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INTRODUCERE

Bolile cardiovasculare reprezinta cauza principala
« de mortalitate simorbiditate pe plan mondial. Cunoasterea
mecanismelorimplicate ininstalarea acestorboli, a efectelor
si gasirea modalitatilor de combatere a lor antreneaza
eforturi sociale uriase.

Infarctul miocardic acut se caracterizeaza printr-o
mare complexitate a fenomenelor biologice implicate.
Leziunile miocardice se datoreaza ischemiei si sunt
accentuate de reperfuzie, in timpul restabilirii circulatiei
sanguine. Pentru prevenirea sau diminuarea efectelor
ischemiei sireperfuziei asupra tesutului miocardic exista in
prezent cateva directii de actiune:

a. modularea activitatii canalelor ionice din
endomembranele sau plasmalema cardiomiocitelor;

b. protejarea sarcolemei impotriva efectelor induse
de alterarea proceselor biochimice in miocardul ischemiat
si reperfuzat;

c. blocarea actiunii radicalilor liberi ce apar la
reoxigenarea tesutului din timpul reperfuziei.

Studii in situ si pe cord izolat perfuzat au aratat ca
substanta care actioneaza prin deschiderea canalelor de
potasiu sensibile la ATP (canale KATP) (1) determina
protejarea miocardului impotriva leziunilor induse de
ischemie sireperfuzie (9,10). Mecanismul de actiune consta,
probabil, in deschiderea canalelor KATP din membrana
miocitelor. Acelasi mecanism este, probabil, raspunzator
si de efectul aritmogen si inotrop negativ observat la
administrarea unor astfel de substante, cum ar fi Pinacidil
si Cromakalim (10,11, 13, 21). Deoarece, dovezile pentru
aceste efecte sunt contradictorii (14), se impune prudenta
in recomandarea deschizatoarelor de canale de potasiu
drept medicamente “cardioprotectoare” in ischemia si
reperfuzia miocardica.

Arsenalul de deschizatoare de canale KATP a fost
imbogatitrecentcu Aprikalim (RP52891) un compus capabil

sa determine protejarea miocardului in timpul ischemiei si
reperfuziei, aceasta proprietate fiind disociata de orice
efect hemodinamic sistemic (2) sau inotrop negativ.

Nicorandil, medicament Iintrebuintat ca
nitrovasodilatator, are efect miocardoprotector prin
mecanismul sau care implica, probabil, si deschiderea
canalelor KATP din membrana miocitelor (4, 15).

In experimentele noastre am testat efectul
cardioprotector al medicamentelor Aprikalim si Nicorandil
pe corduri de sobolani izolate si expuse 30 de minute la
ischemie, urmate de 30 minute de reperfuzie, in preparat
Langendorff.

Efectul protectoral administrariiacestormedicamente
in perfuzie, inainte de ischemie, la doze mai micidecatcele
raportate pana in prezent in literatura (0,2 - 1uM), a fost
demonstrat prin: 1. parametri functionali - refacerea
contractilitatii miocardice (velocitatea -LVDp/Dt) si a
debitului coronarian in timpul reperfuziei; 2. parametri
biochimici - in timpul reperfuziei se reduce eliberarea de
lactat-dehidrogenaza (LDH), creatin-fosfokinaza (CPK),

glutamatoxaloacetat-transaminaza (GOT), aldolaza, o-

hidroxibutirat-dehidrogenaza (o-HBDH); se reduc, de
asemenea, activitatea peroxidazica, proteinele totale,
lactatul si ATP, precumsi continutul miocardic in fosfolipide
si acizi grasi liberi.

MATERIALE S| METODE

1.Ischemie/reperfuzie experimentala pe cord de
sobolan in preparat Langendorff.

Sobolani masculi rasa Wistar (cantarind 150-200 g)
au fost heparinizati (1000 U/kg, bolus intraperitoneal) si
anesteziati cu cloroform.

Dupa deschiderea cavitatii abdominale, cordurile au
fost oprite prin injectarea transdiafragmatica a unei solutii
saline, normotona si racita la 40° C. Inimile au fost rapid
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prelevate, cantarite, canulate, si montate intr-o instalatie
de perfuzie tip Langendorff. Echilibrarea lor a durat 30
minute. in primele 10 minute au fost perfuzate cu tampon
Krebs-Henseleit (KH) (mM: NaCl, 118; KCI, 4,7; MgS0,,
1,2;KH2PO,, 1,2;NaHCO,, 25; CaCl,, 2,5; glucoza, 11; pH
7.4) la 37°C, barbotat cu amestec 95% - 5% O,-CO,,
suplimentat cu heparina 1000 U/l. Pentru urmatoarele 20
minute perfuzia s-a facut cu tampon KH fara heparina.
Perfuzia s-a realizat la presiunea constanta de 70 mmHg,
iardebitul coronarian afostmasuratlafiecare 4 minute prin
colectarea efluentului coronarian timp de un minut.
Experimentele in care cordurile au avutin timpul echilibrarii
tulburari de ritm sau scaderi ale debitului coronarian nu au
fost luate in considerare.

Ischemia globala normotermica a fost indusa prin
oprirea perfuziei timp de 30 minute, cordurile fiind imersate
in solutie izotona, la 37°C, deaerata. Dupa ischemie
cordurile au fost reperfuzate timp de 30 minute.

DEBITUL CORONARIAN (mi/minut)

2.Modelul experimental.

Cordurile au fost grupate dupa cum urmeaza: primul
grup a fost tratat timp de 10 minute inainte de ischemie cu
Aprikalim (APK); al doilea grup a fost tratat cu Nicorandil
(NIC); al treilea grup (control) nu a primit medicament. in
preischemie si in reperfuzie au fost colectate probe din
efluentul coronarian pentru analize biochimice.

Contractilitatea ventriculului stang dupa cele 30 de
minute de reperfuzie a fost masurata in experimente
separate dupa metoda descrisa anterior (19).

3. Determinari biochimice
Pentru dozarea enzimelor s-au folosit: kit optimizat
pentru LDH (Sigma), kit pentru CK (Sigma, procedeu No.

45 - Uv), kit pentru aspartat aminotransferaza (Sigma,
procedeu No. DG-120-UV), kit pentru ai-HBDH (Sigma,

LV Dp/Dt (mm Hg/s)
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30 minute 30 minute
] CONITROL 1 APK0.5 uM 7 APK 1 uM B NCO0o,2uM
(n=4) (n=4) (n=4) (n=6)
HENIC 1uM (n=6)

Figura 1. Debitul coronarian (ml/minut) in preischemie si dupa 30 de minute de reperfuzie
pentru control si tratament cu: 0,5 uM Aprikalim, 1 pM Aprikalim, 0,2 pM Nicorandil, 1 pM
Nicorandil (stanga); LVDp/Dt (mm Hg/s) in preischemie si dupa 30 de minute de reperfuzie pentru
control si tratament cu 0,5 pM Aprikalim, 1 uM Aprikalim (dreapta).
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ELIBERAREA DE LDH (UI/1/g)
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Figura 2. Dinamica eliberarii de LDH (Ul//g greutate umeda) in
reperfuzie pentru control si tratament cu: 0,2 uM Aprikalim, 1 pM
Aprikalim.
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Figura 3. Dinamica eliberarii de CPK (UIA/g greutate umeda) in
reperfuzie pentru control si tratament cu: 0,2 pM Nicorandil, 0,5
HM Nicorandil.
Componentul Dupa 5 minute de Dupa 30 minute de
eliberat a) reperfuzie reperfuzie
Control b) 1uM Aprikalim Control 1uM Aprikalim
alfa-HBDH 107 = 12,4 81+ 13,99 106,17 + 12,92 63,44 £ 13,9*
GOT 21,33 2,75 12,51 £2,19* 18,57 £ 2,52 8.4+219"
Aldolaza 32+044 3,4+0,19 4,28+ 0,34 2,09 + 0,46**
5'-Nucleotidaza 135,77 £ 33,28 116,25 x+ 53,61
ATP 51,68 + 8,48 202+92 105,64 + 16,45 36,04 £9,11*
Lactat 13+325 4,63 +1,33*

procedeu No. DG-120-UV), kit pentrulactat
(Sigma, procedeu No. 735), kitpentru ATP
(Sigma) si kit pentru 5'-nucleotidaza
(Sigma).

Activitatea peroxidazica in efluentul
coronarian a fost masurata prin analiza in
puncte, pe hartie de nitroceluloza, folosind
3,3'-diaminobenzidina ca substrat si a fost
cuantificata prin densitometrie cu sistemul
pentru analiza de imagini LUCIA S (Nikon
- Optoteam, Vienna).

Continutul miocardic in fosfolipide
(FL)siacizigrasiliberi (AGL) afostmasurat
prin cromatografie in strat subtire urmata
de cromatografia in faza gazoasa (19).

Continutul total in proteine al
efluentului coronarian a fost masurat cu kit
Sigma (metoda Lowry modificata).

REZULTATE

1.Tratamentul cu Aprikalim sau
Nicorandilimbunatateste performantele
cardiace din timpul reperfuziei.

Intimpul reperfuziei scad atatdebitului
coronarian cat si velocitatea. Dupa 30 de
minute, debitul coronarian scade la 52%
din debitul preischemic, iar LVDp/Dt la
67% (figura 1). Acesti parametri au fost
mentinuti la valori comparabile cu cele din
preischemie pentru cordurile tratate cu
Aprikalim 0,5 - 1 pM, sau cu Nicorandil 0,2
-1 uM (figura 1).

2. Tratamentul cu Aprikalim sau
Nicorandil previne pierderea
constituentilor celulari in timpul
reperfuziei.

Reperfuzia dupa ischemie globala
normotermica (30 minute), este insotita de

Tabel 1.

Aprikalim reduce eliberarea in efluentul
coronarianacomponentilorintracelulariintimpul
reperfuziei.

a) Masuratin perfuzatul strans panalamomentul
indicat (exceptie pentru ATP).

b) Valorile reprezintd media + s.e.m. si sunt
exprimate in Ul/l/g greutate umeda, cu exceptia
aldolazei (unitati SL/ml/g greutate umeda), 5'-
nucleotidazei (unitati Shinowara), ATP (nM/
min) si lactatului (nmol/dl/g greutate umeda).
Semnificatia statisticda comparativ cu grupul
control: *p<0,05 **p<0,01.
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ELIBERAREA DE PROTEINE (ug/ml/g)
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Figura 4. Dinamica eliberarii de proteine (pg/ml/g greutate
umeda) in perfuzatin timpul reperfuziei pentru control si tratament

cu: 1 uM Aprikalim, 1 uM Nicorandil.

ACTIVITATEA PEROXIDAZICA (reperfuzie/preischemie)
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Figura 5. Cresterea eliberarii de peroxidaze in efluentul
coronarian (raportat la valorile din preischemie) in timpul
reperfuziei pentru control, 1 pM Aprikalim si 1 pM Aprikalim

simultan cu 4 pM Gilbenclamid.

30

Martor a) Control Aprikalim 0,5 pM Aprikalim 1 pM
AGL 1,12+ 0,22 10,58 0,26 3,47 = 0,34*** 1,97 £ 0.17™*
FC 431 £ 16,2 362+ 58 397 + 9,6 398 + 6,8*
FE 69,7+ 14 523+186 61,2+ 41 69,4 + 49"
FS 8,46 + 0,84 6,3 + 0,64 7,38 + 0,2 6,84 + 0,41
Fi 50.1 + 1,26 19,2 + 3,26 26,9 + 4,17 24,1+ 0,16
Control Nicorandil 1pM Control Nicorandil 1uM
a-HBDH 107 +12,4 86,5 + 21,36 106,17 + 12,92 785 £ 174
GOT 21,33 £ 9.88 9.88 + 2,92" 18,57 + 2,52 10,08 + 2,99*
Aldolaza | 3,2 + 0.44 1,64 0,82 4,28 + 0,34 2,43 + 0,83*

TERAPEUTICA

eliberarea CPK si LDH in efluentul
coronarian (figurile 2, 3). Eliberarea
enzimelor a fost observata chiar sidupa
2 minute de la reluarea perfuziei
miocardului (67,6 + 17,6 Ul/l/g greutate
umeda si 95,53 £ 11,45 Ul//g greutate
umeda pentru CPK si respectiv LDH).
Activitatea CPK eliberata este maxima
dupa 10 minute de reperfuzie (151,2
31,6 Ullllg greutate umeda) si scade
treptat la 98,67 + 26,7 Ul/l/g greutate
umeda dupa 30 de minute. Eliberarea
LDH creste dupa 5 minutela 128 £ 11,7
Ul/l/lg greutate umeda si ramane in jurul
acesteivalori pe toata duratareperfuziei
(101,9 % 9,44 Ul/l/g greutate umeda la
30 minute).

Tratamentul cordurilor cu Aprikalim
(0,2 -1 pM) timp de 10 minute inainte de
ischemie reduce, dependent de doza,
eliberareade LDH (figura 2). Aprikalima
fost eficient panala concentratia 0,2 pM
deoarece a scazut eliberarea de LDH
(masurata dupa 30 de minute) de la
101,9 + 9,44 la 54,11 = 8,56 Ull/g
greutate umeda (p<0,09).

Tabel 2.

Continutul in lipide al miocardului pretratat
cu Aprikalim.

a) Valorile reprezinta media + s.e.m. si sunt
exprimate in c.p.m. x 10%/g greutate umeda;
n=4 experimente pentru fiecare grup.
Semnificatia statistica comparativ cu grupul
control: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
Abrevieri: AGL, acizi grasi liberi (total); FC,
fosfatidilcolina; FE, fosfatidiletanolamina; FS,
fosfatidilserina; Fl, fosfatidilinozitol.

Tabel 3.

Nicorandil reduce eliberarea in efluentul
coronarian a componentilor intracelulari in
timpul reperfuziei.

a) Masurat in perfuzatul strans pana la
momentul indicat.

b) Valorile reprezinta rnedia £ s.e.m. si sunt
exprimate: GOT, o-HBDH - Ul/l/g greutate
umeda, aldolaza - unitati SL/ml/g greutate
umeda.

Semnificafia statistica comparativ cu grupul
control: *p<0.05.
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Tratamentul cordurilor cu Nicorandil (0,2 - 0,5 uM)
timp de 10 minute inainte de ischemie reduce, dependent
de doza, eliberarea de CPK (figura 3). Nicorandil (0,2 pM)
reduce eliberarea CPK in reperfuziede la151,2+ 31,6 la
84 + 3,24 Ul/l/g greutate umeda dupa 10 minute (p<0,05)
sidela 98,67 +26,7 1a41+5,42 Ul/l/lggreutate umedadupa
30 minute (p<0,05).

Desi cantitatea de enzime eliberate este semnificativ
scazutd dupa tratamentul cu Aprikalim sau Nicorandil,
dinamica eliberarii LDH si respectiv CPK nu se maodifica.

Cantitatea totala de proteine eliberate in perfuzat de
cordurile din grupul control este maxima in primele minute
ale reperfuziei (71 £ 9,09 pg/ml/g greutate umeda la 2
minute) si scade continuu, ajungand la 18,33 £2,96 pg/mi/
g greutate umedadupa 30 de minute (figura4). Tratamentul
cu 1 M Aprikalim sau 1 pM Nicorandil reduce eliberarea
de proteine in primele 10 minute de reperfuzie (la 5 minute
dela54,3+8,521a29,96 +4,74, respectiv30,23 16,38 pg/
ml/g greutate umeda, p<0,05).

in experimentele noastre am identificat o eliberare
bazala de activitate peroxidazica din miocard (variind intre
0,02 si 0,07 unitati de densitate optica), care creste de
aproximativ trei ori in primele momente ale reperfuzie
(minutul 2). Infigura 5 activitatea peroxidazica a efluentului
coronarian din reperfuzie este exprimata sub forma
raportului dintre activitatea bazala (preischemie) si
activitatea din diferite momente. Eliberarea dupa 2 minute
estede 3,17 +£0,33 ori mai mare siscade lent spre sfarsitul
reperfuziei (dupa 30 de minute 2,09 + 0,21). Tratamentul
cu 1 pM Aprikalim reduce eliberarea de peroxidaze in
timpul reperfuziei. Acest efect este reversibil prin
administrarea simultana de 4 uM Glibenclamid (GLIB), un
blocant specific al canalelor KATP.

Aprikalim (1 pM) reduce si eliberarea altor compusi
celulari ce pot caracteriza leziunea miocardica cum sunt;
0-HBDH, 5'-nuclectidaza, aldolaza, GOT, ATP si lactat,
dozati in efluentul coronarian dupa 5 si 30 de minute de
reperfuzie (tabelul 1).

in experimentele control dupa 30 de minute de
reperfuzie, in miocard se acumuleaza acizi grasi liberi si
scade nivelul fosfolipidelor. Aceste efecte sunt reversibile
dependentde doza, prinadministrarea de Aprikalim (tabelul
2).

Tratamentul cu 1 pM Nicorandil reduce eliberarea in
efluentul coronarian, dupa 5 si 30 de minute de reperfuzie,
a 0-HBDH, GOT si aldolazei (tabelul 3).

DISCUTH

Prezenta in membrana miocardocitelor a canalelor
KATP, care in mod fiziologic sunt inhibate de nivelurile
intracelulare normale ale ATP (5, 6, 16, 17), sugereaza ca
aceste canale ar putea sasedeschidain timpul perioadelor
cu concentratii intracelulare scazute de ATP din timpul!
ischemiei sau hipoxiei (3). Deschiderea acestor canale ar
putea fi responsabila si de o parte din efluxul de potasiu

observat in timpul ischemiei (8, 20, 22, 23, 24). Aceste
premise au condus la ipoteza ca blocarea (inchiderea)
canalelor KATP ar putea avea efect miocardoprotector si
antiaritmic, iar activarea (deschiderea) lor este
contraindicata (7, 24).

in experimentele noastre am folosit Aprikalim si
Nicorandil, medicamente care activeaza (deschid) canalele
KATP, iar rezultatele demonstreaza ca aceste substante,
laconcentratiile utilizate, protejeaza cordul izolatde sobolan
in ischemie-reperfuzie.

Faptul ca dinamica eliberarii enzimelor in reperfuzie
nuse modifica sugereaza caleziunile miocardice se produc,
darsuntmuitdiminuate. Efecte asemanatoare, dereducere
a leziunilor miocardice induse de ischemie-reperfuzie, au
fost obtinute si cu alti deschizatori ai canalelor KATP cum
ar fi: Pinacidil si Cromakalim (9,10), sau RP49356 (5).

Efectul Nicorandilului sau Aprikalimului este reversibil
prin Glibenclamid, uninhibitor (blocant) specific al canalelor
KATP (7). Administrat singur Glibenclamid nu modific3,
sau agraveaza usor leziunea miocardica indusa de
ischemie-reperfuzie (12, 18, 19).

Nicorandilul, pe langa efectul de deschidere a
canalelor KATP actioneaza si prin activarea guanilatciclazei
(4), raspunzatoare, in parte, de efectul vasodilatator al
medicamentului.,

Pentru Aprikalim (RP 52891), enantiomer activ al
compusului RP 49356, nu s-a descris pana in prezent o
alta actiune decat cea de deschiderea a canalelor KATP.

Deschiderea canalelor KATP din celulele musculare
netede ale sistemului vascular cardiac, determina
hiperpolarizarea membranei si micsorarea influxului de
calciu prin canalele de calciu controlate electric, urmata de
relaxare si, consecutiv, vasodilatatie. Desi benefica pentru
evolutia ulterioara a miocardului confruntat cu ischemia si
reperfuzia, vasodilatatia nu este singurul efect al activarii
canalelor KATP la nivelul cordului, cu atat mai mult cu cat
medicamentele doar cu efect nitrovasodilatator nu reduc
comparabil leziunile induse de ischemie-reprefuzie (4).
Este evident ca efectul cardioprotector prin deschiderea
canalelor KATP se datoreaza actiunii directe asupra
cardiomiocitelor.

Deschidereacanalelor KATP din membrana miocitelor
determina in conditii normale scurtarea potentialului de
actiune, iarin conditiile ischemiei ar putea impiedica aparitia
depolarizarii membranei (22, 23). Ambele situatii au drept
urmare scaderea influxului de calciu prin canalele
comandate electric. Micsorarea intrarii de calciu ar putea
fi mecanismul principal prin care aceste substante
protejeaza miocardul, un rol cheie avand concentratia la
care sunt administrate.

Protectia data de activarea canalelor KATP precum
si accentuarea leziunilor induse de ischemie-reperfuzie la
administrarea de blocante ale canalelor KATP sugereaza
ca aceste canale de potasiu sensibile la ATP, prin
deschidere, ar putea reprezenta un mecanism protector
fiziologic, la care cordul apeleaza in situatii critice
semnalizate prin niveluri scazute de ATP.
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CONCLUZIl

1.Aprikalim si Nicorandil reduc, dependent de doz3,
leziunile induse de ischemie-reperfuzie in cordulde sobolan
preparat Langendorff.

2.Demonstrarea efectului miocardoprotector direct
al medicamentelor Aprikalim si Nicorandil la concentratii
mici (0,2-1 pM), nearitmogene, deschide perspectiva
utilizarii acestor compusi in conditii clinice.

3.Efectul cardioprotector este reversat de
Glibenclamid, sugerand interventia canalelor de potasiu
sensibile la ATP.

REZUMAT

Aprikalim (RP52891) si Nicorandil protejeaza cordul
de sobolan in preparat Langendorff impotriva leziunilor
induse de ischemie (30 minute)/reperfuzie (30 minute). La
concentratii nearitmogene (0,2 - 1uM) Aprikalim sau
Nicorandil: (i) reduc, dependent de doza, eliberarea in
reperfuzie a enzimelor intracelulare (peroxidaze, lactat
dehidrogenaza, etc), a proteinelorin general siacompusilor
cu greutate moleculara mica (ATP si lactat); (ii) pastreaza
continutul tisular in acizi grasi si fosfolipide (in special
fosfatidilcolina sifosfatidiletanolamina); (iii) la concentratia
1 UM restabilesc complet debitul coronarian si velocitatea
ventriculului stang (LVDp/Dt) (masurate dupa 30 de minute
de reperfuzie). Efectul protector a fost reversat prin
administrarea concomitenta de Glibenclamid (4 pM),
sugerand ca deschiderea canalelor de potasiu sensibile la
ATP este implicata in mecanismul protectiei miocardice.

Cuvinte cheie: miocard, ischemie-reperfuzie,
deschizatoare de canale de potasiu, Aprikalim, Nicorandil

ABSTRACT

We demonstrate that Aprikalim (RP52891) and
Nicorandil effectively protect myocardiumduring ischemia
(30 min.)/reperfusion (30 min.) in rat Langendorff-perfused
hearts. At non-arrhythmogenic concentrations (0.2-1pM)
Aprikalim or Nicorandil: (i) dose-dependently reduced the
release of intracellular enzymes (peroxidases, lactate
dehydrogenase, etc.) total protein and low-molecular-weight
compounds (ATP and lactate) during reperfusion; (ii)
preserved the tissue contents of free fatty acids and
phopsholipids (mainly phosphatidylcholine and
phosphatidylethanolamine); (iii) at 1 uM completely restored
the coronary flow and the left ventricular pressure
development (LVDp/Dt)(measured after 30 min. of
reperfusion). The myocardial protection was reversed by
4uM Glibenclamide, suggesting the involvementofan ATP
sensitive K+ channels opening mechanism.

Key words: myocardium, ischemia-reperfusion, K+
channel openers, Aprikalim, Nicorandil.
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