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RESUMEN

La reperfusion, luego de un periodo de isquemia miocardica breve, puede desencadenar
un dano paradojal, dentro del cual, se destacan las arritmias ventriculares. Existen
estudios que reportan un efecto beneficioso del acido acetilsalicilico (AAS) a nivel
cardiovascular, pero se desconocen los efectos electrofisiolégicos en el proceso de
injuria por isquemia/reperfusion. El objetivo de este estudio es evaluar las propiedades
electrofisiologicas del AAS, en especial si puede evitar las arritmias de reperfusion (AR)
en forma independiente de su efecto antiplaquetario. Se trabajé con corazones aislados
de rata Sprague Dawley segun la técnica de Langendorff sometidos a 10 minutos de
isquemia regional. Se realizaron 3 series esperimentales: 1) control (C, n=10); 2) ,
corazones perfundidos durante todo el protocolo con AAS 0.14 mM (AAS, n=10) y 3)
corazones que recibieron la misma dosis de AAS sélo en los 3 primeros minutos de la
reperfusion (AASR, n=9). Se analizaron la incidencia y severidad de las AR y su relacion
con el ECG y los potenciales de accion registrados simultaneamente. El 82% del grupo
control presentd AR sostenidas, el 30 % con AAS y el 22% con AASR (ambas p<0.05
por x?). En la reperfusion se observé que luego de los primeros tres minutos la duracion
del potencial de accion (DPA) fue mayor en el grupo AASR (81,5 + 23,1) que en el grupo
AAS (55,2 + 10,0) p<0.05 por ANOVA 1. Por lo tanto, la menor incidencia de AR en los
grupos tratados podria asociarse al efecto de la aspirina sobre la DPA y que la droga

estudiada tendria efectos sobre esta variable sélo al momento de reperfusion.
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ABSTRACT

Ventricular fibrillation may occur within seconds after restoration of blood flow to
myocardium turned ischemic by a period of coronary occlusion (reperfusion). The
mechanisms of the beneficial cardiovascular effects of acetylsalicylic acid (ASA, aspirin)
therapy are not completely understood. In this study, we tested the hypothesis that ASA
treatment could reduce reperfusion arrhythmias acting during ischemia and/or during
early reperfusion by an antiplatelet independent mechanism.

We evaluate the effects of ASA 0.14mM perfused from the beginning of the experiment
(ASA) or only for 3 min after 10 min of regional ischemia in isolated rat hearts (ASAR).
ECG and membrane potential were synchronously recorded. ASA did not change any
electrophysiological properties until reperfusion. Both treatments reduce reperfusion
ventricular tachycardia and/or fibrillation to 30% and 22,2 % in ASA and ASAR
respectively, versus 81,8 % in control group. Action potential duration was prolonged
after ASA was ceased when compared with continuous ASA perfusion, suggesting a
modification only at reperfusion. The conclusions from this study were that acute aspirin
treatment, infused at an early reperfusion period has similar beneficial actions than a
continuous infusion of this compound and that this treatment only modify

electrophysiological variables at reperfusion.
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Introduccién

La isquemia es el sufrimiento celular causado por la disminucion transitoria o
permanente del riego sanguineo y consecuente disminucion del aporte de oxigeno, de
nutrientes y de la eliminacion de productos del metabolismo de un tejido biologico. Al
restablecerse el flujo se produce, paraddjicamente, un dafo por accion de la
reperfusion.” Se postula que esta injuria por isquemia/reperfusion es debida a la
liberacion de especies reactivas del oxigeno, acumulacion de calcio citoplasmatico,
alteracion en el metabolismo, trastornos en la interaccién intercelular, etc. Si estos
procesos se desarrollan en el corazén, pueden condicionar un dafo funcional y
estructural, factible de manifestarse como entidades nosologicas denominadas:
miocardio aturdido o hibernado, “fenédmeno de no reflujo” (dafio microvascular) y/o
arritmias por reperfusion (AR)."* Al ser el corazén un tejido excitable, las propiedades
electrofisiolégicas han sido la base conceptual para tratar de estudiar los trastornos del
ritmo.

Las arritmias producidas en el contexto del sindrome coronario agudo son una de las
principales causas de muerte.®> Debido a que la mayoria de las arritmias se producen de
manera subita y fuera de ambito hospitalario, podrian ser explicadas por el dafo
isquémico o por las injuria por isquemia/reperfusion. Los reportes sobre la incidencia de
AR indican que esta complicacién no es tan frecuente en el manejo hospitalario, sin
embargo, en los ultimos afos el cambio en las estrategias orientadas a lograr la
reperfusion mas tempranamente, siguiendo el concepto “tiempo es miocardio”, se ha
relacionado con un aumento de su incidencia.®’ Por otro lado, es relevante el estudio de
medidas para prevenir las AR, ya que los que sobreviven a las mismas presentan, a

largo plazo, una peor evolucion comparada con los pacientes que no las sufrieron.®



El uso de acido acetil salicilico (AAS) es una practica instituida y ampliamente probada
en el manejo terapéutico del sindrome coronario agudo, tanto en la prevencién como en
el tratamiento del mismo.*'° En especial se resalta la capacidad de ser un antiagregante
plaquetario muy eficaz y con un poderoso bloqueo de la produccion de tromboxanos. 1
También se ha descripto que posee propiedades antioxidantes. '»'® Debido a que esta
droga confiere proteccién en modelos patolégicos donde no hay plaquetas circulantes
esto abre la puerta a diferentes mecanismos de cardioproteccion.'* A pesar de ser la
droga mas estudiada de la historia, se desconoce si tiene un efecto directo sobre los
potenciales de accion en las distintas etapas de la injuria por isquemia/reperfusion.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del AAS sobre las variables
electrofisiolégicas y las arritmias de reperfusidén en corazones aislados de ratas.
Materiales y métodos

Se trabajé con ratas Sprague Dawley macho de 320 a 420 g. Los corazones aislados de
ratas, fueron perfundidos segun la técnica de Langendorff con una solucion de Krebs-
Henseleit modificada (KH) a 36.5 £ 0.5 °C que contenia en mM: 121 NaCl, 5 KCI, 2
CaCly, 1.2 MgSO0Oq4, 1.2 NaHPO,, 25 NaHCO3, 10 glucosa, equilibrada a pH 7.4 mediante
el burbujeo de una mezcla gaseosa de 5% de CO; en O..

Se realizaron 3 series experimentales con corazones latiendo espontaneamente, a
saber: 1) control (C) n=11; 2) corazones perfundidos durante todo el protocolo con AAS
0.14 mM (AAS), n=10, esta dosis fue elegida por ser la concentracion plasmatica libre,
luego de la absorcién oral de una dosis de 100 mg de este farmaco; 3) corazones que
recibieron la misma dosis de AAS sdélo en los 3 primeros minutos de la reperfusion

(AASR), n=9.



Se registraron los potenciales de accion epicardicos del ventriculo izquierdo a través de
microelectrodos de vidrio convencionales, hechos flexibles por medio de un hilo de
tungsteno. Ademas, con electrodos extracelulares colocados en la auricula derecha y en
la punta del corazon, se registro el electrograma simulando la derivacion D). Se midieron
el potencial de reposo, la amplitud y duracion de los potenciales de accion
transmembrana y la frecuencia cardiaca, en las diferentes etapas del protocolo
experimental. Los potenciales de accion se analizaron sélo en los latidos sinusales que
fueron corroborados electrocardiograficamente.

Luego de 20 minutos de estabilizacion del preparado se registrd la actividad eléctrica
basal durante 10 minutos (PI). Luego se realizdé una isquemia regional ligando la arteria
coronaria descendente anterior con un hilo 6/0 por 10 minutos y se registraron las
modificaciones a lo largo de la isquemia (ISQ). Una vez liberada la ligadura, se
registraron los datos correspondientes al periodo de reperfusién (R) que se extendié 10
minutos. En el grupo AASR se perfundio en los primeros 3 minutos de R con la droga en
estudio y luego se volvié a la solucion KH. A fin de evaluar los efectos de la aspirina
sobre las propiedades electrofisiolégicas se dividio al periodo de reperfusién en dos: una
etapa precoz (RP), durante los primeros tres minutos, y otra tardia (RT), los siete

restantes.



Figura 1 Protocolo experimental

Pl ISG R
c
AAS
AASR
I L] I I I ] 1
0 5 10 15 20 25 30
min

Se analizaron datos referentes a la incidencia y duracion de las arritmias de reperfusion
de acuerdo a la convencion de Lambeth (15). Arritmias sostenidas

Los datos fueron expresados como media + desvio estandar y analizados
estadisticamente mediante ANOVA |. Los datos de frecuencia fueron analizados en
tablas de contingencia mediante el test de x* y se considero significativo un valor de
p<0,05.

Resultados

En la figura 2 se observa una disminucién de las arritmias sostenidas (relleno negro) en
el grupo AAS y AASR respecto al C (30% y 22,2 % versus 81,8 % respectivamente
p<0,05). En los grupos AAS y AASR también se observa una reversién a ritmo sinusal
(20% y 33,3% respectivamente, cuadriculado). En blanco se observan los experimentos

que no padecieron arritmias en ningun momento.



Figura 2 Incidencia de Arritmias
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La amplitud de los potenciales (mV) fue similar en el periodo de PI siendo los valores
87,6 £ 6,3 en el grupo C; 86,5 + 8,0 en grupo AAS y 90,1 £ 5,3 en el grupo AASR.
Durante 1SQ todos los grupos sufrieron una reduccion de aproximadamente 17 a 20 mV
alcanzando valores de 68,4 + 12,3; 70,4 + 99 y 73,4 + 9,0 para C, AAS y AASR
respectivamente. Al no tener un numero comparable de latidos sinusales durante la R
para grupo el C, debido a que la mayoria presentd arritmias sostenidas, solo se
analizaron los grupos AAS y AASR. En la RP la amplitud para el grupo AAS se recupero
mas rapidamente alcanzando 80,4 + 12,4, mientras que para AASR alcanz6 71,4 + 16,2.
La alta dispersion podria explicar la falta de significacion. En la RT los valores para
ambos grupos se equipararon siendo 85,3 £+ 5,7 y 88,8 + 10,6, para AAS y AASR
respectivamente.

En la figura 3 se puede apreciar la comparacion de duracién del potencial de accion, al
90% de la repolarizacion, (DPA) en milisegundos para el grupo C, AAS y AASR en los
distintos periodos. En P1 51,1 £ 10,2; 52,8 £ 8,2 y 58,7 + 17,4, respectivamente. En ISQ

los valores alcanzados fueron: grupo C 71,6 + 15,2; AAS 67,4 + 19,9 y AASR 80,0 +



25,6. Si bien no se encontraron diferencias en los primeros 3 minutos de R (42,7 + 11,1y
48,5 £ 8,1), en RT la restitucién de la solucién de KH se asocié con un aumento de la

DPA desde 55,2 + 10,0 para el grupo AAS hasta 81,5 + 23,1 en el grupo AASR.

Figura 3 Duracion del potencial de accion
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El potencial de reposo no presento cambios al ser comparados respecto al grupo control
ni entre los grupos en ningunos de los periodos estudiados.

La frecuencia cardiaca (latidos por minuto) en Pl fue: C 250,8 + 64,6, AAS 262,1 + 47,8
y AASR 292,5 + 34,7; yen ISQ C 202,8 +46,7; AAS 217,2 + 45,8 y AASR 251,5 + 36,2.
Durante la RP se aprecio una disminucién significativa en AASR respecto de AAS (91,7
+ 21,9 vs. 237,0 £ 51 p<0.0%5), la cual no se mantuvo durante la RT (AAS 244,9+40,2 y
AASR 208,9 + 46,7).

Discusion

En este trabajo se ha puesto en evidencia un efecto antiarritmico del AAS asociado a
modificaciones en el potencial de accion durante la reperfusién, que hasta donde llega
nuestro conocimiento, no habian sido descriptas. La droga redujo las arritmias

ventriculares tanto al ser administrada a lo largo de todo el protocolo como al perfundirla



transitoriamente en la primera etapa de la reperfusion. La prolongacion que se aprecia
en la duracién del potencial de accién al restituir la solucion de K-H indica que el AAS
impediria la prolongacion de la duraciéon del potencial de accion durante la reperfusion y
que este efecto podria conferirle estabilidad eléctrica y ser uno de los mecanismos
implicados en la cardioproteccién. Por otro lado, la reduccion importante de la frecuencia
cardiaca en la RP podria colaborar con el efecto antiarritmico en cuestion y pone aun
mas en evidencia la accion sobre la duracion del potencial de accidn, que en este caso
no se prolongd a pesar de la bradicardia.

El estudio del efecto antiarritmico del AAS, una droga tradicionalmente incluida dentro de
los antiagregantes plaquetarios, en un modelo donde no hay plaquetas es una forma de
aislar sus potenciales efectos electrofisiolégicos.'* Si bien este abordaje nos permite
comparar las propiedades de esta droga en una etapa control, luego durante la isquemia,
y evaluar su impacto como antiarritmico, el alto indice de arritmias de reperfusién oculta
los posibles efectos a nivel del potencial de accién en esta etapa. El agregado de la
droga en forma transitoria, solo en la etapa de reperfusion, aporta dos nuevos
elementos, por un lado la posibilidad de testear al farmaco como modificador del dafo
por reperfusion, aislandolo de los posibles efectos que pueda tener en la isquemia o
preisquemia, y por otro lado, permite comparar el efecto una vez retirado el farmaco en
cuestion.

Existen evidencias que refieren que la admistracion de AAS puede modificar la respuesta
miocardica a la isquemia, y a los procesos relacionados con la injuria por
isquemia/reperfusion y en particular propiedades antiarritmicas.’'®'® Sin embargo,
algunos autores refieren efectos deletéreos a nivel cardiovascular, inclusive efectos

proarritmicos, sobre todo en periodos de isquemias prolongadas.’® Si bien existen



reportes donde no se logré comprobar el efecto cardioprotector frente a las arritmias que
se producen en la isquemia, las diferencias en los mecanismos fisiopatologicos,
diferentes disefios experimentales y dosis podrian estar implicadas en los resultados
obtenidos por estos autores.?

En nuestro caso se utilizo la administracion aguda de la droga en un modelo de corazén
aislado libre de elementos formes de la sangre, este abordaje permite un mejor estudio
de las propiedades eléctricas del corazdén entero, a la vez que permite analizar
fendmenos que ocurren a nivel de la membrana celular. Sin embargo, carece de las
influencias que puedan aportar los estudios realizados mediante perfusion de sangre
entera o con plaquetas?®', del los fenémenos de ajuste que puede realizar el organismo al
desarrollarse estudios in vivo o de los efectos que pueda tener la adminstracion cronica
de AAS sobre las propiedades electrofisioldgicas.

A diferencia del estudio de las propiedades eléctricas en tejido o en células aisladas, el
abordaje experimental utilizado nos permitié el estudio conjunto de las arritmias en el
corazén entero y la morfologia del potencial de accién epicardico sélo en la etapa de la
reperfusion.?? Sin embrago, no nos permite profundizar en los mecanismo moleculares
intimos, ni tampoco dilucidar qué corrientes idnicas serian las alteradas en los cambios
arriba descriptos.

Nuestro trabajo podria ampliar los fundamentos del efecto protector de la administracién
aguda de aspirina en cuanto a la mortalidad de los pacientes que sufren un infarto agudo
de miocardio.?*%

En conclusion, el acido acetilsalicilico fue capaz de reducir la incidencia y duraciéon de las

arritmias de reperfusidn en corazones aislados de ratas, tanto cuando se perfundio



durante todo el protocolo, como en aquellos en los que sélo se perfundié la droga en la
etapa temprana de la reperfusion.

En la reperfusion tardia se observé un aumento de la duracién del potencial de accion en
el grupo AASR, estos resultados y la ausencia de modificaciones en la morfologia de los
potenciales al perfundir la droga durante las etapas de preisquemia e isquemia, indica
que la droga estudiada tendria efectos sobre esta variable s6lo al momento de la
reperfusion. Este grupo presentd, ademas, una transitoria disminucion en la frecuencia
cardiaca lo que refuerza aun mas el efecto directo de la droga sobre la duracion del

potencial de accion.
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