdevenir una diana
farmacologica d’interes per inhibir la reactivacié del complex | durant la reperfusio i
d’aquesta manera limitar la produccié de ROS *’!. En aquest sentit, el Mito-SNO (S-
nitrosotiol), una molécula de nova sintesi, dirigida per actuar en el mitocondri al
contenir en la seva estructura I'anell TPP, permet modificar i s-nitrosar la cisteina 39.
De fet, en un model muri d’oclusié coronaria in vivo s’ha demostrat que I'administracié
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de Mito-SNO a l'inici de la reperfusio redueix la mida de I'infart de miocardi, mesurada
a les 24 hores de I'oclusié coronaria, i millora la funcié ventricular i la fibrosis als 28

. 369,370 369
dies .

, efectes associats amb una reduccié de la produccié de ROS
El complex Ill, anomenat citocrom c-reductasa, s’encarrega de |'oxidacié del coenzim Q
utilitzant el citocrom ¢ com a acceptor d’electrons 3’2, A més, participa de manera
activa en les diferents reaccions que intervenen en el cicle de la ubiquinona (cicle Q), i
alhora intervé en el manteniment del potencial de membrana mitocondrial mitjancant
I"extrusié de protons des de la matriu. Es el segon complex de la CTE que té la taxa de
produccié de ROS més alta, ja que en la seva estructura interna s’integren dos
molécules en estat de semiquinona (Q; i Qo), d’estructura inestable. La utilitzacid
d’inhibidors, com antimicina A, mixotiazol o stigmatelina, tot i que actuen en diferents
regions del complex lll, ha permés demostrar que la font principal de ROS prové de la
zona Q,, i que son alliberats tant a I'espai intermembrands, com a la matriu

mitocondrial 310373

. Cal afegir, que la produccié de ROS pel complex Ill ha estat
relacionada amb funcions fisiologiques i amb el seu paper protector en el

precondicionament isquémic >’*.

Recentment, alguns autors han postulat que el complex Il, constituit per I'enzim
succinat deshidrogenasa, que forma part del cicle de Krebs, també pot jugar un paper
important en la produccié de ROS i en la mort cel-lular que ocorre durant la reperfusié
312313 pe fet, la seva inhibicié mitjancant diferents farmacs ha demostrat tenir efectes
ambivalents, depenent de les condicions, sobre la produccié de ROS en mitocondris
aillats, accions relacionades amb canvis en el potencial de membrana mitocondrial i

amb I'oxidacié del conjunt d’ubiquinones *’#"®

. A més, I'administracié d’atpenina A5,
un suposat potent inhibidor del complex I, administrat abans de la isquémia en cors
aillats de rata, va permetre reduir de manera significativa la mida de I'infart, millorant

I 37, Ara bg, els

la contractilitat cardiaca postisquémia i reduint I'edema mitocondria
mecanismes d’accié de |'atpenina A5 no estan del tot clarificats, i en realitat poden

estar relacionats amb efectes sobre I'obertura dels mitoKam' .

En aquest mateix context, cal destacar la relacié entre la inhibicid del complex Il i la
produccié de ROS deguda a RET cap al complex I. A part de la preséncia de condicions
reductores i d’'una elevada forga proté motriu, 'acumulacié del substrat endogen de la
succinat deshidrogenasa, el succinat, s’ha proposat com un tercer factor important per
a l'establiment de la RET. Precisament, en un estudi publicat recentment s’ha
demostrat que és durant la isquémia miocardica quan es produeix una gran
acumulacié de succinat al teixit, degut a la reversid de I'activitat de la succinat
deshidrogenasa *’%. Aquests autors, a més, van proposar que a l'inici de la reperfusio,
el succinat acumulat en grans quantitats durant la isquemia és rapidament oxidat a
fumarat per la normalitzacié de I’activitat de I'enzim, provocant que almenys una part
dels electrons siguin transportats en la direccio reversa, cap al complex |, que seria el
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responsable uUltim de la produccié massiva de ROS que es déna durant la reperfusié. De
fet, aquests mateixos autors van demostrar que quan es prevenia l'acumulacié de
succinat durant la isquéemia, mitjancant inhibicié reversible de la succinat
deshidrogenasa amb malonat, administrat abans de la isquémia en un model d’oclusié
coronaria transitoria en ratoli, s’atenuava la produccié de ROS durant la reperfusio, de
forma depenent de rotenona, i es reduia de manera significativa la mida de I'infart *’%,
Tot i aixi, la inhibicid del complex Il de la CTE amb malonat disodic abans de
I’establiment de la isquémia cardiaca no és factible en pacients amb infart de miocardi
sotmesos a intervencions de revascularitzacid coronaria, ja que arriben a I'hospital
amb la isquémia ja instaurada. En aquest sentit, i donat que, hipotéeticament, hauria de
ser possible protegir enfront I'infart de miocardi tant inhibint I'acumulacié de succinat
abans de la isquémia, com reduint la seva rapida oxidacié durant la reperfusid, en
aquest treball ens proposem analitzar I'eficacia de la inhibicié reversible de la succinat
deshidrogenasa amb malonat Unicament durant la reperfusié, i investigar els
mecanismes implicats.
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HIPOTESI

HIPOTESI

La inhibicid reversible de la succinat deshidrogenasa mitocondrial a l'inici de la
reperfusid permet reduir de manera significativa la mida de linfart en models
experimentals sotmesos a isquémia miocardica transitoria mitjangant canvis en el
perfil metabolic tissular, amb afectacié de la funcié mitocondrial, i amb una reduccio
en la produccié de radicals lliures d’oxigen i en I'obertura del mPTP.
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OBJECTIUS

OBJECTIUS

Els objectius d’aquesta tesi es poden dividir en un de principal i tres intermedis:

Objectiu principal:

Posar a prova la hipotesi de I'estudi, investigant els efectes de la inhibicié reversible
de la succinat deshidrogenasa mitocondrial amb malonat disodic sobre el dany
miocardic per reperfusid.

Objectius intermedis:

1. Determinar les condicions oOptimes d’administracié del malonat disodic,
incloent la concentracid, el moment més oportu i la duracié del tractament en
un model de cor aillat de ratoli.

2. Estudiar els mecanismes implicats en els efectes del malonat disodic, incloent:

e Els canvis en el perfil metabolici la seva influéncia sobre l'infart.
e |'afectacid de la funcié mitocondrial i la produccié de ROS.

e Elgrau d’obertura del mPTP.

e |'activacio de cascades citosoliques cardioprotectores.

3. Analitzar si 'administracié selectiva de malonat disodic a I'area en risc,
mitjancant infusié intracoronaria a l'inici de la reperfusid, manté els seus
efectes sobre la mida de linfart en un model porci d’oclusié coronaria
transitoria, aixi com avaluar la possible existencia d’accions indesitjables sobre
la incidéncia d’arritmies ventriculars o la funcid del miocardi remot.
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Aims

Methods
and results

Previous studies demonstrated that pre-treatment with malonate, a reversible inhibitor of succinate dehydrogenase,
given before ischaemia, reduces infarct size. However, it is unknown whether administration of malonate may reduce
reperfusion injury.

Isolated mice hearts were treated, under normoxic conditions, with increasing concentrations of disodium malonate
(0.03-30 mmol/L, n = 4). Malonate induced a concentration-dependent decrease in left ventricular developed pres-
sure (LVdevP) (EC50 = 8.05 + 2.11 mmol/L). In isolated hearts submitted to global ischaemia (35 min) followed by
reperfusion (60 min), malonate 3 mmol/L given only during the first 15 min of reperfusion reduced lactate dehydrogen-
ase release (125.41 + 16.82 vs. 189.20 + 13.74 U/g dry tissue/15 min in controls, P = 0.015) and infarct size
(24.57 + 2.32 vs. 39.84 + 2.78%, P = 0.001, n = 7-8 per group) and improved recovery of LVdevP (20.06 + 3.82
vs 7.76 + 2.53% of baseline LVdevP, P = 0.017). "H NMR spectroscopy demonstrated marked changes in the metabolic
profile of malonate-treated hearts, including increased accumulation of succinate. Furthermore, malonate reduced re-
active oxygen species (ROS) production, as measured by MitoSOX staining in myocardial samples obtained after 5 min
of reperfusion and in mitochondrial preparations from these samples, preserved mitochondrial respiration, and
reduced mitochondrial permeabilization, assessed by calcein retention. Treatment with malonate did not result in
activation of RISK or SAFE signalling pathways in tissue extracts obtained 5 min after reperfusion.

Succinate dehydrogenase inhibition with malonate at the onset of reperfusion reduces infarct size in isolated mice
hearts through reduction in ROS production and mitochondrial permeability transition pore opening.

Malonate e Succinate dehydrogenase e Reperfusion injury ¢ ROS

1. Introduction

Rapid blood flow restoration, either by thrombolysis or percutaneous
coronary interventions, has substantially improved prognosis of pa-
tients with ST segment elevation myocardial infarction (STEMI). How-
ever, a large proportion of patients with STEMI develops large infarcts,
post-infarction remodelling, and heart failure, despite state-of-the-art
reperfusion therapy.

A significant proportion of cell death during myocardial ischaemia—
reperfusion injury occurs during reperfusion, in the form of necrosis,

and that can be prevented by manoeuvres applied at the onset of
flow restoration."? Cardiomyocyte hypercontracture and mitochon-
drial permeability transition pore (MPTP) opening are interrelated me-
chanisms contributing to cell death.>* Both hypercontracture and
MPTP opening are prevented during the ischaemic phase by the low
cytosolic pH and are triggered by altered calcium handling during
reperfusion.’

Increased reactive oxygen species (ROS) production importantly
contributes to MPTP.®> The protective effect of ischaemic post-

conditioning® and remote ischaemic conditioning’ has been explained

* Corresponding author. Tel: +34 934894038; fax: +34 934894032, Email: antonio.rodriguez.sinovas@vhir.org (A.R-S.); dgdorado@vhebron.net (D.G.-D.)

Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2015. For permissions please email: journals.permissions@oup.com.
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in part by attenuation of oxidative stress, and ROS scavengers have
been shown to reduce infarct size in different experimental models.?
However, translation of these treatments to the clinical arena has
not been successful. Clinical trials using superoxide dismutase or eda-
varone, two ROS scavengers, have provided negative results.” An alter-
native approach to the use of ROS scavengers is to interfere with ROS
production. Mitochondrial complex | inhibition with amobarbital has
been shown to reduce ROS production and infarct size in isolated
rat or mice hearts submitted to ischaemia—reperfusion, when given
at the onset of reperfusion.’®"’

Although the main sources of ROS in the myocardial mitochondria
are mitochondrial complexes | and III,"* some studies have suggested
that inhibition of succinate dehydrogenase (mitochondrial complex
II) may also reduce ROS production.'*"* Atpenin A5, a proposed po-
tent inhibitor of succinate dehydrogenase, was protective against simu-
lated ischaemia—reperfusion in isolated rat cardiomyocytes and
hearts.'® However, the mechanisms of action of atpenin A5 are not
clear and could be related to actions on mitochondrial ATP-dependent
K* channels." In a recent work, Chouchani et al."* have demonstrated
that reversible succinate dehydrogenase inhibition with malonate
before ischaemia results in a reduction in infarct size in an in situ, open-
chest, mice model of cardiac ischaemia—reperfusion, an effect asso-
ciated with a reduction in ROS production.’ However, administration
before ischaemia does not allow to discriminate the effects on ischae-
mia from those on reperfusion, and is not possible in patients with STE-
MI. The aim of this work was to determine whether reversible
inhibition of succinate dehydrogenase with malonate during reperfu-
sion may reduce reperfusion injury in isolated mice hearts and to study
the mechanisms involved.

2. Methods

This study conforms to European legislation (Directive 2010/63/EU) on
the protection of animals used for scientific purposes and the NIH Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publications no. 85-23,
revised 1996, updated in 2011) and was approved by the Ethics Committee
of our institution (reference 31/15 CEEA). A complete description of the
methods can be found in Supplementary material.

2.1. Experimental preparation and study
protocols

Adult male C57BL/6) mice (25—30 g) were anaesthetized with sodium
pentobarbital (1.5 g/kg, i.p.) and submitted to a bilateral thoracotomy.
Whole hearts were quickly excised and retrogradely perfused through
the aorta with an oxygenated (95% O,: 5% CO,) Krebs solution at 37°C
in a constant flow Langendorff system, as described previously.'®

2.1.1. Concentration—response curves to disodium malonate
during normoxia

After 15 min of equilibration, four hearts were treated, under normoxic
conditions, with increasing concentrations of disodium malonate
(C3H,04Na,, Sigma-Aldrich, reference M4795), ranging from 0.03 to
30 mmol/L (each concentration applied for 15 min). Lactate dehydrogen-
ase (LDH) release was determined at the end of each concentration, and
infarct size was measured at the end of the experiments. Concentra-
tion—response curves for left ventricular developed pressure (LVdevP),
LV end-diastolic pressure, heart rate, and perfusion pressure were adjusted
to sigmoid curves (y = yo+a/[1 + exp(—x—xo)/b]) to determine the con-
centration causing the half-maximal effect (EC50) and the maximal effect
(Emax).
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2.1.2. Effects of disodium malonate on ischaemia-
reperfusion injury

Forty-four hearts were submitted, after a period of 30 min of equilibration,
to 35 min of global ischaemia followed by 60 min of reperfusion, as de-
scribed pr‘eviously.16 In afirst set of experiments, hearts were pre-treated,
for 15 min before ischaemia, without (n = 8) or with 1 (n=7), 3 (n =7),
or 10 (n = 7) mmol/L of malonate, which was continued for the entire re-
perfusion. In a second set of experiments, the effects of malonate given only
during reperfusion were assessed, in hearts treated with either control buf-
fer (n = 8) or Krebs containing malonate 3 mmol/L (n = 7), during its first
15 min. This concentration was in the range of the EC50 determined in the
concentration—response curves under normoxic conditions. In eight add-
itional experiments, and in order to test a possible involvement of MPTP
opening on malonate actions, the effects of cyclosporine A (0.5 pmol/L),
administered during the first 5 min of reperfusion, on infarct size were
compared with results obtained in a control group (n = 4 per group).

2.2. LDH release and infarct size measurement

LDH release and infarct size were determined by spectrophotometry and
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride staining, respectively, as described pre-
viously."” The relative contribution of necrosis and apoptosis to final infarct
size in our protocol was assessed in two additional hearts after 1 h of re-
perfusion and compared with that found in two normoxic hearts, by pro-
pidium iodide or terminal deoxynucleotidy! transferase nick end labelling
(TUNEL) staining, respectively.

2.3. Quantification of ROS production
in cardiac tissue

To quantify ROS production in cardiac tissue, 12 additional mice hearts
were submitted to 40 min of normoxia or to 35 min of global ischaemia
followed by 5 or 60 min of reperfusion and treated or not with malonate
3 mmol/L during the last 15 min of normoxia or during the first 15 min
of reperfusion. Myocardial, paraformaldehyde-fixed sections (5 pm) were
incubated with MitoSOX Red (5 wM, Invitrogen) for 15 min (room tem-
perature and darkness) to assess ROS production by confocal microscopy,
as described previously (excitation wavelength 488 nm and emission wave-
length 520 nm)."® Nuclei were stained with Hoeschst 33342 (10 pg/mL).

2.4. Analysis of myocardial metabolism

In general, experiments aimed to assess the mechanisms of malonate pro-
tection were terminated after 5 min of reperfusion. This time was selected
to maximize differences in the variables analysed.'® Cardiac metabolites
were analysed by "H NMR spectroscopy in 21 additional mice hearts sub-
mitted to 40 min of normoxia or to 35 min of global ischaemia followed by
5 min of reperfusion and treated or not with malonate 3 mmol/L during the
last 15 min of normoxia or only during the 5 min of reperfusion (n = 5-6
per group). Cardiac metabolites were extracted using the methanol:
chloroform method, as previously described.'” Thirty-two additional
mice hearts were used to assess kinetics of succinate recovery during is-
chaemia—reperfusion, in preparations treated or not with malonate
3 mmol/L during the first 15 min of reperfusion. Four additional hearts
were treated before ischaemia with malonate 3 mmol/L, for 15 min, to
assess the effects of pre-treatment on succinate concentrations at the
end of the ischaemic period.

2.5. Analysis of mitochondrial function

Mouse mitochondria were isolated from whole hearts as described previ-
ously.”® Mitochondrial respiration, H,O, production, and permeabilization
were assessed with a Clark-type oxygen electrode (Hansatech, UK) at
room temperature after addition of respiration substrates, by assessing
changes in fluorescence after supplementation with homovanillic
acid (0.1 mmol/L) and horseradish peroxidase (5 U/mL) (excitation at
320 nm and emission at 440 nm), and fluorometrically after loading with



10 pmol/L calcein-AM for 5 min (excitation at 485 nm and emission at
530 nm) (a decrease in fluorescence indicating mitochondrial permeabil-
ization, suggestive of MPTP opening), respectively, as described
previously.”

2.6. Activation of cytosolic signalling pathways
Activation of the RISK pathway was determined by standard western blot
analysis'® of the phosphorylation state of Akt, ERK1/2, and GSK3 in myo-
cardial samples obtained from 16 additional hearts submitted to 40 min of
normoxia or to 35 min of global ischaemia followed by 5 min of reperfusion
and treated or not with malonate 3 mmol/L during the last 15 min of nor-
moxia or only during the 5 min of reperfusion [n = 4 per group (four
groups: normoxia, normoxia + malonate, ischaemia—reperfusion, ischae-
mia—reperfusion 4+ malonate)]. STAT3 phosphorylation was used to as-
sess an involvement of the SAFE protective pathway.'®

2.7. Statistics

Data are expressed as mean + SEM. Differences were assessed by one-way
analysis of variance (ANOVA) (infarct size, cumulative LDH release, and
analysis of mitochondrial calcein retention and mitochondrial respiration)
or repeated-measures ANOVA (MANOVA) (changes in LVdevP, heart
rate, EDLVP, or perfusion pressure during reperfusion or ROS production
in isolated mitochondria) and Dunnett’s post hoc test. Metabolic and west-
ern blot data were analysed by two-way ANOVA test. Differences were
considered significant when P < 0.05. For pattern recognition purposes,
NMR spectra were imported into Simca V13 software (Umetrics) where
both unsupervised (principal component analysis) and supervised orthog-
onal partial least squares (OPLS) methods were applied.

3. Results

3.1. Concentration—-response curves
to disodium malonate during normoxia
in isolated mice hearts

Under normoxic conditions, malonate induced a concentration-
dependent decrease in LVdevP. Adjustment to sigmoid curves gave
good correlation coefficients, with an EC50 of 8.05 + 2.11 mmol/L
and an Emax of 23.4 + 7.46 mmHg (Figure 7). No changes in heart
rate, EDLVP, or perfusion pressure were observed at any tested con-
centration. Application of malonate to normoxic mice hearts did not
induce injury at any concentration, as denoted by the absence of
LDH release and negligible infarct size at the end of the experiment.

3.2. Effects of disodium malonate against
reperfusion injury in isolated mice hearts

Myocardial cell death 1 h after reperfusion occurred in our model pre-
dominantly by necrosis, as denoted by extensive propidium iodide
staining of cardiac slices, whereas contribution of apoptosis was negli-
gible (Supplementary material online, Figure ST). Neither propidium
iodide nor TUNEL staining was observed in samples from normoxic
hearts (Supplementary material online, Figure ST).

Hearts pre-treated with malonate 3 and 10 mmol/L, but not with
1 mmol/L, depicted a significant reduction in the infarct size when com-
pared with controls (see Supplementary results and Supplementary
material online, Figure S2). Furthermore, administration of malonate
3 mmol/L only during reperfusion significantly reduced the infarct
size in isolated mice hearts submitted to 35 min of global ischaemia
(Figure 2A). Furthermore, malonate tended to reduce maximal hyper-
contracture during reperfusion (Figure 2B), significantly attenuated
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Figure | Disodium malonate reduces LVdevP in a concentration-
dependent manner in four isolated mice hearts perfused under
normoxic conditions. *P < 0.01 indicates significant differences vs.
baseline values.

LDH release during reperfusion (Figure 2C and D), and improved func-
tional recovery at the end of experiment (Figure 2E). Cardioprotection
by malonate was similar to that observed when cyclosporine A
(0.5 wmol/L) was given during the first 5 min of reperfusion: infarct
size was reduced from 70.75 + 8.00% in controls to 52.24 + 3.67%
in cyclosporine-treated hearts (P < 0.05, Student’s t-test).

3.3. ROS production in cardiac tissue
during reperfusion

Confocal fluorescence microscopy showed a marked increase in Mito-
SOX staining after 5 min of reperfusion, in hearts submitted to ischae-
mia—reperfusion, when compared with those perfused under
normoxic conditions. In contrast, malonate, given during initial reperfu-
sion, attenuated this enhanced MitoSOX staining (Figure 3). One hour
after reperfusion, MitoSOX staining was lower than that after 5 min,
with no differences between groups (Figure 3).

3.4. Myocardial metabolism during
reperfusion

Figure 4A and B shows representative "H NMR spectra obtained from
myocardial extracts from isolated mice hearts. Supervised classification
was able to discriminate not only between myocardial samples ob-
tained from normoxic or ischaemic hearts (P < 0.001, Q> = 0.836,
data not shown), but also between samples taken from hearts treated
or not with malonate, both including or not malonate in the analysis
(Q* = 0.707 and 0.399, respectively) (Figure 4C and D). These results
suggested that groups treated or not with malonate have a different
cardiac metabolic profile.

Reperfused myocardium showed a significant decrease in ADP, AMP,
carnitine, glutamate, NADP, and taurine and increases in alanine, glu-
tamine, and succinate when compared with myocardium from nor-
moxic hearts (Table 1 and Figure 5A and B). Importantly, hearts
treated with malonate, both under normoxic conditions or during re-
perfusion after ischaemia, had significantly increased malonate and suc-
cinate concentrations (Figures 4B and 5C and D). No significant
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Figure 2 Cardioprotective effects of disodium malonate given at reperfusion. Effects of disodium malonate (3 mmol/L) given during the first 15 min of
reperfusion on infarct size (A), maximal hypercontracture during reperfusion (B), LDH release during the entire post-ischaemic period (C) (MANOVA,
time: P = 0.005, group: P = 0.006, interaction time vs. group: P = 0.049), cumulative LDH release during the first 15 min of reperfusion (D), and func-
tional recovery during reperfusion (E, MANOVA, time: P < 0.001, group: P = 0.039, interaction time vs. group: P = 0.044) in isolated mice hearts sub-
mitted to 35 min of ischaemia followed by 60 min of reperfusion. *P < 0.05 indicates significant differences vs. control hearts (n = 7—8 per group).

interaction between treatment and the protocol used (normoxia or is-
chaemia—reperfusion) was detected in any case by two-way ANOVA.
In fact, malonate slowed recovery of succinate levels during reperfu-
sion, from the high peak seen at the end of ischaemia, when compared
with control hearts (Figure 5E). In contrast, pre-treatment with malon-
ate 3 mmol/L reduced succinate concentrations at the end of the

76

ischaemic period (Supplementary material online, Figure S3), as previ-

ously demonstrated by Chouchani et al."*

3.5. Mitochondrial function

Respiration was monitored in mitochondria isolated from normoxic
hearts using substrates of complex | (glutamate and malate)
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Figure 3 Malonate, given during reperfusion, reduces myocardial
ROS production. Representative confocal images depicting MitoSOX
staining (in red) (excitation wavelength 488 nm and emission wave-
length 520 nm) in hearts perfused under normoxic conditions
(40 min, Nx) or submitted to ischaemia (35 min) and 5 or 60 min of
reperfusion (I35R5 or I35R60, respectively), both in the absence and
presence of malonate 3 mmol/L during the last 15 min of normoxia
or only during the first 15 min of reperfusion. This experiment was
repeated twice per group. Nuclei are stained in blue.

(Figure 6A). When succinate was also present in the oxygen chamber,
an increase in oxygen consumption rates was observed (P < 0.001),
which was reverted by in vitro incubation with malonate (P < 0.001).
Malonate itself, in the absence of succinate, also induced a small reduc-
tion in respiratory rates (P << 0.001). Similar results were observed
when mitochondria were isolated from hearts submitted to 35 min
of ischaemia followed by 5 min of reperfusion (Supplementary material
online, Figure $4). Moreover, mitochondria isolated 60 min after reper-
fusion in hearts treated with malonate during initial reperfusion had sig-
nificantly increased state 3 respiration rates, when succinate was
present in the oxygen chamber, when compared with hearts treated
with control Krebs during reperfusion (Figure 6B), confirming a protect-
ive effect of malonate in the Langendorff system. Incubation with suc-
cinate and rotenone (0.5 pmol/L) to assess complex Il function
resulted in significantly reduced state 2 respiration rates in these hearts
(Figure 6C, left) and higher respiratory control rates (Figure 6C, right).

Hydrogen peroxide production increased in mitochondria isolated
from normoxic hearts and incubated with complex | substrates and

succinate, and this effect was reverted by in vitro incubation with malon-
ate (Figure 6D). The same result was observed when mitochondria
were isolated from hearts submitted to 35 min of ischaemia followed
by 5 min of reperfusion (Supplementary material online, Figure $4). Re-
tention of calcein within the mitochondrial matrix was decreased by
succinate (indicating an increase in mitochondrial permeability), and
it was reverted by malonate (Figure 6E). Incubation with cyclosporine
A (1 M) mimicked the effects of malonate (Figure 6E).

3.6. Activation of cytosolic signalling
pathways during reperfusion

Total levels of Akt, GSK38, and STAT3 were not significantly modified
in any experimental group, but a significant reduction in total ERK1/2
signal was observed in extracts from hearts submitted to ischaemia—re-
perfusion, either treated or not with malonate (Supplemental material
online, Table $1). Phosphorylation of ERK1/2 and GSK3B was signifi-
cantly increased in extracts obtained from hearts submitted to ischae-
mia—reperfusion (Figure 7), an effect that was not modified by malonate
administered during reperfusion. Phosphorylation of STAT3 was very
low in all cases.

4. Discussion

This study demonstrates that transient reversible inhibition of succinate
dehydrogenase with malonate at the onset of reperfusion is protective
against reperfusion injury, as denoted by significant reductions in the in-
farct size and LDH release and improved functional recovery. These
data correlate with marked changes in the metabolic profile of
malonate-treated hearts, including an increased accumulation of suc-
cinate, with a reduction in ROS production, both in vivo and in vitro, in
isolated mitochondria, and with preserved mitochondrial function and
increased calcein retention in isolated mitochondria.

Chouchani et al." have recently demonstrated that succinate is a uni-
versal metabolic signature of ischaemia in a variety of tissues. Succinate
accumulates in the area at risk due to conversion of fumarate by rever-
sal of succinate dehydrogenase during ischaemia.'* Rapid succinate
re-oxidation during reperfusion by forward succinate dehydrogenase
activity was proposed to induce a massive ROS production by reverse
electron transport from mitochondrial complex Il to complex I.'* Our
present findings demonstrate that the protective effect of malonate is
due to reduced reperfusion injury and that damage is, at least in part,
mediated by opening of the MPTP. The concentration used in this
study, 3 mmol/L, induced modest reductions in LVdevP in the nor-
moxic myocardium, but caused almost a 50% reduction in the infarct
size and significant improvements in the LV function. In fact, the magni-
tude of protection was similar to that obtained when malonate was ap-
plied before ischaemia (Supplementary material online, Figure $2),
demonstrating that most of the protective effect, if not all, takes place
during reperfusion.

Metabolomic analysis of tissue extracts obtained from isolated mice
hearts, using "H NMR spectroscopy, demonstrated that malonate-
treated hearts had significantly increased concentrations of succinate,
both when malonate was given under normoxic conditions and during
initial reperfusion. These results are apparently in contrast to the re-
duction in succinate described by Chouchani et al.™* However, these
discrepancies can be explained by differences, depending on the timing
of administration. Pre-treatment with malonate before ischaemia atte-
nuated succinate accumulation during the ischaemic phase. whereas
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Figure 4 Malonate modifies cardiac metabolism. (A) Representative "H NMR spectra obtained from myocardial extracts from an isolated mice heart.
(B) Magnification of the area around succinate peak in extracts from hearts perfused under normoxic conditions (40 min, Nx) or submitted to ischaemia
(35 min) and reperfusion (5 min) (IR), both in the absence and presence of malonate 3 mmol/L during the last 15 min of normoxia or only during
the 5 min of reperfusion. Score plots corresponding to discriminating analysis (OPLS-DA) between samples lacking malonate and those perfused
with malonate, both including (C) and excluding (D) malonate itself from the analysis. Dot size indicates succinate concentration (n = 5—6 per group).

administration at the onset of reperfusion in this study inhibited their re-
oxidation to fumarate during this phase and increased the tissue concen-
trations of this metabolite. Similar findings were obtained when malonate
was administered under normoxic conditions. This result shows that in-
hibition of re-oxidation of succinate, and not changes in myocardial suc-
cinate concentration, is responsible for cardioprotection.

As commented before, malonate would lead to reduced ROS pro-
duction at the mitochondrial respiratory chain and thus to reduced
MPTP opening and infarct size. The hypothesis is supported by the
correlation between protection against infarction and reduction in Mi-
toSOX staining in myocardial samples obtained during initial reperfu-
sion. However, MitoSOX is a cationic probe that incorporates to
mitochondria maintaining membrane potential. In order to measure
mitochondrial ROS production in cardiac tissue, MitoSOX staining
should be performed before tissue fixation. However, in cardiac tissue,
this approach presents several technical limitations that preclude its
use, particularly the exposure of the samples to ischaemia while they

78

are incubated with the probe. For this reason, we performed MitoSOX
staining after fixation. This method provides us information on total ra-
ther than mitochondrial ROS production. However, our data in iso-
lated mitochondria support the interpretation that malonate reduces
ROS production at the mitochondrial level. In this regard, it is import-
ant to point out that although some authors have suggested that RO¢
production induced by succinate was due to reverse transport of elec-
trons from complex Il to |, as it can be inhibited by rotenone, a complex
I inhibitor, in C2C12 myoblasts," others have suggested that mito-
chondrial complex Il itself should be considered as a potential source
of mitochondrial ROS,*"*? with its generation occurring potentially ir
both the forward and reverse reactions.”” The importance of ROS pro-
duction by reverse electron transfer from complex Il to complex | ir
MPTP opening, as suggested by our present data and by those reportec
by Chouchani et al.,' is further supported by the fact that calcium sen-
sitivity of the MPTP is higher when electrons are provided to complex
rather than to complex Il by feeding with malate/glutamate ot



Table | Quantification of myocardial metabolites (umol/g fresh tissue) analysed by '"H NMR spectroscopy in tissue extracts
obtained from hearts perfused under normoxic conditions (40 min) or submitted to ischaemia (35 min) and reperfusion (5 min)
(IR), both in the absence and in the presence of malonate 3 mmol/L during the last 15 min of normoxia or only during the 5 min

of reperfusion

Normoxia (n = 5)
(n=

ADP 0.28 £ 0.45 027 +0.78
AMP 129 +0.09 0.900 + 0.11
ATP 0.17 £+ 0.01 0.12 £ 0.01
Acetate 3114031 2.01 +0.25
Alanine 0.30 £ 0.03 0.28 + 0.04
Aspartate 223 +022 1.80 + 0.34
Betaine 0.17 + 0.04 0.11+0.3
Carnitine 0.63 + 0.04 0.51 + 0.08
Choline 0.17 £ 0.02 0.12 + 0.02
Creatine 7.02 + 047 570 £ 0.89
Creatine phosphate 0.84 + 0.15 1.02 £ 027
Creatinine 0.50 + 0.10 0.38 + 0.07
Glucose 272 +£026 2.51 + 0.60
Glutamate 1.38 + 0.09 1.15+0.14
Glutamine 0.28 + 0.07 0.27 + 0.10
Glycine 0.27 + 0.04 0.25 + 0.07
IMP 0.28 +0.03 0.12 £ 0.02
Lactate 0.72 £ 0.05 0.55 + 0.06
Malonate 1.04 + 0.10 1492 + 247"
NADP* 0.44 + 0.04 0.39 + 0.06
Propionate 0.22 +0.02 0.18 4+ 0.01
Succinate 0.05 + 0.01 0.09 + 0.01”
Taurine 20.03 + 1.13 15.68 + 249
Threonine 0.26 + 0.05 0.21 +0.03

Normoxia + malonate IR (n=75)
6, except for ADP where n = 5)

IR + malonate (n = 5)

0.08 + 0.23* 0.10 £ 0.00*
0.29 + 0.07* 0.32 £ 0.02%
0.17 + 0.05 0.16 + 0.02
3.52 +0.87 3.36 + 048
0.90 £ 0.14* 1.04 + 0.06*
138 +0.17 154 +0.12
0.10 + 0.02 0.12 + 0.03
0.32 + 0.05* 0.31 + 0.05*
0.19 + 0.02 0.18 + 0.05
4.83 + 0.67 498 +0.26
0.63 +0.10 0.92 +0.20
0.53 + 0.05 0.60 + 0.08
344 +0.70 372 +025
0.92 + 0.31* 1.00 + 0.03*
0.76 + 0.19* 0.86 + 0.22*
0.22 + 0.05 0.23 + 0.04
0.13 £ 0.02 0.15 + 0.02
0.70 + 0.15 0.66 + 0.06
122 +023 16.57 + 244
0.29 + 0.03* 0.29 + 0.04*
0.25 4+ 0.09 0.22 +0.03
0.06 + 0.01* 0.14 + 0.01"
11.89 + 1.68* 1191 + 0.86*
0.19 + 0.03 0.19 + 0.02

Statistical analysis was performed by two-way ANOVA.

*P < 0.05 indicates a significant difference between hearts perfused under normoxic conditions and those submitted to ischaemia—reperfusion.
P < 0.05 indicates a significant effect of treatment (malonate vs. control buffer). No interaction between both variables was observed in any case.

succinate/rotenone, respectively.”® Moreover, in mitochondria respir-
ing on succinate, calcium-dependent MPTP opening is desensitized by
rotenone.”*

Succinate induced a marked increase in ROS production in isolated
mice mitochondria, which was inhibited by malonate. Oxidative stress
is known to be a key player in ischaemia—reperfusion injury, in part me-
diating MPTP opening.'>"*?" It has been demonstrated that treatment
with N-(2-mercaptopropionyl)-glycine, an ROS scavenger, applied at
the onset of reperfusion, was able to reduce infarct size in isolated
rat hearts® and in situ rat and rabbit hearts,”® whereas treatment with
amobarbital, a complex | inhibitor, has been shown to reduce infarct
size and ROS production in rat hearts.”® Furthermore, several cardio-
protective manoeuvres might work, at least in part, by reducing oxida-
tive or nitrooxidative stress, including ischaemic post-conditioning,
whose mechanism of action included activation of the cGMP/protein
kinase pathway,’ or remote ischaemic conditioning.”

MPTP opening is a key player in ischaemia—reperfusion injury,
especially after long periods of ischaemia.®’ Our present results in iso-
lated mice mitochondria show that ROS production correlates with
changes in mitochondrial respiration and mitochondrial calcein reten-

3,28-30

tion. In our model, succinate depresses mitochondrial function and re-
duces mitochondrial calcein retention in a cyclosporine A-sensitive

manner, which is suggestive of MPTP opening, whereas malonate coun-
teracts these effects. In fact, it is well known that mitochondrial respira-
tory chain is the main source of mitochondrial ROS and that MPTP
opening is facilitated by ROS during reperfusion.’” These findings,
thus, suggest that attenuation of MPTP opening might play a role in
the protective effects of malonate.

A large number of studies have demonstrated the involvement of ei-
ther the RISK or SAFE pathway in cardioprotection elicited by several
therapeutic strategies, including ischaemic and pharmacological pre-
conditioning and post-conditioning®* 3’
tioning.*®?? Both pathways, which become activated by sequential

or remote ischaemic condi-

phosphorylation of several protein kinases (including Akt, ERK1/2,
and GSK3p for the RISK pathway and STAT3 for the SAFE pathway),
converge at the mitochondria, where they have been suggested to
interfere with MPTP.>**° Our present data show that cardioprotection
induced by malonate administered during initial reperfusion did not
modify phosphorylation of any of the proteins analysed, indicating
that its effects occur downstream of these signalling cascades and sup-
porting a direct action on cardiac mitochondria. Previous studies from
our group have demonstrated that cardioprotective interventions may
act directly preserving mitochondrial function, without the participa-
tion of cytosolic signalling.®*°
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Figure 5 Treatment with disodium malonate increases myocardial succinate. Quantification of ADP [A, two-way ANOVA, IR (effect of ischaemia—
reperfusion): P = 0.036], alanine (B, two-way ANOVA, IR: P < 0.001), malonate (C, two-way ANOVA, treatment: P < 0.001), and succinate (D, two-way
ANOVA, IR: P = 0.030, treatment: P < 0.001) by "H NMR spectroscopy in myocardial extracts obtained from hearts perfused under normoxic condi-
tions (40 min, Nx) or submitted to ischaemia (35 min) and reperfusion (5 min) (IR), both in the absence and in the presence of malonate 3 mmol/L during
the last 15 min of normoxia or only during the 5 min of reperfusion (n = 5—6 per group). *P < 0.05 indicates significant differences vs. normoxic control
hearts; *P < 0.05 indicates significant differences vs. hearts submitted to control ischaemia—reperfusion (for alanine) or vs. normoxic hearts treated with
malonate (for succinate). (E) Changes in succinate levels during ischaemia—reperfusion in control hearts and in hearts treated with malonate 3 mmol/L
for the first 15 min of reperfusion and in which the experiment was stopped at 5 (I135R5), 15 (I135R15), 20 (I135R20), or 30 (I35R30) min of reperfusion (Nx
denotes values during normoxia and I35 at the end of ischaemia) (n = 4-8 per group). *P < 0.05 indicates significant differences vs. normoxic control
hearts. *P < 0.05 indicates significant differences vs. all remaining groups (two-way ANOVA, time of reperfusion: P < 0.001, treatment: P < 0.001, inter-
action treatment vs time: P < 0.001).

As commented before, 3 mmol/L of malonate induced a reductionin - inhibitor was due to the decrease in cardiac demand associated with
LVdevP in the normoxic myocardium. In this regard, we cannot exclude - that effect. However, the most notable haemodynamic variable influen-
that part of the protection induced by the succinate dehydrogenase :  cing infarct size is heart rate,*" which was not modified by malonate in
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Figure 6 Malonate reduces respiration in succinate-fed mitochondria. (A) Effect of malonate on mitochondrial respiration. Oxygen consumption was
monitored in mitochondria isolated from normoxic hearts, using substrates of complex 1 alone [(—) succinate] or with addition of succinate [(+) suc-
cinate], in the absence or presence of malonate [(—) or (4) malonate]. State 2 corresponds to basal oxygen consumption and state 3 to ADP-stimulated
oxygen consumption. *P < 0.05 indicates significant differences vs. group monitored in the absence of succinate and malonate. "P < 0.05 indicates differ-
ences vs. group monitored in the presence of succinate but not malonate. (B) Effects of malonate on oxygen consumption in mitochondria isolated from
hearts submitted to 35 min of ischaemia and 60 min of reperfusion and treated or not in the Langendorff system with malonate 3 mmol/L. Symbols as in
(A). (C) Effects of malonate on oxygen consumption and respiratory control rate in these last mitochondria in the presence of rotenone (0.5 wmol/L) and
succinate. *P < 0.05 indicates significant differences vs. mitochondria isolated from hearts reperfused with control Krebs. (D) Hydrogen peroxide pro-
duction, monitored in isolated mitochondria submitted to complex | substrate alone or with addition of succinate, in the absence or presence of mal-
onate. F/FO corresponds to fluorescence values normalized vs. baseline values (excitation at 320 nm and emission at 440 nm). *P < 0.05 indicates
differences vs. the corresponding group lacking malonate. (E) Mitochondrial calcein retention, as a measure of mitochondrial permeabilization, moni-
tored fluorometrically (excitation at 485 nm and emission at 530 nm) in mitochondria submitted to complex | substrates alone or with addition of suc-
cinate and in the absence or presence of malonate or cyclosporine A. *P < 0.05 indicates significant differences vs. group monitored in the absence of
succinate and malonate (n = 4-13 per group).

81



A B
p-ERK - —44 kDa
-Akt
oari7e) | T— —— 50 kD2 glhrg?"‘;i — —— 42 KD
Total Al —— e e e — 60 kDa Ll N e e ::g:B:
g:snus —70kDa | 2:4’"“5 —70kDa
*
af 2 *
X
g © 4
< 3 w
= 2 3
=
< 2f x
a & ?
-9
L~ o 1 |
0 0
= =~ B = = B = W
% % % % & & & &
RS S P
Sl o’!}% & e'?}e' = & A &
O ) 0\0 'b\o
2 ~ N &
& & &F £
Cc D
p-GSK3p - -STAT3
s — 4 KD Fryr?ﬂil - - R—— =86 kDa
Total == 46 kDa Total -
GBSKJB STAT3 "
g;*"“’s =70 kDa | IS,T""“ i i
*
& 4f * e T
g =
@ .| |4—: 3F
© 7
@
e ol = 2f
5 <
- =
. 1 7 |J_| ‘? 1 j ’L‘
. - " (]
0 0
) R ™
\(\,,bc ¢ 3 ¢ ) \(\/b\ 9‘,\ S S0 S
N & \Y \\
& & & & 42 @t \Q.\ o
‘?}oo @0«\ = -\o‘:‘q’ \a&
s R W N
; & X X
<F < & &

Figure 7 Cardioprotective effects of malonate are independent of RISK or SAFE activation. Representative western blots showing total expression and
the phosphorylation state of Akt (A), ERK1/2 (B, two-way ANOVA, IR: P = 0.009), GSK3p (C, two-way ANOVA, IR: P < 0.001) (RISK pathway), and
STAT3 (D) (SAFE pathway) in cardiac extracts obtained from mice hearts perfused under normoxic conditions (40 min, Nx) or submitted to ischaemia
(35 min) and reperfusion (5 min) (IR), both in the absence and in the presence of malonate 3 mmol/L during the last 15 min of normoxia or only during
the 5 min of reperfusion (n = 4 per group). *P < 0.05 indicates significant differences vs. normoxic hearts.

our study. Together with the low magnitude of the reduction in
LVdevP, this makes unlikely that the effect of malonate can be explained

by its haemodynamic actions.

In conclusion, our data demonstrate that malonate administration
during early reperfusion protects against myocardial infarction and sug-
gest that this effect is mediated by a reduction in succinate re-oxidation
during reperfusion, leading to reduced ROS production and attenuated

MPTP opening during reperfusion.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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SUPPLEMENTAL METHODS.

The present study conforms to the Directive 2010/63/EU of the European Parliament on
protection of animals used for scientific purposes and to the NIH Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals (NIH publications N°. 85-23, revised 1996, updated in 2011).
The study was approved by the Ethics Committee of our institution (reference 31/15
CEEA).

Experimental preparation.

Adult male C57BL/6J mice (25-30 g, 9-11 weeks old) were anesthetized with sodium
pentobarbital (1.5 g/kg, I.P.) and submitted to a bilateral thoracotomy. Whole hearts
were quickly excised and retrogradely perfused through the aorta with an oxygenated
(95% 05 : 5% CO») Krebs solution at 37°C (in mmol/L: NaCl 118, KC1 4.7, MgS0O4 1.2,
CaCl; 1.8, NaHCO; 25, KH,PO,4 1.2, and glucose 11, pH 7.4) in a constant flow
Langendorff system as previously described '. Flow was initially adjusted to produce a
perfusion pressure of 80-90 mmHg (normoxic conditions). Left ventricular (LV)
pressure was monitored with a water-filled latex balloon connected to a pressure
transducer, placed in the left ventricle and inflated to obtain a LV end-diastolic pressure
(LVEDP) between 6 and 8 mmHg.

Study protocols.
All signals were recorded in a computer using a ML119 PowerLab interface and Chart
5.0 software (AdInstruments, Castle Hill, Australia).

Concentration-response curves to disodium malonate during normoxia.

After 15 min of equilibration, four hearts were treated, under normoxic conditions, with
increasing concentrations of disodium malonate (C3H,O4Na,, Sigma-Aldrich, reference
M4795), ranging from 0.03 to 30 mmol/L (each concentration applied for 15 min;
directly dissolved in Krebs buffer). Sodium concentration and osmolarity was matched,
in all cases, to that present in the highest malonate concentration, by adding NaCl to the
buffer. Lactate dehydrogenase (LDH) release was determined at the end of each
concentration, and infarct size was measured at the end of the experiments.
Concentration-response curves for LV developed pressure (LVdevP), LV end-diastolic
pressure (LVEDP), heart rate and perfusion pressure were adjusted to sigmoid curves
(y=yota/[1+exp(-x-X0)/b]) to determine the concentration causing the half-maximal
effect (EC50) and the maximal effect (Emax). LVdevP was defined as systolic pressure-
LVEDP.

Effects of disodium malonate on ischemia-reperfusion injury.

The effects of malonate on ischemia-reperfusion injury were initially tested in 29
isolated mice hearts, in which the drug was given both before ischemia and during
reperfusion. All hearts were submitted, after a period of 30 min of equilibration, to 35
min of global ischemia followed by 60 min of reperfusion. During ischemia, hearts were
immersed in hypoxic Krebs solution to maintain temperature at 37°C (in mmol/L: NaCl
118, KC1 4.7, MgS0O4 1.2, CaCl, 1.8, NaHCOs3 25, KH,PO4 1.2, and sucrose 11, pH 7.4,
bubbled with 95% N, : 5% CO,). Hearts were pretreated, for 15 minutes before
ischemia, with 1 (n=7), 3 (n=7) or 10 (n=7) mmol/L of malonate, that was continued for
the entire reperfusion. These concentrations were in the range of the EC50 determined
in the concentration-response curves under normoxic conditions. Results obtained were
compared with those obtained in 8 control hearts, submitted to ischemia-reperfusion
with no additional intervention. Sodium concentration and osmolarity was matched, in
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all cases, to that present in the group treated with 10 mmol/L of malonate, by adding
NaCl to the buffer. Infarct size, LDH release, peak hypercontracture (difference
between the maximal LVEDP value during the first minutes of reperfusion and that at
the end of ischemia) and functional recovery (expressed as percentage of baseline
LVdevP) were determined in each group.

To assess whether administration of malonate was protective when given only during
reperfusion, 15 additional hearts were treated with either control buffer (n=8) or Krebs
containing malonate 3 mmol/L (n=7), beginning at the onset of reperfusion and for its
first 15 minutes. This concentration was selected as the lowest having protective effects
in the previous phase of the study, and avoiding major depressing actions in normoxic
myocardium. Infarct size, LDH release, peak hypercontracture and functional recovery
were compared between both groups.

Finally, in 8 additional experiments, and in order to test a possible involvement of
MPTP opening on malonate actions, the effects of cyclosporine A (0.5 pumol/L),
administered during the first 5 min of reperfusion, on infarct size were compared with
results obtained in a control group (n=4/group).

LDH release and infarct size measurement.

LDH release was monitored in samples from the coronary effluent by
spectrosphotometry, as previously described 2. Infarct size was determined in cardiac
slices by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride staining at the end of reperfusion *. The
relative contribution of necrosis and apoptosis to final infarct size in our protocol was
assessed in two additional hearts after 1 hour of reperfusion and compared with that
found in two normoxic hearts, by propidium iodide or terminal deoxynucleotidyl
transferase nick end labeling (TUNEL) staining, respectively, as previously described
>4 TUNEL staining was performed in frozen tissue samples. Negative and positive
controls for apoptosis were incubated in buffer lacking active terminal deoxynucleotidyl
transferase or supplemented with Universal Nuclease (Pierce, 1000 U/mL, reference
88701), respectively.

Quantification of reactive oxygen species (ROS) production in cardiac tissue.

To quantify ROS production in cardiac tissue, twelve additional mice hearts were
submitted to 40 min of normoxia or to 35 min of global ischemia followed by 5 min of
reperfusion, and treated or not with malonate 3 mmol/L during the last 15 minutes of
normoxia or only during the 5 min of reperfusion. Hearts were quickly removed, fixed
in 4% paraformaldehyde, embedded in paraffin, and cut in sections (5 pm). Myocardial
sections were incubated with MitoSOX Red (5 uM, Invitrogen) for 15 min (at room
temperature and darkness) to assess ROS production by confocal microscopy as
previously described (excitation wavelength 488 nm, emission wavelength 520 nm) °.
Nuclei were stained with Hoeschst 33342 (10 pug/mL).

Analysis of myocardial metabolism.

In most of the experiments aimed to assess the mechanisms of malonate protection,
reperfusion was stopped after 5 min. This time was selected to maximize differences in
the variables analyzed '. Cardiac metabolites were analyzed by "H NMR spectroscopy
in 21 additional mice hearts submitted to 40 min of normoxia or to 35 min of global
ischemia followed by 5 min of reperfusion, and treated or not with malonate 3 mmol/L
during the last 15 minutes of normoxia or only during the 5 min of reperfusion (n=5-
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6/group). Cardiac metabolites were extracted using the methanol:chloroform method as
described previously °. Extracts were dissolved in 600 ml of deuterium oxide containing
1 mmol/L of TSP (3-(trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d; acid) and 'H NMR spectra
were acquired on a vertical bore 9.4T magnet interfaced to a Bruker Avance 400
spectrometer. Each spectrum consisted in the accumulation of 64 scans using a fully
relaxed pulse-and-acquire pulse sequence with presaturation of the residual water
signal. Thirty-two additional mice hearts were used to assess kinetics of succinate
recovery during ischemia-reperfusion, in preparations treated or not with malonate 3
mmol/L. during the first 15 min of reperfusion. Four additional hearts were treated
before ischemia with malonate 3 mmol/L, for 15 min, to assess the effects of
pretreatment on succinate concentrations at the end of the ischemic period.

Analysis of mitochondrial function.

Mitochondrial isolation.

Mouse mitochondria were isolated from whole hearts as previously described ’. Briefly,
myocardial tissue was minced in cold isolation buffer (in mmol/L: KCI 100, MOPS 5,
pH 7.4, EGTA 2) and homogenized with a Potter-Elvehjem device. Tissue extract was
centrifuged at 750g for Smin, and supernatant was placed on ice. The resulting pellet
was briefly incubated with proteinase K (2mg/g wet tissue) and centrifuged again (750g,
5min). Supernatants were recovered and centrifuged at 5000 g. The resulting pellet
corresponded to the mitochondrial fraction. Protein was determined by Bradford assay.

Mitochondrial oxygen consumption.

Mitochondrial respiration was assessed with a Clark-type oxygen electrode (Hansatech,
UK) at room temperature. Mitochondria were incubated in assay buffer (in mmol/L:
KCl1 100, MOPS 5, pH 7.4, KH,PO4 5, MgCl, 1), and oxygen consumption was
monitored after addition of malate (2 mmol/L) plus glutamate (5 mmol/L) (state 2) and
0.4 mmol/L of ADP (state 3), in the absence or presence of succinate (6 mmol/L) and
malonate (3 mmol/L). All oxygen consumption rates were expressed as nmols
oxygen/min*CS (CS; citrate synthase units). In some experiments, mitochondria were
incubated with succinate and rotenone (0.5 pumol/L) to assess complex II function.

ROS production.

Mitochondrial H,O, production was determined at 440 nm (excitation at 320 nm) using
a 96-microplate fluorometer (SpectraMax GeminiXS, Molecular Devices) as previously
described ’. Mitochondria were resuspended in assay buffer supplemented with
homovanillic acid (0.1 mmol/L) and horseradish peroxidase (5 U/mL). Hydrogen
peroxide production was stimulated after addition of the same respiration substrates
used in oxygen consumption experiments, without ADP. Changes in fluorescence were
monitored during 5 minutes and normalized vs. baseline fluorescence in each group.

Calcein retention capacity.

Mitochondrial permeabilization was quantified fluorometrically as previously described
7. Mitochondria were loaded with 10 pmol/L calcein-AM for 5 min. After quick
centrifugation, mitochondria were resuspended in assay buffer containing the same
respiration substrates, excluding ADP. After 5 min of incubation, mitochondria were
centrifuged and the fluorescence retained in pellets was measured at 530 nm using a
fluorometer (SpectraMax GeminiXS, MolecularDevices) (excitation at 485 nm).
Changes in fluorescence were expressed as percentage of calcein retained by
mitochondria and normalized by fluorescence values obtained in group treated with
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malate plus glutamate alone. A decrease in fluorescence indicates mitochondrial
permeabilitzation, suggestive of MPTP opening.

Activation of cytosolic signaling pathways.

Western blot.

The degree of activation of the RISK and SAFE pathways was studied in myocardial
samples obtained from 16 additional hearts submitted to 40 min of normoxia or to 35
min of global ischemia followed by 5 min of reperfusion, and treated or not with
malonate 3 mmol/L during the last 15 minutes of normoxia or only during the 5 min of
reperfusion (n=4/group (4 groups: normoxia, normoxiat+malonate, ischemia-
reperfusion, ischemia-reperfusion+malonate)). Activation of RISK was determined by
analysis of the phosphorylation state of Akt, ERK1/2, and GSK3[, whereas STAT3
phosphorylation was used to assess an involvement of the SAFE protective pathway '.
Samples were quickly frozen in liquid nitrogen, in order to minimize protein
degradation and then homogenized (Diax 600 homogenizer, Heidolph, Germany) in
homogenization ice-cold buffer (in mmol/L: Tris-HCI 20, NaCl 140, EDTA 0.8 (pH
7.8), NaF 1, Na;VOy 1, and a protease cocktail inhibitor (1%)). Total cardiac extracts
were obtained from the supernatant after centrifugation at 750 g for 10 minutes (4°C).
Protein extracts were electrophoretically separated on 10% polycacrylamide gels. Both
phosphorylated and total forms of Akt, ERK-1/2, GSK3f, and STAT3 were analyzed by
Western blot according to standard procedures '. The ratio between phosphorylated and
total forms was determined in all cases.

Antibodies.

The following antibodies were used: anti-phospho-Akt (Ser473), anti-phospho-ERK1/2
(Thr202/Tyr204), anti-phospho-GSK3p (Ser9), and anti-phospho-STAT3 (Tyr705)
(Cell Signaling, USA, references #9271, #9101, #9323, and #9131, respectively,
dilution 1:500)) to assess the phosphorylation state of the different proteins analyzed,
and anti-Akt, anti-ERK1/2, anti-GSK3f, and anti-STAT3 (Cell Signaling, USA,
references #9272, #4695, #9315, and #9132, respectively, dilution 1:1000) to assess
their total expression. As loading control, mouse anti-human succinate-ubiquinol
oxidoreductase (Ox-Phos Complex II, Molecular Probes, Eugene, OR, USA, dilution
1:2500) was used.

Statistics.

Data are expressed as meant=SEM. Differences were assessed by one-way ANOVA
(infarct size, cumulative LDH release, and analysis of MPTP opening and mitochondrial
calcein retention) or repeated measures ANOVA (MANOVA) (changes in LVdevP,
heart rate, EDLVP or perfusion pressure during reperfusion or ROS production in
isolated mitochondria) and Dunnett’s post hoc test. Metabolic and Western Blot data
were analyzed by two-way ANOVA test. Differences were considered significant when
p<0.05. For pattern recognition purposes, NMR spectra were imported into Simca V13
software (Umetrics) where both unsupervised (Principal component analysis (PCA))
and supervised OPLS methods were applied.
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SUPPLEMENTAL RESULTS.

Effects of disodium malonate, administered before ischemia and during
reperfusion, on ischemia-reperfusion injury in isolated mice hearts.

Infarct size was 50.77+5.30% of ventricular mass in control hearts submitted to 35 min
of global ischemia followed by 60 min of reperfusion, and it was not modified by
treatment with 1 mmol/L of malonate. In contrast, hearts pretreated with malonate 3 and
10 mmol/L depicted a significantly reduced infarct size as compared with controls
(Supplementary Fig. 2A). These data correlated with a reduction in LDH release during
reperfusion (Supplementary Fig. 2B) and a significant improvement in functional
recovery, expressed as percentage of baseline LVdevP, at the end of reperfusion
(Supplementary Fig. 2C).

90



References

. Sanchez JA, Rodriguez-Sinovas A, Barba I, Miro-Casas E, Fernandez-Sanz C,
Ruiz-Meana M, Alburquerque-Bejar JJ, Garcia-Dorado D. Activation of RISK and
SAFE pathways is not involved in the effects of Cx43 deficiency on tolerance to
ischemia-reperfusion injury and preconditioning protection. Basic Res Cardiol
2013;108:351
. Rodriguez-Sinovas A, Abad E, Sanchez JA, Fernandez-Sanz C, Inserte J, Ruiz-
Meana M, Alburquerque-Bejar JJ, Garcia-Dorado D. Microtubule stabilization
with paclitaxel does not protect against infarction in isolated rat hearts. Exp
Physiol 2015;100:23-34.
. Rodriguez-Sinovas A, Garcia-Dorado D, Pina P, Ruiz-Meana M, Soler-Soler J.
Effect of sarcolemmal rupture on myocardial electrical impedance during oxygen
deprivation. Am J Physiol Heart Circ Physiol 2005;288:H1396-H1403
. Thara M, Asanuma H, Yamazaki S, Kato H, Asano Y, Shinozaki Y, Mori H,
Minamino T, Asakura M, Sugimachi M, Mochizuki N, Kitakaze M. An interaction
between glucagon-like peptide-1 and adenosine contributes to cardioprotection of
a dipeptidyl peptidase 4 inhibitor from myocardial ischemia-reperfusion injury.
Am J Physiol Heart Circ Physiol 2015;308:H1287-H1297
. Ramirez E, Klett-Mingo M, Ares-Carrasco S, Picatoste B, Ferrarini A, Ruperez
FJ, Caro-Vadillo A, Barbas C, Egido J, Tunon J, Lorenzo O. Eplerenone
attenuated cardiac steatosis, apoptosis and diastolic dysfunction in experimental
type-II diabetes. Cardiovasc Diabetol 2013;12:172
. Barba I, Jaimez-Auguets E, Rodriguez-Sinovas A, Garcia-Dorado D. |H NMR-
based metabolomic identification of at-risk areas after myocardial infarction in
swine. MAGMA 2007;20:265-271.
. Ruiz-Meana M, Nunez E, Miro-Casas E, Martinez-Acedo P, Barba I, Rodriguez-
Sinovas A, Inserte J, Fernandez-Sanz C, Hernando V, Vazquez J, Garcia-Dorado
D. Ischemic preconditioning protects cardiomyocyte mitochondria through
mechanisms independent of cytosol. J Mol Cell Cardiol 2014;68:79-88.

91



SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS.

Supplemental Figure 1. (A) Confocal images showing necrotic cell death, as
determined by staining with propidium iodide (5 ug/mL), in cardiac sections from mice
hearts submitted to normoxia (Nx.) or to 35 min of ischemia followed by 1 h of
reperfusion (IR). Propidium iodide was added to Krebs buffer during the last 5 min of
the experiments. Extensive signal was observed after 1 h of reperfusion but not in hearts
perfused with normoxic Krebs. (B) Optical microscopy images showing TUNEL
staining (brown signal), indicative of apoptosis in hearts perfused under normoxic
conditions or after 1 h of reperfusion. Nuclei were counterstained with methyl green
(green/blue signal). Negative (Control (-)) and positive (Control (+)) controls for
apoptosis were incubated in buffer lacking active terminal deoxynucleotidyl transferase
or supplemented with Universal Nuclease (1000 U/mL), respectively. Contribution of
apotosis to infarct size after 1 h of reperfusion was negligible.

Supplemental Figure 2. Effects of disodium malonate, given before ischemia and
during reperfusion at three different concentrations (1, 3 or 10 mmol/L), on infarct size
(A), cumulative LDH release (B) and functional recovery during reperfusion (C) in
isolated mice hearts submitted to 35 min of ischemia followed by 60 min of reperfusion.
* (p<0.05) indicates significant differences vs. control hearts (n=7-8/group).

Supplemental Figure 3. Quantification of succinate by '"H NMR spectroscopy, at the
end of the ischemic period (35 min), in myocardial extracts obtained from hearts treated
or not during the stabilization period with malonate 3 mmol/L. * (p<0.05) indicate
significant differences vs. values obtained in control hearts.

Supplemental Figure 4. (A) Effect of malonate on mitochondrial respiration. Oxygen
consumption was monitored in mitochondria isolated from hearts submitted to 35 min
of ischemia and 5 min of reperfusion, using substrates of complex 1 alone [(-)
succinate] or with addition of succinate [(+) succinate], in the absence or presence of
malonate [(-) or (+) malonate]. State 2 corresponds to basal oxygen consumption and
state 3 to ADP-stimulated oxygen consumption. * (p<0.05) indicates significant
differences vs. group monitored in the absence of succinate and malonate. T (p<0.05)
indicates differences vs. group monitored in the presence of succinate but not malonate.
(B) Hydrogen peroxide production, monitored in isolated mitochondria submitted to
complex 1 substrates alone or with addition of succinate, in the absence or presence of
malonate. F/FO corresponds to fluorescence values normalized vs. baseline values
(excitation at 320 nm, emission at 440 nm). * (p<0.05) indicates differences vs. the
corresponding group lacking malonate.
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Supplemental Table 1. Total protein quantification for Akt, ERK1/2, GSK3[ (RISK
pathway) and STAT3 (SAFE pathway), expressed as ratio of Ox-Phos Complex II
(OxPhos CII) signal, in extracts from hearts perfused under normoxic conditions (40
min) or submitted to ischemia (35 min) and reperfusion (5 min) (IR), both in the
absence or presence of malonate 3 mmol/L during the last 15 min of normoxia or only
during the 5 min of reperfusion (n=4/group).

Normoxia Normoxia + IR IR
(n=4) Malonate (n=4) + Malonate
(n=4) (n=4)
Akt/OxPhos CII 1.00+0.32 1.46+0.07 0.97+0.12 0.68+0.24
ERK/OxPhos CII 1.00+0.19 1.00+0.23 0.55+0.10* 0.62+0.18*
GSK3[/0OxPhos CII 1.00+0.12 1.34+0.15 1.00+0.04 0.83+0.08
STAT3/OxPhos CII 1.00+£0.35 1.10+0.17 1.27+0.09 1.15£0.10

* (p<0.05, two-way ANOVA) indicate a significant difference between hearts perfused
under normoxic conditions and those submitted to ischemia-reperfusion. No significant
effects of treatment (malonate or control buffer) were observed, nor interactions
between the perfusion protocol and treatment.
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SCIENTIFIC REPQRTS

Selective Inhibition of Succinate
Dehydrogenase in Reperfused
Myocardium with Intracoronary
Malonate Reduces Infarct Size

Laura Valls-Lacalle'?, Ignasi Barbal?, Elisabet Mir6-Casas’?, Marisol Ruiz-Meana®?,
Antonio Rodriguez-Sinovas(®¥? & David Garcia-Dorado'-?

Inhibition of succinate dehydrogenase (SDH) with malonate during reperfusion reduces infarct size in
isolated mice hearts submitted to global ischemia. However, malonate has toxic effects that preclude
its systemic administration in animals. Here we investigated the effect of intracoronary malonate on
infarct size in pigs submitted to transient coronary occlusion. Under baseline conditions, 50 mmol/L of
intracoronary disodium malonate, but not lower concentrations, transiently reduced systolic segment
shortening in the region perfused by the left anterior descending coronary artery (LAD) in open-chest
pigs. To assess the effects of SDH inhibition on reperfusion injury, saline or malonate 10 mmol/L were
selectively infused into the area at risk in 38 animals submitted to ischemia-reperfusion. Malonate
improved systolic shortening in the area at risk two hours after 15 min of ischemia (0.18 +-0.07 vs
0.00£0.01 a.u., p=0.025, n=3). In animals submitted to 40 min of ischemia, malonate reduced
reactive oxygen species production (MitoSOX staining) during initial reperfusion and limited infarct
size (36.46 £ 5.35 vs 59.62 + 4.00%, p =0.002, n =11), without modifying reperfusion arrhythmias. In
conclusion, inhibition of SDH with intracoronary malonate during early reperfusion limits reperfusion
injury and infarct size in pigs submitted to transient coronary occlusion without modifying reperfusion
arrhythmias or contractile function in distant myocardium.

The mechanisms of reperfusion injury are complex, but increased reactive oxygen species (ROS) production
occurring short after flow restoration may play a key role', modulating both cardiomyocyte hypercontracture and
mitochondrial permeability transition pore (MPTP) opening>’. Although low concentrations of both hydrogen
peroxide and superoxide have been shown beneficial, mainly by activating prosurvival pathways, including those
of preconditioning®®, the massive ROS production occurring at the time of reperfusion is clearly detrimental.
Indeed, ROS scavengers have been shown to be able to reduce myocardial infarct size in several animal models®’.
Furthermore, mutant mice overexpressing ROS scavenging enzymes, as superoxide dismutase, catalase or glu-
tathione peroxidase, have reduced infarctions®’, whereas those deficient in such enzymes are less resistant to rep-
erfusion injury'’. In addition, cardiac myocytes respond to H,0, mimicking responses occurring after simulated
ischemia-reperfusion, including a decrease in contraction amplitude and stimulation of the Na*-H* exchanger''.

The potential sources of ROS in post-ischemic tissues include xanthine oxidase, NADPH oxidase, nitric oxide
synthase, and especially the mitochondria'. Mitochondria might be, indeed, a major source of ROS generation
during reperfusion in highly metabolically active tissues, like heart and brain. Electrons moving through the
mitochondrial respiratory chain have the potential, during reperfusion, to leak and reduce O, to superoxide
(0,"), especially within mitochondrial complexes I and IIT"'?. Accordingly, complex I inhibition with amobarbi-
tal at the onset of reperfusion reduces infarct size in isolated rat or mice hearts submitted to ischemia-reperfusion
in association with diminished ROS production'®'*. In addition, different complex II or succinate dehydro-
genase (SDH) inhibitors, including the reversible malonate, are able to modulate ROS production in isolated

1Cardiovascular Diseases Research Group, Department of Cardiology, Vall d'Hebron University Hospital and
Research Institute, Universitat Autdbnoma de Barcelona, Barcelona, Spain. 2Centro de Investigacion Biomédica en
Red Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV), Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Spain. Correspondence and
requests for materials should be addressed to A.R.-S. (email: antonio.rodriguez.sinovas@vhir.org) or D.G.-D. (email:
dgdorado@vhebron.net)
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Figure 1. Effects of succinate dehydrogenase inhibition with malonate in myocardial function in the LAD-
perfused region in pigs under baseline conditions. Changes in end-systolic length (ESL) (A) and systolic
segment shortening (SS, expressed as percentage of baseline value) (B), measured by ultrasonic crystals placed
in the distant myocardium and in the LAD-perfused area, during intracoronary infusion of saline or increasing
concentrations of disodium malonate in pigs. Baseline SS values were 0.21 £ 0.04 in distant myocardium and
0.1340.03 in the LAD-perfused region. *(p < 0.05) indicates significant differences vs. the corresponding
baseline value.

mitochondria in an ambivalent way: promoting superoxide generation at complex III under some conditions and
attenuating ROS formation at complex I due to reverse electron transfer'*. Diazoxide, a well known cardiopro-
tective agent supposedly acting on mitochondrial ATP-dependent K* channels (mitoK,rp), has been shown to
inhibit SDH in isolated mice mitochondria'®"’, which may contribute to its protective actions.

In this context, a previous study had shown that succinate, the natural substrate of SDH, accumulates in
ischemic myocardium due to conversion from fumarate by reversal action of SDH'®. In that work, authors sug-
gested that upon reperfusion, resumption of forward SDH activity oxidizes accumulated succinate and induces a
massive ROS production by reverse electron transfer from mitochondrial complex II to complex I'®. Furthermore,
we have recently demonstrated that reversible inhibition of SDH with malonate during reperfusion was also pro-
tective against infarction in isolated, Langendorff-perfused, mice hearts'’.

However, malonate, as an inhibitor of mitochondrial respiration, may have toxic effects that would preclude
its systemic administration in intact animals®’. Thus, in this study we aimed to investigate the effect of selective
intracoronary administration of malonate on infarct size in a clinically relevant pig model of transient coronary
occlusion.

Results
Concentration-response curve to malonate under baseline conditions. Neither saline nor
malonate, at 1 or 10 mmol/L, induced significant changes in hemodynamics or regional myocardial contractility
(Fig. 1). In contrast, infusion of 50 mmol/L of disodium malonate caused a significant increase in end-systolic
length (ESL) at the end of infusion, in the apical area (Fig. 1A), receiving irrigation from the catheterized coro-
nary artery, but not in the distant myocardium. Consequently, the increase in ESL induced a marked decrease in
systolic segment shortening (SS) in the LAD-perfused region (Fig. 1B), indicative of reduced contractility. These
changes in contractility recovered quickly and were not visible 2.5 min later (Fig. 1). Changes in other hemody-
namic variables were negligible.

No ventricular fibrillation (VF) was observed at any malonate concentration tested. On the contrary, a single
animal developed a VF during saline infusion.

Malonate plasma concentrations by *H-NMR (nuclear magentic resonance spectroscopy).
Intracoronary infusion of saline or disodium malonate at 1 or 10 mmol/L did not induce a discernible malonate
peak on 'H-NMR spectra obtained from peripheral blood samples. In contrast, plasma samples obtained after
treatment with 50 mmol/L of malonate showed an increased concentration of this metabolite, with a clear peak
at about 3.12 ppm (Fig. 2).

Ischemia-reperfusion injury. Hemodynamic variables, LAD coronary blood flow and regional myocardial
function. Malonate significantly improved systolic segment shortening, during reperfusion, in the area at risk
in animals submitted to 15 min of sub-lethal myocardial ischemia (Fig. 3), with no changes in hemodynamic
variables. In contrast, in pigs submitted to 40 min of LAD coronary artery occlusion, no significant differences
were observed between control and malonate-treated animals in the time course of any of these variables (Table 1,
Supplementary Figure 1). Function of distant myocardium, as assessed by ultrasonic piezoelectric crystals was not
affected by malonate treatment (Supplementary Figure 1).
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Figure 2. Nuclear magnetic resonance spectroscopy analysis of porcine plasma samples obtained from pigs
treated with malonate under baseline conditions. (A) Representative "H-NMR spectra from porcine plasma
samples obtained after intracoronary saline infusion or after treatment with malonate 1, 10 or 50 mmol/L. (B)
Plasma concentrations of malonate under each condition. *(p < 0.05) indicates significant differences vs. values
obtained after saline infusion.
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Figure 3. Myocardial stunning in the area at risk in pigs submitted to transient coronary occlusion and treated
with intracoronary malonate during initial reperfusion. Changes in systolic segment shortening (SS, expressed
as percentage of baseline value) in the area at risk in pigs submitted to 15 min LAD coronary artery occlusion
followed by reperfusion, and treated with intracoronary saline or 10 mmol/L of disodium malonate. Baseline
SS values were 0.29 4-0.03 for control animals and 0.31 =+ 0.06 for malonate-treated pigs. *(p < 0.05) indicates
significant differences vs. the corresponding value in the control group.

Infarct size. Infarct size in pigs submitted to 15 min LAD coronary artery occlusion was negligible in both
control and malonate-treated animals. In contrast, in control pigs submitted to 40 min of LAD coronary artery
occlusion, infarct size averaged 59.62 - 4.00% of area at risk, and was significantly reduced by treatment during
reperfusion with malonate 10 mmol/L (Fig. 4). No differences were observed between both groups in the size of
the area at risk or body temperature (Fig. 4A).

Reperfusion arrhythmias. No significant differences were observed in the total number of ventricular tachycar-
dias (VT) or sustained VT, or in VT duration, during reperfusion after 40 min of myocardial ischemia (Fig. 5A-
C). Similarly, 4 out of 11 control animals developed VF during reperfusion, an incidence that was not significantly
different to that found in malonate-treated pigs (6 out of 11 animals) (Fig. 5C).

Malonate and succinate myocardial concentrations after ischemia-reperfusion. Myocardial metabolite concentra-
tions were assessed in myocardial extracts obtained from additional experiments terminated after 5 min of rep-
erfusion (n=5/group). Two of the animals included in the group treated with malonate were excluded from the
analysis due to poor reflow during the 5min reperfusion period. In the remaining animals, we detected malonate
only in tissue samples obtained from the area at risk from malonate-treated pigs (concentration of 7.77 +2.12
pmol/g wet tissue), with this metabolite being below detection limit in samples from control animals or in the
distant myocardium of malonate-treated pigs. Succinate was increased in the area at risk of treated animals
(Supplementary Figure 2).

103



Control (n=11) Malonate 10mM (n=11)

Baseline 40’ ischemia | 2h reperf. Baseli 40/ ischemi 2h reperf.
Heart rate (beats/min) 80.56£6.11 96.51£7.99% | 123.70 £8.28* | 80.56+6.12 90.45+4.19%* 98.324+6.27*
AP (mm Hg) 126.46£5.93 | 119.88+7.59 | 125.09+7.57 126.48+5.93 116.30£8.18 109.67 £ 8.69
LVSP (mm Hg) 129.03+£5.75 | 120.73+8.98 |129.434+7.86 |129.03+£5.75 |117.18£8.71 111.57+8.95
LVEDP (mm Hg) 11.19+1.43 12.67+2.70 11.724+2.51 11.19+1.43 13.19+3.61 11.734+1.33
LV (+) dP/dt (mm Hg/s) 1607 102 1651+119 1723 +£159 1607 102 1762 £200 1400 £ 153
LV (—) dP/dt (mm Hg/s) 2553+113 2348 +242 2578 +£198 25534113 2031+187 2056 +237
LAD flow (ml/min) 6.65+£1.65 0.00£0.00% | 11.24£2.87* 6.65+1.65 0.00£0.00* 9.92 £1.36*
SS (control) 0.16£0.03 0.1540.05 0.10£0.03 0.21£0.04 0.2240.04 0.16 £0.04
SS (ischemic) 0.18+0.03 | —0.05£0.01* | —0.07 £0.02* 0.18£0.03 —0.05+0.01* —0.06+0.01*

Table 1. Values at baseline and at the end of ischemia and reperfusion for heart rate, aortic pressure (AP), left
ventricular (LV) systolic and end-diastolic pressure (LVSP and LVEDP), LV (4) and (—) dP/dt, coronary blood
flow at the LAD, and systolic shortening (SS) in the control and ischemic regions, in control pigs and in pigs
treated with an intracoronary infusion of malonate 10 mmol/L. *(p < 0.05) indicates significant differences vs.
the corresponding baseline value.

ROS production in cardiac tissue during reperfusion. Confocal fluorescence microscopy showed increased
MitoSOX staining, 5 min after reperfusion, in the area at risk of saline-treated pigs compared with that observed
in control myocardial regions. In contrast, malonate, given during initial reperfusion, attenuated this enhanced
MitoSOX staining (Fig. 6).

Analysis of mitochondrial function. Oxygen consumption was assessed in the same animals used for the analysis
of myocardial malonate and succinate concentrations, in which reperfusion was terminated after 5 minutes. As
shown in Supplementary Figure 3, a trend towards a reduction in mitochondrial ADP-stimulated oxygen con-
sumption was observed in the area at risk of both groups of animals.

Discussion

This study shows that reversible inhibition of SDH with intracoronary malonate, given selectively in the area at
risk, at the onset of reperfusion, is protective against reperfusion injury in a clinically relevant model of transient
coronary occlusion. These effects were associated with reduced ROS production in the area at risk. The treatment
did not modify the incidence of reperfusion arrhythmias or altered contractile function in distant myocardium.
These results may be of interest for the development of treatments to prevent reperfusion injury in patients with
ST-segment elevation myocadial infarction (STEMI).

Prevention of succinate accumulation or oxidation has been suggested as a new therapeutic target against
myocardial reperfusion injury”'. Succinate accumulates in ischemic tissues due to conversion of fumarate by
reversal of SDH during ischemia'®'’, and recovers its levels quickly during reperfusion. According to a recently
proposed scheme, rapid succinate oxidation during reperfusion by forward SDH activity induces a massive ROS
production by reverse electron transfer from mitochondrial complex II to complex I, and this oxidative stress
leads to MPTP opening'®'’. However, Andrienko and coworkers have recently suggested that conditions during
early reperfusion are not favorable to reverse electron tranfer, and that the rapid decay in succinate occurring dur-
ing reperfusion is due to efflux rather than oxidation®?. According to this alternative hypothesis, MPTP opening
would be triggered by factors other than ROS, including increased mitochondrial calcium concentrations, that
in turn would cause a secondary increase in ROS, leading to more MPTP opening®. In this situation, the SDH
inhibitor malonate would simply compromise the energy status of the cardiomyocyte, inducing protection.
However, our previous data indicate that malonate treatment only during reperfusion attenuates the rapid decay
in succinate concentrations, suggesting that at least part of this recovery is due to oxidation’.

Chouchani and coworkers demonstrated that prevention of succinate accumulation during ischemia by pre-
treatment with malonate, a reversible inhibitor of SDH (or mitochondrial complex II), causes a reduction in
infarct size in an in situ, open-chest, mice model of cardiac ischemia-reperfusion, effect associated with a reduc-
tion in ROS production'®. Moreover, we have recently demonstrated that administration of the SDH inhibitor at
the onset of reperfusion also reduces infarct size in isolated, Langendorff-perfused, mice hearts'. This effect was
linked with a reduction in ROS production and with preserved mitochondrial function and increased calcein
retention in isolated mitochondria, suggestive of reduced MPTP opening'’. However, malonate might target
mitochondrial respiration not only in the myocardium at risk, but also in other body cells. Indeed, malonate has
been shown to exert deleterious effects, including cell death, in neuroblastoma-derived SH-SY5Y cells®’. To avoid
potential toxic effects, we selectively applied malonate into the area at risk.

Intracoronary drug administration selectively at the area at risk is clinically feasible and it has been previ-
ously used for the selective delivery of cardioprotective treatments, as adenosine, in patients with acute myocar-
dial infarction*?*. In the present study we administered malonate selectively in the area at risk using a 2.8/2.5F
intracoronary infusion catheter, as previously described”. The concentration we chose to apply after ischemia,
10 mmol/L, was devoid of significant effects on systolic segment shortening under baseline conditions, and was
not detectable in plasma from these animals. Selective infusion of 10 mmol/L malonate during initial reperfu-
sion reduced ROS generation and infarct size in pigs submitted to 40 min LAD coronary artery occlusion and
improved functional recovery in animals submitted to shorter periods of myocardial ischemia.

104



20
;'\5 T
X
0
S
)
©
©
]
1
<
Control Malonate
(n=11) (n=11)
B 80 o
g % % ©
o}
N © s
n 40| o
o
o o i 8
=
= 0l o
o
o
0 1 1
Control Malonate
(n=11) (n=11)

Figure 4. Effects of succinate dehydrogenase inhibition with intracoronary malonate during reperfusion on
infarct size in pigs submitted to transient coronary occlusion. Size of the area at risk, expressed as percentage
of the ventricular weight (A), in pigs submitted to 40 min of LAD coronary occlusion followed by 120 min of
reperfusion, treated during initial reperfusion with an intracoronary infusion of saline (control) or disodium
malonate 10 mmol/L. (B) Infarct size, expressed as percentage of the area at risk, in the same groups of animals.
*(p < 0.05) indicates significant differences vs. control hearts (n=11/group).

The beneficial effect of a cardioprotective treatment on infarct size does not warrant its clinical applicability to
patients. Previous studies have demonstrated an increased incidence of VF in pigs treated with an intracoronary
acid Krebs infusion (pH 6.4), despite it caused a reduction in infarct size*®. Similarly, gap junction uncouplers,
which reduce infarct size when given during initial reperfusion®, have been shown to have proarrhythmic prop-
erties””. However, this was not the case with the intracoronary administration of malonate at the onset of reper-
fusion in our pig model.

In addition, re-circulation of intracoronary administered malonate could have unwanted effects outside the
area at risk. However, intracoronary infusion of malonate at the dose we found to be effective was associated
to undetectable concentrations in distant myocardium and in plasma, and to no measurable effect on distant
myocardium.

A wide number of therapeutic strategies have been suggested to limit infarct size in experimental models.
However, none of them is so far part of standard clinical practice. This failure of translation can be due, at least
in part, to the fact that most of these studies were conducted in young and healthy animals lacking comorbid-
ities, comedications or risk factors, and to failures in the design of clinical trials**?*. In addition, considering
that ischemia-reperfusion injury might be due to different mechanisms, targeting on individual objectives will
unlikely result in reduced infarctions. In this context, a combination therapy may be an interesting approach
to limit myocardial infarct size®, as has been described with a combination of remote ischemic conditioning
and treatments modulating myocardial metabolism, including exenatide and glucose-insulin-potassium®"**.
Malonate, if not individually, in combination with conditioning strategies®***, may be a good candidate to reduce
myocardial infarct size in patients with STEMI. Malonate has the advantage, over other tested compounds, that it
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Figure 5. Incidence of reperfusion arrhythmias in pigs submitted to transient coronary occlusion and treated
with intracoronary malonate during initial reperfusion. Total number of reperfusion ventricular tachycardias
(VT) (A) and VT duration (B) in pigs submitted to 40 min of LAD coronary occlusion followed by 120 min of
reperfusion, treated during initial reperfusion with an intracoronary infusion of saline (control) or disodium
malonate 10 mmol/L. (C) Incidence of sustained ventricular tachycardia (VT, closed cercles) and ventricular
fibrillation (VE red squares) in the same group of animals. Blue square represents the duration of infusion.

is a natural metabolite that appears in animal tissues®*, whose effects are reversible. Its main limitation, its possible
toxic effects in other tissues, might be solved by an intracoronary route of administration.

In conclusion, our data demonstrate that selective, intracoronary, administration of malonate at the onset of
reperfusion protects against myocardial infarction in in situ pig hearts, and that this effect is not associated with
undesirable effects in distant myocardium or with an increased incidence of reperfusion arrhythmias.

Methods

The present study conforms to the guidelines from Directive 2010/63/EU of the European Parliament on the
protection of animals used for scientific purposes and the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NTH publications N°. 85-23, revised 1996, updated in 2011). This study was approved by the Ethics Committee
of our institution (Comité Etic I’ Experimentacié Animal, reference number: 13/15 CEEA).

Animals and instrumentation. Forty-one hybrid farm pigs (25-30 Kg, 12 h fasting) were premedicated
with tiletamine-zolazepam (4-6 mg/Kg, IM) and anaesthetised with sodium thiopental (25 mg/kg, IV, followed
by continuous infusion at 6-14 mg/Kg/h) and fentanyl (5 pg/Kg, IV, followed by continuous infusion at 3-6 pg/
Kg/h), before intubation and ventilation. The left femoral artery and vein were cannulated for aortic blood pres-
sure and blood sample monitoring, respectively. A midsternotomy was performed, and the pericardium opened,
suturing its free margins to the borders of the sternotomy to cradle the heart. The left anterior descending (LAD)
coronary artery was dissected free at its midpoint, below the first diagonal branch, and surrounded by an elastic
snare. This dissection site was used for coronary ligature, whereas a second dissection site, located one centimeter
distally, was used for blood flow measurements. The right carotid artery was also dissected, and a Judkins 8 F
guiding catheter was introduced through it to catheterize the left coronary ostium using a 2.8/2.5F Transit infu-
sion catheter (Cordis). Arterial blood gases were monitored during the experimental procedure, and maintained
within normal limits. Lead IT of electrocardiogram was continuously recorded in a computer to monitor heart
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Figure 6. Malonate, given during reperfusion, reduces myocardial ROS production in porcine tissue samples.
Figures show representative confocal images depicting MitoSOX staining (in red) (excitation wavelength

488 nm, emission wavelength 520 nm) in myocardial biopsies obtained 5 min after flow restoration, from both
the area at risk and control region, in pigs treated with intracoronary infusion of saline (controls) or malonate
10 mmol/L. Nuclei are stained in blue.

rate and ventricular arrhythmias. Left ventricular (LV) pressure and LV dP/dt and coronary blood flow were
measured using a Millar SPR-350 Mikro-Tip Transducer catheter (Millar Instruments Inc., Texas, USA) and a
Transonic Flowprobe (Transonic System Inc, New York, USA), respectively, as previously described®. At the end
of the experiments, animals were sacrificed by a sodium thiopental overdose (100 mg/kg, IV).

Regional myocardial function. Regional myocardial function was determined in a control region near the
cardiac base (distant myocardium supplied by the circumflex coronary artery) and in the apical area (i.e., the area
at risk in those pigs submitted to ischemia, supplied by the LAD) using two pairs of hemispherical polystyrene
crystals inserted perpendicular to the LAD into the LV myocardium as previously described”. End-diastolic
length (EDL) and end-systolic length (ESL) were identified in the recordings, and systolic segment shortening
ratio (SS) was calculated from the equation SS= (EDL - ESL)/EDL?*. End-diastolic measurements were taken at
the point at which positive dP/dt begins to rise, and end-systolic dimensions were taken 20 ms before the nadir
of the negative dP/dt*.

Study protocols. All animals received a bolus of sodium heparin through the femoral vein (100 Ul/kg), and
a 2.5F intracoronary infusion catheter (TRANSIT, Cordis Neurovascular Inc., Florida, USA) was advanced into
the LAD, distally to the first dissection site, through the carotid artery guiding catheter.

Concentration-response curve to malonate under baseline conditions. To assess the effects of inhibition of succi-
nate dehydrogenase on hemodynamics and myocardial function, saline or increasing concentrations of disodium
malonate (1, 10 and 50 mmol/L, dissolved in saline) were administered to 3 pigs, through the intracoronary
catheter, at a flow rate of 15 ml/min (37°C), for 5min. A rest period of 25 min was allowed between each infusion.
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Blood samples were obtained from a femoral vein at the end of each infusion, and plasma was separated by cen-
trifugation at 1800 g, for 15 minutes, at low temperature (4 °C).

Ischemia-reperfusion and intracoronary malonate infusion. In order to evaluate functional recovery and myo-
cardial stunning after malonate administration, six animals (n = 3/group) were submitted, after heparin admin-
istration and intracoronary catheter advancement, to 15min of sub-lethal myocardial ischemia followed by two
hours of reperfusion. Ischemia was performed by occluding the LAD coronary artery around the infusion cath-
eter using the elastic snare. In these pigs, the two pairs of polystyrene crystals were placed in the area at risk. In
addition, to investigate the effects of malonate on infarct size, 22 additional animals (n = 11/group) were sub-
mitted to a longer period of ischemia, of 40 min, that was followed by reperfusion as before. In all cases, animals
were randomly divided in two groups. A control group received intracoronary saline for 6 minutes, beginning
at 39 min of ischemia and lasting for the first 5min of reperfusion, at a flow rate of 15ml/min (37 °C), whereas
malonate-treated animals received malonate at a concentration of 10 mmol/L.

Ten additional animals (n = 5/group), treated or not with malonate 10 mmol/L, were used to obtain tissue
samples after 40 min of ischemia and 5 min of reperfusion, as described below.

Nuclear magnetic resonance. Malonate plasma concentrations were analyzed by 'H-NMR in blood
samples obtained from pigs treated under baseline conditions. Plasma metabolites were extracted using the
methanol:chloroform method as described previously*°. Plasma extracts were dissolved in 500 pl of deuterium
oxide containing 1 mmol/L TSP (3-(Trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt), added as internal
and chemical shift standard. "H-NMR spectra were acquired on a vertical bore 9.4 T magnet interfaced to a
Bruker Avance 400 spectrometer. Each spectrum consisted in the accumulation of 64 scans using a fully relaxed
pulse-and-acquire pulse sequence with presaturation of the residual water signal.

Myocardial metabolite concentrations were also assessed in myocardial extracts obtained from additional
experiments terminated after 5 min of reperfusion. Cardiac metabolites were analyzed by 'H-NMR spectroscopy
in 10 additional pigs submitted to 40 min of LAD occlusion and 5 min of reperfusion, and treated or not with
malonate 10 mmol/L during the last minute of ischemia and the 5 min of reperfusion (n = 5/group). Cardiac
metabolites were extracted using the methanol:chloroform method as before.

Reperfusion arrhythmias. Recordings were analysed for the incidence of ventricular tachycardia (VT) and
ventricular fibrillation (VF) during ischemia and the first 50 min of reperfusion. VT was defined as four or more
consecutive premature beats of ventricular origin. Sustained VT were those lasting more than 30s.

Area atrisk and infarct size. At the end of the experiments, the LAD was reoccluded and the size of the
area at risk and of infarction were determined by 10% fluorescein and 1% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride
(TTC) staining, respectively, as previously described’’. Area at risk was expressed as percentage of total ventricu-
lar weight, whereas infarct size was expressed as percentage of area at risk.

Quantification of reactive oxygen species (ROS) production in cardiac tissue. ROS production
was quantified in myocardial biopsies obtained 5 min after flow restoration, in 4 control animals submitted to
40min of ischemia and in 4 pigs treated with malonate 10 mmol/L. Tissue specimens were obtained both from the
area at risk and from a control, distant, myocardial region, and were immediately immersed in paraformaldehyde.
Myocardial, paraformaldehyde-fixed, sections (5 pm) were incubated with MitoSOX Red (50 pM, Invitrogen)
for 15min (room temperature and darkness) to assess ROS production by confocal microscopy as previously
described (excitation wavelength 488 nm, emission wavelength 520 nm)'’. Nuclei were stained with Hoeschst
33342 (10 pg/mL).

Analysis of mitochondrial function. Pig cardiac mitochondria were isolated from myocardial samples
obtained at 5min of reperfusion in the same 10 additional animals used for tissue metabolite quantification, as
previously described'”. Mitochondrial respiration was assessed with a Clark-type oxygen electrode (Hansatech,
UK) at room temperature after addition of respiration substrates.

Statistical analysis. Data are expressed as mean + SD. Student’s t test or repeated measures ANOVA
(MANOVA, mixed modeling with Greenhouse-Geisser correction) (for analysis of one intergroup and one intra-
group variable), and Tukey post-hoc tests were used to assess differences between groups. Incidence of VF was
analyzed by the Pearson Chi-square test. Non-parametric Mann-Whitney U test was used to assess differences
in the number and durations of ventricular arrhythmias. Differences were considered significant when p < 0.05.
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Supplementary Figure 1. Systolic segment shortening in the distant myocardium and
in the area at risk in pigs submitted to 40 min LAD coronary artery occlusion followed by
reperfusion, and treated with intracoronary saline or 10 mmol/L of disodium malonate.
Malonate treatment did not modify systolic segment shortening in any myocardial region
as compared with changes observed in control pigs.
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Supplementary Figure 2. Succinate concentrations in tissue extracts obtained from
pigs submitted to 40 min LAD coronary artery occlusion followed by only 5 min of
reperfusion, and treated with intracoronary saline or 10 mmol/L of disodium malonate.
Succinate was significantly increased in the area at risk of treated animals vs. remaining
groups pooled (2.95+£1.22 vs. 0.54+0.16, Student’s t test, p=0.008).
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Supplementary Figure 3. ADP-stimulated oxygen consumption in mitochondria
isolated from pigs submitted to 40 min LAD coronary artery occlusion followed by only 5
min of reperfusion, and treated with intracoronary saline or 10 mmol/L of disodium
malonate. A non-significant trend towards a reduction in oxygen consumption was
observed in the area at risk of both groups of animals, being slightly higher in malonate-
treated animals.
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RESULTATS

Els resultats obtinguts en el model model muri mitjangant el sistema de Langerdorff
sén:

A. La inhibici6 del complex Il mitocondrial (o succinat deshidrogenasa) amb
malonat disodic en cors aillats de ratoli perfundits en condicions normoxiques
produeix una disminucié concentracié-dependent de la pressié desenvolupada
pel ventricle esquerre, amb una ECso de 8.05+2.11 mmol/L. No es van observar
canvis significatius en altres variables com la freqliéncia cardiaca, la pressio
telediastolica del ventricle esquerre o la pressié de perfusidé, ni cap mena de
dany cel-lular. Els efectes de la inhibicié de la succinat deshidrogenasa amb
malonat, en aquestes condicions, sén almenys parcialment reversibles.

B. La inhibici6 de la succinat deshidrogenasa mitocondrial amb malonat,
administrat préeviament a un episodi de 35 minuts d'isquémia global seguida de
reperfusid, produeix un efecte protector en cors aillats de ratoli, reduint la
mida de l'infart, l'alliberament de LDH i la hipercontractura, i millorant la
recuperacié funcional al final de la reperfusid. Aquest efecte protector és
especialment notori a 3 10 mmol/L.

C. Tanmateix, I'administracié de malonat 3 mmol/L, Unicament en el moment de
la restauracié del flux, exerceix un efecte protector front el dany per reperfusié,
reduint la mida de l'infart i I'alliberament de LDH, i millorant la recuperacié
funcional al final de I'experiment.

D. La magnitud de I'efecte cardioprotector exercit pel tractament amb malonat a
I'inici de la reperfusio és similar a I'’efecte observat amb CsA.

E. L'efecte protector del tractament amb malonat, administrat durant la
reperfusid, s’associa amb una reduccié en la produccié6 de ROS durant la
restauracié del flux sanguini, determinada en mostres tissulars mitjancant
marcatge amb MitoSox Red.

F. Els cors aillats de ratoli tractats amb malonat presenten un perfil metabolic
diferent d’aquells que no van ser tractats amb linhibidor de la succinat
deshidrogenasa, tal i com demostren els nostres estudis de ressonancia
magneética nuclear i I'analisi supervisat dels espectres obtinguts. Aquestes
diferéncies apareixen independentment de si el tractament es va realitzar en
condicions normoxiques o tan sols durant la reperfusid, sent el principal
metabolit responsable del diferent patré metabolic el succinat, que va trobar-
se augmentat en els cors tractats.
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RESULTATS

G.

L'analisi quantitatiu dels diferents metabolits va mostrar una disminucié
significativa en ADP, AMP, carnitina, glutamat, NADP®, i taurina en les mostres
de teixit miocardic reperfundit, comparades amb les provinents de cors
normoxics, i un increment significatiu en alanina, glutamina i del propi succinat.
Com era d'esperar, i com a control positiu de la técnica, els cors tractats amb
malonat van presentar un increment significatiu d'aquest metabolit.

Durant la isquémia es produeix un gran augment en les concentracions tissulars
de succinat, el qual es normalitza rapidament als 5 minuts de la reperfusio.
Aquesta normalitzacid és més lenta en els cors tractats amb I'inhibidor de la
succinat deshidrogenasa durant la reperfusio.

L’addicié de succinat a preparacions de mitocondris aillats de cors de ratoli,
incubats amb substrats del complex I, produeix un increment en el consum
d'oxigen i en la produccié de ROS, aixi com un major grau d'obertura del mPTP,
determinat com retencié de calceina. El tractament amb malonat, per contra,
reverteix els efectes provocats pel succinat.

L'efecte protector del malonat front el dany per reperfusié observat en cors
aillats de ratoli no s'associa amb canvis en el grau d'activacié de les quinases
Akt, ERk1/2, GSK3B o STAT3 després d'un episodi d'isquémia global transitoria.
Tant en els cors tractats amb l'inhibidor del complex Il, com en els no tractats,
es produeix un augment significatiu, als 5 minuts de reperfusiéo del grau
d'activacid, mesurat con nivell de fosforilacié, d’ERK1/2 i GSK3B, pero no d’Akt
0 STAT3.

Els resultats obtinguts en el model porci d’oclusié coronaria transitoria son:
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L'administracié intracoronaria, en condicions basals, de malonat disodic 50
mmol/L, mitjangant un catéter introduit a l'artéria coronaria descendent
anterior (DA), en un model porci de cor in situ, indueix un augment significatiu
en la longitud telesistolica en la regid miocardica apical irrigada per aquella
artéria, perd no en regions distants. Com a conseqiiencia es produeix una
marcada disminucié en I'escurcament sistolic regional en aquesta zona,
indicatiu d'una inhibicié en la seva contractilitat. Aquests efectes van ser
rapidament revertits, recuperant-se els valors inicials d'escurcament regional
en menys de 2,5 minuts. Concentracions inferiors de malonat, d’1 i 10 mmol/L,
no van induir cap canvi significatiu en cap variable hemodinamica o de
contractilitat.



RESULTATS

L’administracié intracoronaria d’1 i 10 mmol/L de malonat disodic no indueix
canvis detectables, mitjancant ressonancia magnetica nuclear, en els nivells
plasmatics d'aquest metabolit. Unicament la concentracié més alta, de 50
mmol/L, s'associa a un augment detectable de malonat.

. La inhibicio reversible de la succinat deshidrogenasa amb malonat 10 mmol/L,
administrat Unicament a l'inici de la reperfusié, i de forma intracoronaria i
selectiva a l'area en risc, atenua l'aturdiment miocardic en aquesta regié del
cor, augmentant I'escurcament sistolic regional respecte al grup control, en
porcs sotmesos a oclusié coronaria breu, de 15 minuts, seguida de reperfusio.

L'administracié de malonat 10 mmol/L a l'inici de la reperfusié, de forma
intracoronaria i selectiva a l'area en risc, té un efecte protector front el dany
per reperfusiod, reduint la mida de I'infart en porcs sotmesos a oclusié coronaria
perllongada, de 40 minuts, seguida de reperfusio.

Els efectes protectors de la inhibicié del complex Il amb malonat 10 mmol/L
intracoronari no s'associen amb canvis detectables en la funcié del miocardi a
distancia, ni amb accions deletéries sobre la incidéncia d'arritmies de la
reperfusid, incloent-hi taquicardies i fibril-lacions ventriculars.

Tal i com es va observar als cors aillats de ratoli, el tractament amb malonat 10
mmol/L durant la reperfusié, en un model porci, incrementa la concentracié de
succinat, mesurada mitjancant ressonancia magnetica nuclear, a |'area en risc,
pero no en el miocardi a distancia, ni en els animals controls. Com a control
positiu, també vam detectar, un increment en la concentracio de l'inhibidor tan
sols a l'area en risc.

La isquéemia-reperfusié miocardica produeix, també en cors porcins in situ, un
increment en la producciéo de ROS a l'area en risc, determinada en mostres
tissulars mitjancant marcatge amb MitoSOX Red, en comparacié amb |'existent
en el miocardi distant. L'efecte protector del tractament amb malonat,
administrat Unicament durant la reperfusio, s'associa, com passava als cors de
ratolins, amb una atenuacio de la produccié de ROS durant la reperfusid.

El tractament amb malonat durant la reperfusié s'associa amb una tendeéncia a
un menor consum d'oxigen en mitocondris porcins aillats de |'area en risc en
comparacié amb el provinents del miocardi distant dels mateixos animals o
d'animals controls.
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DISCUSSIO

Els resultats obtinguts en aquesta tesi permeten establir que la inhibicid reversible de
la succinat deshidrogenasa amb malonat disodic a l'inici de la reperfusio té efectes
protectors enfront el dany per reperfusié, reduint la mida de I'infart tant en cors aillats
de ratoli, com en un model porci d’oclusié coronaria transitoria. Aquest efecte
protector s’estén a altres variables d’importancia clinica, com és I'aturdiment
miocardic, sense que apareguin efectes indesitjables ni en el miocardi a distancia, ni
sobre la incidéncia d'arritmies ventriculars malignes. Els mecanismes de la proteccid
inclouen canvis en el perfil metabolic del teixit tractat, reduccié en la produccié de ROS
en el moment de la reperfusid, preservacié de la funcié mitocondrial, i una menor
obertura del mpTP 3%,

1. LA INHIBICIO REVERSIBLE DE LA SUCCINAT DESHIDROGENASA A L'INICI DE LA
REPERFUSIO ES CARDIOPROTECTORA.

Estudis previs van permetre demostrar que la inhibicid reversible de la succinat
deshidrogenasa amb dimetil malonat, administrat abans d'una oclusid coronaria

378 Un efecte

transitoria en ratoli, redueix de manera significativa la mida de I'infart
protector similar ja s'havia observat anterioment amb un altre inhibidor del complex I,
778 tot i

que els mecanismes d'accié d'aquesta droga no estan del tot clarificats, i poden

I'atpenina A5, administrada préviament a la isquémia en cors aillats de rata

involucrar efectes sobre els mitoKarp>'’. Més recentment, un derivat sintétic de I'acid
ferdlic (“hmy-paa (3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-N-(1H-pyrazol-3-yl)acrylamide)”), el
qual també inhibeix la succinat deshidrogenasa, ha permés conferir resisténcia al dany
per isquemia-reperfusié en un model cel-lular sotmés a cicles d’hipoxia i reoxigenacio
381 Tot i aixi, I'estrategia d’inhibir el complex Il de la CTE abans de la isquémia, no és
factible en pacients amb infart agut de miocardi sotmesos a revascularitzacié
coronaria, ja que arriben a I’hospital amb la isquémia ja instaurada. L'objectiu principal
d'aquesta tesi ha estat investigar la possibilitat de que també sigui factible protegir el
miocardi enfront del dany per isquémia-reperfusio inhibint la succinat deshidrogenasa

en el moment de la reperfusio, hipotesi que no havia estat testada amb anterioritat.

Per estudiar aquesta hipotesi vam utilitzar dos models animals diferents, cors aillats de
ratoli, i un model de cor porci in situ, sotmés a oclusid coronaria transitoria i com a
inhibidor de la succinat deshidrogenasa, malonat disodic, un inhibidor reversible del
complex Il. L'acid malonic és un acid dicarboxilic que apareix de forma natural als
sistemes biologics, tant en teixits vegetals, especialment en les llavors de les

2 e ,
1382 A mésa més,

lleguminoses, com en animals, durant el desenvolupament cerebra
és un metabolit que es produeix de forma natural als teixits en determinades
situacions, com en mitocondris aillats, provinent de la descarboxilacié oxidativa de

.2 \ . 38
I’oxalacetat, augmentant la seva concentracid en presencia de H,0; 3,
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DISCUSSIO

Per confirmar que érem capacos d’inhibir la cadena respiratoria mitocondrial, vam
administrar el malonat disodic en condicions normoxiques o basals en ambdds models.
En cors aillats de ratoli perfosos en el sistema de Langendorff el malonat va produir, en
condicions normoxiques, una reduccié concentracido-depenent de la pressio
desenvolupada del ventricle esquerre, corroborant el seu efecte depressor de la
respiracido mitocondrial. Un ajust a una corba sigmoide va permetre calcular els valors
d’EC50 i Emax, que van ser, respectivament, 8,05+2,11 mmol/L i 23,4+7,46 mmHg. A
partir del valor de I'EC50 vam escollir la dosi a emprar en els estudis d’isquémia-
reperfusio, que va ser de 3 mmol/L. Cal destacar que |'administracié de malonat en
aquestes condicions no va associar-se a mort cel-lular, ja que no es va observar infart
amb la tincid de trifeniltetrazoli, ni alliberament de LDH. De forma similar al model de
cor aillat de ratoli, I'administracio intracoronaria en la DA de malonat disodic en el
nostre model porci en condicions basals va produir una reduccié de la contractilitat
Unicament a la regié miocardica irrigada per la DA. Concretament, aquests efectes es
van observar a la concentracié de 50 mmol/L, perd no a concentracions inferiors. Per
tal d'evitar efectes indesitjables, ja que aquesta concentracié era detectable en sang
periférica mitjancant ressonancia magnética nuclear, en aquesta ocasid vam
seleccionar la concentracié de 10 mmol/L per analitzar els efectes de la droga sobre el
dany per reperfusié. Aquest estudi, a més, va confirmar que els efectes del malonat
disodic sobre la contractilitat eren rapidament reversibles.

La mort cel-lular que ocorre durant un episodi d'isquemia-reperfusié miocardica es
produeix, als nostres models, predominantment per necrosi, com demostra |'extensa
tincié amb iodur de propidi observada en mostres cardiaques obtingudes de cors
aillats i perfundits de ratoli, una hora després de la reperfusid. Per contra, el paper de
I'apoptosi és practicament menyspreable, fet demostrat per la manca de tincié per la
tecnica de TUNEL. El tipus de mort cel-lular durant un episodi d'isquémia-reperfusié ha
estat, fins ara, un tema controvertit, ja que existeix un possible solapament entre
ambdods tipus. Tot i diferenciar-se clarament en els mecanismes que els desencadenen,
hi ha alguns nexes d'unié entre la necrosi i I'apoptosi, com pot ser, per exemple,

. . . . . 4
Ialliberacié de citocrom ¢ mitocondrial %

. A més a més, diversos factors com |'Us
d’inhibidors inespecifics que poden actuar sobre altres tipus de proteases diferents a
les caspases, |'existéncia de falsos positius en les tecniques de tipus TUNEL per
detectar apoptosi, i I'Us d’animals modificats genéticament sense especificitat sobre el
tipus cel-lular, han fet que la participacié de I'apoptosis en la mort cel-lular posterior a
un episodi d'isquémia-reperfusié sigui molt controvertida **. En aquest context, i tot i
que l'apoptosis és un mecanisme essencial en els processos de diferenciacio cel-lular,
s'ha de tenir en compte que la seva rellevancia en cel-llules diferenciades
terminalment, com és el cas dels cardiomiocits, no esta aclarida. De fet, la via de la
caspasa 3 sembla que no seria operativa en cel-lules cardiaques adultes, suggerint que

I’apoptosi no participaria en la mort cel-lular dels cardiomiocitsdurant la reperfusié .
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A més, i corroborant els nostres resultats, s'ha demostrat que ratolins deficients per les
caspases 3 i 7 no mostren diferencies ni en la mida de l'infart després de 24 hores de
reperfusid, ni en la de l'area de cicatritzacid 28 dies després de I'oclusié coronaria
transitoria, respecte a les observades en animals de fenotip salvatge, la qual cosa
també suggereix que |'apoptosi no contribueix, al menys a través de la via classica
mediada per caspases, a la mort cel-lular post isquémia >*’.

Per tal d'analitzar els efectes de la inhibicié del complex Il amb malonat sobre el dany
per isquémia-reperfusié, inicialment vam administrar, en el model de cor aillat de
ratoli, i de forma continua, malonat disodic 3 mmol/L. Aixi, vam demostrar que
I'administracié de malonat, iniciada de forma previa a la isquémia i perllongada durant
tota la reperfusid, era eficag¢ reduint la mida de l'infart. Aquestes dades, per tant, van
permetre confirmar les obtingudes préviament per altres autors, que van mostrar que
la inhibicid de la succinat deshidrogenasa amb malonat abans d'una oclusié coronaria
transitoria en ratoli in vivo, redueix de manera significativa la mida de I'infart 378

Per tal d'analitzar el nostre objectiu principal, és a dir, si aquest tractament és efectiu
contra el dany per reperfusid, i com a continuacio logica a I'experiment anterior, vam
testar |'eficacia d'aquest inhibidor quan la droga era administrada Unicament en el
moment de la restauracid del flux. Aixi, I'administracié de malonat 3 mmol/L durant els
primers 15 minuts de la reperfusié va reduir gairebé un 50% la mida de I'infart en cors
aillats de ratoli sotmesos a 35 minuts d'isquémia global, dades que es van
correlacionar amb una disminucié significativa de I’alliberament de LDH. Encara més
important, vam poder demostrar que aquest efecte protector persisteix en un model
clinicament més rellevant com es el model porci d'oclusié coronaria transitoria. En
aquest model, el tractament amb malonat 10 mmol/L, administrat de forma
intracoronaria i selectiva a I'area en risc, durant els primers 5 minuts de la reperfusio,
es va associar amb una reduccié marcada de la mida de l'infart, propera al 50%, en
porcs sotmesos a oclusié coronaria transitoria de la DA de 40 minuts.

La via d’administracié escollida en aquest model, la intracoronaria, permet accedir
directament a I'area en risc cardiaca, reduint aixi els possibles efectes adversos de
I'administracié sistéemica de la droga. De fet, s’han senyalat possibles accions
neurotoxiques del malonat en cél-lules SH-SY5Y derivades de neuroblastoma 283%°,
que podrien ser un problema per la seva aplicacié en humans. A més, aquesta via
permet evitar també que es produeixi una inhibicié de la respiracié mitocondrial de
manera generalitzada en altres cél-lules de I'organisme. Aquest tipus d’administracio
és, de fet, perfectament possible en pacients amb infart agut de miocardi, ja que
durant el procediment d'angioplastia primaria s’utilitzen catéters i balons que
permeten l'administracié de tractaments directament a I'area en risc. Aquesta via

d'administracié ha estat I'escollida en un assaig clinic recent, I'estudi PROMISE, per
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I"'administracié intracoronaria d’adenosina a I'area en risc, realitzada just en el moment
de I'obertura de I'arteria afectada, durant el procediment d'angioplastia coronaria .

A més dels efectes beneficiosos sobre la mida de l'infart, la inhibicio reversible de la
succinat deshidrogenasa amb malonat durant la reperfusid té efectes positius sobre
altres variables de gran importancia clinica. Aixi, el tractament amb malonat durant la
reperfusid va ser capag de reduir I'aturdiment miocardic en cors aillats de ratoli, amb
una millor recuperacié funcional (mesurada a partir de la pressié desenvolupada del
ventricle esquerre) al final de la reperfusié. De forma similar, també en el model porci
d'oclusié coronaria transitoria es va observar, quan la duracié de la isquemia es reduia
fins a 15 minuts, una menor alteracié contractil durant la reperfusié a I'area en risc en
el grup d'animals tractat amb l'inhibidor en comparacié amb la del grup control. Encara
que en el grup d'animals sotmés a isquémia perllongada (40 min) aquesta millora
funcional no va ser aparent, com ja ha quedat palés en altres estudis '°, les dades
obtingudes amb duracions breus d'isquémia confirmen lI'efecte beneficiés sobre
I'aturdiment miocardic.

A part dels efectes beneficiosos d'un tractament, s'han de considerar els possibles
efectes adversos. Un d'ells és I'aparicié d’arritmies ventriculars que empitjorin i posin
en risc I'estat medic del pacient i que podrien desaconsellar el seu Us. En aquest sentit,
estudis anteriors van demostrar un augment en la incidéncia d’arritmies ventriculars
en un model porci tractat amb una administracio intracoronaria d’una solucié de Krebs
acida, tot i que aquesta reduis de manera significativa la mida de I'infart . De manera
similar, I'administracié de desacoblants de les “gap junctions” durant la reperfusio en
un model de cor aillat de rata, tot i produir una disminucié significativa de I'infart,

3035 No obstant, en el nostre estudi, I'administracio

presentava efectes proarritmics
intracoronaria de malonat a I'inici de la reperfusié no va suposar un augment en la
incidéncia d’arritmies malignes (fibril-lacions i/o taquicardies ventriculars), en
comparacié amb el grup control, ni durant el temps de la propia infusid, ni durant la
resta de la reperfusid. Per tant, des d'aquest punt de vista, la inhibicié de la succinat

deshidrogenasa amb malonat durant la reperfusid és una estratégia segura.

El malonat és un inhibidor de la respiracid mitocondrial, que si arribés a altres teixits
podria tenir efectes no desitjats en els mateixos. Tot i que I'administracié del malonat
es va realitzar de manera intracoronaria, aix0 no descarta que la recircularitzacié de la
droga en l'organisme acabés afectant a regions distants del cor o d'altres teixits. Ara
bé, les nostres propies dades semblen excloure aquesta possibilitat. Aixi, els nostres
analisis de ressonancia magnetica nuclear no van ser capacgos de detectar, al model
porci, la preséncia de malonat ni en sang periféerica, ni en regions controls del miocardi,
almenys a la concentracié emprada al nostre estudi (10 mmol/L). A més, la
contractilitat de I'area control en el nostre model porci no es va veure afectada durant
I'administracié de la droga, ni en condicions normoxiques, ni durant la reperfusio.
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2. CANVIS EN EL PATRO METABOLIC DEL MIOCARDI.

Per estudiar els mecanismes de la proteccié induida per I'administracié de malonat
durant la reperfusié, primerament vam investigar si la inhibici6 de la succinat
deshidrogenasa s’associa a canvis en el perfil metabolic del teixit miocardic després
d’un episodi d’isquemia-reperfusié. Per aquest motiu, vam analitzar, mitjancat
ressonancia magnetica nuclear, extractes de teixits obtinguts de cors aillats de ratoli
sotmesos a perfusido normoxica o isquemia global seguida de reperfusid, tractats o no
amb malonat a l'inici de la reperfusié. Un primer analisi discriminant supervisat, de
tipus OPLS-DA, dels diferents espectres obtinguts va permetre diferenciar, per un
costat les mostres sotmeses a isquemia-reperfusio de les sotmeses a perfusid
normoxica, i per l'altre les tractades amb malonat de les que no van ser tractades
(independentment de si el tractament es realitzava en normoxia o durant la
reperfusid). De forma important, en aquest darrer cas, aquestes diferéncies es
mantenien si s’eliminava de I’analisi el malonat, I'inhibidor utilitzat en els cors tractats.
Aquestes dades van permetre confirmar, doncs, que el tractament amb malonat
provoca alteracions en 'empremta metabolica tissular.

Seguidament es va voler determinar quines eren les molécules responsables dels
canvis observats en el patré metabolic. Per aix0, es va realitzar una assignacié dels
diferents pics que apareixien en els espectres utilitzant el programa Chenomix, que
compta amb una gran base de dades de metabolits definits, i ens permet calcular la
seva concentracid. Primerament, vam analitzar les diferéncies entre els extractes
provinents de cors normoxics d’aquells que provenien de teixit reperfundit. Aixi, en els
espectres obtinguts d’extractes de teixit miocardic reperfundit es va observar un
augment significatiu en les concentracions d’alguns marcadors d'isquémia ja coneguts i

120,390

publicats en altres treballs anteriors , tals com alanina, glutamina i succinat, i

disminucions en ADP, AMP, glutamat, taurina, i carnitina, entre altres.

A continuacié vam investigar quins eren els metabolits responsables de les diferéncies
entre els extractes provinents de cors tractats o no amb malonat. D’aquest analisi va
resultar que I'unic metabolit que es trobava en diferent concentracid entre els cors
tractats amb malonat dels tractats amb sérum fisiologic era el succinat, tant si el
tractament es realitzava en condicions de normoxia com durant la reperfusio. En totes
dues situacions, el succinat es trobava augmentat respecte al seu grup control.
Aquestes dades podrien indicar que durant la reperfusié en preséncia de malonat es
produeix una menor oxidacié del succinat cap a fumarat, degut a la inhibicié de
I'activitat de la succinat deshidrogenasa. De forma semblant al que ocorre en els cors
aillats de ratoli, vam observar canvis similars en extractes obtinguts del nostre model
porci. Aixi, el succinat es trobava augmentat a I'area en risc en els animals tractats amb
malonat, perd no en les regions remotes del cor d’aquests mateixos animals o en 'area
en risc dels animals controls.
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De fet, un analisi més en detall dels canvis en les concentracions de succinat als cors
sotmesos a isquémia-reperfusié ens va permetre detectar un gran augment de les
seves concentracions durant la isquémia, que es revertia molt rapidament durant la
reperfusid en els cors no tractats amb malonat. Aquest gran increment que ocorre
durant la isquémia correspon al que ja havia estat descrit per Chouchani i

7.
col-laboradors 78

, els quals van proposar el succinat com a marcador universal
d’isquemia, ja que era I'Gnic metabolit que es trobava augmentat en diferents teixits,
incloent el cor, durant aquesta fase. Aquestes dades confirmen també estudis
anteriors que ja havien mostrat un augment d’aquest metabolit en models

391,392 .
. Aixi

experimentals d'isquemia o cicles d’hipoxia mateix, la presencia

augmentada de succinat també havia estat demostrada en humans, relacionada amb

393 Respecte a la

proves fisiques (marxa i apnea) i estudis de metabolisme anaerobic
rapida recuperacido en les seves concentracions que ocorre durant la reperfusio,
aquesta va ser més lenta en els cors tractats amb l'inhibidor de la succinat
deshidrogenasa, probablement indicant, novament, una menor oxidacié del succinat
en el grup tractat amb malonat. En aquest sentit, pero, cal destacar que alguns autors
han postulat que al menys una part de la rapida caiguda en els nivells de succinat
durant la reperfusié no serien deguts a la seva oxidacio, si no al seu eflux cap al medi

394,395

extracel-lular . Aquests mateixos autors han proposat que quasi dos terceres

parts del succinat acumulat serien alliberades i rentades rapidament durant la
reperfusio, restant tan sols una tercera part al citoplasma >**3%,

Com a control positiu de la nostra técnica, els cors de ratoli tractats amb malonat van
presentar un augment en les concentracions d’aquest inhibidor de la succinat
deshidrogenasa, tan quan el tractament es realitzava en condicions normoxiques, com
quan s’administrava durant la reperfusid.

Una de les possibles hipotesis per entendre aquesta acumulacié de succinat que ocorre
durant la isquemia, esta relacionada amb I'existencia de dos possibles direccions de
funcionament de la succinat deshidrogenasa. Durant el temps d'isquémia, 'augment
de NADH, degut a I'estadi reduit del coenzim Q, provoca I'augment de la sintesis de
fumarat a partir de diferents vies (AMP, conversié des d’aspartat). Aquest fet provoca,
de manera conseqiient, que la succinat deshidrogenasa intenti reduir el fumarat a
succinat, operant en la direccié reversa de I'enzim. Aix0 acaba provocant, per tant,
I'acumulaci6 de succinat al teixit com a producte de la reaccié *’*. Per contra, durant la
reperfusid, quan la maquinaria cel-lular intenta retornar a condicions fisiologiques, la
succinat deshidrogenasa actua en la seva direccid constitutiva, intentant oxidar tota
I'acumulacié de succinat un altre cop cap a fumarat. Tot i aixi, altres autors han
proposat que I'acumulacié de succinat durant la isquemia provindria del mateix cicle

de Krebs, degut a reaccions anaplerotiques de les aminotransferases i de la glicolisis
394
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3. EL SUCCINAT COM A MARCADOR PLASMATIC D'ISQUEMIA.

Per tal que un metabolit sigui considerat un marcador d'isquémia, aquest ha de ser
sensible a periodes d’hipoxia o isquemia, provocant un canvi en la seva concentracid
basal. El succinat, com ja s’ha esmentat abans, ha estat postulat com un marcador
universal d’isquémia ja que s’ha demostrat que s’acumula en diferents organs o teixits

31 fet que hem confirmat en aquesta tesi utilitzant

sotmesos a aquesta condicié
mostres de teixit i espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear. Una de les
caracteristiques dels marcadors biologics, es que han de ser de facil deteccid, com per
exemple mitjangcant una biopsia del teixit d’estudi, o bé presentar una deteccid

indirecta dels seus nivells locals a nivell de la sang.

Una possibilitat que faria que el succinat pogués ser utilitzat com a biomarcador a la
practica clinica en pacients amb sospita de patir un infart de miocardi seria que el gran
increment en les seves concentracions que es donen al teixit isquemic es reflectis al
plasma sanguini. En aquest sentit, un estudi recent ha analitzat la concentracid
d’aquest metabolit en pacients amb infart agut de miocardi sotmesos a angioplastia
primaria. L'analisi metabolic de sang extreta tant de l'artéria coronaria responsable,
com del sinus coronari o d’una vena periféerica, va permetre demostrar un augment en
els nivells de succinat, principalment al sinus coronari, en aquests pacients respecte a
un grup control integrat per pacients amb infart de miocardi sense elevacié del

3% A més, I'alliberament de succinat pel teixit miocardi,

segment ST o angina estable
detectat en mostres sanguinies, va correlacionar-se amb [I'extensié del dany

isquemic>.

4. MECANISMES DE L'EFECTE PROTECTOR DEL MALONAT DURANT LA REPERFUSIO:
REDUCCIO EN LA PRODUCCIO DE ROS.

En el present estudi, I'efecte protector, enfront l'infart de miocardi, de la inhibicio
reversible del complex Il amb malonat a l'inici de la reperfusié s'ha associat amb una
reduccio en la produccié de ROS tant en mostres tissulars de cors de ratoli i de porc,
sotmesos a isquemia-reperfusid, com en mitocondris aillats provinents del primer dels
models.

En les mostres tissulars, la produccié de ROS es va determinar mitjancant la utilitzacio
de MitoSOX Red, un marcador fluorescent de naturalesa cationica, que és capag de
travessar la membrana plasmatica i entrar al citoplasma i als mitocondris, on és oxidat
en presencia de superoxid, emetent fluorescéncia vermella. Idealment, el marcador
s’hauria d’utilitzar en cel-lules o sistemes energéticament actius, per tal de que es
mantingui el potencial de membrana mitocondrial que permet I'entrada activa del
reactiu. Tot i aixi, la perfusié de cors aillats de ratoli amb MitoSOX Red no va ser
tecnicament possible, donada I'elevada quantitat necessaria per a perfundir
correctament tot el teixit, i molt menys en el model porci, per causes evidents. A més a
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més, la incubacié de mostres de teixit fresc cardiac tampoc era possible ja que un cop
extreta la mostra, aquesta resta en isquemia durant el periode d'incubacié amb el
marcador, fet que podria afectar els resultats. Per aquest motiu, es va realitzar el
marcatge després de fixar les mostres, amb un protocol utilitzat previament en altres
publicacions per a determinar la produccié de ROS mitocondrials .

Aixi, en ambdds models experimentals, el marcatge amb MitoSOX Red va mostrar un
gran increment en la senyal d’aquest marcador, indicant major produccié de ROS, en
les mostres obtingudes 5 minuts després de la reperfusid, en comparacié amb aquelles
obtingudes de cors de ratoli normoxics o de I'area miocardica control en el porc. De
manera notoria, pero, 'administracié de malonat en el moment de la reperfusio va
atenuar aquest increment en el marcatge a MitoSOX Red, demostrant-se que |'efecte
protector de la inhibicid de la succinat deshidrogenasa durant la reperfusié s'associa
amb una menor produccié de ROS durant aquesta fase.

Com s'ha comentat en la introduccié d'aquesta tesi, I'elevat estres oxidatiu que ocorre
després d'un periode d'isquemia és un dels grans responsables del dany per
reperfusid, provocant multiples efectes en I'estructura cel-lular, incloent alteracions en
el DNA, proteines i lipids, aixi com havent-se associat a I'obertura del mPTP. Multiples
han estat les estrategies per tal de reduir I'estrés oxidatiu que ocorre en el moment de
la reobertura de I'artéria, entre les quals figuren els sistemes d’eliminacié o degradacio
dels ROS un cop la molécula oxidant ja esta formada, aixi com les basades en reduir

325
.E

irectament la seva produccid, incidint directament sobre I'element productor n
d t tl d dint d t t sobre l'el t duct

models experimentals, la utilitzacié de molécules antioxidants ha mostrat efectes

335,344

beneficiosos en quant a reduir la produccié de ROS , com també ho ha fet la

sobreexpressié d’enzims antioxidants en models transgenics, conferint una resistencia

< 398,399

al dany per isquémia-reperfusié . Malgrat els bons resultats a nivell experimental,

la translacié a la practica clinica ha donat lloc a resultats contradictoris *%’.

L'alternativa, com s'ha esmentat, és interferir de manera directa en la produccio de
ROS. En aquest context, els mitocondris s’han descrit com els grans productors de
radicals oxidants durant la reperfusié en teixits metabolicament molt actius, com sén
el cor i el cervell. El gran moviment d’electrons al llarg de la CTE en aquests teixits
figura com un emplacament idoni perque part dels electrons s’alliberin, en
determinades condicions, cap a l'oxigen i acabin formant superoxid, accié que ocorre

282310 pe fet, la inhibicid del complex | amb

especialment en els complexes | i lll
amobarbital, administrat a I'inici de la reperfusié en models de cor aillat de rata i ratoli,
és capa¢ de reduir de manera significativa la mida de linfart i la produccié de ROS
368,400 Tot i aixi, la seva possible translacié a la practica clinica queda vetada degut als

efectes sedants i hipnotics d’aquest barbituric.
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En aquest context, estudis recents han suggerit la participacié directa o indirecta del
complex Il en la produccié de ROS. Aixi, s’ha plantejat que el complex Il podria ser un
productor de ROS per si mateix quan el complex Il resta inhibit i s'impedeix la rapida

3231 |14 produccio de radicals tindria lloc en el domini llg,

reoxidacié de la ubiquinona
domini d’unié a carboxilats (per exemple el succinat). Mitjancant la utilitzacid
d’inhibidors selectius d’aquest domini, com el malonat i I'oxalacetat, s'ha proposat que
seria aquest domini, en la seva conformacié buida, juntament amb la preséencia
d’unitats de flavina reduida, on el complex Il podria produir ROS de manera

independent a I'activitat dels complexes | i 1l 3124,

A més de poder produir directament ROS per si mateix, el complex Il té un important
paper com a modulador de la produccié de ROS per part del complex | a partir de la
RET. Perque la RET tingui lloc s'han de complir unes condicions molt especials que es
donen precisament durant la reperfusié. Aquestes condicions inclouen la preséncia de
condicions reductores i d’una elevada forga proté motriu als mitocondris, junt amb una
gran acumulacié del substrat endogen de la succinat deshidrogenasa, el succinat, fet

310316 com s'ha esmentat

que hem confirmat en els nostres estudis metabolomics
abans, i segons aquesta teoria, la produccié massiva de ROS durant la reperfusid seria
deguda a que, durant aquesta fase, el succinat acumulat durant la isquémia és
rapidament oxidat a fumarat per la normalitzacié de I'activitat de I'enzim. Aquesta
oxidacioé del succinat esta acoblada, al mateix temps, a transferencia d'electrons a

nivell de la CTE. Ara bé, sota les condicions abans esmentades *'**'®

, almenys una part
dels electrons no podrien dirigir-se cap al complex lll, i serien transportats en la
direccid reversa, cap al complex I, que sera el responsable ultim de produir grans
quantitats de ROS>%.

isquemia, mitjangant inhibicié reversible de la succinat deshidrogenasa amb malonat,

De fet, quan es prevé l'acumulacié de succinat durant la

administrat préviament a |'oclusié coronaria, no tan sols es redueix la mida de l'infart,
si no que aquest fet s'associa a una menor produccié de ROS, que és depenent de
rotenona, un inhibidor del complex | *’2,

De manera similar al que passava en les mostres tissulars, preparacions mitocondrials
provinents de cors normoxics de ratoli incubades amb substrats del complex | van
mostrar que si s'afegia succinat (com si es trobessin en les concentracions elevades
d'aquest metabolit que apareixen durant la isquémia) es produia un augment en el
consum d'oxigen, efecte associat amb una gran produccié de ROS, i ambdds fenomens
van ser reduits en presencia de l'inhibidor del complex Il, malonat. Els mateixos
resultats es van observar en preparacions mitocondrials extretes de cors de ratoli
sotmesos a 35 minuts d'isquémia i 5 minuts de reperfusio.

La deteccio de ROS que hem utilitzat en aquesta tesi ha estat un marcatge directe, en
el cas del MitoSOX Red, i un métode pseudo indirecte en el model de mitocondris
aillats. Altres metodes que podriem haver utilitzat es basen en I'analisi de productes
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secundaris formats com a conseqiiéncia de la reaccié de ROS amb diferents molécules,
com pot ser la produccié de MDA deguda a la peroxidacid lipidica “*.

5. MECANISMES DE L'EFECTE PROTECTOR DEL MALONAT DURANT LA REPERFUSIO:
INHIBICIO DE L'OBERTURA DEL mPTP.

El mPTP ha estat proposat com un dels mecanismes de mort cel-lular durant la
isquemia-reperfusio, ja que provoca disfuncié mitocondrial, amb aparicié d’edema de
la matriu, despolaritzaci6 mitocondrial, perdua del gradient de pH, inhibicié de la
respiracido mitocondrial, aturada de la sintesis d’ATP i alliberacié del contingut de calci i
de factors pro-apoptotics al citosol *°. Es ben sabuda la relacié entre la produccié de
ROS i I'obertura del mPTP, sent un dels principals factors que afavoreixen la seva

obertura

. Per aquest motiu vam analitzar, en preparacions mitocondrials provinents
de cors aillats de ratoli, si el malonat era capa¢ de modular I'obertura del mPTP. Per
determinar el grau d'obertura del mPTP vam incubar els mitocondris amb calceina,
determinant I'obertura del porus com una reduccié en el percentatge de retencié de la
mateixa. Aixi, I'addicié de succinat, que préviament haviem vist que s'associava amb
augment del consum d'oxigen i produccié de ROS, produia una reduccié en el
percentatge de retencié de calceina, indicatiu d'obertura del porus, que es va atenuar
en presencia de malonat. A més, els efectes del malonat van ser similars al de la CsA,
un dels inhibidors classics del mPTP. Per tant, |'efecte protector del malonat va
associar-se, a més de amb una reduccié en la producci6 de ROS, amb una menor
obertura del mPTP.

La nostra hipotesi seria, doncs, que durant la reperfusié, en condicions normals, el
gran acumul de succinat produit durant la isquémia seria rapidament oxidat, donant
lloc a la RET a nivell de la CTE mitocondrial. Aquesta desencadenaria una gran
produccié de ROS per part del complex I, que, al seu torn, produirien l'obertura del
mPTP. La participacié del complex | es basa en que la produccié de ROS durant la

7 e e .y o o .
378 |'administracié de malonat a l'inici de la

reperfusid es inhibible per rotenona
reperfusid inhibiria I'oxidacié del succinat, mantenint les seves concentracions
elevades (tal i com hem demostrat mitjangant ressonancia magneética nuclear). Aquest
fet provocaria una menor RET, disminuint la produccié de ROS (fet confirmat en
mostres de teixit mitjancant tincid6 amb MitoSOX Red, i en mitocondris aillats), i per
tant I'obertura del mPTP (demostrat mitjangant marcatge amb calceina de mitocondris
aillats). Aquesta cadena d'esdeveniments conclourien en una disminucié en la mida

final de l'infart.

Cal afegir, pero, que recentment alguns investigadors han postulat que la fase inicial
d’obertura del mPTP seria anterior a la produccié de ROS per RET, i que probablement
estaria desencadenada per altres factors com pot ser I'augment de calci al mitocondri,
i possiblement canvis en I'associacié d’hexoquinasa 2 a aquest organul **°. Segons
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aquests mateixos autors, el gran increment en la produccio de ROS observat
posteriorment en la reperfusio tindria lloc com a conseqliéncia de I'obertura inicial del
mPTP, encara que els ROS produits si podrien tenir un paper posterior facilitant una

major obertura del mPTP 3%

. Per altra banda, altres autors han suggerit que si existiria
una produccid inicial de ROS per RET que causaria obertura del mPTP, i que aquest
augment de la permeabilitat mitocondrial produiria, al seu torn, encara més ROS per

part dels complexes Il i Il **

. De totes manera, sigui quin sigui I'ordre d’execucio, el
tractament amb malonat ha demostrat, al nostre estudi, reduir tant la produccié de

ROS, com l'obertura del mPTP.

6. L'EFECTE PROTECTOR DEL MALONAT NO S'ASSOCIA AMB ACTIVACIO DE CASCADES
CITOSOLIQUES DE CARDIOPROTECCIO.

S'ha demostrat que les vies RISK i SAFE juguen un paper molt important en els
mecanismes endogens de cardioproteccid, aixi com en els d'alguns tractaments

16404 | sactivacié d’aquestes cascades es basa en la fosforilacié de

farmacologics
manera consecutiva de les diferents proteines quinases que les integren, les quals
convergeixen a nivell mitocondrial fins a actuar en els efectors finals, entre els quals es
troba el mPTP. Donat I'efecte protector de I'administracié de malonat en el moment
de la reperfusi6 vam decidir avaluar la possible implicacié d'aquestes vies de

senyalitzacié en els mecanismes involucrats.

Aixi, en el model de cor aillat de ratoli es va poder analitzar el paper d’aquestes vies
cel-lulars, mitjangant extraccié de proteines i analisi per western blot de mostres de
cors normoxics i sotmesos a isquémia i 5 minuts de reperfusid, sense o amb
tractament amb malonat. Per estudiar la participacié de la via RISK vam analitzar el
grau d'activacio i d'expressio d’Akt, ERK1/2 i de GSK3B, mentre que per la via SAFE vam
estudiar STAT3. Aixi, vam observar que la isquémia-reperfusié produia una activacié
marcada de les proteines ERK1/2 i GSK3, pero no d’Akt o STAT3. Ara bé, el tractament
amb malonat no va modificar aquests canvis induits per la isquémia-reperfusio.
D’aquesta manera, I'analisi conjunt d'aquestes dades indica que I'efecte protector de
la inhibicid de la succinat deshidrogenasa amb malonat a l'inici de la reperfusid és
independent de I'activacid de les vies RISK o SAFE. La manca de participacié de les vies
citosoliques esmentades ja havia estat demostrada en altres intervencions
cardioprotectores, indicant que la preservacié de la funcid mitocondrial pot estar

regulada de manera independent a la senyalitzacié citosolica “%.
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1. Lainhibicié reversible de la succinat deshidrogenasa amb malonat disodic a I'inici de
la reperfusio és cardioprotectora enfront I'infart de miocardi, tant en cors aillats de
ratolins com en un model porci d’oclusié coronaria transitoria, sense que s’hagin
detectat efectes indesitjables sobre la incidencia d’arritmies, ni sobre la funcié del
miocardi remot.

2. Aquest efecte protector, que ocorre durant la reperfusid, s’associa a canvis en el
perfil metabolic del miocardi, amb un increment, en el grup tractat, de les
concentracions de succinat. Aquest augment és consequéncia del gran acumul
produit durant la isquémia i degut a una reduccié en la seva oxidacié durant la
reperfusio.

3. La proteccié induida per la inhibiciéd de la succinat deshidrogenasa a l'inici de la
reperfusio és deguda a una alteraciod de la funcié mitocondrial, amb una reduccié en
el consum d'oxigen, i per tant, menor produccié tissular de ROS i atenuacié de
I'obertura del mPTP, pero no a activacio de cascades de senyalitzacié citosoliques.

4. La inhibicié de la respiracié mitocondrial amb malonat pot convertir-se en una nova
estratégia terapeutica a utilitzar en pacients amb infart agut de miocardi amb
elevacié del segment ST.

137












LINIES DE FUTUR

LINIES DE FUTUR

En aquesta tesi s’ha demostrat que I'administraciéo de malonat a l'inici de la reperfusio
té efectes protectors sobre el dany per isquémia-reperfusid, reduint la mida de I'infart
de manera aguda tant en un model de cor aillat de ratoli, com en un model clinicament
més rellevant, com és el model porci d’oclusid coronaria transitoria. Els resultats
d'aquest treball obren, per tant, la possibilitat d’utilitzar la inhibicié de la succinat
deshidrogenasa amb malonat com a terapia coadjuvant a la de reperfusio, en pacients
amb cardiopatia isquémica sotmesos a procediments de revascularitzacié percutania.
Abans de la seva possible translacié a la practica clinica, pero, és necessari continuar
investigant alguns detalls que queden pendents. En aquest sentit, els resultats
d'aquesta tesi tenen, ja, una continuitat en dos direccions principals.

Per un costat, donat que l'apoptosi juga un paper residual en el dany agut per

386387 seria logic pensar que una reduccié en la mida de linfart s’ha

reperfusio
d’associar, forgosament, a una disminucié en el remodelat posterior. Tot i aixi, no
podem descartar que a llarg termini, I'apoptosi jugui un paper en una hipotética mort
tardana. En aquesta situacid, seria possible que els efectes protectors del malonat
sobre la mida de l'infart desapareguessin a llarg termini. Per aquest motiu, hem iniciat
un nou estudi per avaluar els efectes del tractament amb malonat, administrat a l'inici
de la reperfusid, sobre el remodelat ventricular advers postinfart, en un model
d'oclusié coronaria transitoria de 45 minuts seguida de reperfusié de 28 dies en ratoli.
La realitzaci6 d’aquest ultim estudi té especialimportancia ja que el remodelat
ventricular advers és una de les principals conseqiiencies de I'infart agut de miocardi,
conduint a I'aparicié d’insuficiencia cardiaca, amb la consegiient disminucié en la

4 . . e .
% En aquest nou estudi, 'administracié de

qualitat de vida dels pacients afectats
malonat en el model in vivo muri s’ha realitzat de manera intravenosa, en la vena
jugular externa, mitjangant infusié de la droga a una concentracié de 10 mg/kg/min.
Primerament, pero, hem hagut de confirmar que I'eficacia protectora del malonat
enfront l'infart de miocardi també es manté en aquest model, a les 24 hores de la
reperfusid. Aixi, un total de 10 animals van ser sotmesos a 45 minuts d'isquémia, i van
rebre una infusié intravenosa de solucié salina contenint o no malonat, a la
concentracié esmentada, durant els primers 15 minuts de la reperfusid. A les 24 hores,
els animals van ser sacrificats i es va mesurar la mida de I'infart amb la tincié de clorur
de trifeniltetrazoli. Els resultats obtinguts han demostrat que, efectivament, I'eficacia
cardioprotectora aguda de la inhibicié de la succinat deshidrogenasa durant les fases
inicials de la reperfusid persisteix també en aquest model (la mida de l'infart va ser
d’un 32,87 £3,30 % en el grup control vs. 20,47+ 2,76% en el grup tractat, p=0,020,
n=5/grup). Un cop confirmat aquest efecte protector, en un grup d’animals addicional,
en el que la reperfusid va durar 28 dies, vam analitzar els efectes del tractament amb
malonat a l'inici de la reperfusié sobre la mida de la cicatriu miocardica postinfart,
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mesurada amb la tincié de Picrosirius Red. D'aquesta manera, hem pogut demostrar
qgue la inhibicié de la succinat deshidrogenasa durant els primers minuts de la
reperfusiod produeix una reduccio en la mida de la cicatriu, comparada amb la del grup
control (23,25+2,67% en el grup control (n=9) vs. 11,94+1,70% en el grup tractat (n=5),
p=0,031 ), i aquests resultats van correlacionar amb una millora de la funcié cardiaca a
llarg termini, mesurada mitjancant ecocardiografia. D’aquesta manera es confirma
I’estreta relacié entre I'aparicié de remodelat ventricular advers i la mida de l'infart i es
postula el tractament amb malonat com una nova estratégia terapeutica per a reduir
el dany per isquémia-reperfusid, tant a curt com llarg termini.

Per altre costat, i considerant que el dany per isquémia-reperfusié és degut a la
interaccio de diferents mecanismes moleculars i cel-lulars, i que molts dels tractaments
qgue han donat lloc a resultats positius a nivell experimental, després no han estat
eficagos a la practica clinica, una aproximacid interessant, per tal d’augmentar
I'eficacia cardioprotectora de qualsevol tractament, seria la utilitzacié de terapies
combinades. De fet, aquesta ha estat una de les recomanacions fetes en una revisid
recent sobre el tema per tal d’augmentar I'efectivitat dels tractaments dirigits al dany

407 . . .
. Per tal d’aconseguir efectes additius, els tractaments a combinar

per reperfusiod
haurien de tenir diferents mecanismes d’accid. Entre els candidats més interessants es
troben les maniobres de cardioproteccié endogena, com és el RIC, que activen
multiples vies, incloent cascades citosoliques de senyalitzacid. Aixi doncs fora
interessant valorar la possible existencia d’efectes additius entre I'administracié de
malonat durant la reperfusid i la realitzacié de la maniobra del RIC. Cal destacar, que el
malonat té I'avantatge, en comparacié amb altres drogues, de ser un inhibidor
reversible i d’origen natural, i la maniobra del RIC es caracteritza per ser una estrategia
senzilla, segura i barata, la qual ja ha estat demostrada com a estrategia
cardioprotectora enfront la mida de I'infart en estudis experimentals i clinics anteriors
%8 Aquesta és, precisament, la segona linia d’investigacié que hem iniciat recentment.
Previ a la translacié del tractament amb malonat a pacients amb SCAEST, bé sigui com
a terapia individual, o formant part d’una terapia combinada, caldria demostrar que el
principi terapeutic és efectiu en el teixit miocardic huma. Un possible abordatge es
basaria en la utilitzacié de mostres de teixit auricular huma (provinents de mostres de
pacients intervinguts per cirurgia cardiaca), les quals podrien ser sotmeses a episodis
d'isquémia-reperfusié simulada en bany d’organs. Mitjancant aquesta metodologia és
possible analitzar si I'efecte protector del malonat persisteix en el teixit huma. A més
seria interessant determinar per ressonancia magnetica nuclear si el succinat, en
aquest teixit, també pot ser considerat un marcador d’isquémia, com s’ha demostrat

en teixits animals 375

Finalment, seria d’interés utilitzar altres tecniques
metabolomiques, com I'espectroscopia de masses, per tal de detectar canvis en altres

metabolits que es troben en concentracions més baixes. La ressonancia magnetica
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nuclear només permet detectar rangs de concentracido de mili molar, mentre que la
409

tecnologia de masses permet fer-ho fins al rang pico molar™ .

Qualsevol farmac que vulgui ser utilitzat en pacients ha de comptar amb estudis
complets de farmacotoxicitat, a ser possible en diferents models experimentals,
incloent algun proxim a I'huma. Donat que certs treballs previs han postulat

388, caldria analitzar més a fons

I’existéncia d’accions neurotoxiques del malonat
aquest possible efecte contraproduent. En aquesta tesi hem utilitzat el model porci en
fase aguda i amb torax obert, perd no hem pogut realitzar un seguiment de la toxicitat
del farmac, ja fos mitjangcant proves comportamentals, de funcié neuronal, o de funcid
renal i hepatica, que, a més, permetrien coneixer la ruta d’eliminacié del farmaci la
seva biodistribucié dins I'organisme. Tampoc en el nostre model muri vam poder
realitzar tots aquests estudis. Un abordatge interessant seria la utilitzacié d’un model
porci amb torax tancat, en el que I'oclusid coronaria es realitzaria mitjangant inflat
d’un balé intracoronari. Aquest model permetria la recuperacié de I'animal després de
la isquémia index, i poder avaluar la toxicitat del tractament, mitjan¢ant analisi de
sang, orina, i liquid cefaloraquidi, aixi com la realitzacié de tests de comportament i
cognicié. A més, la mida de l'infart i la funcid cardiaca, es podrien valorar per
ressonancia magneética nuclear i ecocardiografia, durant tot el seguiment.
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Succinate dehydrogenase inhibition with malonate during
reperfusion reduces infarct size in isolated mice hearts.

Laura Valls-Lacalle, Juan José Alburquerque-Béjar, Ignasi Barba,
Antonio RODRIGUEZ-SINOVAS, David Garcia-Dorado

Laboratorio de Cardiologia Experimental, Institut de Recerca Vall d'Hebron,
Barcelona, Spain

Background: Previous studies have suggested that extensive re-
active oxygen species (ROS) generation during reperfusion by re-
verse electron transfer from mitochondrial complex Il to complex |
plays a key role in reperfusion injury, and that pretreatment before
ischemia with malonate, a reversible inhibitor of succinate de hydro-
genase (mitochondrial complex 1), reduces infarct size, However, it
is not known whether administration of malonate during reperfu-
sion is protective.

Methods and results: Isolated mice hearts were treated, under
normoxic conditions, with increasing concentrations of disodium
malonate {0.03-30 mM, n = 4). Malonate did not induce significant
changes in end-diastolic pressure, heart rate, or perfusion pressure.
However, a concentration-dependent decrease in left ventricularde-
veloped pressure was apparent, with a half-maximal concentration
of 8.05 + 2,11 mM. In hearts submitted to 35 min of ischemia follow-
ed by reperfusion (60 min), infarct size was significantly reduced by
continuous treatment with malonate, from 15 min before ischemia
to the end of reperfusion, at either 3 or 10 mM (26.86 + 3.73 and
34.46 + 4.86% vs, 50.77 4+ 5.29% in control hearts, p <005, n = 7-
8/group), an effect associated with reduced LDH release and im-
proved functional recovery during reperfusion. When malonate
3 mM was given only during the first 15 min of reperfusion, it was
still able to reduce infarct size (24.57 4+ 2,32 vs, 39.84 + 2,78 in con-
trols, p = 0.001,n = 7-8/group) and LDH release (125.41 £ 1682 vs.
18920 4+ 13.74 U/g dry tissue/15 min, p = 0.015) and to improve
functional recovery at the end of reperfusion (20.06 + 3.82 vs
7.76 + 2.53 % of baseline left ventricular developed pressure, p =
0.017). "H NMR spectroscopy from tissue extracts from mice hearts
reperfused only for 5 min of reperfusion allow to investigate the
mechanisms of protection.

Conclusion: Succinate dehydrogenase inhibition with malonate at
the onset of reperfusion reduces infarct size in isolated mice hearts.
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SUCCINATE DEHYDROGENASE INHIBITION WITH MALONATE DURING
REPERFUSION REDUCES INFARCT SIZE IN ISOLATED MICE HEARTS.

Laura Valls-Lacalle, Juan José Alburquerque-Béjar, Ignasi Barba, Antonio Rodriguez-Sinovas, David Garcia-Dorado.
Laboratorio de Cardiologia Experimental, Institut de Recerca Vall d’"Hebron, Barcelona, Spain.

BACKGROUND

RESULTS

Previous studies have suggested that extensive
reactive oxygen species (ROS) generation during
reperfusion by reverse electron transfer from
mitochondrial complex Il to complex | plays a key role
in reperfusion injury, and that pretreatment before
ischemia with malonate, a reversible inhibitor of
succinate dehydrogenase (mitochondrial complex 1),
reduces infarct size. However, it is not known
whether  administration of malonate during
reperfusion is protective.

AIMS

To assess the effects of malonate, given during
reperfusion, on myocardial ischemia-reperfusion
injury, and to analyze the mechanisms involved in the
effects observed.

METHODS

-

. Effects of malonate in isolated mice hearts.

Anesthetized male C57BL6 mice (8-10 weeks old, 25-30 g).
Quick heart isolation, aortic cannulation and retrograde
Krebs perfussion in a Langendorff system

Recording of left ventricular developed pressure (LVdevP),
perfusion pressure (PP).

« Spectr ic of lactate dehy

(LDH) release and infarct size (TTC staining).

Experimental protocols:

+ Concentration-response curves to malonate
(from 0.03 to 10 mM) under normoxic
conditions (n=4).

Global ischemia (35') and reperfusion (60') (n=7-
8) without or with malonate (1, 3 and 10 mM),
given 15 min before ischemia to the end of
reperfusion.

Global ischemia (35°) and reperfusion (60°) (n=7-
8) without or with malonate (3 mM), given
during the first 15 min of reperfusion.

2. Mechanisms of protection.

Anesthetized male C57BL6 mice (8-10 weeks old, 25-30 g).
Quick heart isolation, aortic cannulation and retrograde
Krebs perfussion in a Langendorff system.

Recording of left ventricular developed pressure (LVdevP),
perfusion pressure (PP).

.

Experimental protocol:

+ Global ischemia (35") and reperfusion (5') (n=7-
8) without or with malonate (3 mM), given
during the first 5 min of reperfusion.

Obtention of myocardial extracts.
Metabolomic analysis by 'H nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy.

CONCLUSIONS

1. Effects of malonate pefussion in normoxic isolated,
Langendorff-perfused, mice hearts.

eI

2.Effects of continuous malonate pefussion in
isolated, Langendorff-perfused, mice hearts
submitted to global ischemia-reperfusion.
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Infarct size was significantly reduced in hearts treated with a
continuous infusion with malonate (at 3 and 10 mM).

Malonate induces in normoxic hearts a concentration-
dependent decrease in left ventricular developed pressure
(LvdevP)

3. Effects of malonate (3 mM), given during reperfusion, on ischemia-reperfusion injury in isolated,
Langendorff-perfused, mice hearts submitted to global transient ischemia.
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Malonate 3 mM, given during reperfusion improves left ventricular
funcion and reduces LDH release and infarct size in isolated mice
hearts sumitted to global ischemia-reperfusion.

= T ]

MALONATE
GROUP

e i)

5 =200 60
IH iE z
: 4 I 2150 * ]
i 5% @ 40
iz R 5 N
= H k] 100 2
if 50 % 20
Ee £
s £
8 S S g 5
Tonn g & & &
:\“‘} 6“} Q‘,o
& o
aF
K &

4. Effects of malonate (3 mM), given auring repertusion, on metanolite concentrations determined by NMR in
extracts from isolated, Langendorff-perfused, mice hearts to global ient i i

o, C——— & () Normoxia
pr Supervised classification (OPLS-DA model)
o | ———mm = '

o CE

- = = -ﬂ
e | T <

Discriminant analysis (OPLS-DA) of 1H-NMR spectra from myocardial extracts discriminates between control hearts and those treated with
malonate. Succinate concentrations are increased after malonate and creatine phosphate is better preserved in treated hearts
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«+ La__inhibici6 de la succinat deshidrogenasa mitjancant I"administracio

intracoronaria de malonat a l'inici de la reperfusid disminueix la mida de l'infart

en el model porci.

Laura Valls-Lacalle, Ignasi Barba, Elisabet Miré Casas, Marisol Ruiz-Meana, Antonio
Rodriguez-Sinovas, David Garcia-Dorado.

Laboratori Malalties Cardiovasculars — Vall d’Hebrdn Institut de Recerca (VHIR).

Antecedents: La inhibicié de la succinat deshidrogenasa (SDH) amb malonat a I'inici de
la reperfusié redueix la mida de I'infart en cors aillats de ratolins sotmesos a isquémia
global transitoria, efecte associat amb una reduccié en la produccié d’espeécies
reactives d’oxigen.

Objectiu: Avaluar si la inhibicié selectiva de la SDH amb malonat intracoronari,
administrat en el moment de la reperfusid, limita la mida de I'infart en un model porci
d’oclusié coronaria transitoria.

Meétodes: Vint-i-dos porcs mascles (25-30 kg) van ser anestesiats i sotmesos a
esternotomia mitja, cateteritzacid de I'arteria coronaria descendent anterior (DA) i a
40 minuts d’oclusio de la DA seguida de 2 h de reperfusio. Els animals van rebre per via
intracoronaria (primers 5 minuts de la reperfusid) solucié salina o malonat 10 mmol/L
(n=11/grup). L’area en risc i la mida de I'infart van mesurar-se al final de I'experiment.
La concentracié de malonat va analitzar-se al plasma mitjangant espectroscopia de 1H-
NMR.

Resultats: L'area en risc i la temperatura corporal van ser similars en ambdds grups.
Per contra, la mida de I'infart va reduir-se significativament en els animals tractats amb
malonat (36,46%5,35 vs. 59,62+4,00%, p<0,05), sense que hi hagués afectacid
contractil del miocardi distant o canvis en la incidéncia d’aritmies de reperfusié. La
droga va ser indetectable al plasma d’aquests animals.

Conclusions: La inhibicié de la SDH amb malonat 10 mmol/L a l'inici de la reperfusié
redueix la mida de l'infart en un model porci d’oclusié coronaria transitoria, sense
efectes indesitjables al miocardi distant o sobre les aritmies.
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Basic & Clinical B8 Pharmacology & Toxicology

53-4

PROTECTION AGAINST MYOCARDIAL REPERFUSION
INJURY BY TARGETING MITOCHONDRIAL SUCCINATE
DEHYDROGENASE

Rodriguez-Sinovas A., Valls-Lacalle L., Barba 1, Miré-Casas E.,
Ruiz-Meana M., Garcia-Dorado D.

Cardiovascular Diseases Research Group, Vall d'Hebron Research
Institute, Barcelona, Spain

Background: Previous studies have demonstrated the importance of
reactive oxygen species (ROS) generation during flow restoration after
ischemia in reperfusion injury. In a recent study we analyzed the role
played by reverse electron transfer from mitochondrial complex IT to
complex I in ROS generation during reperfusion. For this purpose, we
reversibly inhibited succinate dehydrogenase with malonate, and ana-
lyzed its effects on infarct size.

Methods and results: Before testing the effects of succinate dehydro-
genase inhibition in reperfusion injury, we assessed malonate actions
in normoxic hearts. Isolated mice hearts were treated, under normoxic
conditions, with increasing concentrations of disodium malonate
(0.03-30 mM, n =4). Malonate induced a concentration-dependent
decrease in left ventricular developed pressure (EC50 = 8.05
+ 2.11 mM). In isolated mice hearts submitted to 35 min of ischemia
followed by reperfusion (60 min), malonate, given continuously from
I5 min before ischemia to the end of reperfusion, at either 3 or
10 mM (n = 7-8/group) reduced infarct size, an effect associated with
reduced LDH release and improved functional recovery during reperfu-
sion. To assess its effects on reperfusion injury, malonate 3 mM was
given only during the first 15 min of reperfusion. Under these condi-
tions, malonate was still able to reduce infarct size (24.57 + 2.32 vs.
39.84 + 2.78 in controls, p = 0.001, n = 7-8/group) and LDH release
(125.41 £ 16.82  vs. 189.20 £ 1374 U/g dry tissue/15 min,
p = 0.015) and to improve functional recovery at the end of reperfu-
sion. Furthermore, malonate increased myocardial succinate content
("H-NMR), reduced tissue ROS production (MitoSOX staining) during
reperfusion, and reduced mitochondrial permeabilization (calcein reten-
tion). These data have been recently confirmed in an in situ pig model
of transient coronary occlusion (infarct size of 59.62 £ 4.00% of area
at risk in control animals vs. 36.46 + 5.35% in animals treated with
10 mM malonate).

Conclusion: Succinate dehydrogenase inhibition with malonate at the
onset of reperfusion reduces reperfusion injury in mice and pig hearts.
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Succinate dehydrogenase inhibition with intracoronary malonate at
the onset of reperfusion reduces infarct size in pigs

L. Valls-Lacalle, I. Barba, E. Miro-Casas, M. Ruiz-Meana, A. Rodriguez-Sinovas,
D. Garcia-Dorado. Vall d'Hebron University Hospital and Research Institute,
Cardiovascular Diseases Research Group, Barcelona, Spain

Background: Previous studies have demonstrated that succinate dehydroge-
nase (SDH) inhibition with malonate at the onset of reperfusion reduces infarct
size and improves functional recovery in isolated mice hearts submitted to global
ischemia-reperfusion, an effect associated with reduced reverse electron transfer
from mitochondrial complex Il and reactive oxygen production during reperfusion.
However, translation to humans of systemic inhibition of SDH is problematic.
Purpose: We aimed to assess whether selective SDH inhibition with malonate
in reperfused myocardium with intracoronary malonate limits infarct size in a pig
model of transient coronary occlusion followed by reperfusion.

Methods: Twenty five male pigs (25-30 kg) were anesthetized and submitted to
a midsternotomy, whereas a 2.5F intracoronary infusion catheter was advanced
into the left anterior descending coronary artery (LAD). To assess the effects of
inhibition of SDH on myocardial function, saline without or with increasing concen-
trations of disodium malonate (1, 10 and 50 mmol/L) were administered through
the intracoronary catheter (n=3, 15 mi/min, for 5 min), under baseline conditions.
The remaining 22 animals were submitted to 40 min of LAD occlusion followed
by 2 h of reperfusion. Control animals received intracoronary saline for 6 minutes
(from 39 min of ischemia to the first 5 min of reperfusion, 15 ml‘min), whereas
treated animals received malonate 10 mmol/L (n=11/group). Area at risk and in-
farct size were measured at the end of reperfusion by 10% fluorescein and 1%
2,3,5-triphenyltetrazolum chloride staining, respectively. Plasma samples were
analyzed by 1H-NMR spectroscopy.

Results: Intracoronary administration of 50 mmol/L of disodium malonate, but
not lower concentrations, caused, under baseline conditions, a significant de-
crease in systolic segment shortening at the end of infusion (from 0.13+0.03 a.u.
at baseline to 0.02+0.01 a.u.) in the area receiving the treatment. These changes
recovered quickly (less than 2.5 min) and were associated with an increase in
plasma malonate concentrations. In pigs submitted to transient LAD occlusion, no
differences were observed between control and malonate-treated pigs in hemo-
dynamics or systolic shortening at the area at risk during ischemia-reperfusion.
Area at risk, body temperature and incidence of reperfusion arrhythmias were
also homogeneous between both groups. In contrast, infarct size, that aver-
aged 59.62+4.00% of area at risk in control animals, was significantly reduced
in animals treated with malonate 10 mmol/L during reperfusion (36.46+5.35%,
p=0.05). Malonate was undetectable (1H-NMR spectroscopy) in plasma from
these animals.

Conclusions: SDH inhibition with malonate 10 mmol/L at the onset of reperfusion
reduces infarct size in in situ pig hearts submitted to transient coronary occlusion.
These results were not associated with increased reperfusion arrhythmias or un-
desirable side effects in distant myocardium.

Acknowledgement/Funding: Instituto de Salud Carlos Il (grants Pl114/01431
and RETICS-RIC, RD12/0042/0021). Regional Development Fund (ERDF-
FEDER, a way to build Europe)
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Rev Esp Cardiol. 2017;70(Supl 1):166

REVISTA ESPANOLA DE

CARDIOLOGIA

4001-3 - LA INHIBICION DE LA SUCCINATO DESHIDROGENASA CON MALONATO
INTRACORONARIO REDUCE EL DANO POR REPERFUSION EN CERDOS
SOMETIDOS A OCLUSION CORONARIA TRANSITORIA

Laura Valis-Lacalle, Ignasi Barba, Elisabet Miré-Casas, Marisol Ruiz-Meana, Antonio Rodriguez Sinovas y David
Garcia-Dorado del Hospital Universitari Vall d'Hebron i Institut de Recerca, Grupo de Investigacién en
Enfermedades Cardiovasculares; Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona; CIBER-CV.

Resumen

Introduccion y objetivos: Estudios previos han demostrado que el malonato, un inhibidor de la
succinato deshidrogenasa (SDH), administrado al inicio de la reperfusidén, reduce el tamafio del
infarto en corazones aislados de ratén sometidos a isquemia global y reperfusién. Sin embargo,
antes de su uso clinico, dichos efectos deben ser investigados en un modelo clinicamente méas
relevante, como el porcino.

Meétodos: El efecto del malonato sobre el tamafo del infarto, el aturdimiento miocéardico y la
incidencia de arritmias de la reperfusién se investigd en 28 cerdos (machos, 25-30 kg) anestesiados
y sometidos a esternotomia media. Tras cateterizar la arteria coronaria descendente anterior (DA)
mediante un catéter de infusién intracoronaria (2,5F), los animales se sometieron a 15 (n = 3/grupo)
040 (n = 11/grupo) minutos de oclusion de la DA seguida de reperfusion (2h). Los animales control
recibieron suero fisioldgico de forma intracoronaria durante los primeros 5 minutos de la
reperfusion (15 ml/min), mientras que los animales tratados recibieron suero con malonato 10
mmol/L. El drea en riesgo y el tamafio del infarto, ademas de la recuperacién funcional (cristales
piezoeléctricos), se determinaron mediante tincién con fluoresceina y cloruro de trifeniltetrazolio.

Resultados: La evolucién de las variables hemodin&dmicas o de funcién miocardica en los cerdos
sometidos a 40 minutos de oclusién coronaria y reperfusion fue similar en ambos grupos de
animales. Sin embargo, el tamano del infarto fue significativamente inferior en los animales tratados
con malonato 10 mmol/L (figura), que fue indetectable en sangre periférica (espectroscopia de *H-
NMR). La incidencia de arritmias fue similar en ambos grupos (4 de 11 animales en controles frente
a 6 de 11 en los animales tratados). En los cerdos sometidos a 15 minutos de isquemia y tratados
con malonato se observé una reduccién del aturdimiento miocardico con una mayor fraccién de
acortamiento en el drea en riesgo que sus respectivos controles (0,17 + 0,09 frente a -0,03 + 0,02, p
< 0,05). En ningun caso hubo afeccién de la funcion del miocardio a distancia.
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ARTERIOSCLEROSIS, THROMBOSIS, VASCULAR BIOLOGY
‘SESSION TITLE: BEST OF BASIC SCIENCE

Abstract 16497: Selective Succinate Dehydrogenase Inhibition at the Area at Risk
With Intracoronary Malonate Reduces Reperfusion Injury in Pigs Submitted to
Transient Coronary Occlusion

Laura Valls-Lacalle, Ignasi Barba, Elisabet Miro-Casas, Marisol Ruiz-Meana, David Garcia-Dorado, Antonic Rodriguez-Sinovas

Circulation. 2017;136:A16497

Abstract

Intreduction: Previous studies demonstrated that succinate dehydrogenase (SDH) inhibifion with malonate during reperfusion
reduces infarct size in isolated mice hearts submitted to global ischemia. However, malonate has toxic effects that preclude its
systemic administration in intact animals. Purpose: To assess the effects of selecfive intracoronary administration of malonate into
the area at risk on reperfusion injury in pigs submitied to transient coronary occlusion.

Methods and results: Disodium malonate (0, 1, 10 and 50 mmol/L) was given fo three anesthetized, open-chest, male pigs (25-30
kg) under baseline conditions (Smin, 15mUmin), through an intracoronary catheter placed at the left anterior descending coronary
artery (LAD). Malonate 50 mmel'L. but not lower concentrations, transiently reduced systolic segment shertening (from 0.13+0.03 to
0.02+0.01 a.u.) in the LAD-periused region, the only concentration detectable in peripheral blood by 'H-NMR. To assess the effects
of SDH inhibition on reperfusion injury, saline or malonate 10 mmol/L were selectively given into the area at risk in 28 animals
submitted to 15 or 40min of LAD occlusion followed by reperfusion. Malonate reduced infarct size (36.46+5.35 vs. 59.62+4.00%,
p<0.05, n=11) and improved systolic shorizning in the area at risk (0.18£0.07 vs. 0.00£0.01 a.u., p<0.05, n=3) after 40 or 15 min of
ischemia, respectively, with no changes in the incidence of reperfusion arrhythmias (ventricular fibrillation: 4 out of 11 animals in
controls vs. 6 out of 11 in malonate-treated). Malonate reduced reactive oxygen species (ROS) production (MitoSOX) in myocardial
samples obtained 5 min after reperfusion.

Conclusions: SDH inhibition with intracoronary malonate at the onset of reperfusion reduces reperfusion injury in pigs submitted to
transient coronary occlusion. These results were not associated with increased reperfusion arrhythmias or undesirable side effects in
distant myocardium.
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ANNEXOS

ANNEX ESPECIAL

BEQUES | PREMIS ATORGATS

Beca Fundacié la Maraté de Tv3 (2014): “Paper de la conexina 43 en la
cicatritzacio miocardica postinfart, en el remodelat advers del ventricle
esquerre i en la insuficiéncia cardiaca”. Duracio: 1/1/16 —31/12/18.

Instituto de Salud Carlos Il (FIS), Ministerio de Economia y Competitividad
(P117/01397). “ Prevencidn del dafio por reperfusion en el infarto de miocardio
mediante inhibicion de la succinato deshidrogenasa”. Duracio: 1/1/18-
31/12/20.

Proyecto de la Fundacion Espafiola del Corazén para Investigacion Basica en
Cardiologia 2018: “Prevencién del dafio por reperfusiéon en el infarto de
miocardio mediante inhibicion de la succinato deshidrogenasa”. Duracié:
1/1/19-31/12/19.
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