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ARTiCULO
ORIGINAL

La tiorredoxina-1 no atenua la disfunciéon ventricular postisquémica
a pesar de disminuir el tamano del infarto

Thioredoxin-1 Reduces Infarct Size But Does Not Improve Postischemic Ventricular
Dysfunction

VIRGINIA PEREZ', VERONICA D'ANNUNZIO?, CLARA LABONIAZ?, ANA C. REY DEUTSCH?, RICARDO J. GELPIMTSAC. 2
Recibido: 06/02/2013 RESUMEN

Aceptado: 13/03/2013 »
Introduccién

Direccién para separatas: La tiorredoxina-1 es un potente antioxidante endégeno que participa en la proteccién
Dr. Ricardo J. Gelpi miocardica frente a la injuria por isquemia/reperfusion. Sin embargo, no se ha estudiado si
Instituto de Fisiopatologia esta proteccién se mantiene en la edad media de la vida y si se produce una disociacién entre
Cardiovascular

el efecto sobre la funcién ventricular y el infarto de miocardio.
Facultad de Medicina

Universidad de Buenos Aires

J. E. Uriburu 950 - 2° piso Objetivo _ ) ) o

(1114) Buenos Aires, Argentina Evaluar el tamafio del infarto y la funcién ventricular en ratones transgénicos jévenes y de
Tel./Fax: 54 011 4962-4945 edad media que sobreexpresan tiorredoxina-1, comparandolos con sus respectivos controles
e-mail: rgelpi@fmed.uba.ar no transgénicos.

Material y métodos

Se utilizaron corazones aislados de ratones FVB machos de 3 meses (jévenes) y de 12 meses
(edad media) que fueron sometidos a una isquemia global de 30 minutos seguida por 120
minutos de reperfusién segin la técnica de Langendorff. Se conformaron cuatro grupos
experimentales: no transgénico jovenes, no transgénico edad media, tiorredoxina-1 jévenes y
tiorredoxina-1 edad media. Se evalué la funcién del ventriculo izquierdo y también se midi6é
el tamano del infarto (trifenil tetrazolio).

Resultados

La funcién ventricular no mostré cambios significativos entre los grupos estudiados. Sin
embargo, se observo una disminucién del tamano del infarto en ratones tiorredoxina-1 jévenes
(27,6% =+ 3,5% vs. 42,9% * 6,1% en no transgénico jovenes); en cambio, el grupo tiorredoxina-1
de edad media no present6 cambios frente al control (49,1% * 6,4% vs. 52,6% + 5,2%).

Conclusiones

Los datos obtenidos sugieren que la tiorredoxina-1 es capaz de reducir el tamano del infarto
en los ratones jovenes que la sobreexpresan; sin embargo, no se han evidenciado cambios en
la funcién ventricular. Ademas, el efecto protector del antioxidante se abole en los ratones
transgénicos en edad media de la vida.
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INTRODUCCION

La tiorredoxina (TRX) es un potente antioxidante
enddgeno, y particularmente la TRX-1 (12 kDa)
tiene efectos antiapoptéticos, (1) antiinflamatorios
(2) y protectores frente a la injuria por isquemia/
reperfusion (I/R). (3) Con respecto a la injuria por
I/R, Aota y colaboradores (4) demostraron que la
administracién de TRX recombinante humana reducia
laincidencia de arritmias por reperfusién. Nakamura
y colaboradores (5) evidenciaron en pacientes
sometidos a cirugia de bypass cardiopulmonar que
la inactivacién de TRX-1 era un mecanismo nocivo
en la injuria por I/R. De manera similar, Tao y
colaboradores (6) mostraron que la administracién
de TRX-1 in vivo mostraba efectos cardioprotectores
significativos, reduciendo la apoptosis y el tamano
del infarto. Por lo tanto, resulta claro que la TRX-1
tiene un efecto protector frente a la I/R.

Por otro lado, hay clara evidencia experimental
que demuestra que en animales envejecidos existe un
incremento significativo de las especies reactivas del
oxigeno (ERO) y del nitrégeno, y que esto exacerba
el dano por I/R. (7, 8) Con respecto a la TRX-1 y el
envejecimiento, se demostré que el tamano del infarto
y la apoptosis aumentan en animales anosos debido a la
inactivacion fisiolégica de la TRX. (9, 10) Sin embargo,
es conocido que si bien los procesos de oxidaciéon
comienzan en el momento en que se inicia la vida, es
en la edad media que alcanzan niveles suficientes como
para desencadenar mecanismos perjudiciales sobre
distintos componentes celulares. (11) Por lo tanto, este
aumento de las ERO en la edad media de la vida es capaz
de modificar la expresién y/o la actividad de diversas
proteinas. (12-14) Sin embargo, no se ha estudiado si la
TRX-1 sufre alteraciones en su expresion y/o actividad en
esta etapa de la vida que podrian inducir modificaciones
en el tamano del infarto producto de la lesién por I/R.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el
tamano del infarto y el comportamiento de la funcién
ventricular en ratones transgénicos jévenes y de edad
media que sobreexpresan TRX-1, comparandolos con
sus respectivos controles no transgénicos (NTG), tanto
jovenes como en edad media de la vida.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratones FVB machos de 3 meses (jovenes) y de 12
meses (edad media) que sobreexpresan la proteina TRX-1 (n =
6y n = 7, respectivamente) y sus respectivos controles NTG
(n = 7y n = 8, respectivamente). Los ratones transgénicos
fueron generados usando el promotor de la cadena pesada
de o-miosina para lograr la sobreexpresién cardioespecifica
[cortesia del Prof. Junichi Sadoshima, Department of Cell
Biology and Molecular Medicine, University of Medicine and
Dentistry of New Jersey (UMDNJ)].

Medicion de la funcién ventricular

Los corazones fueron perfundidos segtn la técnica modificada
de Langendorff. Fueron sometidos a un protocolo de isquemia
global de 30 minutos seguida por 120 minutos de reperfusion.

Una vez cumplidos los 3 0 12 meses de seguimiento, los
ratones fueron anestesiados con una mezcla de pentobarbital
(150 mg/kg) y heparina sédica (500 Ul/kg) via inyeccion
intraperitoneal (aprobado por el Comité Institucional para el
Usoy Cuidado de Animales de Laboratorio CICUAL. CUDAP:
Exp-UBA: 0037016/2010). Una vez anestesiados, se les abri6
el térax, se aislé la aorta, que se canulé inmediatamente con
una canula de 21 G. Luego, los corazones se montaron en
un sistema de Langendorff y se perfundieron con solucién
de Krebs-Henseleit, que estd compuesta por (en mM): NaCl
118,5,KCl14,7, NaHCO, 24,8, KH,PO, 1,2, MgSO, 1,2, CaCl,
1,5, glucosa 10. Esta solucién fue burbujeada continuamente
con una mezcla de gas carbégeno (95% O,y 5% CO, con pH
7,4 a 37 °C) para mantener la solucién oxigenada y a un
pH fisiolégico.

Se utiliz6 un balén de latex, el cual se llen6 con una
solucién acuosa y se conect6 a través de un catéter de plastico
delgado (P50) a un transductor de presion (Deltram II, Utah
Medical System); luego se inserté en el ventriculo izquierdo a
través de la auricula izquierda. El balén se llené para alcanzar
una presion de fin de didstole de aproximadamente 10 mm Hg.

En la base de las auriculas se colocaron dos electrodos
conectados a un marcapasos para mantener una frecuencia
cardiaca constante durante todo el experimento. También
se registré la presiéon de perfusién coronaria (PPC) a
través de un transductor de presiéon conectado a la linea
de perfusion. Todos los corazones fueron perfundidos con
flujo constante. La presion ventricular izquierda y la PPC
se registraron en tiempo real usando un ordenador con
hardware de adquisicién de datos. La presion desarrollada
del ventriculo izquierdo (PDVI) se calculé como la diferencia
entre la presion sistélica maxima y la presion diastélica final
del ventriculo izquierdo (PDFVI). También se midieron
la PDFVI y la tasa maxima de aumento de la presiéon
ventricular izquierda, o derivada de la presién con respecto
al tiempo (+dP/dt).

Medicion del tamano de infarto

Después de finalizada la evaluacién de la funcién ventricular,
los corazones se congelaron y luego se cortaron en secciones de
1 mm de espesor. Estas secciones se incubaron en una solucién
al 1% de 2, 3, 5 cloruro de trifenil tetrazolio (TTC),apH 7,8y a
37 °C, durante 20 minutos. Con esta técnica, el tejido viable se
tifie de color rojo, mientras que la zona no tenida corresponde
al area de infarto. Las secciones se escanearon y el area de la
pared ventricular y las areas infartadas se midieron utilizando
planimetria computarizada (analizador de imdgenes Image
Pro Plus, version 4.5). El tamano del infarto se expresé como
porcentaje del area del ventriculo izquierdo.

Andlisis estadistico

La distribucién normal de los datos se comprobé mediante
la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos se expresaron
como media * error estandar de la media. Las comparaciones
entre grupos se realizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) de una via y la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples. Se consider6 estadisticamente
significativa una p < 0,05.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se detallan los valores promedio y
la respectiva dispersiéon de las diferentes variables
hemodinamicas en condiciones basales; se observa que
los valores obtenidos son los normales para la especie
ratén.
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Tabla 1. Variables hemodinamicas promedio de los ratones en
estado basal

Variables hemodinamicas
Flujo Frecuencia

Presion de
perfusion
coronaria

coronario cardiaca

Basal 4,0+0,2 ml/min 472 + 30,2 latidos/min 73,1 3,1 mm Hg

Enla Figura 1 se muestran los pardmetros tomados
para evaluar la funcién del ventriculo izquierdo. En el
panel A se representa el comportamiento de la presién
desarrollada del ventriculo izquierdo (PDVI, mm Hg).
Los valores basales de la PDVI fueron similares entre los
cuatro grupos estudiados (NTG jévenes: 74,2 = 2,3 mm
Hg, NTG edad media: 80,5 + 10,5 mm Hg, TRX-1
jovenes: 87,7 + 11,6 mm Hg, TRX-1 edad media: 87,1
+ 7,8 mm Hg). A los 30 minutos de la reperfusién se
observo una caida del estado contractil, evidenciado por
una disminucién de los valores de PDVI en comparacién
con su valor preisquémico, pero no se observaron
diferencias significativas entre los cuatro grupos
estudiados (normal jévenes: 17,9 = 4,7 mm Hg, normal
edad media: 22,1 + 7,8 mm Hg, TRX-1 jévenes: 30,6 +
3,5 mm Hg, TRX-1 edad media: 29,2 + 7,7 mm Hg). En
el panel B se muestra el comportamiento de la maxima
velocidad de ascenso de la presiéon (+dP/dt, mm Hg/
seg), otro indice de contractilidad. Los valores basales
fueron similares entre los cuatro grupos estudiados
(normal jévenes: 2.951 + 206 mm Hg/seg, normal edad
media: 2.749 + 717 mm Hg/seg, TRX-1 jovenes: 2.927 +
701 mm Hg/seg, TRX-1 edad media: 3.228 + 439 mm Hg/
seg) y durante la reperfusién hubo una caida del estado
contractil, sin diferencias significativas entre los grupos
(normal jévenes: 803 = 196 mm Hg/seg, normal edad
media: 1.285 = 357 mm Hg/seg, TRX-1 jévenes: 1.285
+ 428 mm Hg/seg, TRX-1 edad media: 1.196 + 339 mm
Hg/ seg). El panel C representa el comportamiento
de la presion diastdlica final del ventriculo izquierdo
(PDFVI), expresada en mm Hg. No se observa una
diferencia significativa de los valores de PDFVI entre
los grupos en situacién basal (normal jovenes: 7,8 =
1,1 mm Hg, normal edad media: 8,8 + 2,8 mm Hg, TRX-1
jovenes: 7,1 + 0,8 mm Hg, TRX-1 edad media: 10,4 =
1,1 mm Hg). A los 30 minutos de la reperfusién hubo un
incremento significativo de la rigidez miocardica, como
era de esperar, sin diferencias entre los grupos (normal
jovenes: 18,5 + 5,8 mm Hg, normal edad media: 34,2 =
8,5 mm Hg, TRX-1 jévenes: 18,4 = 7,1 mm Hg, TRX-1
edad media: 23,3 + 6,6 mm Hg).

En la Figura 2 se muestra el comportamiento del
tamano del infarto. El tamano del infarto producto de
30 minutos de isquemia y 120 minutos de reperfusion
fue de 42,9% =+ 6,1% en los animales normales jovenes.
Sin embargo, en los ratones NTG edad media hubo
una pequena tendencia a incrementarse, pero no fue
estadisticamente significativa (562,6% = 5,2%). Los
corazones de los ratones con sobreexpresion de TRX-1
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Fig. 1. Variables de contractilidad (paneles Ay B) y rigidez miocardi-
ca (panel C). Panel A. Muestra la presion desarrollada del ventriculo
izquierdo (PDVI) y se observa una caida del estado contractil luego
de la isquemia. Sin embargo, no hay cambios significativos entre los
grupos tanto basalmente como luego de la isquemia/reperfusién.
Panel B. Muestra la maxima velocidad de desarrollo de la presion
(+dP/dt) y se observa, al igual que en la PDVI, una caida del es-
tado contractil luego de la isquemia, pero tampoco hay cambios
significativos entre los grupos tanto basalmente como luego de la
isquemia/reperfusion. Panel C. Muestra la presion diastdlica final del
ventriculo izquierdo (PDFVI) y se observa un aumento de la rigidez
miocardica luego de la isquemia, pero, al igual que lo que ocurria
con el componente sistolico, no hay cambios significativos entre los
grupos tanto basalmente como luego de la isquemia/reperfusion. *
p < 0,05 vs. valor basal de cada grupo. NTG: No transgénico. TRX-1:
Tiorredoxina-1. I/R: Isquemia/reperfusion.

jovenes tuvieron un tamano de infarto menor con
respecto al control respectivo NTG (27,6% + 3,5%, p
<0,05 vs. NTG jovenes). Sin embargo, esta proteccion
no se evidenci6 en los ratones TRX-1 en edad media de
lavida (49,1% * 6,4%). De esta manera, se observa que
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Fig. 2. Representacion del tamano del infarto en los grupos de
ratones jovenes (NTG joven y TRX-1 joven) y en edad media de la
vida (NTG edad media y TRX-1 edad media), expresado como por-
centaje total del ventriculo izquierdo. Se observa una disminucion
significativa del tamano del infarto en el grupo de ratones jovenes
que sobreexpresan tiorredoxina-1; sin embargo, en los ratones
de edad mediaque sobreexpresan el antioxidante el tamano del
infarto es comparable al control. * p < 0,05 vs. NTG joven. NTG:
No transgénico, TRX-1: Tiorredoxina-1.

la sobreexpresiéon de TRX-1 disminuye el tamano del
infarto en corazones de ratones jovenes, sin cambios
en los ratones en edad media de la vida.

DISCUSION

En este estudio se muestra evidencia experimental de
que la sobreexpresion de TRX-1 en ratones transgénicos
j6venes protege al miocardio de la injuria por isquemia/
reperfusion, ya que en estos animales disminuyé el
tamano del infarto producto de 30 minutos de isquemia
seguida de 120 minutos de reperfusién. Sin embargo,
la mencionada proteccién miocardica es abolida en
los ratones TRX-1 de edad media. Por otro lado, la
proteccion sobre el infarto de miocardio no se acompané
de la recuperacion de la funcién ventricular durante
la reperfusién en ninguno de los grupos estudiados.
Tao y colaboradores (15) demostraron que la
TRX-1 ejerce un efecto protector sobre el tamafo
del infarto y la apoptosis a través de la reduccion del
estrés oxidativo/nitrosativo, en un modelo en ratones
sometidos a 30 minutos de isquemia, a los cuales les
administraron via intraperitoneal un recombinante
humano de TRX-1 en el momento de la reperfusion.
Por otro lado, el primer trabajo que utilizé un modelo
murino de sobreexpresién de TRX-1 para el estudio de
la injuria por I/R fue el de Turoczi y colaboradores. (3)
Estos autores sometieron los corazones de los ratones
transgénicos a un protocolo de 30 minutos de isquemia
y 120 minutos de reperfusiéon y encontraron que el
tamano del infarto se reducia significativamente en
los ratones con sobreexpresion de TRX-1. También
evidenciaron una mejoria en la funciéon ventricular
postisquémica en los ratones transgénicos. En este

punto difiere con los hallazgos de nuestro estudio,
en el cual se observé una disminucion en el tamano
del infarto, pero no se detectaron cambios en el
comportamiento de la funcién ventricular. La diferencia
entre los resultados obtenidos podria estar relacionada
con las diferencias en el modelo experimental utilizado.
En el trabajo de Turoczi y colaboradores (3) se utilizé
un modelo de perfusién in vitro anterégrado, que
realizaba trabajo externo; por lo tanto, las condiciones
de carga no se mantuvieron constantes y cambios en
ellas pueden reflejar cambios en la funcién ventricular.
En nuestro estudio, en cambio, la perfusién en el
sistema de Langendorff fue retrégrada, donde el
corazoén aislado no eyecta y es isovolimico, de modo que
permite mantener las condiciones de carga (precargay
poscarga) de manera constante durante la realizacién
del protocolo experimental; de esta manera permite
evaluar el estado contractil en forma mas fidedigna.
Ademas, en el modelo de corazoén aislado utilizado en
el presente trabajo, la frecuencia cardiaca, uno de los
determinantes mayores del estado contractil, también
se mantuvo constante durante todo el experimento. Por
lo tanto, estas diferencias en el modelo experimental
podrian explicar, al menos parcialmente, las diferencias
encontradas en los resultados.

Por otro lado, la falta de proteccién frente a
la funcién ventricular podria explicarse por la
presencia de areas con atontamiento miocardico
(disfuncién ventricular postisquémica reversible
en ausencia de necrosis) en zonas periféricas a la
del infarto, lo cual se asocia con el fenémeno de
injuria por I/R. (16) En este sentido, es conocido
que ante la presencia de areas con infarto, en
zonas adyacentes existe cierto grado de disfuncién
postisquémica (miocardio atontado) que se revierte
aproximadamente luego de 72 horas de reperfusion,
(17) de modo que cambios en el tamano del
infarto obtenidos de manera aguda no influirian
significativamente en la recuperacion de la funcién
ventricular, como se puede observar en el modelo
utilizado. Esta podria ser otra de las causas por la
cual, probablemente, no se pudo evidenciar una
mejoria en la funcién ventricular postisquémica,
dado que las limitaciones del modelo utilizado no
permiten seguir el experimento durante 48-72 horas
y evidenciar la mejoria en la funcién ventricular.
(18-21) Esta controversia en cuanto a la disociacion
en la proteccion entre el tamano del infarto y la
funcién ventricular quiza se deba a los diferentes
modelos experimentales de infarto utilizados, que
pueden ser realizados in vivo o in vitro y, a su vez,
con isquemia global o regional y ademéas pueden
evaluarse el infarto y la funcién a distintos tiempos
de la reperfusion.

En concordancia con nuestro hallazgos, Samuel y
colaboradores, (22) utilizando un modelo de infarto
de miocardio en ratas con diabetes tipo 1, en el cual
evaluaron la reversion de esta patologia mediante
la administracion de TRX-1 intramiocardica, recién
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evidenciaron una mejoria significativa en los parametros
funcionales del miocardio, evaluados por ecocardiografia,
luego de 4 semanas de producido el infarto de miocardio
y comenzado el tratamiento. Estos autores demuestran
claramente el papel protector de la TRX-1, que no
involucra un solo mecanismo de accién, sino que
interviene en muchas vias intracelulares y, por lo tanto,
cumple multiples funciones en la célula. Es importante
destacar que estos autores observaron una mejoria de
la funcién ventricular recién después de 4 semanas de
realizada la intervencion, mientras que la reduccién
de la fibrosis y del estrés oxidativo ya eran evidentes
alos 4 dias.

Por todo lo expuesto, resulta claro que el
aumento de TRX-1 en el organismo, generado
por administracién exégena o por modelos de
sobreexpresién de la proteina, cumple un papel
importante en la injuria por I/R, mediando la
cardioproteccion. Esto se traduce, entre otros
beneficios, en una reduccién significativa del tamano
del infarto en comparacién con los controles.

Sin embargo, la proteccion se abole en los ratones
transgénicos en edad media de la vida, lo cual,
extrapolado al d&mbito clinico, podria explicar los
resultados contradictorios de las terapias antioxidantes
en pacientes con cardiopatias isquémicas. En relacion
con esto, varios trabajos demuestran que los niveles
de expresion de algunas proteinas son alterados
durante el envejecimiento (23, 24) y también en
situaciones de estrés, como la injuria por I/R. (25,
26) Ademaés, estas alteraciones en la expresion y la
funcionalidad de las proteinas se han asociado con el
incremento en la produccién de ERO que se manifiesta
durante el proceso de envejecimiento, pero ya estan
presentes en la edad media de la vida. (26) En este
sentido, como se menciond, Zhang y colaboradores
(10) demostraron que la actividad de la TRX-1
disminuye en ratones de 20 meses de edad debido a
modificaciones postraduccionales como la nitracion.
Lo interesante de nuestro hallazgo es que ya a los 12
meses de edad, cuando todavia no estan instaurados de
manera completa los efectos nocivos de los mecanismos
prooxidantes que se asocian con el envejecimiento,
observamos alteraciones en la funcionalidad de la
TRX-1, ya que no evidenciamos proteccién frente al
tamano del infarto. Una posible explicacion para estos
hallazgos es que la proteina esté nitrada a consecuencia
del aumento de la edad; para determinar esta hipdtesis
se requieren mas estudios.

CONCLUSIONES

Los datos aqui presentados sugieren que la TRX-1
protege frente a la injuria por I/R, reduciendo el tamano
de infarto en ratones jovenes que sobreexpresan
esta proteina en comparacién con ratones NTG,
mientras que en ratones de edad media de la vida que
sobreexpresan TRX-1 la proteccién queda abolida.
Esto podria contribuir en parte a dilucidar por qué no

todas las terapias con antioxidantes que se utilizan
para tratar las cardiopatias isquémicas son exitosas.
De esta manera, se deberian profundizar los estudios
de los mecanismos de accién de los antioxidantes, sobre
todo a partir de la edad media de la vida.

ABSTRACT

Thioredoxin-1 Reduces Infarct Size But Does Not Improve
Postischemic Ventricular Dysfunction

Background

Thioredoxin-1 is a potent endogenous antioxidant involved
in myocardial protection from ischemic/reperfusion injury.
However, it is unknown whether this protection is preserved
in middle age or whether there is dissociation between the
effect on ventricular function and infarct size.

Objective

The purpose of this study was to compare infarct size and
ventricular function in young and middle age transgenic
mice overexpressing thioredoxin-1 with their corresponding
wild-type controls.

Methods

Isolated hearts of 3-month (young) and 12-month (middle-age)
FVB male mice were submitted to 30-minute global ischemia
and 120 minutes reperfusion using the Langendorff technique.
Four experimental groups were considered: young wild-type,
middle age wild type, young thioredoxin-1 and middle age
thioredoxin-1. Left ventricular function was assessed and
infarct size was measured with phenyl triphenyl tetrazolium.

Results

Ventricular function showed no significant differences
between the studied groups. However, young thioredoxin-1
mice reduced infarct size (27.6%*3.5% vs. 42.9%*6.1%
in young wild-type mice); conversely, the middle age
thioredoxin-1 group was not significantly different from its
wild-type control (49.1%+6.4% vs. 52.6%+5.2%).

Conclusions

Results suggest that young mice overexpressing thioredoxin-1
reduce infarct size, but without changes in ventricular
function. Moreover, the protective antioxidant effect is
abolished in middle age transgenic mice.

Key words > Myocardial Ischemia - Reperfusion - Myocardial Infarction
Ventricular Function - Antioxidants - Thioredoxin
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