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Abreviacions

AUC
Blebb

v

Gd

Gd- DOTA
GEFI_ORTHO
IPC

IRM

LDH
MSMEVTR
PP

PVE

RM

TE

TR

UA

ABREVIACIONS

Area Under the Curve, area sota la corba
Blebbistatina

Coeficient de Variacié

Gadolini

Gadolini-DOTA, acid gadotéric, gadoterat de meglumina
Gradient Echo Fast Imaging - Orthogonal
Precondicionament isquemic

Imatge per Ressonancia Magnética

Lactat DesHidrogenasa

Multi Slice Multi Echo - Variable Time of Repetition
Pressi6 de perfusid

Pressid exercida pel Ventricle Esquerre
Ressonancia Magnetica

Temps de eco

Temps de repeticid

Unitats arbitraries d’activitat (referit a la LDH)



Resum

A) RESUM

L’edema miocardiac és present en diverses cardiopaties, entre les quals convé
subratllar, per l'elevat impacte sanitari, la cardiopatia isquemica i la hipertensio
arterial. Hi ha dades que suggereixen que I'edema miocardiac no és Unicament un
reflex del dany tissular sind que contribueix a la disfuncié miocardiaca (tant sistolica
com diastolica) i a la mort dels cardiomiocits. Malgrat ser present en quasi totes les
cardiopaties, la fisiopatologia de I'edema miocardiac no és encara ben coneguda. El
fet que participi en el dany i la disfuncio cardiacs fan pensar que pot constituir una
diana terapéutica en si mateix. A més, la determinacio de I'edema miocardiac és un
aspecte encara no resolt des del punt de vista metodologic.

L'objectiu del present treball és contribuir a generar un major coneixement de
la fisiopatologia de I'edema miocardiac aixi com de les cardiopaties que en presenten.
Per assolir aquest objectiu s'ha posat a punt un metode de determinacio de la
distribucio de l'aigua entre els espais intracellular i extracel-lular del miocardi,
emprant Gd-DOTA com marcador d’espai extracel-lular i quantificant-lo mitjangant
ressonancia magnetica (RM). El model amb qué s’ha treballat és el cor aillat de rata en
perfusid salina, sotmes a diferents protocols d'isquémia reperfusid amb i sense
maniobres de proteccid miocardiaca enfront la isquemia. Posteriorment s'ha
comencat a estudiar la correlacio de determinats parametres d'imatge amb RM amb
la distribucio de I'aigua entre els espais intra i extracel-lular del miocardi, pero aquests
estudis queden fora de I'objectiu d'aquest treball i constituiran la base de futures

investigacions.
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B) INTRODUCCIO

Es sabut que I'edema miocardiac esta present en diverses malalties cardiaques
tant rellevants com la cardiopatia isquémica (3, 2), la cardiopatia hipertensiva (3), les
malalties valvulars, la miocarditis, la disfuncido miocardiaca secundaria a la sépsia i el
rebuig del cor trasplantat (4). Son diversos els mecanismes que poden contribuir a
generar edema miocardiac, entre els quals s'han descrit la inflamacio, la disfuncio
endotelial, les alteracions de I'equilibri osmotic cel-lular, la disminucid del drenatge
limfatic o I'augment de la pressid capil-lar secundaria a sobrecarrega de pressié de
diferents cambres cardiaques (5-8).

Aixi mateix, I'edema del miocardi té conseqUencies sobre la funcid cardiaca: hi
ha dades que suggereixen la seva contribucid a |'estaborniment miocardiac després de
la isquémia sostinguda (9); sembla ser que la preséncia cronica d’edema intersticial
afavoreix I'aparicid de fibrosi i juga un paper en la disfuncié diastolica (7,10). L'edema
miocardiac és un dels components del dany per isquémia-reperfusio, present en
diferents situacions com l'infart agut de miocardi o després de la cardioplexia en
I'ambit de la cirurgia cardiaca i del cor trasplantat (121, 12). En aquest context, 'edema
miocardiac pot contribuir a I'aparicio d'aritmies, la disfuncio sistolica reversible i la
mort dels cardiomiocits (13).

Malgrat la identificaci6 de tots aquests factors implicats en el
desenvolupament de I'edema o en les seves conseqiencies (14, 15), el coneixement
actual de la fisiopatologia de I'edema miocardiac encara és deficient i resten molts
aspectes per dilucidar, com per exemple, I'auténtica contribucioé de I'edema al dany o
la disfuncio cardiacs (16), la distincio clara entre les causes i les conseqiencies de
I'edema o els mecanismes moleculars relacionats (bé amb la génesi de I'edema o bé
modificats per la seva preséncia, ja sigui com a mecanisme adaptatiu o com efecte
pernicios). Actualment s'esta investigant el paper que podrien jugar-hi les
aquaporines, les caveoles, les connexines i altres proteines i estructures del sarcolema
(17, 18, 23).

Un aspecte critic en |'estudi de I'edema miocardiac és distingir correctament la
seva distribucio, ja que I'edema intersticial (vasogenic) i l'intracel-lular (citotoxic o
oncotic) tenen mecanismes fisiopatologics i conseqiéncies sobre el miocardi prou

diferents. Per exemple, el dany per isquémia reperfusio causa edema intracel-lular que
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precipita disfuncio sistolica i mort cel-lular, mentre que les situacions de sobrecarrega
cronica de pressio (hipertensio arterial o valvulopaties) s'associen fonamentalment a
edema extracel-lular que afavoreix la disfuncio diastolica i I'aparicio de fibrosi (20).

Una de les majors dificultats pel que fa a I'estudi de I'edema miocardiac és el
fet de no disposar d’eines o0 metodes fiables i senzills per determinar la distribucio de
I'aigua. Ni tan sols la determinacié de I'aigua total és un aspecte trivial: en I'ambit
experimental s'empra la dessecacio, la liofilitzacio i, excepcionalment, la gravimetria
de mostres fresques per quantificar el contingut d’aigua total; cada metode té les
seves limitacions i no estan lliures de biaixos i possibles fonts d’error, perd en general
s'accepten com meétodes fiables per determinar aigua total. Se sap que la histologia
no és una técnica fiable per valorar I'aigua de les mostres a causa de la distorsio que
pateix el teixit a conseqiéncia de la fixacio i que es magnifica en situacions en qué
I'osmolaritat dels diferents espais no és I'habitual i, per tant, és diferent de la dels
fluids emprats en el processament de les mostres (2).

Malgrat que a nivell experimental no és una determinacié complexa, a nivell
assistencial no hi ha gaire opcions per detectar 'edema miocardiac: I'Unic metode
aplicable en clinica per detectar i localitzar 'edema al miocardi és mitjangant RM,
emprant les seqUencies potenciades en T2 (12, 21). Alguns grups defensen la utilitat
de la tomografia computeritzada o inclUs de I'ecocardiograma per detectar I'edema
pero ara per ara son tecniques no validades (22,23).

La diferenciacid entre espai intracel-lular i extracel-lular al miocardi és factible
en models experimentals pero avui per avui no és possible realitzar-la en I'entorn clinic
per meétodes no invasius. S'han descrit diferents metodes per determinar
experimentalment els dos compartiments (inclUs per diferenciar I'espai intersticial de
I'intravascular) basats en I'Us de molécules marcades amb isotops radioactius (**C) o
amb nuclis magnétics ((3'P, *C, **Co) que no travessen les membranes plasmatiques o
la barrera endotelial i es comporten com marcadors d'espai extracel-lular o
intravascular respectivament (24, 25, 26,). Aquestes técniques tenen les seves
limitacions, com per exemple el fet de requerir equips sofisticats no disponibles arreu,
I'emissio de radiacions nocives, la necessitat de destruir la mostra per tal d’analitzar-la
i també el fet que, tot i que en petita proporcid, les molecules emprades com

marcadors d’espai extracel-lular si assoleixen I'espai intracel-lular (27).
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Per tots aquests motius creiem que és de gran interés desenvolupar técniques
no invasives aplicables a I'ambit clinic que permetin determinar la distribucio de
I'edema al miocardi. Aixd permetria aprofundir en el coneixement de la fisiopatologia
de les cardiopaties que cursen amb edema miocardiac i, possiblement, a una millor
tipificacié i diagnostic d'algunes malalties cardiaques encara no del tot ben
conegudes. Es en aquest context que s'emmarca el present treball de recerca.

La hipotesi concreta que es pretén contrastar és que el Gd-DOTA és un bon
marcador de l'espai extracel-lular i permet quantificar |'aigua extracel-lular. Aquest
metode, associat a la determinacid de l'aigua total per altres tecniques fiables
(dessecacid o liofilitzacio) permet també quantificar I'aigua intracel-lular com a
mesura indirecta derivada de la diferéncia entre I'aigua total i I'extracel-lular.

L’objectiu és desenvolupar un nou metode experimental en el model de cor de
rata sotmes a perfusid salina per determinar els espais intra i extracel-lular del
miocardi, basat en I's de Gd-DOTA com marcador d’espai extracel-lular. Es un treball,
per tant, centrat en la posada a punt d'un metode que, posteriorment, es fara servir
com a referencia per estudiar la possible correlacid entre determinats parametres
d’IRM i la distribucid de I'aigua. Aquests parametres podrien tenir aplicacio en I'ambit

assistencial, ja que es poden determinar amb els equips de RM d'Us clinic.
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C) MATERIAL | METODE

C.1. Animals

Els animals han estat tractats d'acord amb la normativa europea de
manipulacié d’animals i ha estat aprovat pel Comité Etic de I'Hospital Universitari Vall
d'Hebron. S’ha emprat rates Sprague-Dawley d'uns 200g de pes. Un cop anestesiades
profundament amb pentobarbital injectat per via intraperitonial, es realitza I'exéresi
del cor mitjangant una incisié subxifoidal. El cor se submergeix en serum fisiologic a
4°C i es fixa immediatament al sistema Langendorff mitjancant canulacié de I'aorta
ascendent tot iniciant la perfusio salina coronaria amb tampd de Krebs per via

retrograda (Fig. 1)

Fig 1. Imatge del sistema
Langendorff emprat en els
experiments. Es pot observar el
cor de rata canulat, suspés per
I'aorta ascendent (feltxa blanca))

C.2. Protocols de perfusio salina del cor aillat

Un cop iniciada la perfusio salina es col-loca un bald a l'interior del ventricle
esquerre per registrar la pressid exercida (PVE) de forma continua. La PVE permet

determinar de forma indirecta I'activitat eléctrica del cor, ja que per les conseqiéncies
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sobre l'activitat mecanica cardiaca es poden detectar bradiaritmies, fibril-lacio
ventricular o taquicardies ventriculars. També es registra de forma continua la PP.

El tampd de perfusié emprat ha estat el Krebs (composiciéo en mmol/L: NaCl
118, KCl 4.7, MgSO,, 1.2, CaCl, 1.8, NaHCO; 25, KH,PO, 1.2, glucosa 11), pH 7.4,
Osmolaritat 308 mOsm/L oxigenat continuament amb carbogen (95% O2 i 5% CO2) i
perfos a una temperatura de 37°C i a una velocitat de perfusio constant de 2amL/min.
La composicio del tampo de Krebs modificat amb manitol és igual al Krebs pel que fa a
la concentracio dels components préviament anomenats perd duu manitol a 1'1.84%
de manitol, amb una osmolaritat de 420 mOsm/L. En els protocols d'isquémia s'ha
administrat blebbistatina a una concentracido de 1mM en el tampd de Krebs. En tots
els casos el tampo (Krebs o Krebs amb manitol) perfos els darrers 5 minuts

d’experiments contenia Gd-DOTA a una concentracio de 1mM.

S’han realitzat quatre protocols experimentals, amb 4 experiments per cada

protocol (n = 4 x 4 = 16), representats graficament a la Fig.2.

- NORMOXIA: g0 de perfusiéo amb el tampo de Krebs.

- 140R30: 30 minuts d’equilibrat amb tampd de Krebs, sequit de 40 minuts
d'isquémia en que s'interrompé la perfusio dels cors i sequit de 30 minuts de

reperfusio amb tampo de Krebs.

- 140R30-MANITOL: 30 minuts d’equilibrat amb tampo de Krebs, sequit de 40

minuts d’isquémia en qué s’interrompé la perfusid dels cors i sequit de 30 minuts de

reperfusio amb tampo de Krebs modificat amb manitol (hipertonic).

- IPC-140R30: 30 minuts d'equilibrat amb tampo de Krebs; durant aquests 30
minuts d’equilibrat s’apliquen 2 cicles d’isquémia breu de 5 minuts (interrupcio de la
perfusio) sequits de 5 minuts de reperfusid6 (que és el que s'anomena
“precondicionament isquemic”). Immediatament després s'inicien els 40 minuts

d’isquémia seguida de 30 minuts de reperfusié amb tampd de Krebs.
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NORMOXIA ISQUEMIA 40’ — REPERFUSIO
90 min 30 min 40 min 30 min

4 4 4
A Gd B [Beth | cd

ISQUEMIA 40’ — REPERFUSIO AMB MANITOL PRECONDICIONAMENT ISQUEMIA 40’ - REPERFUSIO
30 min 40 min 30 min 30 min 40 min 30 min

> >
. 4 5 b4

Fig 2. Representacié esquematica dels protocols d’estudi. A: NORMOXIA; B: I40R30. C: 140R30-
MANITOL; D: IPC-l40R30. S'assenyala els moments d’adminitracio de blebbistatina i a I'inici de la
reperfusio i d'administracio de gadolini als darrers 5 minuts de cada experiment.

En definitiva, disposem de 4 controls normoxics sotmesos a 9o minuts de
perfusi6 amb tamp6 de Krebs oxigenat. Es important analitzar aquestes mostres
perqué la perfusio salina causa edema intersticial per ella mateixa i, per tant, convé
tenir controls de cors sotmesos a perfusio salina no exposats a isquémia-reperfusio.

Realitzem tres protocols d'isquemia de 40 minuts i reperfusié de 30 minuts.
Aquests protocols van precedits de 30 min de perfusid normoxica, anomenada fase
d’equilibrat, perque I'edema intersticial causat per la perfusio salina s’estabilitza en els
primers 20 minuts de la perfusio. Els protocols I40R30-Manitol i IPC-140R30 son
protocols de proteccié miocardiaca enfront la isquemia amb els qual es redueix la

necrosi, com ja esta solidament demostrat (28-30).

C.3. Determinacio de la necrosi miocardica: quantificacio de LDH

Per tal de quantificar la mort cel-lular s'ha mesurat |'alliberament de I'enzim
LDH durant la reperfusio.

Les mostres emprades per quantificar LDH estan constituides per |'efluent
cardiac recollit en els minuts 1,2,3,4,6,8,10,12,15,20,25 de la reperfusio. Aquest

conjunt de valors permet establir 'AUC de I'alliberament de LDH (valor acumulat).
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Fig 3.A. Corbes LDH (U/g-min) — temps (min) Fig 3.B. AUC de LDH (U/g-30min) per diferents mostres

La mesura de LDH es realitza per espectrofotometria. [Espectrofotometre:
Multiskan FC, Thermo Scientific”].

Un cop recollides totes les mostres, es pren un volum exacte i igual de cada
mostra (40 L) i es posa en un pou d’'una placa de lectura per a espectrofotometria. A
continuacio s'afegeixen 160 pL de tampd fosfat enriquit amb NADH (310 pm) i piruvat
sodic (zmM) i es procedeix a la mesura de I'activitat de LDH. La composicio del tampo
fosfat emprat, expressat en mM és la segient: K,HPO,-3H,0 61.4, K,HPO, 58.6., pH
7.4, T3 37°C.

El fonament d’aquest metode de mesura de I'activitat de LDH es basa en la
reaccid metabolica catalitzada per aquest enzim, que és la conversid de piruvat en
lactat i de NADH en NAD” (Fig 4). El tampd emprat conté una quantitat d’'ambdos
substrats (piruvat i NADH) suficient com per saturar la reaccio, de manera que el
determinant de la velocitat de la reaccio és Unicament la concentracio de I'enzim que

la catalitza (és a dir, de LDH).

PIRUVAT \ NADH

LACTAT NAD

Fig 4. Reaccio catalitzada per LDH (Lactat Deshidrogenasa)
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L'espectrofotometre realitza la mesura d'absorbancia a 340 nm i determina la
concentracio del substrat NADH. Per la disminucid constant en la concentracid del
substrat en el primer minut de la reaccio es pot establir la velocitat de la reaccio i, per

tant, I'activitat de 'enzim LDH (equival al pendent de la recta), Fig 5..

Absorbancia

340nm Activitat LDH = pendent
= [NADH]

0,78

017 M y =-0,0045x + 0,7783

0,76

0.7 1 \\.\ v\O\\o\_‘

0,74 o —0
0,73 - \’\\o\‘\‘\A

0,72

T
0,71 - y =-0,006x + 0,7627
0,7 -
0,69
0,68
0 0,5 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Temps (min)

Fig 5. Representacio de la disminucié en el temps de I'absorbancia a 350nm (reflecteix la [NADH']) de 2
mostres diferents. El pendent de la recta en el primer minut de la reaccio determina I'activitat de LDH

Els resultats s'ajusten pel pes sec del cor, per la velocitat de perfusio del tampo
i pel temps de recollida de mostres (temps de reperfusio, 30 minuts). L'alliberament
total de LDH s’expressa en Unitats d'activitat de LDH per gram de pes sec del cor i
temp. El calcul de I’AUC s’ha realitzat amb el programa SigmaPlot®, Systal Software

Inc, 2006. (Fig 3).

C.4. Quantificacio de l'aigua total

Un cop finalitzat I'experiment al Langendorff els cors son retirats del sistema
de perfusio salina i col-locats sobre una placa de Petri. Es retira la base del cor que
conté els grans vasos i el pla valvular. La resta del cor, corresponent al teixit
miocardiac ventricular, es col-loca en un tub Falcon de somL dins d’un filtre de nylon
(de 18oum) i se centrifuga a 5o g durant un minut a T2 ambient. [Centrifuga Thermo

Electron Corporation, model Jouan B4i-BR4i 4x200mL Multifunction].

11
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Un cop finalitzada la centrifugacid es pesa cada cor i es divideix en quatre
porcions de mides similars (dues contenen I'apex i dues la porcid més basal). Cada
porcio s'introdueix en un tub d'assaig préviament pesat i es torna a pesar el conjunt
(tub d’'assaig amb la mostra al seu interior) per poder determinar el pes fresc de cada
mostra.

A continuacio les mostres es congelen amb N2 liquid i es liofilitzen durant 24
hores. [Liofilitzador: LT-105, Christ 1.

Un cop finalitzada la liofilitzacid es torna a pesar els tubs d'assaig amb la
mostra al seu interior i d'aquesta manera es determina el pes sec de cada mostra, ja
que el la liofilitzacio elimina I'aigua (tota I'aigua i només I'aigua) de les mostres per un
procés de sublimacio.

La diferencia de pesos [pes fresc] — [pes sec] ens proporciona el contingut
d’aigua. Les dades pel que fa al contingut d’aigua (total, intracel-lular i extracel-lular)
s’han expressat com mil-lilitres d’aigua per cada 100g de teixit sec. S’ha triat aquesta
manera d’expressar els resultats perqué es considera que el teixit sec és constant i no

varia durant un experiment de dues hores de durada com son els d'aquest treball.

Contingut d'aigua = [(pes fresc) — (pes sec)] / (pes sec) * 100

Mereix una explicacid el perque se centrifuga les mostres abans de pesar-les
per establir el pes fresc. Préviament s’havien fet experiments sense aquest pas i els
resultats eren poc homogenis; aleshores, enlloc de tractar les mostres sobre una placa
de Petri es manipulaven sobre paper de cel-lulosa d'Us corrent al laboratori i
s'aprofitava les propietats del paper per assecar I'excés de tampo dels cors d'una
manera aparentment similar. EIl motiu d'assecar els cors és que, en retirar-los del
sistema de perfusid salina, queden envoltats per aigua procedent del tampo de
perfusid pero que no pertany al teixit cardiac; el que es pretén assecant els cors és
retirar aquest excés d’aigua. Pero en assecar els cors al paper de cel-lulosa es perd una
quantitat no controlada d‘aigua per capil-laritat. Per avaluar els efectes d'aquesta
pérdua d’aigua es varen dur a terme uns experiments que varen mostrar que, com més
edematosos son els cors, més aigua perden en posar-los en contacte amb el paper de

cel-lulosa. Es va concloure que aquest procediment podia ser una font important

12
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d’error. Calia trobar una altra manera d’eliminar I'aigua del tampd i va sorgir la idea
d’aplicar una centrifugacid molt suau als cors per tal que desprenguessin aquesta
aigua extratissular. Es va fer experiments per tal de comprovar la fiabilitat del métode
i es va comprovar que tractant els cors amb aquesta técnica s'aconseguien resultats
més homogenis entre grups i que el contingut d'aigua total era similar a dades
préviament descrites a la literatura (25). Finalment s’ha decidit adoptar aquest
meétode perque és reproduible i permet una aplicacio sistematica.

Com a metode d’eliminacié de I'aigua total s’ha triat la liofilitzacid. Tot i que no
requereix cap justificacio especial, ja que és ben demostrat i acceptat que la
liofilitzacid elimina I'aigua de manera especifica i completa, si mereix una explicacio
de perqué s’'ha triat aquest métode enlloc de la dessecacio en estufa. La liofilitzacid
permet continuar processant la mostra un cop liofilitzada i, per tant, permet
quantificar el gadolini (és a dir, el volum extracel-lular) en la mateixa mostra en que
s’ha determinat el contingut d’aigua total. A més, en no haver de destinar una porcio
del cor Unicament a quantificar I'aigua total, es disposa d'un nombre de mostres major
per mesurar |'espai extracel-lular. Aquests avantatges proporcionen major fiabilitat al

métode.

C.5. Quantificacio de I'aiqua extracel-lular i intracel-lular

El fonament per relacionar el contingut de gadolini amb I'espai extracel-lular és
que el I'acid gadotéric (Gd-DOTA, també anomenat gadoterat de meglumina) és un
complex no covalent de gadolini que es distribueix rapidament per I'espai intersticial
perd que no travessa les membranes plasmatiques. La farmacocinética del Gd-DOTA
esta ben establerta (volum de distribucio de 18 litres i semivida plasmatica de 1.6h; no
s'uneix a I'albumina) i en base a aquest coneixement és raonable assumir que amb cinc
minuts de perfusio continua a concentracid constant n’hi ha prou per assolir I'estat
d’equilibri entre I'espai intravascular i l'intersticial. Per a dur a terme els experiments
s'ha emprat Dotarem” 0.5M i s'ha administrat a una concentracié 1mM en el tamp6 de
perfusid durant els 5 darrers minuts de cada experiment. S'assumeix que en finalitzar
I'experiment la concentracio de gadolini a I'espai extracel-lular és la mateixa que al

tampo de perfusio, és a dir imM.
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Malgrat es disposa de quatre mostres per cada cor, s’ha analitzat Unicament
tres mostres per cor. Es va decidir a priori reservar una mostra liofilitzada de cada cor
per possibles futures analisis. Aquest fet explica que als resultats finals la suma de
I'aigua intracel-lular i extracel-lular no doni exactament el valor presentat per |'aigua
total (que si s'ha determinat a partir de les quatre mostres).

Un cop establert el pes sec, es micronitza cada mostra amb ajut d'una espatula
dins del mateix tub d'assaig on s’ha liofilitzat, fins obtenir una pols fina. A continuacio
es fa I'extracte del gadolini amb aigua: s'afegeix 1mL d'aigua milli-Q al tub d'assaig i es
remena al vortex. Es deixa reposar la mostra 10 minuts i se centrifuga a 3.000 g durant
5 minuts a T2 ambient. Se separa el sobrenedant i es col-loca en un tub Eppendorff de
2mL. El sobrenedant se centrifuga a 21.000 g durant 3 minuts per separar les restes
de pellet [Centrifuga Z326K, Hermle Labortechnik GmbH®"] i aquest segon
sobrenendat és el que s'analitza mitjancant RM. Per acabar d’extreure tot el Gadolini
es fa una segona extraccio del pellet amb 1mL d‘aigua milliQ i es repeteix el
procediment fins obtenir el segon extracte.

Experiments previs han mostrat que amb dues extraccions és suficient per
recuperar el gadolini (Fig 6). La tercera extraccio aporta fraccions de gadolini inferiors
a I'2% i per aquest motiu als experiments finals s’ha realitzat només dues extraccions.
En algun cas en qué el contingut de gadolini era elevat s'ha realitzat, per major

seguretat, una tercera extraccio que no ha modificat els resultats.

Extraccio de Gadolini
[Gd] mM
0,09

0,08

0,07
0,05

0,04

0,03
0,02
0,01 -

ler 2on 3er

Extractes

Fig 6. La grafica mostra la quantitat de Gadolini extreta amb cada extraccio (13, 23, 3a).
Com es pot veure el tercer extracte no aporta quantitats significatives de Gadolini (entre el 0.1-1%)
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La base de quantificar gadolini mitjancant RM és que el gadolini escurca el
temps de relaxacio T1 de I'aigua i ho fa amb una intensitat que elimina la interferencia
de qualsevol altre possible factor de confusio (els altres components del teixit, la
presencia del ferro de la mioglobina, els components del tampd de perfusid...). A més,
la correlacio entre el logaritme decimal de T1 i la concentracié de gadolini és lineal per
a concentracions de gadolini inferiors a smM.

Elaborant una recta de calibracié amb diferents concentracions de gadolini es
pot establir 'equacid que relaciona ambdues variables aixi com el coeficient de

correlacio (Fig 7) (s'ha realitzat els calculs amb el programa Excel 2007, Microsoft ®.

log T1

3,6

3,55
. y = -3,4168x + 3,5304
' R? = 0,989
3,45
3,4 \\
3,35

-
3,3 A
3,25
3,2 e
3,15 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

[Gd] mM

Fig 7. Recta de calibracié de Gadolini. Correlacio lineal entre [Gd] i logTa

Les analisis a la RM s’han realitzat amb un iman vertical Bruker Advance 400
WB de 9.4T equipat amb una sonda per imatges amb diametre de bobina de 35mm.

Les seqUencies emprades per determinar el T1 de les mostres han estat:

-1er. Sequeéncia scouting GEFI_ORTHO per localitzar la mostra.

-20n. Seqiéncia MSMEVTR amb TE 3.999ms, TR (n=9): 6.000ms, 3.000 Ms,
2.000 MS, 1.000 MS, 500 MS, 250 Ms, 125 ms, 62.5ms, resolucid de 128x128 pixels.

En cada lectura s’ha analitzat vuit mostres d’extractes (hi ha dos extractes per

cada mostra) i les mostres de la recta de calibracio. (Fig.8)
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. 4| Image Sequence Analysis Tool ‘J|,\§|
F|g 8 A . | m atg e d e R M d e FHile  Paramelers Function Table Images
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les mostres  disposades LT — ;
H H paramater || staey | usage | wale | stddew | usage
CIrCU|a rment Flg 8 B ) FU ” absolute hias 41603 | waried | -726.308 | 404993 | waried
A H signal intensity 365417 | waried 753238 | 175465 | varied
de CalCU| per determlnar T1 | T1 relaxation time [msec] || 30.0218 | varied 217638 | 12.2456 | wvaried |
HPEA H std dev of the fit || @85.054 G6.2635
(correlacio entre el TR i el tepsiiion tn fhsee] || shideu | Wnc | wean | stide | fing
4000.00 | 165057 | 521264 | B27277 | 1281.99 | 6z609.5 NFANEN

senyal rebut)

no scaling

e

1000 2000 2000 anng 000 000

repetition time [msec]

T1 saturation recovery (std dev weighted)

Interactive Image Sequence Snalysis for ROI

Rew ISARDI | Modfy CunROI | Clone Cun ROl | Refresh Cur. RO | Points Only |

Supervised Step-By-5Step ROl Defnition and Analysis
Defire R, | Calc.PntsforROl | ExecutelSa | Intalize 154 | PlotISA Curve

A partir de la concentracio de gadolini en cadascun dels dos extractes de cada
mostra es pot coneixer la quantitat de gadolini present a cada mostra i, de resultes
(dividint per la concentracié de gadolini del tampd de perfusid), s'obté el volum
extracel-lular de la mostra.

El volum intracel-lular és una mesura indirecta que resulta de la diferéncia de

I'aigua total i I'aigua extracel-lular.

C.6. Analisi estadistica

Els resultats s’han expressat numéricament com mitjana (promig) i desviacio
estandard (desvest). A les grafiques de columnes s’ha representat I'error estandard.

El test estadistic emprat ha estat la t d’Student amb dues cues i considerant un
error alfa de 0.05 com a limit de significacié estadistica. El coeficient de variacid (CV)
s'expressa en percentatge. Com que s'ha analitzat varies mostres procedents del
mateix cor, s’ha determinat la mitjana i la desviacio estandard de les mesures

procedents del mateix cor aixi com dels promitjos de les mostres del mateix grup.
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S'ha comparat cada grup respecte el control normoxic i respecte el grup
d’isquemia-reperfusio. No s’ha considerat adient una comparacio conjunta dels grups
ja que el que es volia avaluar eren les diferéncies respecte els grups control (normoxic i
“isquémia-reperfusio” sense mesures de proteccio).

S’ha fet una estimacié aproximada de la precisio del metode a partir del
coeficient de variacid (CV) intraindividual. No es pot determinar amb exactitud la
precisio del métode perqué el fet que les mostres siguin de regions cardiaques
diferents pot ser causa de variacio en el resultat. Aixo és aixi perque el dany secundari
a la isquemia reperfusid aixi com el grau d’edema intersticial degut a la perfusio salina

poden variar segons el gruix del miocardi i la tensid exercida per la paret.

C.7. Adquisicié d'imatges del cors ex-vivo per RM

Per tal de poder prendre les imatges del cor sencer, s’ha emprat un sistema de
suspensid dels cors a I'interior d'un tub Falcon de 15mL que conté FOMBLIN® [Sigma],
un oli amb propietats magnetiques similars a I'aigua perd que no conté hidrogens;
aquestes propietats permeten generar un entorn ideal per als cors i obtenir unes
imatges de ressonancia magnética de qualitat, lliures d'interferencies, alhora que
s'aconsegueix evitar variacions en el contingut d‘aigua dels cors, ja que estan
envoltats d’'un medi anhidre.

Les sequéncies emprades per a l'adquisicid de les imatges han estat les
segUents:

1er. GEFI-ORTHO per localitzar la mostra.

2on. RARE_8_TRANSVERS per adquirir els talls tomografics i poder

quantificar T2 i, per tant, I'area en risc.

3er. DWI per adquirir les sequencies de difusio.
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D) RESULTATS

D.1. Mostres incloses a I'analisi

A la Fig 9 es mostra el diagrama de fluxe de les dades analitzades. Partint de 4
cors per cadascun dels 4 protocols estudiats, disposem inicialment de 16 cors.
D’aquests 16 cors es va excloure 1 cor del protocol de normoxia per sospita d’isquémia
no controlada durant I'experiment i 1 cor del protocol d’lzor30-manitol per alteracio
durant la manipulacio. Cada cor es va dividir en 4 porcions: les quatre porcions es van
liofilitzar per determinar aigua total. La intencid inicial era analitzar Unicament 3 de les
4 mostres per cor per determinar I'aigua extracel-lular. Per problemes técnics durant la
manipulacio de les mostres s’hagué d’excloure de I'analisi una mostra del protocol
d’l4oR30 i una altra del protocol IPC-140R30.

Per tant, finalment es va analitzar 56 mostres procedents de 14 cors per
determinar aigua total (12+16+12+16 per cada protocol) i 40 mostres per determinar

aigua extracel-lular (9+11+9+11 per cada protocol).

140R30
n =4 cors

140R30-MANITOL PC-140R3
n=14cors n=4cors

L

n=1 cor exclos
per problemes
técnics N\ 4

n=1 exclos
(per PP alta)

<=
<&

140R30
n=4cors

140R30-MANITOL IPC-140R30
n=3cors n cor

II
II

4
A 140R30 140R30-MANITOL IPC-140R3f
n=4x4 = 16mostres n = 3x4 = 12 mostres x4 = 16 mostl
n=4 mostres n=4 mostres
n=3 mostres guardades no n=3 mostres guardades no
guardades no analitzades guardades no analitzades
analitzades analitzades
n=1 mostra n=1 mostra
perduda per perduda per
problemes técnics \ problemes técnics
B 140R30 140R30-MANITOL IPC-140R30
n = 11 mostres n = 9 mostres n = 11 mostre

Fig 9. Diagrama de fluxe de les mostres analitzades.A: mostres analitzades per
determinar aigua total. B: mostres analitzades per determinar aigua extracel-lular
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D.2. Experiments d’isquémia-reperfusio en cor aillat

- Experiments al Langendorff

Com ja s’ha explicat més amunt, la part d’experiment realitzada al sistema
Langendorff es va dur a terme de forma satisfactoria: dels 16 cors perfosos només un
va haver de ser exclos de I'analisi per presentar isquémia no controlada (detectada
com a PP massa elevada).

Les PVE s’han mantingut en els periodes d’equilibrat entre 10-15mmHg la
pressio telediastolica i entre 75-115 mmHg la pressio maxima exercida durant la
sistole. Als periodes d'isquémia s'observa una disminucid progressiva de l'activitat
sistolica generada pel ventricle fins arribar a I'asistolia en els primers 2 minuts de la
isquemia. Passats uns 20 min d'isquemia els cors presenten augment de la pressid
intraventricular com a reflex del rigor secundari a la isquémia. Durant la reperfusio
s'observa una discreta recuperacio de I'activitat sistolica, que en el nostre model és
molt pobre degut a I'administracié de blebbistatina (un inhibidor de la contractilitat)
durant el primer minut de reperfusid (Fig 10). Les PP han oscil-lat entre 35-45mmHg i

en cada experiment s’han manintgut estables.

PVE 150
(mmHg)

100

S0

5 min temps (min)
PVE
(mmHg) {0
50
D R e J’h
B
PVE 5 min temps (min)
(mmHg) g
C
temps (min)

Fig 10. Registre de PVE-temps dels experiments: A: normoxics. B: 140R30. C: IPC-140R30.
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- Necrosi del teixit miocardiac

Segons la determinaci6 d'alliberament de LDH mesurada per
espectrofotometria i calculada finalment com AUC de les diferents determinacions
realitzades al llarg del temps, s’ha obtingut les mesures de necrosi miocardiaca
representades a la Fig 11 i expressada com Unitats de LDH per gram de miocardic
(teixit sec) i temps.

Aquests resultats reflecteixen una escassa mort cel-lular si ho comparem amb
la mort cel-lular en protocols similars d'isquémia-reperfusio en qué la quantitat de
LDH alliberada és al voltant de 200 UA/gram de teixit sec en el mateix periode de
temps (31). Per tant, en els experiments realitzats, tot i que si que hi ha hagut alguns
cors que han presentat més mort cel-lular que altres, aquest grau de necrosi és

igualment molt escas i no creiem que aquestes diferencies puguin afectar els resultats.

Alliberament de LDH (UA/g-30min) Alliberament de LDH (UA/g-30min)

-

Normoxics 140R30 I40RSOMAN  IPC-I40R30 Referéncia Normoxics  140R30 140R30MAN IPC-I140R30

Fig 11.Grafics que representen l'alliberament de LDH. La grafica de I'esquerra mostra les dades dels
experiments realitzats. A la grafica de la dreta hi ha representades les mateixes dades i s'hi ha afegit a la
primera columna l'alliberament de LDH obtingut en protocols d’l4oR30 sense protecci6 amb
blebbistatina, per evidenciar que en els experiments realitzats |'alliberament enzimatic ha estat minim.

D.3. Edema total

S’ha observat un increment estadisticament significatiu (p < 0.01) del contingut
total d'aigua respecte els controls normoxics als cors sotmesos a isquemia reperfusio
sense maniobres de proteccio ( 376 vs 423 mL d'aigua total per 100g de teixit sec) i
també als cors tractats amb precondicionament isquémic ( 376 vs 439 mL d’aigua total
per 1009 de teixit sec), Fig 12. Els cors tractats amb reperfusio hipertonica no

presenten diferéncies estadisticament significatives respecte els controls normoxics
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pel que fa al cotingut total d’aigua ( 376 vs 363 mL d'aigua total per 1009 de teixit sec).

Fig12.

Si comparem les dues estratégies de proteccié miocardiaca enfront la isquémia

(precondicionament isquémic i reperfusid hipertonica) amb la isquémia reperfusio

sense proteccio s'observa una reduccié de I'edema total amb la reperfusio hipertonica

(423 vs 363 mL d’aigua total per 100g de teixit sec, p < 0.001) perdo no amb el

precondicionament isquémic.

Les dades es troben expressades a la taula de la Fig 12.A i representades

graficament a la Fig 12.B (12.B.1: controls normoxics amb cadascun dels protocols i

12.B.2.: 140R30 respecte els protocols amb proteccié miocardiaca.

PROMIG | DESVEST | CV (%) PROMIG | DESVEST | CV (%)

NORMOXIC-A 351 14,8 4,2 [40R30-MAN-A 381 12,6 3,
NORMOXIC-C 396 14,3 3,6 I40R30-MAN-B 370 7,2 19
NORMOXIC-D 382 13,8 3,6 I40R30-MAN-C 355 3,6 1,0
PROMIG 376 14,3 3,8 [40R30-MAN-D 349 11,9 3,4
DE 23,2 PROMIG 364 8,8 2,4
CV (%) 6,2 DE 14,3

CV (%) 3,9

PROMIG | DESVEST | CV (%)

[40R30A 430 8,0 19 PROMIG | DESVEST | CV (%)
140R30B 410 9,5 2,3 IPC-140R30-A 438 15,1 3,5
[40R30C 439 6,9 1,6 IPC-140R30-B 436 7,6 1,8
[40R30D 415 6,6 1,6 IPC-140R30-C 426 3,3 0,8
PROMIG 423 7,8 1.8 IPC-140R30-D 440 7,5 1,7
DE 13,2 PROMIG 435 8,4 19
CV (%) 31 DE 6,2

CV (%) 14

Fig 12.A.
B Aigua total mL00g et Aigua total
500 500
* *

400

300 -

200 -

100

04

Normoxic - [40R30

300 +

200 -

400 +

100

Normoxic - 40R3MAN

Normoxic - IPCI  40R30

140R30-140R30MAN

140R30-IPCI40R30

Fig12.B.a

Fig12.B.2
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D.4. Edema extracel-lulari intracel-lular

No s’han trobat diferéncies estadisticament significatives pel que fa a I'aigua
extracel-lular entre els diferents grups, ni en els diferents protocols d'isquemia
respecte els normoxics ni en els protocols de proteccio enfront la isquémia respecte la
isquemia-reperfusid sense estrategies de proteccio. Les dades es presenten de la
mateixa manera que l'aigua total (Fig 13.A: taula; Fig 13.B.1: Grafica de comparacio

amb controls nomoxics; Fig 13.B.2 Grafica de comparacié amb I40R30)

PROMIG | DESVEST | CV (%) PROMIG | DE CV (%)
NORMOXIC-A 152 11,1 7,3 [40R30-MAN-A 252 20,3 8,1
NORMOXIC-C 215 0,3 0,1 [40R30-MAN-B 223 6,8 3,0
NORMOXIC-D 203 22,7 11,2 140R30-MAN-C 211 31 14
PROMIG 183 57 3,7
DE 44,6 PROMIG 228 10,0 4,2
CV (%) 24,3 DE 21
CV (%) 9,2
PROMIG | DE CV (%) PROMIG | DE CV (%)
140R30A 226 29,3 13,0 IPC-140R30-A 204 12,8 6,3
140R30B 180 6,0 3,3 IPC-140R30-B 242 51 2,1
140R30C 237 20,4 8,6 IPC-140R30-C 204,6 18,6 9,1
140R30D 170 16,7 9,9 IPC-140R30-D 220,7 19,5 8,8
PROMIG 203 18,1 8,7 PROMIG 218.0 14,0 6,6
DE 33,3 DE 21,8
CV (%) 16,4 CV (%) 10,0
Fig13.A
Aigua Extracel-lular maoogrew  Algua Extracel-lular
mL/100g teixit sec sec
300 300
250 250
T
200 { T 200
150 +— — 150 +
100 +— — 100 + —
50 1 50
0 ; ; 0
Normoxic - 140R30 Normoxic - I40R3MAN  Normoxic - IPCI 40R30 140R30-140R30MAN 140R30-IPCI40R30
Fig 13.B.1 Fig13.B.2
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Si s’han trobat, en canvi, diferéncies estadisticament significatives pel que fa al
contingut d’aigua intracel-lular. Respecte els controls normoxics s'observa diferéncia
estadisticament significativa en tots els grups: en els grups 140R30 i IPC- 140R30
s'observa un augment del contingut d‘aigua intracel-lular (192mL al normoxic vs
222mL a I40R30 0 214mL a IPC-140R30, p = 0.04 i p = 0.02 respectivament) mentre
que el grup 140R30-Manitol mostra una reduccio de I'edema intracel-lular (239mL, p =
0.001) Fig 14.

En comparar els protocols amb proteccié miocardiaca respecte la 140R30 s’ha
trobat una reduccid de I'edema intracel-lular, que en el grup de 140R30-manitol és
estadistcament significativa (139mL vs 222mL, p = 0.001) pero per al grup IPC-140R30
aquesta reduccio no arriba a ser estadisticament significativa. (Fig 14.A: taula; Fig
14.B.1: Grafica de comparacio amb controls nomoxics; Fig 14.B.2 Grafica de

comparacio amb 140R30).

PROMIG | DESVEST | CV (%) PROMIG | DESVEST | CV (%)
NORMOXIC-A 192 6,8 3,5 140R30-MAN-A 131 6,8 52
NORMOXIC-C 192 24,2 12,6 140R30-MAN-B 144 5.0 3,5
NORMOXIC-D 182 13,4 7,4 140R30-MAN-C 145 3,6 2,5
PROMIG 192 15,5 8,1
DE 0,03 PROMIG 140 51 3,7
CV (%) 0,02 DE 7,9
CV (%) 5,6
PROMIG | DESVEST | CV (%) PROMIG | DESVEST | CV (%)
140R30A 207 17,0 8,2 IPC-140R30-A 223 1,6 0,7
140R30B 232 91 3,9 IPC-140R30-B 196 111 57
140R30C 204 19,6 9,6 IPC-140R30-C 221 18,0 8,2
140R30D 247 22,6 9,2 IPC-140R30-D 219 15,7 7,2
PROMIG 222 17,0 7,7 PROMIG 215 11,6 54
DE 20,3 DE 13,8
CV (%) 9,2 CV (%) 6,4
Fig14.A
Aigua Intracel-lular moogeit Aigua Intracel-lular
mL/100g teixit sec sec
250 * 250
200 4 * 200 4 —
*
150 4 150 -
100 A —— | | 100+ —
50 - 50 - I
0+ T T 0 -
Normoxic - 140R30 Normoxic - 40R3MAN Normoxic - IPCI  40R30 140R30-140R30MAN 140R30-IPCI40R30
Fi14.B.1 14.B.2
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D.s. Imatges per ressonancia magnética

S'ha realitzat algunes imatges amb RM per comencar a valorar la
possibilitat de diferenciar 'edema intracel-lular de I'extracel-lular al miocardi
(Fig 15). Tot i que soén experiments molt preliminars, si podem dir que amb les
sequeéncies emprades per valorar la difusio es diferencia clarament les zones de
necrosi del miocardi sa. Aquest és un cami encara per explorar i sera motiu de

proximes investigacions.

m_rare &

Fig 15. Imatges per RM: |a de I'esquerra s’ha obtingut amb una seqiéncia rare_8_transvers i es
pot identificar clarament el miocardi sotmés a isquemia reperfusid6 com la zona més
hipointensa (negra; fletxes). La imatge de la dreta és una imatge de difusid i també es pot
identificar la zona sotmesa a isquémia que apareix més hipointensa (negra; fletxes amb extrem
rodo).
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Discussio

E) DISCUSSIO

E. 1. Discussio respecte la fiabilitat i les limitacions del métode

Les dades obtingudes amb el nostre métode sén concordants amb
experiments previs realitzats amb altres marcadors d’espai extracel-lular, la
qual cosa fa reforca la idea que la determinacié de I'espai extracel-lular
emprant gadolini com marcador és factible. Aixi mateix els resultats
suggereixen que el metode és tan reproduible i fiable com altres técniques
préviament descrites a la literatura. Donat que no existeix cap “gold standard”
per a la determinacio de la distribuciod dels espais intracel-lular i extracel-lular,
no s'ha considerat oporty comparar el métode directament amb una altra
tecnica en Us perd no contrastada amb un referent valid.

Respecte la precisid del metode, com ja s’ha comentat a l'apartat C.6.,
només s’ha pogut fer una estimacid aproximada de la precisié en base a la
comparacio del CV intraindividual, que ha estat raonablement petit, amb
valors que s’han compres entre 1.8-3.8%. Aquests valors de CV intraindividual
ens fan pensar que la precisio del métode és suficient.

Una consideracid respecte el metode que no es pot ignorar és el fet
d’haver-lo validat Unicament en situacions d'abseéncia de necrosi significativa.
Es va decidir a priori emprar models amb poca mort cel-lular perque en cas de
ruptura del sarcolema els espais intra i extracel-lular deixen d'estar ben
diferenciats i creiem important que, almenys per posar a punt el metode,
aquests espais estiguessin ben definits. Es precisament per evitar la ruptura del
sarcolema que s’ha administrat blebbistatina a l'inici de la reperfusio. La
blebbistatina és un inhibidor selectiu de I'acoblament actina-miosina i redueix
intensament la mort cel-lular durant la reperfusio en evitar la hipercontractura i
la ruptura del sarcolema. Cal matisar que la mort cel-lular no equival
exactament a la ruptura del sarcolema, ja que pot haver-hi cel-lules
irreversiblement danyades perd que gracies a |'efecte de la blebbistatina han
preservat la integritat del sarcolema durant els 30 minuts de reperfusio. Ara per
ara, pero, la manera de verificar i quantificar la mort cel-lular és precisament
mesurant l'alliberament de proteines intracel-lulars, és a dir, valorant

quantitativament el miocardi que ha patit ruptura del sarcolema. No es pot
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assegurar, doncs, que la blebbistatina eviti la mort cel-lular, sind que impedeix
la ruptura del sarcolema (tant de ceél-lules irreversiblement danyades com de
cel-lules encara viables i que gracies a |'efecte de la blebbistatina sobreviuran).
Probablement el metode és aplicable també en cas de ruptura del
sarcolema, pero caldra fer més experiments per tal de comprovar-ho. En
qualsevol cas, encara que el métode sigui valid independentment de si s’ha
produit o no necrosi, la dificultat en cas de ruptura del sarcolema no és
quantificar I'espai extracel-lular sind interpretar les dades, ja que en el moment
en qué el sarcolema perd la seva integritat, el contingut de la cel-lula deixa de
ser espai intracel-lular i passa a forma part de I'espai extracel-lular. Determinar

bé aquesta questid també sera un dels reptes pel futur.

E.2. Discussio sobre els resultats dels experiments realitzats per
comprovar el métode

Es un fet ampliament acceptat que I'edema miocardiac és un dels
components del dany per isquémia-reperfusio (32-34), juntament amb el dany
microvascular, les alteracions en el metabolisme del calci o I'hemorragia.

D’acord amb les evidéncies previes, els nostres resultats mostren un
augment de 'edema miocardiac total als cors sotmesos a isquemia-reperfusio.
El fet que s’hagi emprat blebbistatina per evitar la ruptura del sarcolema
secundaria a la hipercontractura durant la reperfusid pot explicar en part el
menor grau d’edema observat en els cors sotmesos a isquémia-reperfusio
sense estratégies de proteccid, ja que experiments previs en qué no s'havia
administrat blebbistatina mostraven un grau d’edema significativament
superior.

Els cors sotmesos a isquémia reperfusid pero tractats amb estratégies
de proteccio (reperfusid hipertonica o precondicionament isquemic) mostren
un reduccid de I'edema intracel-lular: en el cas de la reperfusid hipertonica amb
manitol aquesta reduccio és estadisticament significativa (p = 0.0002) mentre

que amb el precondicionament isquémic queda només en una tendencia.

26



Discussio

El fet que amb les dues estrategies de proteccio s'observi una reduccid
de I'edema intracel-lular resulta interessant per dos motius. Per una banda la
reperfusio hipertonica és una estratégia directament dirigida a reduir I'edema
intracel-lular per un mecanisme merament osmotic (el fet que el medi
extracel-lular sigui hipertonic arrossega aigua del citosol cap a l'interstici a
favor del gradent osmotic, ja que el medi hipertonic administrat durant la
reperfusio supera l'augment de la osmolaritat intracel-lular generat durant la
isquemia); per tant era esperat observar aquest resultat. Experiments previs ja
han demostrat que aquesta estratégia redueix la mort cel-lular per isquémia
reperfusio i, per tant, es pot relacionar I'efecte protector amb la disminucio de
I'edema intracel-lular (28). Un possible mecanisme pel qual l'edema
intracel-lular afavoreix la mort cel-lular durant la reperfusio és per la major
tensio experimentada pel sarcolema en produir-se la hipercontractura durant
la reperfusio, tot i que probablement hi ha altres mecanismes implicats encara
no identificats.

Per altra banda, amb el precondicionament isquemic també s'observa
una tendencia a la reduccio de I'edema intracel-lular que caldra continuar
valorant amb més experiments, ja que pot tractar-se d'una diferencia menor
des del punt de vista quantitatiu no detectable amb una n =4, pero rellevant
des del punt de vista fisiopatologic. En aquest cas el menor edema
intracel-lular ha d’estar en relacié al menor dany cel-lular induit pels cicles
breus d'isquemia del precondicionament. Esta per demostrar si aquesta
reduccioé de I'edema és només un reflex de la proteccio miocardiaca induida pel
precondicionament o bé és un dels efectes pels quals es redueix la mort

cel-lular.
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F) CONCLUSIONS

1er. Els experiments realitzats demostren que és factible emprar el Gd-DOTA

com marcador d'espai extracel-lular.

20n. La isquemia incrementa I'edema intracel-lular mentre que la reperfusio
hipertonica el redueix de manera significativa. El precondicionament isquémic
presenta una tendéncia a la disminucio de 'edema intracel-lular que no ha arribat a ser

estadisticament significativa.

3er. Es reforca la idea que la reduccio de I'edema intracel-lular contribueix a
reduir el dany cel-lular secundari a la isquémia miocardiaca, tot i que cal investigar
profundament la relacid “causa-efecte” entre I'edema i el dany cel-lular aixi com els

mecanismes implicats en la fisiopatologia de I'edema miocardiac.
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