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Introduccion y objetivos. Desde la identificacion
del miocardio aturdido se han realizado estudios
para determinar la causa que produce la
disfuncién postisquémica e identificar los posibles
agentes que la pueden atenuar. Nuestro objetivo es
analizar las consecuencias funcionales y
ultraestructurales del tratamiento con amlodipino
en un modelo experimental canino de
aturdimiento miocdrdico inducido por multiples
episodios de isquemia de corta duracidn.

Material y métodos. Se analizan dos series de
animales: serie control (SI) (n = 15) y serie
amlodipino (SII) (n = 15) (se administran 5 mg/dia
de amlodipino desde 7 dias antes a la aplicacion
del protocolo isquémico [PI] hasta 15 dias
después). Se implanta un par de cristales
ultrasénicos crénicos en territorio dependiente de
la arteria descendente anterior, se realizan
20 oclusiones de 2 min de duracién y 3 min de
recuperacion entre ellas. Se analizan la frecuencia
cardfaca, la presion ventricular izquierda, la
derivada de la presion respecto al tiempo de la
presion del ventriculo izquierdo (dP/dt), el flujo
coronario y pardmetros de funcidn regional. Tras la
aplicacion de PI, el ECG y la funcién regional se
monitorizan durante los siguientes 15 dfas. Los
perros fueron sacrificados de modo escalonado en
grupos de 10, cinco de cada serie para estudio de
ultraestructura.
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Resultados. Antes de la aplicacion del P, el flujo
coronario era un 16,2% mayor en los perros SII.
Durante la aplicacion del PI, en la fase de isquemia
los perros de la SII presentaron hipocinesia,
mientras que en los de la SI se producia discinesia.
En la fase de aturdimiento miocdrdico, la maxima
afectacion de la fraccion de acortamiento se
produjo en el tercer dia en la SII (6,9 + 1,9%;

p <0,001), mientras que en la ST ocurria més
tardiamente (dia 5 tras la aplicacién del PI) (5,1 +
1,9%;p <0,001); la afectacién maxima de la
fraccién de acortamiento fue mayor en la serie
control. En ambas series la fraccion de
acortamiento se habia recuperado totalmente el
dfa 15. Sin embargo, en los perros tratados con
amlodipino se constaté un mayor nimero de
mitocondrias por sarcémero tras la aplicacién del
PI (36% en SI'y 14,3% SI;p <0,001). En el estudio
de ultraestructura se observd que el amlodipino se
asocié a un mayor porcentaje de mitocondrias
dafadas y de fusiones en el estudio basal, y tras la
aplicacién del PI hubo un mayor nimero de
mitocondrias emparejadas (36% en SII frente a
14,3% en SI; p < 0,001).

Conclusiones. Nuestros datos indican que el
amlodipino es efectivo a la hora de preservar
parcialmente la funcién contractil del miocardio
sometido a isquemias breves y repetidas seguidas
de cortos periodos de reperfusion, y de acelerar
parcialmente la recuperacién funcional y
estructural del miocardio aturdido una vez cesados
los procesos isquémicos.
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FUNCTIONAL AND ULTRASTRUCTURAL
CONSEQUENCES OF AMLODIPINE
ADMINISTRATION IN AN EXPERIMENTAL
MODEL OF STUNNED MYOCARDIUM

Introduction and objectives. Since myocardial
stunning was first identified, studies have been done
to determine the cause of postischemic dysfunction
and to know what agents are able to reduce it. The
aim of this study is to examine the effect of
treatment with amlodipine on myocardial stunning
due to brief, repeated ischaemic episodes (IP).

Material and methods. Two series of dogs were
analyzed: control (SI; n = 15) and amlodipine (SII;
n =15) (5 mg/day p.o. from 7 days before the IP to
15 days after). A pair of chronic ultrasonic crystals
in the left anterior descending coronary artery
(ischemic area) was implanted, 20 occlusions of
2 min each and 3 min of recovery between them
were induced. Heart rate, left ventricular pressure,
dP/dt, and coronary flow were measured, as well as
regional function parameters (end-systolic and end-
diastolic segment lengths and segment shortening
fraction -ESL, EDL, %SS-). After IP, daily ECG and
regional function parameters were registered for 15
days. Samples for ultrastructural study were taken
in basal situation, and 3-5 days and 15 days after IP.

Results. Before IP application, the coronary flow
was 16.2% higher in the amlodipine series (p < 0.05).
Coronary occlusions in SII dogs produced
hypokinesis in the shortening fraction, while the SI
dogs shortening fraction values fell to dyskinesia
values. During the follow-up myocardial stunning
was observed; there was a gradual impairment of the
%SS in the control series that reached its lowest
peak on the 5" day (5.1 £ 1.9%, p < 0.001). In the
amlodipine series, contractility impairment occurred
earlier (third day) and was milder (6.9 £ 1.9%, p <
0.001). In both series SS% recovered completely by
day 15. The ultrastructural study showed that
amlodipine increased the damaged mitochondrias
and, after the PI application, mitochondrial fusions
at baseline. However, in SII an increased number of
mitochondria per sarcomere was seen after PI
application (36% SII vs 14.3% SI, p <0.001).

Conclusions. Amlodipine partially preserves the
myocardial contractile function injured by brief,
repeated ischemias and helps the myocardium
stunned recover earlier both functionally and
ultrastructurally.

Key words:
Ischaemia. Stunning myocardial. Ultrastructure.
Mitochondria. Amlodipine.
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Introduccién

Durante el tiempo que ha transcurrido desde
que se identificé por primera vez el miocardio
aturdido se ha realizado un importante nimero de
estudios dirigidos a determinar la causa que pro-
duce la disfuncién postisquémica, asi como a iden-
tificar los posibles agentes que puedan atenuar este
fenémeno. En modelos experimentales de isque-
mia dinica, uno de los mecanismos implicados en el
aturdimiento estd relacionado con un aumento de
calcio en el citosol de la célula, manteniéndose asi
hasta los primeros momentos de la reperfusion'?.
Basdndose en este mecanismo, se ha demostrado el
efecto cardioprotector de los bloqueadores de los
canales del calcio (BCC), y la mayoria de los auto-
res estdn de acuerdo con la hipétesis de la sobre-
carga del calcio; estudios con verapamilo®, diltia-
zem> y nifedipina® han demostrado su eficacia,
aunque se administre incluso en el momento de la
reperfusion’. Estos efectos beneficiosos también se
han observado en modelos de aturdimiento produ-
cidos por isquemias repetidas®. En 1992, Gross y
Pieper’ administraron amlodipino, antes de la rea-
lizacién de 9 oclusiones de 5 min con 15 min de re-
perfusién entre cada una de ellas, y demostraron
que este fdrmaco atenta la disfuncion contréctil
postisquémica, con una mejora en la mecédnica re-
gional, ademds de en la funcidn bioquimica y mito-
condrial. Por todo ello, y dadas las caracteristicas
de accién del amlodipino en pacientes con miocar-
diopatia isquémica o idiopdtica'®, disefiamos el
presente estudio, cuyo objetivo ha sido analizar los
efectos del amlodipino, suministrado previamente,
en un modelo experimental canino de aturdimien-
to miocdrdico inducido por multiples episodios de
isquemia de corta duracién'!!2,

Material y métodos

Series experim entales

Se han incluido 30 perros mestizos vdlidos, de ambos sexos,
con peso comprendido entre 19 y 29 kg, procedentes de gran-
jasy criados para tal finalidad. En todos los casos se cumple la
normativa sobre proteccion de animales utilizados para expe-
rimentacion establecida por la Administraciéon (Real Decreto
223/1988); ademds, el protocolo fue sometido al comité ético
de experimentacién animal de nuestro hospital. Los animales,
que habfan sido debidamente vacunados y desparasitados, se
mantuvieron estabulados durante al menos los 10 dfas previos
a la realizacién del experimento y durante los dias posteriores
en los que se llevaron a cabo los controles pertinentes, siendo
revisados a lo largo de este tiempo por un veterinario especia-
lista.

Se han constituido dos series de estudio (control [SI] y tra-
tada con amlodipino [SII]) asignando de modo alternativo los
perros a cada una de estas dos series. La asignacion tanto a las
series como a los grupos de seguimiento, como se muestra
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mdés adelante, fue realizada por el personal de estabularios, sin
la utilizacién ningin método especifico de ocultacion de la dis-
tribuciéon (estudio abierto). La serie I estaba formada por
15 perros con un peso medio de 20,7 + 3,3 kg (6 machos) y la se-
rie II por 15 perros con peso medio de 22 + 3,2 kg (9 machos).
En la serie II se administré amlodipino en dosis de 5 mg/dfa por
via oral desde 7 dias previos a la realizacion del protocolo isqué-
mico hasta el dfa en el que el animal era sacrificado.

Preparacion experimental

Estudios de funcion. Se indujo la anestesia con pentobarbi-
tal sédico (30 mg/kg), succinilcolina (0,5 mg/kg) y cloruro
morfico (2 mg/kg), manteniendo perfusién continua intraveno-
sa de succinilcolina (0,4 mg/h) y cloruro mérfico (2,4 mg/h) en
solucién salina. Tras la intubacidn orotraqueal, se mantuvo la
ventilacién con un respirador volumétrico Temel con una
mezcla de oxigeno (60%) y protéxido de nitrégeno (40%).

Se realiz6 toracotomfa lateral izquierda en el quinto espacio
intercostal y, tras pericardiectomia, se procedié a la diseccién
de la arteria coronaria descendente anterior (DA) en su tercio
proximal, pasando un lazo para posibilitar la realizaciéon de
oclusiones con un clamp vascular; se situé asimismo un medi-
dor ultrasénico de flujo Transonic Systems para el control del
flujo coronario (FIC). Para el control de contractilidad miocdr-
dica segmentaria se implanté un par de cristales ultrasénicos
(2 mm de didmetro y 5 MHz) en el subendocardio de la pared
anterior del ventriculo izquierdo, en la zona irrigada por la ar-
teria a ocluir (DA), siguiendo el eje longitudinal del corazdn.
Para el control de la presién ventricular izquierda se implantd
un catéter a través de la pared libre del ventriculo izquierdo.
Se llevé a cabo monitorizacién del ECG mediante electrodos
subcutdneos colocados en las extremidades.

Tras la preparacién del animal se procedid a la realizacién
del protocolo isquémico (PI), consistente en 20 oclusiones
completas de DA de 2 min de duracién, seguida cada una de
ellas por 3 min de reperfusion, protocolo que provoca un atur-
dimiento miocdrdico'>. Una vez finalizado éste, se procedi6 a
retirar los controles de presion ventricular y de flujo corona-
rio, y al cierre del térax exteriorizando a través de la pared to-
rdcica los cables de los cristales ultrasénicos para hacer posi-
ble la monitorizaciéon diaria de la contractilidad miocdrdica
segmentaria durante los 15 dias siguientes a la aplicacion del
protocolo isquémico. Una vez despiertos, los animales se man-
tuvieron en estabulario bajo control y cuidados veterinarios.
Se efectuaron controles diarios de los pardmetros monitoriza-
dos. El dltimo dfa del estudio, tras la anestesia, intubacién y
apertura del torax, y después del registro del flujo coronario,
contractilidad miocdrdica segmentaria y presién intraventricu-
lar izquierda, el animal se sacrificaba mediante induccién
eléctrica de fibrilacidén ventricular.

Estudios de ultraestructura. Para la obtencién de muestras
anatémicas en las que estudiar los cambios en la ultraestructu-
ra del miocardio, los perros fueron sacrificados en tres grupos
de 10 con diferentes periodos de seguimiento (5 de cada serie
cada vez): el primer grupo antes de la aplicacién del protocolo
isquémico, tras 7 dfas de estabulacion; el segundo grupo entre
los dias 3y 6 tras la aplicacion del protocolo isquémico y tra-
tando de coincidir con la mayor afectacién de la funcién regio-
nal miocdrdica'®, y por dltimo 10 perros fueron sacrificados
15 dfas después de la aplicacién del protocolo isquémico.

Para el estudio de ultraestructura se recogieron muestras de
tejido miocdrdico de la zona donde se habfan colocado los
cristales (zona isquemiada). Las muestras se fijaron en una so-
lucién de glutaraldehido al 1,5% y formaldehido al 1% en
tampo6n cacodilato 0,1 M (pH 7,4), lavadas en el tampdn y pos-

fijadas en 0,0, al 1%. Se deshidrataron con etanol y embebie-
ron en Epon 812. Se obtuvieron cortes semifinos (1,5 pm) que
se tifieron con toluidina al 0,5% para su observacién con mi-
croscopio Optico, y cortes ultrafinos (60 nm) montados en reji-
llas de cobre y contrateflidos con una solucién acuosa de aceta-
to de uranilo al 2% y citrato de plomo al 2,7% para su
observacion con microscopio electrénico (Phillips 301 EM); se
obtuvieron 12 fotograffas de cada muestra que se amplian para
obtener un aumento lineal entre x13.500 y x45.000. Las micro-
grafias fueron estudiadas mediante andlisis estereoldgico’.

Pardmeetros analizados

Sélo se consideraron los perros que terminaron el protocolo
que habia sido predeterminado para cada uno de ellos. Duran-
te el estudio fallecieron 8 animales (que fueron sustituidos);
dos durante el procedimiento quirtrgico inicial, tres por desa-
rrollar fibrilacién ventricular durante el protocolo isquémico,
y otros tres por procesos infecciosos de la via de exterioriza-
cién de los cables durante el seguimiento.

Se controlaron diariamente los pardmetros electrocardio-
graficos (cambios ECG, frecuencia cardfaca y presencia de
arritmias) y los pardmetros de contractilidad miocdrdica seg-
mentaria: longitud telediastélica (LTD), longitud telesistdlica
(LTS) y fraccién de acortamiento segmentario (FAc). La pre-
sion sistélica del ventriculo izquierdo (PVI), la derivada de la
presion respecto al tiempo de la presion del ventriculo izquier-
do (dP/dt) y flujo coronario en DA se monitorizaron el dia en
que se realizé el protocolo isquémico y el dia en que se sacrifi-
c6 al animal.

Los trazados se registraron en un poligrafo de 8 canales
(Hewlett-Packard 7588B) con los preamplificadores adecuados;
para la estandarizacion y control visual de las curvas de con-
tractilidad segmentaria se utiliz6 un sonomicrémetro (Shuessler
and Associates Cardif by the Sea C.A.) y un osciloscopio Tektro-
nix 2236 con una banda de frecuencia entre 0 y 100 MHz.

En estudios previos hemos observado que el tejido miocardi-
co sometido a isquemias presenta una serie de cambios que
afectan fundamentalmente a la estructura mitocondrial’®. El es-
tudio ultraestructural lo basamos en un andlisis cuantitativo de
las lesiones de mitocondrias interfibrilares, determinando los
porcentajes de mitocondrias que se encontraban dafiadas (rotu-
ra de membranas y crestas mitocondriales, vacuolizacién y ma-
triz clara a los electrones), fusionadas y emparejadas (dos o mds
mitocondrias por sarcémero) y, por ultimo, el porcentaje de
granulos de lipofuccina respecto al nimero de mitocondrias.

Andlisis estadistico

El estudio estadistico se realizé utilizando el programa
SOLO Statistical System (BMP Statistical Software, Inc.). Los
resultados de los pardmetros de funcion (global y regional) se
presentan como medias y desviaciones estindar para cada
variable y serie; los resultados del estudio morfoldgico se pre-
sentan como porcentajes. Se comprobé la proximidad a la
normalidad de las distribuciones mediante la prueba de Kol-
mogorov-Smirnov. Dependiendo de las distribuciones, la com-
paracion de las medias se realizé utilizando como prueba no
paramétrica el test de Wilcoxon para muestras relacionadas, y
como paramétrica la prueba de la t de Student y el andlisis de
la variancia (ANOVA) para comparaciones miltiples. Se ha
utilizado la comparacién de porcentajes observados para el
andlisis de los pardmetros morfolégicos. Se han considerado
las diferencias de las medias y porcentajes como estadistica-
mente significativas cuando p < 0,05. Se han comparado los
distintos pardmetros en las diversas fases respecto a su valor
basal, asf como entre las series.
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Tabla 1. Valores hemodindmicos

FLC (m1/min) FC (lat/min) PVI (mmHg) dP/dt (mmHg/s)

Control Amlodipino Control Amlodipino Control Amlodipino Control Amlodipino
Basal 27,7+£32° 322+29 121,7+ 189  125+232 1434 21,6 142,2 +23 3.297,7+887,4 3.133+£770,2
1 Isqum. - - 1403 £ 14,7 149 +233 138,8 £21,3 1328 £15,3  3.198,3 £887,5 2.855,3+389,9
1 Reperf. 38,9 +43™ 393£25"  128,7+17,8 136,3+234 136,7+159 1328 +14,8  3.3432+9375 2971,9+561,9
5 Isqum. - - 1453 £31,4™ 150,5+23,9" 133,6 14,6 132,8+153  3.120,9+935,8 3.008 £879,3
5 Reperf. 40,5 £2,9™ 38,3+£4.2" 130 28,5 142 +£25.1 1392+ 19,8 1352+16,2 3.2669+875,8 3.133+£780,3
10 Isqum. - - 141,3+£19,2° 150,5+£24,9° 135+158 1339+16,9 3.177,8 £891,3 3.008,6 +879,3
10 Reperf. 393+£3,1™ 39,6 £32"  123,6+27,5 133 +28,1 138,3+16,7 1358 £ 15 3.269,3 +868,1 3.1442+7749
15 Isqum. - - 1383 +£17,6™ 1495+272" 134,1+145 134,6 £ 15,7 3.192 +888,9  3.060,2 £792,6
15 Reperf. 38,2+3,7" 39+39" 122 £18,6 131+£29,6 140,2 £19,2 136,9 + 13,1 3.326,1 +864 3.138,6+7794
20 Isqum. - - 1423 £20,6™ 1445+23,7° 139,2+138 1351 £ 14,6 3.234,6 £896,5 3.060,1 +792,6
20 Reperf. 374 £54™ 39,4+£28"  1197+172 1225+£26,6 1424+134 136,8 £ 13,1  3.311,9+863,3 3.142,8+767,5
Dia 3 REC. - 30+ 1,6 133+£14,6  1294+195 - 1333+ 144 - 2.500 + 54,1
Dia 5 REC. 28,2+3,6 - 128,6 £12,3  120,5+18,7 129,7+20,2 - 3.364,9 £929.9 -
Dia IOREC.  25,1+3,6 30£25 143 £4,5*  1292+£102 175+£149" 149,6 + 24 3.9149+3959 3.791,7 + 640,6
Dia ISREC.  28,1£32 30,2+£24 130+ 8 116,5+13,8 146,11 £214 133,6 £10,1  3.637,3+£517,5  3.500 £ 500

FLC: flujo arteria coronaria; FC: frecuencia cardfaca; PVI: presion ventriculo izquierdo; dP/dt: derivada de la presion respecto al tiempo de la pre-
sién del ventriculo izquierdo; Isquim.: oclusién coronaria; Reperf.: reperfusién coronaria; rec.: recuperacién tras el protocolo isquémico.p < 0,05;

“p <0,01; " < 0,001, significacion respecto al basal; *p < 0,05; °p < 0,01, significacion entre las series [ y II.

Resultados

Pardmetros de funcion global

En la tabla 1 se exponen los valores para ambas
series de los distintos pardmetros de funcién global
(flujo coronario, frecuencia cardiaca [FC], presién
sistolica del ventriculo izquierdo y dP/dt de PVI)
estudiados en situacién basal, en las isquemias y
reperfusiones 1, 5, 10, 15 y 20, y en los dfas 3, 5, 10
y 15 posteriores al protocolo isquémico.

El flujo de la DA promedio en situacién basal
fue superior en un 16,3% (p < 0,01) en la serie II
respecto a la I. Durante la aplicacién del protocolo
isquémico no se evidenciaron diferencias entre am-
bas series. Tras cada oclusién coronaria se produ-
cfa el consiguiente hiperaflujo. Tras la dltima re-
perfusion (donde atin puede existir hiperaflujo) los
valores persistian altos con respecto a los basales
(37,4 £ 5.4 frente a 27,7 £ 3,2 ml/min en SI, p <
0,001; 39,4 + 2,8 frente a 32,2 + 2,9 ml/min en SII,
p < 0,001). Posteriormente se normalizaron y no
presentaron variaciones significativas a lo largo del
estudio en ninguna de las series (tabla 1).

Ambas series presentaron unos valores prome-
dio de FC similares en situacién basal (SI: 121,7
18,9 lat/min, frente a SII: 125 + 23,2 lat/min); en las
isquemias se produjo un aumento estadisticamente
significativo respecto a los valores basales en am-
bas series, volviendo a normalizarse durante las re-
perfusiones. Tras el protocolo isquémico no existie-
ron diferencias estadisticamente significativas
respecto a los valores basales en ambas series, aun-
que durante el seguimiento posterior al protocolo
isquémico la serie I presentd valores superiores a
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los de la II (tabla 1). La PVI no tuvo variaciones
significativas con respecto a los valores basales en
ambas series (143,4 + 21,6 mmHg en la serie I,
142,2 £ 23 mmHg en la serie II). Durante la realiza-
cién del protocolo isquémico y el seguimiento, los
valores correspondientes a la serie del amlodipino
fueron ligeramente inferiores a los de la serie con-
trol; de modo aislado el dfa de la recuperacién en
la serie I se objetivé un incremento de la PVI de un
21,9% (175 + 14,9 mmHg; p < 0,01). La dP/dt de
PVI presenté valores y variaciones similares en am-
bas series, sin que existieran diferencias estadisti-
camente significativas durante el estudio ni en
cada una de ellas ni entre ellas (tabla 1).

Pardmetros de funcion regional

Durante la aplicacion del protocolo isquémico la
longitud telediastdlica segmentaria de la serie con-
trol no presentd variaciones significativas respecto
a la situacién basal (13,3 £ 1,6 mm). Durante el pe-
riodo de aturdimiento, sufrié un descenso en sus
valores alcanzando la significacién estadistica ex-
clusivamente el dia 9 (10,6 + 1,4 mm; p < 0,05) (no
expuesto en la tabla). En la serie de amlodipino los
valores de LTD fueron superiores, desde la situa-
cién basal (15,1 £ 4 mm en SII frente a 13,3 £ 1,6
mm en SI; p <0,01) y durante todo el estudio, a los
de la serie control (tabla 2). La LTS en Ila serie con-
trol sufrié incrementos significativos respecto al
valor basal (11,1 £ 1,7 mm) durante las oclusiones
de la DA (tabla 2), manteniendo valores similares a
los basales durante los dias de seguimiento. En la
serie de amlodipino los valores de LTS fueron
siempre superiores a los de la serie control (12,5 +
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Tabla 2. Valores funcién regional

LTD (mm) LTS (mm) FAc (%)

Control Amlodipino Control Amlodipino Control Amlodipino
Basal 13,3 £1,6° 15,1+4 I,1£1,7° 125+£1,6 159+4 16,729
1 Isqum., 12,6 £2,1° 153+24 132+£22™ 143 £2,57 5,1 £2,67 0,6 £3,6™
1 Reperf.,, 12,4 £1,7° 144 £2,1 10,714 12,04 £1,7 133+£52 16,2+3,1
5 Isqum., 12,6 £2,3° 154+24 13,5+2,7" 14,4 £2,27 —6,6 £4,37¢ 6,9 +£3,6™
5 Reperf,, 12,6 £1,9° 149 +2,1 11,1 +1,7 126+19 12,5+45" 15,6 £4,1
10 Isqum., 12,7 +2.4° 155+2,8 13,5+2,8™ 14,3 +£2,3" 6,3 £3,47¢ 8,7+45
10 Reperf., 12,7+£18 148 +£2.4 112+£1,6 124 +2 11,6 £5,4™ 16,7+4,1
15 Isqum., 12,6 £2,3 155+£2,6 £2.8™ 14,4 £2,3" 8,1 £4,8"¢ 8,1 £43™
15 Reperf,, 129+£1,9° 15,1£2,6 £19 122+19 11,9 £53% 16,3+3,7
20 Isqum., 128 £2.4° 155+27 £29™ 143+£24" 13 +£47 7,9 £3,6™
20 Reperf., 12,8 +1,9° 15,1 £2,6 £1,8° 125 £2,1 11,8 +5,5"% 16,8 +4.4
Térax cerrado 125+ 1,7 152+24 1,7 129+2 11,9+54 14,9 +2°
Dia 3 REC., 124+19 128 +1,7 1,7 119+1,6 10,04 +£4,9" 6,9 +1,9™
Dia SREC., 124+19 13,6 £1,3 19 12,1 £ 1,17 5,1 £1,97 10,7 £3,5™
Dia 10 REC,, 11,4 £1,4° 13,712 £1,5% 119+1.2 129+42 12,5+3,2°
Dia 15 REC,, 134+19 1477422 £15 123+£1,6 16,1 1,5 16,7+1,7

LTD: longitud telediastélica; LTS: longitud telesistélica; FAc: fraccién de acortamiento miocdrdico segmentario; Isqu.: oclusién coronaria; Reperf.:
reperfusion coronaria; REC.: recuperacién tras el protocolo isquémico. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, significacién respecto a basal; *p < 0,05;

°p <0,01; p < 0,001, significacion entre las series I y II.

1,6 mm, basal en SII, frente a 11,1 £ 1,7 mm en SI;
p <0,05). En ambas series la LTS se elevé de forma
significativa durante las oclusiones coronarias y en
la ST también en el dia 5 tras las mismas.

La FAc (tabla 2) en la serie control sufrié un des-
censo durante las oclusiones hasta alcanzar valores
de discinesia, con tendencia a normalizarse duran-
te las reperfusiones. A medida que fue aumentando
el nimero de oclusiones, los valores de la FAc des-
cendieron (fig. 1). Tras el cierre del térax, la FAc
presentd una afectacion del 20,6% respecto a los
valores basales (11,9 + 5,4 frente a 15,9 + 4%); en
los dias sucesivos se produjo un deterioro progresi-
vo que fue médximo el quinto dfa tras el protocolo
isquémico (5,1 £ 1,9%; p < 0,001), momento a par-
tir del cual empezd a recuperarse el miocardio, al-
canzando valores similares a los basales el dia 15
(16,1 £ 1,5%) (tabla 2). En la serie de amlodipino
se partia de un valor basal superior al de la SI (16,7
+2,9%; NS). Durante la aplicacién del protocolo is-
quémico se produjo un descenso de sus valores,
pero en ninglin caso se alcanzaron valores de disci-
nesia como sucedia en la serie control (fig. 1). Du-
rante las reperfusiones y tras el cierre del torax, los
valores eran similares a los basales. En los dias si-
guientes se produjo un deterioro progresivo que
fue maximo el dfa 3 tras el protocolo isquémico
(6,9 £ 1,9%; p < 0,001), dejando de presentar dife-
rencias significativas desde el dia 10 de evolucién.

Pardm etros morfologicos. Ultraestructura
En la serie I, en situacion basal habia un peque-
fio porcentaje de mitocondrias dafiadas (7%), asi

como de fusiones (2%), mitocondrias emparejadas
(12,5%) y grdnulos de lipofuccina (1%). La serie II
en situacién basal (amlodipino antes del protocolo
isquémico) presentaba un porcentaje superior al de
la serie I de mitocondrias dafiadas (20,3%; p <
0,01), asi como de fusiones mitocondriales (5,6%;
p < 0,05) y de mitocondrias emparejadas (15,2%;
NS). La cantidad de grdnulos de lipofuccina era si-
milar al de la serie I (1%) (fig. 2).

Cuando se observaron las muestras en el dia de
mayor afectacién funcional (dfa 5 serie I y dia 3 se-
rie II tras el protocolo isquémico), el porcentaje de
mitocondrias dafiadas estaba aumentado por igual
y de forma significativa en ambas series respecto a
los valores basales (SI: 35,4%, p < 0,001; SIL:
38,7%, p < 0,001), sin existir diferencias entre ellas.
También se incrementd el porcentaje de fusiones
mitocondriales en la serie I con respecto al basal
(SI1: 6,1%, p < 0,01; SII: 5,4%). La presencia de gra-
nulos de lipofuccina en el miocito aumenté signifi-
cativamente en ambas series respecto a la situacién
basal (SI: 2%, p < 0,05; SII: 1,3% p < 0,05). Asimis-
mo, habfa diferencias significativas entre ambas
series respecto al porcentaje de mitocondrias em-
parejadas (SI, 14,3%), mientras que en la serie II se
observaba mds de una mitocondria por sarcémero
(SII: 36,8%; p < 0,001).

En las muestras de tejido cardiaco estudiadas a
los 15 dias del protocolo isquémico observamos
que en la SI el porcentaje de mitocondrias dafiadas
(18,1%; p < 0,001) y de granulos de lipofuccina
(2,7%; p < 0,001) se mantenia aumentado respecto
a la situacién basal; las fusiones mitocondriales
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Figura 1. Evolucion de la fraccion de acortamiento segmentario durante el protocolo isquémico y los dias posteriores. La figura A co-
rresponde a la SI (control) y se observa discinesia (valores por debajo de 0) durante las oclusiones coronarias y una mayor afectacion
en la recuperacion el dia 5. La figura B corresponde a la SII (amlodipino) y se observa que en las oclusiones coronarias se produce hi-
pocinesia; en los dias de recuperacion la mayor afectacion funcional se produce el tercer dia. 1, 5, 10, 15, 20: oclusiones coronarias;
TC: cierre de térax; 2D, 3D, 5D, 10D, 15D: dias de recuperacion tras el protocolo isquémico; Reperf.: reperfusion coronaria; Recup.: re-
cuperacion tras protocolo isquémico.*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001, significacion respecto al valor basal.
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Figura 2. Cambios en las mitocondrias en las SI (control) y SII (amlodipino). *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001, significacion respec-
to al valor basal; “p < 0,05, "p <0,01; p < 0,00, significacién entre las series Iy II.

(1,3%) y la presencia de dos o mds mitocondrias
por sarcémero (9,5%) no presentaron diferencias
respecto a la situacién basal. La SII mostrd dife-
rencias respecto a la situacién basal en el porcenta-
je de mitocondrias emparejadas (23,6%;p <0,01) y
de grdnulos de lipofuccina (3,1%; p < 0,001); el
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porcentaje de mitocondrias dafiadas (24,4%) y de
fusiones (6,6%) fue similar al de la situacién basal.
Al comparar ambas series vimos que la SII mostra-
ba a los 15 dias del protocolo isquémico un porcen-
taje mds elevado de alteracién de todos los pardme-
tros estudiados, mitocondrias dafiadas (SI: 18,1%,
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frente a SII: 24,4%; p < 0,05), fusiones (SI: 1,3%, frente
a SII: 6,6%; p < 0,05) y mitocondrias emparejadas (SI:
9,5%, frente a SII: 23,6%; p < 0,001) (fig. 2).

Discusién

El miocardio aturdido es por definicién la dis-
funcién contrdctil transitoria que se observa tras la
isquemia una vez restablecido el flujo sanguineo
coronario normal'*. Sus principales determinantes
son la gravedad y duracion de la isquemial, y sa-
bemos que la repeticiéon de ésta tiene un efecto
acumulativo'®'®. Nosotros hemos observado cémo
isquemias muy breves (2 min), que aisladamente
apenas producirfan disfuncién postisquémica,
cuando son repetidas dan lugar a aturdimiento
miocdrdico que persiste a las 24 h y hasta los
10 dias'!3 de cesado el estimulo isquémico. En
este trabajo con similar protocolo isquémico y con
un periodo de seguimiento mds prolongado, hemos
observado como la funcién contréctil todavia per-
manece deprimida a los 10 dias del dltimo episodio
isquémico, y se recupera totalmente a los 15 dfas.

Sabemos que en el miocardio aturdido las reser-
vas energéticas (ATP y CPK) son suficientes, y que
el metabolismo oxidativo puede estar incluso au-
mentado', el miocardio mantiene su capacidad
contrdctil latente y puede responder a agentes ino-
tropicos®. Pese a los miltiples mecanismos pro-
puestos, los dos mds aceptados como causantes de
disfuncién postisquémica son la formacién de radi-
cales libres derivados de oxigeno y las anomalias
en la homeostasis del calcio, mecanismos que pro-
bablemente representan diferentes partes de la
misma secuencia fisiopatolégica®'?2, Durante la is-
quemia las concentraciones de calcio citosélico se
elevan y es muy probable que el mecanismo de la
disfuncion postisquémica sea diferente en fases
tempranas o tardias de la reperfusion®2*, En una
primera fase muy temprana, inmediatamente des-
pués de la reperfusion y debido probablemente al
daflo que ocasionan los radicales de oxigeno en el
reticulo sarcopldsmico y mitocondrias, se produce
una importante sobrecarga de calcio citosélico.

En una segunda fase, tras los primeros minutos de
la reperfusion, los valores de calcio citosélico pueden
normalizarse, pero el efecto desensibilizador ejercido
por el calcio sobre las miofibrillas durante la isque-
mia, y sobre todo en la primera fase de reperfusion,
serfa la causa de la disfuncion contractil®.

Segln estas hipdtesis fisiopatoldgicas, cualquier
medida que disminuya el efecto de los radicales li-
bres de oxigeno y la sobrecarga de calcio citosélico
serfa eficaz para evitar o mejorar el aturdimiento
miocdrdico.

Numerosas investigaciones han demostrado los
efectos beneficiosos de los barredores de los radi-
cales libres de oxigeno®*?’ y antioxidantes® en la
prevencién de la disfuncién postisquémica, aunque
también existen otros estudios que cuestionan su
importancia en la etiologia del aturdimiento®. Por
tanto, es muy probable que, ademds de los radica-
les de oxigeno, existan otros factores responsables
de la sobrecarga de calcio citosélico.

Los BCC han demostrado ser capaces de dismi-
nuir el desarrollo del aturdimiento. Estudios con
verapamilo*¥, diltiazem?®3' y nifedipina®*<? han de-
mostrado que estos firmacos, administrados antes
de la reperfusion, reducen la sobrecarga de calcio y
el aturdimiento miocdrdico. El amlodipino, un BCC
derivado de la 1,4-dihidropiridina con selectividad
vascular, en investigaciones tanto bdsicas como cli-
nicas, también ha demostrado ser capaz de mejorar
la recuperacién funcional del miocardio aturdi-
do*3338,_ En nuestro trabajo, con un modelo de is-
quemia-reperfusion muy breve y repetida, diferente
de los encontrados en la bibliografia que se realizan
con isquemias y reperfusiones de mayor duracién’,
también hemos observado que el pretratamiento
con amlodipino tiene un efecto beneficioso porque
preserva la funcidn contrdctil miocdrdica tanto du-
rante las isquemias (en la serie tratada con amlodi-
pino se produce hipocinesia en las oclusiones coro-
narias, mientras que en la serie control se produce
discinesia) como en el periodo de aturdimiento que
origina en el corazdn canino este tipo de isquemia.

El mecanismo por el que los BCC preservan y
mejoran la funcién contrdctil tras la isquemia no
es bien conocido. Sabemos que disminuyen las de-
mandas miocdrdicas de oxigeno por reduccién de
la poscarga y de la frecuencia cardfaca, y serfa 16gi-
co pensar que esta reduccion del trabajo cardiaco
pudiera ser la causa de una menor afectacién fun-
cional durante la isquemia y una mejor recupera-
cion durante la reperfusion. Sin embargo, en nues-
tro caso la dosis administrada de amlodipino no
modificd significativamente la frecuencia cardfaca
ni la presién arterial; tan sélo en los dltimos dias
del protocolo la frecuencia cardiaca fue menor en
el grupo tratado con amlodipino, y no parece pro-
bable que estos cambios hemodindmicos tardios
fueran la causa fundamental de la recuperacion
funcional. Tampoco el incremento en las dimensio-
nes del ventriculo izquierdo que se producen por
efecto del amlodipino pueden explicar una dismi-
nucién en las necesidades metabdlicas de oxigeno,
aunque puede implicar una mejor relajacién. Algu-
nos autores también han demostrado una dismi-
nucién del aturdimiento con amlodipino, sin modi-
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Figura 3. Mzcrofotogmftas electronicas de m wcttos control (A),
tras episodios breves y repetidos de isquemia (B), y previamente
tratados con amlodipino (C). Nétese la destruccion mitocondrial
que produce la isquemia (B) con aumento del volumen mitocon-
drial, presencia de procesos de vacuolizacion intramitocondrial,
fusion entre mitocondrias de sarcomeros contiguos, y desestruc-
turacion de bandas Z. En C (tratados con amlodipino) se apre-
cia muestra una mayor presencia de mitocondrias por sarco-
mero.

ficaciones de los pardmetros hemodindmicos sis-
témicos™¥, Otro mecanismo ldgico a través del
cual el amlodipino disminuiria el aturdimiento
postisquémico podria ser el incremento del flujo
sanguineo coronario colateral durante la oclusién,
debido a sus efectos vasodilatadores coronarios.
Sin embargo, algunas investigaciones han observa-
do mejorfa de la funcién miocdrdica sin variacio-
nes del flujo sanguineo regional’.

Algunos autores han indicado que el mecanismo
mds probable por el que los BCC ejercen un efecto
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beneficioso en la isquemia-reperfusién es la capa-
cidad que poseen para evitar la sobrecarga de cal-
cio citosdlico. Nayler* observé que el pretrata-
miento con amlodipino atenda la sobrecarga de
calcio citosélico que se produce tras episodios de
isquemia de 10, 30 y 60 min, seguidos de reperfu-
sion. También la administracion tardia de BCC,
después de la reperfusion, puede mejorar de forma
significativa la disfuncién postisquémica, sin cono-
cer todavia el porqué de este efecto, cuando el
dafio de la isquemia-reperfusién ya se ha produci-
do’. Es factible, pues, que existan alteraciones en la
distribucion del calcio dentro de los depdsitos in-
tracelulares (“sobrecarga localizada de calcio”), sin
aumento del contenido cdlcico total, y que los BCC
actien modulando favorablemente su homeosta-
sis?0.

La presencia de alteraciones ultraestructurales
en el miocardio aturdido es variable dependiendo
de los modelos experimentales utilizados. En nues-
tro modelo las alteraciones ultraestructurales se
concretan en modificaciones en las mitocondrias,
incrementdndose el porcentaje de mitocondrias da-
fiadas en el miocito (rotura de membranas, aclara-
ciéon de su matriz por pérdida de crestas y apari-
cién de vacuolas) y, finalmente, por la presencia de
grdnulos de lipofuccina como producto final de la
degradacién mitocondrial inducida por la isquemia
(fig. 3). Paralelamente se aprecian incrementos en
el volumen de las mitocondrias'® y fusiones entre
mitocondrias de sarcomeros contiguos tras rotura
de la banda Z que las separa.

Finalmente, el nimero de “emparejamientos”
mitocondriales (2 o mds mitocondrias de menor ta-
mafio en lugar de una por sarcémero, situacién
normal) se incrementa, lo que posiblemente indica
un aumento de la divisién mitocondrial en respues-
ta a la isquemia. Aunque algunos investigadores
han encontrado alteraciones mitocondriales simila-
res a las descritas por nosotros, Nicklas et al'” no
encuentran diferencias estructurales entre las mi-
tocondrias de dreas isquémicas y control después
de oclusiones repetidas de 5 min. La causa de estas
discrepancias podria estar relacionada con la dura-
cion de los periodos de reperfusion*’. En nuestro
modelo, el grado de disfuncién postisquémica
guarda una relacion directa con el grado de dege-
neracién mitocondrial. Esta relaciéon apunta a que
el sustrato celular de la disfuncién postisquémica
es el dafio mitocondrial. El pretratamiento con am-
lodipino incrementa el porcentaje de mitocondrias
dafadas y fusionadas en situaciéon basal. Tras los
episodios de isquemia-reperfusion, se igualan
los porcentajes de mitocondrias dafiadas y fusiona-



V. PALLARES CARRATALA ET AL.- CONSECUENCIAS FUNCIONALES Y ULTRAESTRUCTURALES DE LA ADMINISTRACION

DE AMLODIPINO EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE MIOCARDIO ATURDIDO

das entre los perros tratados y los no tratados, y
paralelamente se incrementa hasta mds del doble
el porcentaje de mitocondrias emparejadas en los
primeros.

La interpretacion de estas modificaciones ultra-
estructurales puede ser muy compleja. Parece que
el amlodipino acelera el recambio mitocondrial, in-
crementando el grado de dafio mitocondrial basal
y acelerando su regeneracién. En la serie pretrata-
da con amlodipino (situacién basal) coincide el in-
cremento en el dafio y en el nimero de fusiones
mitocondriales con una mayor longitud del seg-
mento miocardico estudiado, tanto en la LTS como
en la LTD, sin que ello traduzca ningin cambio sig-
nificativo en los indices de contractilidad (dP/dt,
fraccion de acortamiento) y, por el contrario, coin-
cide con una mejor tolerancia a los episodios de is-
quemia-reperfusion.

En la serie de amlodipino el mayor aturdimiento
miocdrdico se produce mds tempranamente (tercer
dia) que en la serie control (quinto dia), el mdximo
grado de aturdimiento alcanzado es menor que
en la serie control (FAc: 5,1 + 1,5% frente a 6,9 +
1,9%) y la recuperacion también es mds temprana.
Ultraestructuralmente, a lo largo de todo el segui-
miento la serie de amlodipino siempre presenta
mds del doble de mitocondrias “emparejadas” que
la serie control para similar o mayor nimero de
mitocondrias dafiadas.

La explicacion de estos hechos dificilmente puede
ser unitaria, ya que, mientras que la mejor recupera-
cién del aturdimiento miocdrdico estarfa en relacion
con el mayor porcentaje de mitocondrias empareja-
das, la mayor tolerancia a los procesos de isquemia-
reperfusion tendria que depender de una mayor pro-
porcién de mitocondrias dafiadas en la situacién
basal. Otra posible explicacién serfa considerar que
la mayor proporcion de dafio mitocondrial presente
en las muestras de la serie de amlodipino fuera una
consecuencia de un incremento en la funcién y de
un acelerado recambio mitocondrial.

Conclusién y comentario

Nuestros datos apuntan a que el amlodipino, un
derivado dihidropiridinico de segunda generacion,
es efectivo para preservar parcialmente la funcién
contrdctil del miocardio sometido a isquemias bre-
ves y repetidas seguidas de cortos periodos de re-
perfusidn, asi como para acelerar, también parcial-
mente, la recuperacién funcional y estructural del
miocardio una vez cesados los procesos isquémi-
cos.

Estos hallazgos experimentales podrian tener
implicaciones clinicas. Los episodios repetidos de

isquemia, aunque sean de duracién muy breve,
pueden producir aturdimiento miocdrdico, y en la
clinica este tipo de isquemia en ocasiones podria
ser equiparable a episodios de isquemia silente, lo
que explicaria “brotes” de fracaso ventricular iz-
quierdo en la cardiopatia isquémica de causa no
evidente. Nuestros resultados apoyarian la opinién
de aquellos autores que estdn a favor de tratar por
igual la cardiopatia isquémica sintomdtica o asin-
tomdtica, intentando reducir la carga de isquemia
total***’. El amlodipino podria actuar reduciendo
la disfuncién contrdctil que ocasiona este tipo de
isquemia. Esto podria mejorar el peor prondstico
que, en general, tienen estos pacientes y explicar en
parte la reduccion de crisis de descompensacién
cardfaca paralelamente a la de episodios de angina
inestable que se ha visto con amlodipino en el estu-
dio PREVENT#.
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