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RESUMEN

Fundamento: los anestésicos halogenados inducen preacondicionamiento y se utilizan en cirugia cardiaca. Muestran diferente poder preacondicionador, lo que se adjudica en parte a
sus propiedades fisicoquimicas, al modelo animal utilizado y a su uso en distintas concentraciones.

Objetivo: generar estrategias aplicables de proteccion frente al dafio isquemia-reperfusion miocardica. Comparar el efecto preacondicionador de sevoflurano e isoflurano in vivo.
Material y método: estudiamos cuatro grupos de seis ratas cada uno (n = 24). Se utilizé un modelo en rata Wistar de isquemia-reperfusion miocardica mediante infarto por ligadura
de la arteria coronaria izquierda. Se realiza monitoreo hemodinamico y electrocardiograma (ECG) continuo, tincion histologica de area de infarto y en riesgo de infarto. El
preacondicionamiento isquémico se realizo mediante ligadura seriada intermitente de la arteria coronaria izquierda previa al episodio de infarto de 30 minutos de duracion; el
preacondicionamiento farmacologico se realiza por exposicion intermitente a halogenados previo a evento de infarto: 1 MAC de isoflurano y sevoflurano. Se comparan resultados
con control.

Resultados: se expresan como porcentaje del area de infarto isquémico (15,8+3,1); sevoflurano (21,8+1,3); isoflurano (28,3+1,3). Punta-control (41,3+2,0); preacondicionamiento en
relacion con el 4rea de riesgo de infarto (media + desvio estandar). Las zonas donde fue mas evidente el fenomeno fueron: centro-control (33,7+2,2); preacondicionamiento
isquémico (18,5+1,4); sevoflurano (26,5+1,9); isoflurano (33,9+2,3). Hubo significacion con p<0,05 (ANOVA - Bonferroni) para todos los grupos entre si.

Conclusiones: el sevoflurano fue mas efectivo que el isoflurano en la proteccion frente al dafo por isquemia reperfusion. El preacondicionamiento isquémico mostré mayor
proteccion que ambos halogenados.

PALABRAS CLAVE:
ISOFLURANO
ANESTeéSICOS POR INHALACION
DAnO POR REPERFUSI6ON MIOC4RDICA

SUMMARY

Background: halogenated anesthetics induce preconditioning and are used in cardiac surgery. They show different preconditioning effect, in part due to their distinct physical and
chemical properties, animal model chosen and different concentrations, utilized.

Objectives: To develop applicable strategies of myocardial protection against ischemia-reperfusion injury. To compare the preconditioning effect of sevoflurane and isoflurane in
vivo.

Methods: four groups of 6 Wistar rats each (n=24) were studied using a myocardial ischemia-reperfusion model with infarct produced by occlusion of the left coronary artery.
Continuous hemodynamic and electrocardiographic monitoring, and histological staining of infarct and at-risk areas were performed. Ischemic preconditioning was performed by
intermittent serial occlusion of the left coronary artery before the 30-minute infarct occlusion; pharmacological preconditioning was performed by intermittent exposure to volatile
anesthetic before the infarct: 1 Minimal Alveolar Concentration of isoflurane and sevoflurane. Results were compared with control.

Results: they are expressed as percentage of infarct area in relation to area at risk (mean =+ standard deviation). Preconditioning was more evident in these areas: center- control
(33,742,2); ischemic preconditioning (15,8+3,1); sevoflurane (21,8+1,3); isoflurane (28,3+1,3). apex- control (41,3+2,0); ischemic preconditioning (18,5+1,4); sevoflurane
(26,5+1,9); isoflurane (33,9+2,3). Statistically significant differences were found between all groups with p<0.05 (ANOVA-Bonferroni).

Conclusions: sevoflurane was more effective than Isoflurane in protecting against ischemia reperfusion injury. Ischemic preconditioning prove to be more protective than both
halogenated anesthetics.
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INTRODUCCI6N

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de muerte en nuestro pais y se proyecta que la cardiopatia isquémica se
convierta en la primera causa de muerte en todo el mundo para el afio 2020 . La reperfusion precoz mediante angioplastia
coronaria ha mejorado significativamente el prondstico de los pacientes que padecen cardiopatia isquémica; a pesar de esto, la
mortalidad continta siendo muy elevada y se puede atribuir en parte a la existencia de lesiones letales por reperfusion, las
cuales son el objeto de estudio de nuestro trabajo @. La estrategia que ha mostrado mayores beneficios se denomina
preacondicionamiento isquémico (PI) ®. Este fendémeno se pone en evidencia cuando breves periodos de isquemia y
reperfusion alternados (que no producen infarto por su corta duracion), son seguidos de un prolongado periodo de isquemia



para producir la necrosis del miocardio. La aparicion del infarto se retrasa pero no se previene la necrosis @. El PI es un
fenémeno principalmente desencadenado por estimulo de receptores de membrana. En 1991, Downey y colaboradores
encontraron que el receptor de adenosina A, desencadena el preacondicionamiento en corazon de conejo ©. Se hicieron luego
diversos experimentos en los que se demuestra que practicamente cualquier receptor acoplado a proteina G, desencadena esta
respuesta; el concepto actualmente imperante es que la isquemia desencadena en paralelo multiples vias a través de varios
receptores, lo que resulta en una expresion redundante de vias de sefializacion. Durante la isquemia el miocardio libera
opioides, noradrenalina, adenosina y bradiquinina, los cuales actian en sus receptores de forma autdcrina y paracrina. El
bloqueo de solo un tipo de receptor incrementa el umbral isquémico para el desencadenamiento de la respuesta protectora, pero
no logra una abolicioén de la misma @. El PI desencadena la activacion de multiples sefiales de sobrevida, si bien no se conoce
con precision a través de cual mecanismo disminuye la apoptosis, la mitocondria parece jugar un rol central. La activacion de
la via PI3K-Akt en el preacondicionamiento protege de la muerte por apoptosis ©.

Es posible inducir farmacologicamente esta proteccion, lo que ofrece una alternativa terapéutica potencialmente beneficiosa
para reducir el dafio miocérdico, sin los riesgos de generar isquemia para proteger el miocardio; esta estrategia se denomina
preacondicionamiento farmacologico (PF) O,

La administracion de anestésicos volatiles induce preacondicionamiento y su proteccion es de intensidad comparable al del PI
™% Ejercen cardioproteccion de forma aguda con un efecto memoria que dura mas alla de su eliminacion. Esta respuesta es
bloqueada por los mismos compuestos quimicos que bloquean la proteccion inducida por el PI (antagonistas del receptor Al de
adenosina, inhibidores de proteina G, secuestradores de especies reactivas del oxigeno [ROS], inhibidores de la PKC,
bloqueadores de los canales de K* ATP dependientes [KATPch] e inhibidores de la COX-2) @'V, Esto sugiere que los
anestésicos inducen cardioproteccion a través de vias moleculares comunes al PI, con la ventaja de no requerir isquemia para
inducir proteccion.

Estudios en corazon aislado de rata sugieren que ciclos repetidos de exposicion al anestésico volatil y lavado proveen mayor
proteccion que un ciclo solo (2. Esto podria modificar la aplicacion actual de gases anestésicos durante la cirugia cardiaca.
Existen estudios clinicos que han demostrado beneficios en el uso de anestésicos volatiles en el contexto de la cirugia cardiaca:
menor liberacion de troponina I y creatininquinasa-MB (319 disminucién en la liberacidon de péptido natriurético cerebral (10,
mayor preservacion de la funcion ventricular luego de cirugia y menor evidencia de dafio miocardico postoperatorio . El
isoflurano y el sevoflurano son agentes anestésicos con propiedades fisicoquimicas diferentes, han sido utilizados en diferentes
modelos animales y a diferente concentracion, muestran potencia distinta para preacondicionar. Se desconoce cuales son los
mecanismos que explican estas diferencias. Se plantea que puede deberse en parte a particularidades fisicoquimicas de cada
agente, utilizacién de concentraciones de anestésicos no comparables en los estudios, diferencia en la expresion de receptores
acoplados a proteina G en los distintos modelos, alteracion diferencial en el metabolismo del calcio intracelular y su efecto
antiapoptotico, entre otros (*2), El siguiente trabajo compara la potencia de dos anestésicos halogenados en la cardioproteccion
por preacondicionamiento farmacoldgico, en un modelo de rata in vivo, utilizando sevoflurano e isoflurano.

OBJETIVO

Contribuir a la generacion de estrategias aplicables de proteccion frente al dafio isquemia — reperfusion miocardica. Comparar
el efecto preacondicionador de sevoflurano e isoflurano en un modelo de isquemia-reperfusion in vivo.

MATERIAL Y MéTODO

MODELO GENERAL

Se utilizan ratas Wistar macho con peso de 350 g a 500 g distribuidas en cuatro grupos de seis (n=24). Son anestesiadas con
pentobarbital (35 mg/kg por via intraperitoneal). Se realiza traqueostomia previa infiltracion cutanea de lidocaina al 1%. Se
coloca tubo endotraqueal de calibre y tamafio adecuado, se curariza al roedor (bromuro de pancuronio 0,06 mg/kg) y se ventila
mecanicamente con aire enriquecido con O, mediante un respirador a presion positiva (ventilador para roedores tipo Samai).
La ventilacion se adecua para mantener los gases en sangre dentro de los limites fisiologicos. Se realiza diseccion del paquete
vasculonervioso de la region carotidea, se cateterizan arteria cardtida y vena yugular interna para registrar la presion
intraarterial, tomar muestras para gasometrias y obtener una via venosa para la administracion de farmacos y fluidos. La
temperatura del animal es registrada mediante un termdmetro rectal digital (OMROM modelo MC-3BC). Se realiza
monitorizacion electrocardiografica continua con tres electrodos bipolares que se colocan en las extremidades. Se registra de
forma continua electrocardiograma (ECG) de superficie y presion arterial de forma invasiva mediante catéter intraarterial
carotideo conectado a un transductor de presion en un electrocardiografo y poligrafo (GRASS MODEL 78E). Mediante la
monitorizacion hemodindmica continua se controla la estabilidad hemodindmica realizando aporte de suero fisiologico (NaCl
0,9%) a demanda, manteniendo la presion arterial media en rango fisiologico normal (en caso de inestabilidad hemodinamica o
cambios en el ECG, sugestivos de isquemia miocardica en cualquiera de las fases fuera de los episodios de oclusion arterial
coronaria, se excluye al animal del protocolo). Se expone el corazon bajo condiciones estériles, se realiza toracotomia lateral



izquierda, se abre el pericardio; se realiza un punto con hilo (Mononylon-Ethilon, monofilamento 10.0) por debajo de la arteria
y vena coronaria izquierda, abarcando parte del espesor miocardico. Se deja estabilizar la preparacion por 20 minutos. Se
realiza el infarto ocluyendo la arteria coronaria izquierda, cruzando los hilos de forma tal de detener completamente el flujo sin
dafarla. Se confirma la efectividad de la oclusion mediante visualizacion directa de cianosis epicardica y cambios compatibles
en el ECG de superficie. Se verifica la desoclusiéon mediante la desaparicion del drea de cianosis epicardica. Se establece de
forma estandar un tiempo de reperfusion de 120 minutos, luego de lo cual el corazon es rapidamente escindido y se procesa de

acuerdo al protocolo (figura 1).

CONTROL

No se realiza preacondicionamiento. Se realiza un episodio de infarto de 30 minutos de duracion, seguido de 120 minutos de

reperfusion.

PREACONDICIONAMIENTO ISQUéMICO

El PI se realiza mediante cinco oclusiones intermitentes de la
arteria coronaria izquierda de 5 minutos de duracion
alternando con 5 minutos de reperfusion. Inmediatamente, se
realiza infarto de 30 minutos de duracion y se deja
reperfundir por 120 minutos.

PREACONDICIONAMIENTO FARMACOLGGICO: ISOFLURANO-SEVOFLURANO

Para cada anestésico se realizan cinco exposiciones
intermitentes de 5 minutos de inhalacién y 5 minutos de no
inhalacion previo al infarto de 30 minutos. Se utiliza una
MAC (concentracion alveolar minima) tanto para isoflurano
como para sevoflurano, que en ratas es equivalente a mezcla
de gas al 2% y 2,4%, respectivamente. Estas concentraciones
han demostrado inducir preacondicionamiento en varios
modelos, incluido rata, y son las mas utilizadas en la
literatura 22-20),

DETERMINACION DEL 4REA DE INFARTO

A los 120 minutos de reperfusion para la demarcacion de la
zona de miocardio isquémico de la no isquémica por el
catéter de la arteria carotida comun se inyecta azul de Evans
(1,2 ml de solucion al 2%; Sigma-Aldrich). Se liga la arteria
coronaria izquierda al mismo nivel que durante el episodio de
infarto. El corazon es rapidamente escindido y cortado en
trozos de 1 mm a lo largo de su eje mayor en tres secciones
(base, centro y punta), las cuales son incubadas en cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio al 1,0% (Sigma-Aldrich) por 5 minutos
a 37° C para demarcacion del miocardio viable del no viable
dentro del area de riesgo. Cada una de las tres piezas son
pesadas y las areas de infarto (Al), area de riesgo (AR), y el
ventriculo no isquémico son fotografiadas digitalmente y
luego cuantificadas en unidades de area arbitrarias mediante
planimetria asistida por software, expresando los datos de
forma adimensional como relacion entre areas AI/AR @7. Las
imagenes son procesadas por un observador externo que
desconoce a qué grupo pertenece la muestra, utilizando el
software Image pro plus 4.0, de Media Cybernetics
(http://www.mediacy.com).

PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos se procesan utilizando SPSS 12.0. Para
identificacion de diferencias significativas entre los grupos se
comparan los datos de los grupos para los respectivos cortes
miocardicos (base, centro y punta) utilizando el test de

ANOVA. Posteriormente se realizan comparaciones grupo a
grupo mediante analisis post hoc de Bonferroni. Los
resultados se expresan graficamente como media =+ intervalo
de confianza de 95%. Se toma como significativo p<0,05.

RESULTADOS

Existe diferencia significativa entre medias de porcentaje de
area de infarto/area de riesgo (%AI/AR) en los cuatro grupos
de animales en zona media y en la punta cardiaca cuando se
compara PI, sevoflurano e isoflurano con el control. En la
base la diferencia es solo del PI y sevoflurano respecto a
control (ANOVA) (tabla 1 y figura 2A). El procedimiento
mas efectivo para inducir preacondicionamiento fue el Ply
en segundo lugar el sevoflurano, lo cual muestra una
diferencia significativa en todos los grupos cuando se
comparan en la zona media y la punta cardiaca (p<0,05)
(figura 2).




Figura 2. Porcentaje de infarto/area de riesgo para cada grupo de corte miocardico, A:
base; B: centro; C: punta. Los resultados se muestran como media + intervalo de
confianza de 95%. El nimero de animales es seis por grupo.

TABLA 1. DATOS DESCRIPTIVOS POR ZONA MIOC4RDICA Y GRUPO DE TRATAMIENTO.

SE EXPRESA LA MEDIA DE 4REA DE INFARTO/4REA EN RIESGO DE INFARTO (AI/AR),
SIENDO ADIMENSIONAL POR SER UN COCIENTE DE &4REAS.

S T ; . ey,
Grupos N Media Desviacidn
tipica
Base Control 6 14,8667 0,38297
PI 6 10,5000 1,23774

Sevo 6 12,7333 1,29409

Iso 6 13,1167 1,63146
Total 24 12,8042 1,95681
Centro Control 6 33,6833 222119
PI 6 15,8167 3,09995
Sevo 6 21,7833 1,32878
Iso 6 28,3167 1,34969
Total 24 24,9000 7,15329
Punta Control 6 41,2667 1,98158
PI 6 18,4833 1,43446
Sevo 6 26,4500 1,93572
Iso 6 33,9167 2,29645
Total 24 30,0292 8,84674

PI: preacondicionamiento isquémico; Sevo: sevoflurano; Iso: isoflurano.

Con los datos de la tabla 1 se calculan los porcentajes de
reduccion de AI/AR en referencia al control que resultaron
para el corte miocardico base: P129,5%, sevoflurano 14,8%,
isoflurano 12,1%; centro: PI: 53,1%, sevoflurano 35,3%,
isoflurano 16,0%; punta: P1 55,2%, sevoflurano 35,8%,
isoflurano 17,9% (figura 2).

DISCUSI6N

Los resultados muestran que el PI es la estrategia mas
efectiva de cardioproteccion frente al dafio por isquemia—
reperfusion en este modelo. Produce una reduccion del
porcentaje de AI/AR de mas de 50% (centro y punta). Estos
datos concuerdan con la bibliografia. Las estrategias
farmacoldgicas para inducir preacondicionamiento intentan
reproducir la proteccion estimulando vias comunes al PI. Sin
embargo, el PI es un fendémeno complejo desencadenado por
multiples vias, por lo que hasta el momento no hay
estrategias farmacologicas que logren la potencia protectora
del PL.

El analisis de los resultados en base muestra que hay un
comportamiento distinto al de punta y centro. Esto puede
obedecer a que la region de miocardio en este sector del
corazOn se encuentra muy proxima al sitio de oclusion de la
arteria coronaria, es ademas la zona de menor tamario de
infarto y por tanto el area a preacondicionar es mas reducida.



Pensamos que es una zona de miocardio no favorable para la
visualizacion de preacondicionamiento tanto isquémico como
farmacoldgico en nuestro modelo.

Se demuestra la existencia de PF a través de la reduccion de
porcentaje de AI/AR en los grupos sevoflurano e isoflurano
respecto a control (centro y punta). El sevoflurano produjo
significativamente mayor proteccion en comparacion con el
isoflurano (centro y punta).

Varios estudios demuestran la efectividad de los anestésicos
volatiles frente al dafio por isquemia—reperfusion @, Estudios
previos muestran datos contradictorios en cuanto a la
potencia preacondicionadora de los diferentes anestésicos
volatiles. En conejo, el preacondicionamiento con isoflurano
logra mayor proteccion que el sevoflurano, resultado inverso

al observado en el presente estudio @9. Nuestro trabajo
demuestra que en rata, en un modelo in vivo, el sevoflurano
preacondiciona con potencia significativamente mayor que el
isoflurano. Pensamos que estas diferencias de potencia
observadas corresponden a las particularidades de los
modelos utilizados. Para realizar inferencias acerca de la
potencia cardioprotectora de los anestésicos volatiles en otros
modelos, sera necesario profundizar en las razones que
explican por qué un agente se muestra superior a otro en un
modelo particular y no en otro.

CONCLUSIONES

El PI tiene mayor poder cardioprotector que el PF con
anestésicos volatiles: sevoflurano e isoflurano. El sevoflurano
muestra mayor potencia preacondicionadora que el isoflurano
en un modelo de isquemia— reperfusion de rata in vivo.
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