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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La ranolazina se emplea como tratamiento complementario de la angina en
pacientes sintomaticos insuficientemente controlados con los tratamientos antianginosos de primera
linea. La ranolazina inhibe los canales de sodio operados por voltaje, lo cual indica su posible
intervencion en el proceso de reperfusion al prevenir la sobrecarga de sodio y calcio que se produce
durante la isquemia. En este estudio, se ha caracterizado el efecto de la ranolazina en la homeostasis del
calcio en miocitos cardiacos adultos de ratas a las que se aplic6 un protocolo de isquemia y reperfusion
simuladas.

Meétodos: Se evaluaron los efectos de la ranolazina en los cambios de la concentracion de calcio
intracelular en diferentes momentos empleando electroestimulacion de campo. El estudio del
calcio intracelular se llev6 a cabo mediante microfluorimetria utilizando el indicador fluorescente
Fura-2 y por microscopia confocal utilizando el indicador Fluo-3.

Resultados: Se observo que los cardiomiocitos a los que se aplicaba la isquemia-reperfusion mostraban
un aumento de la concentracion de calcio diastélica y una disminucién de la amplitud de los transitorios
de calcio intracelular. La aplicacion de la ranolazina durante la isquemia mejord significativamente la
regulacion del calcio evitando la sobrecarga de calcio intracelular, reduciendo la concentracion de calcio
diastdlica, aumentando la carga de calcio en el reticulo sarcoplasmico y preservando la amplitud del
transitorio de calcio intracelular, lo cual se reflejaba en una recuperacion satisfactoria en el proceso de
acoplamiento de excitacion-contraccion durante la reperfusion. Sin embargo, estos efectos de la
ranolazina no se produjeron cuando el farmaco se aplic6 solo durante la reperfusion o cuando se aplico
tanto en la isquemia como en la reperfusion.

Conclusiones: La ranolazina muestra unos efectos favorables en los cardiomiocitos expuestos a
isquemia-reperfusion, pero solo cuando se aplica durante la isquemia. Este efecto se alcanza mejorando
la regulacion del calcio durante la isquemia.

© 2015 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Cardioprotective Effect of Ranolazine in the Process of Ischemia-reperfusion
in Adult Rat Cardiomyocytes

ABSTRACT

Introduction and objectives: Ranolazine is used as a complementary treatment for angina in symptomatic
patients who are inadequately controlled with first-line antianginal therapies. Ranolazine inhibits
sodium voltage-dependent channels, suggesting their possible involvement in the reperfusion process
by preventing the sodium and calcium overload that occurs during ischemia. In this study, we
characterized the effect of ranolazine on calcium homeostasis in isolated adult cardiac myocytes from
rats subjected to a simulated ischemia and reperfusion protocol.

Methods: The effects of ranolazine on changes in intracellular calcium concentration were evaluated at
different times using field electrostimulation. The study of intracellular calcium was performed using
microfluorimetry with the fluorescent indicator, Fura-2, and by confocal microscopy with the indicator,
Fluo-3.

Results: We found that cardiomyocytes subjected to ischemia-reperfusion showed an increase in
the diastolic calcium concentration and a decrease in the amplitude of intracellular calcium transients.
The application of ranolazine during ischemia significantly improved intracellular calcium handling,
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preventing intracellular calcium overload, decreasing the diastolic calcium concentration, increasing the
sarcoplasmic reticulum calcium load, and preserving the amplitude of the intracellular calcium
transient, which was reflected by successful recovery in the process of excitation-contraction coupling
during reperfusion. However, these effects of ranolazine did not occur when it was applied during
reperfusion or when applied in both ischemia and reperfusion.

Conclusions: Ranolazine shows beneficial effects in cardiomyocytes exposed to ischemia/reperfusion
but only when applied during ischemia. This effect is achieved through its improvement of calcium

handling during ischemia.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2015 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

InaL: corriente de Na* tardia
IR: isquemia-reperfusion
NCX: intercambiador de Na*/Ca%*

INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica es la primera causa de muerte en los
paises occidentales!. La expresion mas devastadora de esta
enfermedad es el infarto agudo de miocardio con elevacion del
segmento ST, que se debe a una oclusion arterial coronaria aguda
que se sabe que es causa de muerte isquémica de células del
miocardio. Después de un infarto agudo de miocardio con
elevacion del segmento ST, la reperfusion rapida del miocardio
mediante un tratamiento trombolitico o una intervencién coro-
naria percutanea primaria es la estrategia mas eficaz para reducir
el tamafio del infarto y mejorar, por lo tanto, los resultados
clinicos®>. La terapia de reperfusién tiene una repercusion
sustancial en la mortalidad temprana tras un infarto agudo de
miocardio con elevacion del segmento ST. Sin embargo, en un
porcentaje elevado (20-30%) de los pacientes del hospital se
produce un remodelado adverso®. Una reperfusién temprana y
efectiva limita el grado de necrosis del miocardio al reducir la
incidencia del remodelado y la disfuncién del ventriculo izquierdo
pero, aun con el mejor tratamiento de reperfusion, paraddjica-
mente una parte de los cardiomiocitos muere a causa del
restablecimiento del flujo sanguineo®. Este fenémeno se denomina
lesién por isquemia-reperfusioén (IR)°.

La privacion de oxigeno y la sobrecarga de calcio durante la
isquemia cardiaca y la produccién de especies moleculares de
oxigeno reactivas durante la reperfusion causan la muerte de los
cardiomiocitos mediante necrosis y apoptosis®. Los principales
cambios adversos que se producen en el miocardio isquémico
consisten en un aumento de la concentracién de Na* intracelular a
causa de un fallo de la bomba de Na*/K* del sarcolema en ausencia
de energia y acidificacion del citosol por la glucolisis anaerobia. La
célula intenta resolver este aumento de Na™ intracelular a través de
un intercambiador de Na*/Ca?* (NCX) que act(ia a la inversa,
expulsando Na* e introduciendo Ca®* en las células. Esto da lugar a
una sobrecarga intracelular de Ca?* y una mala regulacién del Ca®*
por las células’.

La ranolazina es un derivado de piperazina con un mecanismo
de accion novedoso que fue autorizada por primera vez por la Food
and Drug Administration en 2006 para el tratamiento sintomatico
de pacientes con angina cronica. Dadas sus propiedades farma-
coldgicas, es capaz de bloquear la corriente de Na* tardia (Ina.) en
los cardiomiocitos y desviar la oxidacion de los acidos grasos hacia
la oxidacion de la glucosa, lo cual hace que el uso de oxigeno en el
corazbn sea mas eficiente®. Sin embargo, el mecanismo de accién

de la ranolazina no se conoce con precision. Los efectos
beneficiosos de la ranolazina derivan de su acci6on de reduccion
de la entrada de Na* en las células del miocardio a través de los
canales de Na*, que en situaciones patologicas falla durante su
inactivacién o vuelve a abrirse'’. Se ha sefialado que la ranolazina
reduce la sobrecarga de calcio de las células miocardicas durante la
isquemia al bloquear la Ina°. A las concentraciones plasmaticas
terapéuticas (< 10-21 mmol/l), la ranolazina inhibe de forma
selectiva la Ina, reduce la acumulacién intracelular de Na* y la
posterior sobrecarga de Ca®* inducida por el Na*, asi como las
anomalias mecanicas, eléctricas y metabdlicas en el miocardio
isquémico o en insuficiencia''. Sin embargo, a esta concentracién'?,
la ranolazina no modifica el maximo de la corriente de Na*
encargado del paso 0 del potencial de accion, la corriente de entrada
de Ca?*, o la actividad del NCX y el intercambiador de Na*/H*.
Actualmente el uso de la ranolazina esta autorizado como
tratamiento adyuvante de la angina sintomatica de pacientes
insuficientemente controlados con los tratamientos antianginosos
de primera linea'?. El desarrollo de una sustancia capaz de inhibir o
reducir los efectos nocivos de un aumento patoldgico de la
concentracién intracelular de Ca®* en los cardiomiocitos durante
los procesos de isquemia seria una contribuciéon clinica y
terapéutica de enorme importancia. En este estudio, se plantea
la hipotesis de que la ranolazina pudiera tener una acciéon novedosa
en las intervenciones de reperfusion al prevenir la sobrecarga de
Na* y Ca?* que se produce en el corazén isquémico y facilitar una
mejor regulacion del Ca®* por las células en la reperfusion.

METODOS

La manipulacién de los animales se atuvo a las recomendacio-
nes del Real Decreto 53/2013 en consonancia con la Directiva
2010/63/UE del Parlamento Europeo. El estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacién Humana local del Hospital
Universitario Virgen del Rocio de Sevilla y por el Comité de
Investigacion Animal de la Universidad de Sevilla.

Aislamiento de miocitos ventriculares

Se utilizaron ratas adultas Wistar macho, de un peso
aproximado de 250-350 g, que previamente fueron heparinizadas
(4 Ul/g por via intraperitoneal) y anestesiadas mediante la
administracion intraperitoneal de tiopental sédico (1 ml/250 g).
Se extrajo rapidamente el corazén y se montd en un sistema de
perfusion Langendorff con flujo constante. Se aislaron cardiomio-
citos ventriculares mediante perfusién de colagenasa de tipo Il
(251 Ul/ml, Worthington Biochemical; Lakewood, New Jersey,
Estados Unidos)'>. Los cardiomiocitos se mantuvieron en solucién
de Tyrode (mM): 140 Nacl, 4 KCl, 1,1 MgCl,, 10 HEPES, 10 glucosa,
1,8 CaCl, (pH 7,4), con un suplemento de 1,8 mM CaCl,. Todos los
experimentos se realizaron en células de forma alargada a
temperatura ambiente (24-26 °C).
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Determinacion del Ca?* intracelular con microfluorimetria

Se registraron los transitorios de Ca®* intracelular con el sistema
de imagen Incyt hight speed Im? (Intracellular Imaging Inc.; Imsol,
Reino Unido) en cardiomiocitos recién aislados cargados con el
marcador de Ca®" fluorescente Fura-2AM. Durante los experimen-
tos, se realiz6 una perfusion continua de las células con solucion de
Tyrode normal (mM) o solucién de isquemia simulada (mM):
140 Nadcl, 3,6 KCl, 1,2 MgCl2, 1,8 CaCl,, 20 HEPES, 20 lactato-Na y
2 NaCN (pH=6,22). Para provocar los transitorios de Ca®*
intracelular, se aplicé una estimulacion de campo a los cardio-
miocitos durante todo el experimento a 0,5Hz empleando
dos electrodos de platino en paralelo, segiin un método descrito
con anterioridad'“.

Determinacion del Ca?* intracelular con microscopia confocal

Los experimentos de microscopia confocal se realizaron en
cardiomiocitos recién aislados y cargados con Fluo-3AM. Se
obtuvieron imagenes con microscopia confocal (Leica TCS SP2
AOBS, objetivo W.I. 63 x y N.A. 1,2) mediante el examen de la
célula con un laser de argon cada 1,54 ms. Con objeto de provocar
los transitorios de Ca?* intracelular, se aplicé a los cardiomiocitos
una estimulacién de campo a 0,5 Hz, segin un método descrito con
anterioridad!®. La carga de Ca2" del reticulo sarcoplasmico se
estim6 mediante la aplicacion rapida de cafeina a cardiomiocitos
cargados con Fluo-3, utilizando el Leica SP5, objetivo 40 x W.L,
N.A. 1,2, con un modo de escaner lineal a 700 Hz y un laser de luz
blanca de 500 nm. En ambos casos, la emision se detect6 a mas de
510 nm, tal como se ha descrito con anterioridad!*!°,

Protocolos de tratamiento

Grupo 1: IR. Después de la estabilizacién con soluciéon de
control, se expusieron las células a una isquemia simulada
mediante la perfusion de solucion isquémica durante 6 min,
seguido de 10 min de reperfusion con solucién de control.

Grupo 2: se aplico la ranolazina al inicio de la reperfusion
(IR+Ran). Las células se expusieron durante 6 min a isquemia
simulada y 10 min de reperfusion con la solucién de control, que
contenia 10 wM de ranolazina.

Grupo 3: se aplico la ranolazina en la isquemia y durante la
reperfusion (I+Ran/R+Ran). Se expusieron las células a 6 min de
isquemia simulada en presencia de 10 M de ranolazina, seguidos
de 10 min de reperfusiéon con soluciéon de control, que contenia
10 uM de ranolazina.

Grupo 4: se aplicé la ranolazina solamente durante la isquemia
(I+Ran/R). Se expusieron las células a 6 min de isquemia simulada
con 10 wM de ranolazina, seguidos de 10 min de reperfusion con
solucioén de control.

Empleando de estos protocolos, un 50-60% de los cardiomio-
citos a los que se aplicd el protocolo de IR mostraron una
hipercontraccion significativa en comparacion con las células de
control.

Analisis de los datos

Los datos de los grupos se presentan en forma de media = error
estandar de la media. Se utiliz6 la prueba de la t de Student para datos
Gnicos o apareados para determinar la significacion estadistica de los
datos. Se evalud la significacion de la comparacion de miltiples
grupos empleando un analisis de la varianza seguido de la prueba de
Tukey. Los resultados con un valor de p < 0,05 se consideraron
significativos. Los farmacos se compraron a Sigma-Aldrich.
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Figura 1. Efecto de la isquemia-reperfusion en los transitorios de Ca®*
intracelular. A: se muestra el trazado medio de los cambios en los transitorios
de Ca®* intracelular obtenidos en varios cardiomiocitos adultos aislados cargados
con el indicador fluorescente Fura-2AM y sometidos a un protocolo de isquemia-
reperfusion simuladas; las células se estimularon a una frecuencia de 0,5 Hz.
B: se muestra un solo aumento del transitorio de Ca®* intracelular representativo,
registrado en la solucion de control, durante la isquemia y después de la
reperfusion celular. IR: isquemia-reperfusion. La flecha discontinua indica el
error estandar de la media, que se muestra a la derecha de la figura A.

*p < 0,05.

RESULTADOS

Cambios de Ca?* intracelular durante la isquemia-reperfusion

Se examinaron los cambios de Ca?* intracelular en los
cardiomiocitos sometidos a IR y a los que se aplico una
estimulacion de campo a 0,5Hz. La isquemia indujo una
disminucién significativa de la amplitud de los transitorios de
Ca?* intracelular, que se recuperd parcialmente después de la
reperfusion (figura 1A). Este efecto se acompaiié de un aumento de
Ca?" intracelular diastélico durante la isquemia y durante la fase
inicial de la reperfusiéon, que no se restablecia al final de la
reperfusion (figura 1B). Tal como se muestra, los valores basales de
Ca?* intracelular eran estables en la situacién de control, pero
continuaron aumentando durante la isquemia simulada, lo cual
impedia la recuperaciéon del aumento transitorio del Ca?* en la
reperfusion.

La ranolazina modula el Ca?* intracelular durante
la isquemia-reperfusion

Con objeto de verificar el efecto de la ranolazina en la regulacién
del Ca?* intracelular, primero se intentd determinar el momento
apropiado para su aplicacion. Para ello, se sometieron cardiomio-
citos adultos aislados a un protocolo de IR en el que se aplicé el
farmaco en tres etapas: a) en el momento de la reperfusion;
b) durante la IR, y c) durante la isquemia solamente. En primer
lugar, se aplico la ranolazina (10 M) al inicio de la reperfusion
como tratamiento apropiado para la aplicacion clinica durante la
angioplastia primaria y, por lo tanto, las células cardiacas se
sometieron a una isquemia simulada durante 6 min y luego se
expusieron a 10 min de reperfusion con una soluciéon de control
que contenia 1,8 mM de CaCl, y 10 wM de ranolazina (figura 2A).
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Grupo 2: Isquemia-reperfusién + ranolazina (IR + Ran)
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Figura 2. Efecto de la ranolazina aplicada a diferentes grupos experimentales. Los registros muestran la evolucién temporal de los cambios de los valores medios de
los transitorios de Ca* intracelular registrados en los cardiomiocitos sometidos a isquemia-reperfusién (trazados en azul n=59) y en células tratadas con
ranolazina aplicada en diferentes momentos (trazados en rojo). A: ranolazina (10 wM) aplicada al inicio de la reperfusi6én (n = 16). B: ranolazina (10 wM) afiadida
durante la isquemia y la reperfusion (n = 24). C: ranolazina (10 wM) aplicada solo durante la isquemia (n = 31). [+Ran/R: isquemia + ranolazina/reperfusion; [+Ran/
R+Ran: isquemia + ranolazina/reperfusion + ranolazina; IR: isquemia-reperfusion; IR+Ran: isquemia-reperfusion + ranolazina. La flecha discontinua indica el error
estandar de la media, que se muestra a la derecha. Esta figura se muestra a todo color solo en la version electronica del articulo.

Empleando este protocolo, no se observd mejora alguna en el
cambio de Ca?* intracelular. Ademas, el aumento de Ca%* intracelular
diastolico causado por la isquemia aument6 en mayor medida con
la aplicacion del farmaco en el momento de la reperfusion.

A continuacién, con objeto de determinar silaranolazina tenia un
mayor efecto protector cuando se aplicaba durante la IR, se trataron
los cardiomiocitos con una solucién de isquemia simulada con un
suplemento de 10 M de ranolazina durante 6 min y se reperfun-
dieron luego con soluci6én de control, también con un suplemento de
ranolazina durante 10 min. Como resultado de este experimento, se
observo un aumento progresivo y sostenido del Ca®* intracelular
diastolico, que no mejord en ningin momento durante la reperfu-
sion (figura 2B). Por Gltimo, se sometieron los cardiomiocitos adultos
a 6 min de isquemia simulada con un contenido de 10 uM de
ranolazina, seguidos de 10 min de reperfusion en ausencia del
farmaco. El aumento de Ca?" intracelular diastélico generado

durante la isquemia se redujo significativamente en la reperfusion
con la solucién de control (figura 2C). Después de la aplicacion de la
ranolazina durante la isquemia simulada solamente, el aumento
transitorio de Ca®* intracelular mejord significativamente en las
células cardiacas en comparacion con los demas protocolos
(figura 3). De hecho, la sobrecarga de Ca?* generada por la isquemia
se redujo significativamente durante la reperfusion en este grupo.
Ademas, la amplitud del transitorio de Ca®* intracelular se recuperé
significativamente durante la reperfusion sin ranolazina (figura 3B).

La ranolazina previene la sobrecarga de Ca%* intracelular
al reducir el CaZ* intracelular diastédlico en cardiomiocitos
isquémicos

Un analisis detallado del Ca?* intracelular diast6lico mostrd que
aumentaba progresivamente, que era mayor en el grupo de IR, y
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Figura 3. La adicion de ranolazina durante laisquemia restableci6 la amplitud de
los transitorios de Ca®* intracelular. A: los trazados muestran la media del
registro de los transitrios de Ca®* intracelular en los cardiomiocitos tratados con
ranolazina aplicada durante la isquemia (trazo rojo). B: registro representativo
de un solo aumento de los transitorios de Ca®* intracelular que muestra una
recuperacion significativa en la reperfusion. I+Ran: isquemia + ranolazina;
[+Ran/R: isquemia + ranolazina/reperfusion. La flecha discontinua indica el error
estandar de la media, que se muestra a la derecha. *Significacion estadistica. Esta
figura se muestra a todo color solo en la version electronica del articulo.
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que no recuperaba los valores iniciales en la reperfusion. Mientras
tanto, la adicién de ranolazina a la solucién isquémica produjo un
aumento del Ca?" intracelular diastélico similar durante la
isquemia, pero en este caso hubo una recuperacion de los valores
preisquémicos en la reperfusiéon sin ranolazina (figura 4A). El
tratamiento de las células con ranolazina durante la isquemia
restableci6 el aumento sistolico de Ca®* intracelular a valores
similares a los preisquémicos (figura 4B). El Ca?* intracelular
diastolico se redujo durante la reperfusién en el grupo de I+Ran/R
(105,86 + 3,07%) y fue significativamente inferior a la del grupo de IR
(116,65 + 1,83%) (figura 4C).

Laranolazina mejora laamplitud del aumento transitorio de Ca>*
intracelular en los cardiomiocitos sometidos a isquemia-
reperfusion. Registros con microscopia confocal

Con objeto de disponer de una mejor perspectiva respecto al
proceso de contraccién de los cardiomiocitos, se repitieron los
experimentos con métodos de imagen confocales utilizando el
modelo de escaner lineal'®. Mediante el escaner del eje largo de
los cardiomiocitos, puede realizarse un seguimiento del «rigor»
de las células contracturadas durante la diastole. En primer lugar,
se analizaron los transitorios de Ca®* intracelular, que confirma-
ron los resultados de las determinaciones del Ca* realizadas con
microfluorimetria (figura 5). Se observé una notable recupera-
ciéon de los transitorios de Ca?* intracelular después de someter a
los cardiomiocitos al protocolo de IR empleando ranolazina
(10 wM) durante la isquemia y retirandola al inicio de la
reperfusion (figura 5A). El grafico de barras de la figura 5B
indica una disminucion significativa de las amplitudes de los
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Figura 4. La ranolazina restablecio los transitorios de Ca%* intracelular diastélico en la reperfusién, después de la isquemia. A: representacién grafica de los cambios
de Ca?* intracelular diastélico durante el experimento en cardiomiocitos sometidos a isquemia-reperfusién y cardiomiocitos sometidos a I+Ran/R; la concentracién
de Ca?* diastélica se recuperd significativamente en las células tratadas con ranolazina. B: el grafico de barras resume la amplitud de Ca®* intracelular telesistolica
en la solucién de control, en isquemia-reperfusién (n = 59) y en [+Ran/R (n = 30). C: el grafico de barras resume la amplitud de Ca?* intracelular telediastélica en la
solucién de control, en isquemia-reperfusion (n=59) y en I+Ran/R (n=30). [+Ran/R: isquemia + ranolazina/reperfusion; IR: isquemia-reperfusion; NS: no

significativo. * p < 0,05.
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Figura 5. Efecto de la ranolazina en los transitorios de Ca?* intracelular medido con microscopia confocal. A: imagenes del escaner lineal representativas (parte
superior) que muestran los transitorios de Ca%* intracelular en los cardiomiocitos de isquemia-reperfusién y de [+Ran/R estimulados a una frecuencia de 0,5 Hz y la
amplitud correspondiente de los transitorios (parte inferior). By C: los graficos de barras muestran los datos de resumen del cambio de amplitud de los transitorios
de Ca?* intracelular en un experimento como en A (n = 4-6). I+Ran: isquemia + ranolazina; I+Ran/R: isquemia + ranolazina/reperfusién; IR: isquemia-reperfusion.
* p < 0,05. Esta figura se muestra a todo color solo en la version electronica del articulo.

transitorios de Ca®* intracelular, que se recuper6 en parte
durante la reperfusion. Al mismo tiempo, en la figura 5C se
muestra la recuperaciéon significativa de la amplitud de los
transitorios de Ca%* intracelular que corresponden al protocolo
de [+Ran/R. En la figura 5C se muestra también que la amplitud de
los aumentos transitorios de Ca?" intracelular durante la
isquemia se mantuvo en presencia de ranolazina, pero no en
su ausencia.

Ademas, el patron de Ca?* intracelular diastélico por
microscopia confocal mostré un aumento significativo de Ca*
intracelular diast6lico durante la isquemia y una recuperacion
minima con la reperfusion en las células sometidas a IR
(figura 6A). Sin embargo, en comparacién con el protocolo de
[+Ran/R, el aumento de Ca?* intracelular diastélico durante la
isquemia y en la reperfusion fue inferior a los valores obtenidos
en el grupo de IR. Por ultimo, la ranolazina no mejor6 la
recuperacion del acortamiento celular en las células sometidas al
protocolo de [+Ran/R en comparaciéon con las sometidas a IR
(figura 6B).

La ranolazina aumento la carga de Ca>* en el reticulo
sarcoplasmico, pero no estimulé el intercambiador de Na*/Ca®*

Dado que el NCX es muy importante para la homeostasis del
Ca®" en el miocardiocito adulto, se estudi6 su intervencién en la
regulacion del Ca®* durante el protocolo de I+Ran/R. Para ello,
utiliz6 I+Ran/R y, 3 min después de la reperfusion, se aplicaron
10 mM de cafeina. En presencia de cafeina, se estudio la tau de la
recuperacién hasta llegar al valor basal del Ca®*, que se debid
principalmente a la expulsién de Ca?* a través del NCX. La
ranolazina no modific6 este parametro, lo cual indica que el
intercambiador NCX no interviene en el aumento de Ca®"
intracelular producido por la ranolazina durante la isquemia
(figura 7A). Sin embargo, el analisis de la carga de Ca* en el reticulo
sarcoplasmico, estimado mediante los transitorios de Ca?"
intracelular provocados por la cafeina, indica que fue mayor en
las células tratadas con ranolazina que en las no tratadas, lo cual
indica que la ranolazina foment6 la carga del reticulo sarcoplas-
mico en los cardiomiocitos (figura 7B).
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Figura 6. Cambios en el Ca®* intracelular diastélico en células tratadas con
ranolazina. A: grafico de barras que compara la amplitud de la concentracién
de Ca?* diastélica registrada en la solucién de control (rojo), la isquemia y la
reperfusion en la isquemia-reperfusion (trazado en azul, n = 6) y en laisquemia
+ ranolazina/reperfusion (trazado en verde, n=4) empleando microscopia
confocal. B: acortamiento celular en los cardiomiocitos (n = 10) de la solucion
de control (rojo), la isquemia (azul), la isquemia-reperfusion (verde) y la la
isquemia + ranolazina/reperfusion (gris). [+Ran: isquemia + ranolazina; [+Ran/
R: isquemia + ranolazina/reperfusién; IR: isquemia-reperfusiéon; NS: no
significativo. * p < 0,05. Esta figura se muestra a todo color solo en la
version electrénica del articulo.

DISCUSION

Desde comienzos de la década de los afios cincuenta, se ha
realizado una intensa investigacion en el campo de la proteccion
del miocardio, con el objetivo principal de caracterizar los
mecanismos celulares y moleculares que intervienen en la
proteccion miocardica después de que el miocardio haya
experimentado un proceso de IR'®. En primer lugar, en un estudio
previo'“, se confirmé la viabilidad del modelo experimental de IR
en cardiomiocitos aislados, en los que se pudo analizar los cambios
estructurales in vivo y de Ca%* intracelular que se producen en el
proceso de IR'. A continuacién, en este estudio se presentan
nuevas evidencias que indican que la ranolazina, un farmaco
ampliamente utilizado en los tratamientos antianginosos'®, puede

A NS

8.000 —| T

6.000 —|
m
£
3 4.000 —
'_

2.000 —|

0 T T 1
| + Ran/R
B 5_ *
e =
<
4
c 3+
()
&
3
< 2|
©
(0]
2
©
[$) 14
0 T T 1
IR I +Ran/R

Figura 7. Efecto de la ranolazina en el intercambiador de Na*/Ca?* y la carga de
Ca?* del reticulo sarcoplasmico. A: el grifico de barras muestra el analisis de la
reduccién de la amplitud de los transitorios de Ca?* intracelular (tau, en
milisegundos) inducida por 10 mM de cafeina, que eleva la funcién del
intercambiador de Na*/Ca?*. B: valor maximo de los transitorios de Ca®*
provocados por la cafeina, que estiman la carga de Ca®" del reticulo
sarcoplasmico. [+Ran/R: isquemia + ranolazina/reperfusién; IR: isquemia-
reperfusién; NS: no significativo; RS: reticulo sarcopldsmico. Los datos
proceden de células sometidas al protocolo de isquemia-reperfusiéon y de
células tratadas con ranolazina en la isquemia (isquemia + ranolazina/
reperfusion). Datos de resumen procedentes de 37 células. * p < 0,05.

proporcionar a los cardiomiocitos proteccion contra la lesion por IR
regulando el Ca?* intracelular de manera independiente de su
efecto en la Iy, Empleando dos enfoques diferentes para analizar
los cambios de Ca?* intracelular, se estudiaron los cambios de Ca*
intracelular en cardiomiocitos sometidos a isquemia y/o reperfu-
sion y el papel de la ranolazina, que es capaz de reducir la
sobrecarga de Ca®* generada en los procesos de IR. En este estudio,
se confirma que la aplicacion de ranolazina durante la isquemia
miocardica restablece de forma significativa la amplitud de los
transitorios de Ca%* intracelular en la reperfusiéon. Ademas, no solo
se observd una mejora de la amplitud de los transitorios, sino
también que el Ca®" intracelular diastélico, que se mantenia
elevado durante todo el periodo de isquemia, volvia a valores
basales después del tratamiento con ranolazina durante la
isquemia. Estos datos concuerdan con lo indicado por los estudios
de Hwang et al'’, en corazones de rata perfundidas en un sistema
de Langendorff, a los que se aplic6 ranolazina antes de la isquemia.
Esos autores observaron que los transitorios de Ca?* intracelular,
abolidos por la interrupcién de la funcién del ventriculo izquierdo
después de cierto periodo de isquemia, se restablecian rapida-
mente durante la reperfusién posisquémica con ranolazina'’. Sin
embargo, en este estudio, el Ca%* intracelular residual se mantuvo
significativamente alto en comparacién con el valor basal previo a
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la induccién de la isquemia'’. Ademas, en este estudio, el analisis
de los transitorios de Ca?* intracelular provocados por cafeina
indica que la ranolazina aumenta la eficiencia de la carga de Ca®*
del reticulo sarcoplasmico, lo cual es esencial para conservar un
acoplamiento eficiente de la excitacion-contraccion en los
cardiomiocitos después de un periodo de isquemia. Ademas, el
analisis de la constante de tiempo de reduccion de los transitorios
de Ca?* intracelular (tau) puso de manifiesto que el tratamiento
con ranolazina durante la isquemia no aumentaba la expulsion de
Ca?* a través del NCX. Asi pues, el NCX no parece involucrado en el
aumento del Ca?* intracelular diastdlico en la reperfusién, cuando
se trata a las células con ranolazina durante la isquemia. En
consecuencia, debe haber otros mecanismos alternativos que
expliquen este efecto de la ranolazina en el Ca®* intracelular, que
sera atil investigar.

La mayoria de los estudios previos han aplicado la ranolazina
antes de la isquemia'”'®. En este caso se aplicé el firmaco una vez
iniciada la isquemia y/o en la reperfusion. El objetivo era
reproducir lo que podria ocurrir en la situacion clinica en que
los farmacos deberan administrarse al inicio de la reperfusion. Se
observaron efectos beneficiosos significativos en la regulacion del
Ca?* intracelular solo cuando la ranolazina se aplicé durante la
isquemia, lo cual podria limitar su uso en una aplicacién clinica
para pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacion del
segmento ST. Sin embargo, se cree que sigue siendo importante
comprender estos efectos en la homeostasis del Ca®* de los
cardiomiocitos en la IR.

En las Gltimas décadas, ha habido una verdadera explosion de
informacion respecto a los cambios de la contractilidad tras el
sindrome de IR, como en el caso de los procesos denominados de
«miocardio aturdido» (aturdimiento) y de hibernacion del
coraz6n'%?%, El Ca®* desempefia un papel central en la regulacién
de la contraccién y la frecuencia cardiaca y se ha asociado a la
presencia de cardiopatia, de manera directa o indirecta, y a
cambios de comportamiento del Ca®* intracelular®'~23, La sobre-
carga de Ca®' intracelular causa un aumento de la interaccién
diastolica de los miofilamentos de actina/miosina y el aumento de
la presidon diastolica ventricular izquierda (p. ej., «rigidez,
incapacidad de relajacion normal). Este trastorno diastélico se
produce a causa de la prolongacion de los potenciales de accion y el
funcionamiento lento de las bombas bioquimicas, que son
necesarias para la recaptaciéon del calcio intracelular’*?°, En
consecuencia, el trabajo de contraccién del miocardio, el consumo
de oxigeno y la compresion del espacio vascular durante la diastole
pueden ser anormalmente altos. La compresion del espacio
vascular da lugar a una reduccioén del flujo sanguineo miocardico,
que reduce el aporte de oxigeno, especialmente en la region
subendocardica del ventriculo izquierdo, al tiempo que aumenta la
demanda de oxigeno para respaldar el trabajo contractil. Este
patron de causa-efecto tiene las caracteristicas de un sistema de
«realimentacion» positiva nocivo, en el que la isquemia genera an
mas isquemia®®?’. Con los experimentos realizados con la presente
investigacion, se demostré que el Ca2* intracelular diastélico se
recuper6 de manera significativa en los cardiomiocitos de rata
adultos sometidos a un protocolo de IR cuando se aplico la
ranolazina durante la isquemia. Estos datos son coherentes con los
resultados de otros estudios'®?%, en los que el efecto de la
ranolazina se produjo con la inhibicion de la Iy, utilizando un
modelo de corazén completo. La ranolazina redujo la sobrecarga de
Ca?* intracelular, restableciendo unos valores diastélicos posis-
quémicos proximos a los basales previos a la isquemia.
Sossalla et al?® estudiaron el posible efecto de la ranolazina en
la sobrecarga diastdlica de Na* y Ca?* intracelulares y su capacidad
de mejorar la funcion diastélica en las fibras de musculo de los
ventriculos de corazones humanos procedentes de pacientes con
insuficiencia cardiaca en fase terminal tratados con trasplante de

coraz6n?®. Ademas, para investigar el efecto beneficioso de la
ranolazina en la presion diastdlica, utilizaron la toxina II de
Anemonia sulcata (40 nM) para aumentar la concentracion de Na*
intracelular en miocitos ventriculares del conejo. En presencia de
ranolazina, la Inar, al igual que los valores diastélicos de Na* y Ca®*
intracelulares, disminuyd en todas las frecuencias de marcapasos.
Ademas, la ranolazina aceleré significativamente la disminucién
de los transitorios de Ca*, que inicialmente habia pasado a ser mas
lenta por la accién de la toxina II de A. sulcata®’.

CONCLUSIONES

Estos resultados ponen claramente de manifiesto que, cuando
se administra durante la isquemia, la ranolazina protege a los
cardiomiocitos de rata adultos aislados del dafio causado por la IR,
con lo que mejora el proceso de acoplamiento de excitacion-
contraccién y reduce la sobrecarga de Ca®* en la reperfusion, lo cual
es de gran interés para preservar la contractilidad del corazén
contra las lesiones por IR.
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