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1. INTRODUCCION

1.1. LA ADENOSINA

Existe informacién abundante acerca del papel que
desempefia el nucledsido adenosina en la r,aqulucién de diversos
procesos celulares en los mamiferos. Muchos de asos efectos
dependen de 1la interaccién de 1la adenosina <¢on receptores
membranales, en tanto gue para otros casos, no se ha demostrado en
forma consistente un mecanismo de esa naturaleza; se trataria més
bien de efectos intracelulares del nucledsido. Hasta el momento se
ha descrito la caracterizacién de dos tipos de receptores para la
adenosina, acoplados a la adenilato ciclasa, denominados A1 y Az,
que son inhibitorio y activador, respectivamente (1-5). En 1la
mayoria de las células en las gque se encuentran é&stos, los
receptores, se hallan asoclados al sistema de la adenilato ciclasa
por medio de la proteina Gt (G inhibitoria) o de la Gs (G
estimuladora) segln que el receptor sea inhibitorio o activador.
sin embargo, hay datos gque hacen suponer que en algunos tejidos
los receptores para la adenosina se encuentran acoplados con
sistemas de transduccién diferentes a la adenilato ciclasa (6).
Por ejemplo, se han descrito para la adenosina: a) efectos sobre
canales i6nicos de la membrana plasm&tica (canales para K y para
ca®  en miocardio); b) efectos sobra el metabolismo del

fosfatidilinogitol (sistema nervioso); c) efectos indapendientes



del AMPc sobre el metabolismo de 1los adipocitos; d) efectos
independientes del AMPc sobre la liberacién de neurotransmiscres;
¥y e) otros efectos aparentemente independientes del AMPc, como la
liberacién de mediadores de las células cebadas de la rata (6).

Los receptores para la adenosina @ sencuentran
ampliamente distribuidos en los diferentes tejidos en los gque son
responsables de diversos efectos metabdlicos Yy, generalmente, no
se da el caso de que en un mismo tejido o linea celular se
encuentren los dos tipos de receptores (A1 Yy Az} [(3-4). No
obstante, existe un informe sobre la presencia de ambos receptores
en adipocitos de rata, que se evidenclan mediante el uso de 1la
toxina pertussis como instrumento de estudio (7)., La Tabla I
muestra algunos ejemplos de los efectos del nucledsido mediados
por receptores.

Ademds de esos dos receptores se ha descrito un tercer
sitio con el que puede interaccionar 1la adenosina y que se
localiza aparentemente en la subunidad catalitica de la adenilato
ciclasa. Al unirse a este sitio, denominado sitioc P (porque
requiere que esté intacta la fraccién purina del nucleésido) la
adenosina inhibe la produccién de AMPc [1). No obstante, algunos
autores han sugerido como agonista natural de este sitio al
2'=-desoxiadenosina-3/-monofosfato (dAMP) m&s bien que la adenosina

[8i.



TABLA I. DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES PARA LA ADENOSINA®.

Receptores A Receptores Az
Sitio Efecto fisiologico Sitio Efecto fisiologico
Cerebro Sedacién, inhibicién Cerebro  Modula la liberacién
de la liberacisn de de neurotransmisores
neurotransmisores
Adipocito Inhibe la 1ip&lisis Plaguetas Inhibe la agregacién
Testiculo Se desconoce Masculo Relajacién
liso
Corazén  Suprime la contrac- Rifién Vasoconstriccién?
tilidad, inhibe 1la Antidiuresis?

actividad de los
nodos sinoatrial (SA)
y atrioventricular
(AV)

Higado Estimulacién de la
gluconeogénesis

*Modificada de Stiles, G. L. {3].

1.2. LA ADENOSINA Y LOS ERITROCITOS

Entre los efectos de la adenosina que no dependen de
receptores se encuentra uno que no esti suficientemente explicado
y que consiste en el aumento en las concentraciones de nucledtidos
de adenina en sangre de ratas después de la administracién
intraperitoneal del nucle6sido [9]. En el estudio In vivo en el
que sge describié ese efecto sobresale el aumento en la
concentracién de ATP (29%), ADP (67%) y AMP (43%) junto con una
disminucién en la concentracién de fosfato inorgdnico del 22%

(P1}). Por ser 1los hnhucleStidos metabolitos fundamentalmente



intracelulares se sugiri6 gque el fen6meno representaba un efecto
de la adenvsina sobre los eritrocitos, que son las células méds
abundantes en la sangre; tal sugerencia pudo ser confirmada en el
mismo estudic. En efecto, al repetir los experimentos, pero
realizando ahora todas las determinaciones en extractos de
eritrocitos aislados (no incubados) inmediatamente después de
obtener la sangre, se observan cambios esenclalmente idénticos a
los encontrados en esta Gltima; de acuerdo con los autores, 1la
contribucién de los leucocitos fue insignificante. Sin embargo, el
trabaje no explica en forma completa a través de cual(es) §
mecanismo{s) la adenosina produce el aumento en 1la poza de
nucledtidos de adenina, particularmente en el casc del ATP.

Una primera explicacién al aumento observado en la poza
de nucledtidos consiste en que la adenosina ingresa a la célula y
es sucesivamente fosforilada hasta el nivel trifosfato., sSin
embargo, el aumente en el ATP como resultado exclusivamente de la
fosforilacién directa de la adenosina, por medio de la adenosina
cinasa (AK) primero y de la adenilato cinasa (ATK) después, no
parece ser el m&s factible, en virtud de que se trataria de un
proceso anergéticamente muy costoso, que favoreceria un
catabolismo acelerado de ATP y que requsriria de muy altas
concentraciocnes de adenosina como precursor del nucleStido (10].
Asi, en 2l trabajo citado [9) se encuentra que los nuclebtidos gque

mids se elevan son el AMP y el ADP. Una parte del ATP producido



puede provenir de fosforilacién sucesiva del nucledsido, pero no
puade descartargse una participacién de 1la glucélisis como
generador de ATP, pues los eritrocitos dependen energéticamente de
esa via. Es claro que una activacién de la via glucolitica no
aumentaria la concentracién total de nucledtidos, pero si podria
acelerar la fosforilacisn del ADP formado a partir del nucleésido
exSgeno. En apoyo de esta ldea recuérdese que en el multicitado
estudic se ;bserva una disminucién en la poza de fosfato
inorg&nico (Pi). En esta contexto, scon posibles por lo menos, dos
axplicaciones alternativas o una combinacién de ellas: 1) la
adenosina estimula la actividad glucolitica mediante su conversién
a AMP; y/o 2) la estimulacién de la glucSlisis es llevada a cabo
directamente por la adenosina.

Al respecto, se han publicado ya estudiocs en los gue se
demuestra la capacidad de 1la adenosina para estimular 1la
gluctlisis en los eritrocitos de bovino (11-12). En esos trabajos
se observa una eastimulacién mAxima del 30% en 1la actividad
glucolitica de eritrocitos aislados e incubados en presencia de
concentracionas de adenosina del orden milimolar. Sin embargo,
resulta bastante dificil tratar de asignarle un papel fisiol6gico
a ege afectc pues la concantracisn de nuclesSsido utilizada es muy
elevada. De acuerdo a diversos estudies {13-15), la concentracién
intersticial de adenosina va de 1 a 10 uM, y en la pangre de

alguncs lechos vasculares la concentracién del nuclessido no llega



a 1 uM, Adem&s, hay un estudio que indica que en la circulacién
general la concentracién de adenosina varia durante el dia en la
rata y es m&s alta entre las 8 de la mafiana y las 8 de la noche,
cuando sSe aproxima a 1 uM; este mismo patrén circ&dico también
ocurre en el higado [13). A=sf, a6lo enh condiciones patoelégicas, se
observan concentraciones mas altas del nucledsido, coho es el caso
de la deficiencia hereditaria de la enzima adenosina desaminasa
[18]. En alteraciones m&s comunes, como la hipoxia que se produce
durante el infarto micc4rdico, se ha observadeo que 1la
concentraciédn del nucledsido puede llegar a ser hasta de 100 uM y
este nivel &88lc se alcanza en el intersticio miocArdico pues la
adenosina es r&pidamente captada y metabolizada por el endotelio
vascular local [(17]. Permanece entonces abierta la pregunta de si
la adenosina, a concentraciones fisiocl6gicas, es capaz de
modificar la actividad glucolitica en los eritrocitos.

La glucélisis es la via metab6lica mnis estudiada de
cuantas se han descrito. Se conocen todas las reacciones que
ocurren y cbmo se regula el flujo metabSlico a través de ella
[18]. La actividad de esta via es fundamental para la manutencién
energética de células sin mitocondrias y de células aerSbicas en
condiciones de hipoxia o anoxia, En células con mitocondrias en
condiciones de oxigenacisn adecuada, la glucdlisis representa la
etapa “preparativa" en la degradacién de la glucosa para la

extraccién mdxima de energia en el ciclo de Krebs y en la



fosforilacién oxidativa. En los eritrocitos, 1la glucélisis tiene
una desviacién (ciclo de Rapaport y Luebering) en la cual se
genera el 2,3-blsfosfoglicerato {(2,3-BPG) gque acta como un
efector alostérico de la hemoglobina, al disminuir su atinidad per
el oxigeno. El 2,3-BPG alcanza una conconcr;cién inusualmente alta
en esas células, alrededor de 2 nM. Por la accién de una
fosfatasa, el 2,3-BPG se convierte en IPG que continGa a través de
la via, pero al costo de un ATP gue se ha dejado de producir. Las
reacciones de la via glucolitica en los erltrocitos se muestran en
la Figura 1.

Todos los criterios cl&sicos y atGn la mcderna teoria de
control metabtlice [19] hacen recaer el peso de la regulacién en
las enzimas hexocinasa y fosfofructocinasa-1 (principalmente 1la
segunda): ambas enzimas tienen el mayor coeficiente de control de
flujo. El coeficiente de control de flujo indica 1la importancia
que tiene una enzima o un grupo de enzimas en el control del flujo
matabblico a través de una via. Todas las enzimas contribuyen al
control de la via y la suma de sus coeficlentes de control de
flujo debe dar un valor de 1. Entre mis cercano a uno es el
coeficiente de una enzima, m&s determinantae es ésta del flujo a
través de la via.

La fosfofructocinasa-l (PFK-1) es la enzima que cataliza
la fosforilacisn de la fructosa 6-fosfato para formar la fructosa

1,6-bisfosfato, a diferencia de la fosfofructocinasa-2 (PFK-2} que
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Figura 1, LA GLUCOLISIS EN EL ERITROCITO. Abreviaturas: HK =
Hexocinasa, PGI = Fosfoglucosa isomerasa, PFK -
Fosfofructocinasa-1, Ald = Aldolasa, FTI = Fosfotriosa isomerasa,
G3PDH = Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, BPGM =
Bisfosfoglicerato mutasa, PGK = Fosfoglicerato cinasa, PGP =
Fosfoglicerato fosfatasa, PGM = Fosfoglicerato mutasa, PK =
Piruvato cinasa, LactDH = Lactato deshidrogenasa.



es 'la responsable de la formacién de la fructosa 2,6=bimsfosfato, a
partir del w=ismo precursor wmonofosfatado. La PFK-1 ha sido
también, como la glucélisis, ampliamente estudiada [20-23). Sea
trata de una enzima alostérica del ¢tipo K qus tiene
caracteristicas fisico-quimicas similares en la mayoria de las
células de los mamiferos (20]. La PFK-1 de eritrocitos humanos
est& compuasta por dos subunidades no idénticas de peso molecular
80 000 y 85 000 (subunidades E y N, respectivamante) y tiende a
formar conglomerados que resultan de la unisn de varios dimeros de
subunidades K alrededor de un nlcleo compussto ds subunidades tipo
E (20]. Los eritrocitos de rata contisnen dimerocs formados por dos
isocenzimas denominadas B:« y AB: {20]). Loa moduladores que sa ha
sugerido qua tienen un papel importante in vivo son los
siguientes: 1. Activadores: fructosa 2,6-bisfosfato, Hg", K‘,
NHs', P1 (fosfato inorg&nico), glucosa 1,6-bisfosfato, AMP, S04~
y el aumento de la taemperatura; 2. Inhibidores: ATP,
2,3-bisfosfoglicerato, fosufoenolpiruvato, citrato y el aumento en
la concentracién de H® (Fig. 2) [21-23].

Las caracteristicas generales de la regulacién de la
PFK-1 son las siguientes [20-24):

1. Inhibicién por una concentracién alta de ATP,

2. Inhibicién por citrato a una concentracién alta de
ATP (sin importancia en el caso de los eritrocitos).

3. 1Inhibicién por ATP contrarrestada por Pi, AMP,
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Figura 2. RESUMEN ESQUEMATICO DE 10s EFECTORES DE LA
POSFOFRUCTOCINASA-1 (PFK-1). + = efectores positives; - =
efectores negativos. PFK = PFK=-1.
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fructosa 6-P, fructosa-l,6-bis-P y fructosa-2,6-bis-P.

4. Cooperatividad en 1la unién de fructosa 6-P. Los
efectores negativos disminuyen la afinidad por la fructosa 6-P Y
los efectores positivos la aumentan.

Aparentemente, bajeo c:cmc.u.c:iv:menl fisjiologicas en 1los
hepatbcitos, la actividad de la PFK-1 es minima y sélo se mantiene
gracias a la.preaencln de 1la fructosa 2,6-bisfosfato (el wmas
potente activador) y del AMP [24]. La concentracién de fructosa
2,6-bisfosfato, a su vez, depende de la actividad de las enzimas
fosfofructocinasa-2 y fructosa 2,6-bisfosfatasa, cuyas actividades
residen en una so0la proteina. Las enzimas wmencionadas se
ancuentran finalmente sometidas a regulacién por modificacién
covalente (fosforilacién y desfosforilacién) dependiente de
hormonas [20,25). Este Gltimo mecanismo no parece ser importante
en el caso de los eritrocitos y, en consecuencia, la participacién
de la fructosa 2,6-bisfosfato en estas células es, en
consecuencia, aparentemente insignificante como se discutiréd
después (26).

Asi pues, queda por explorar la posibilidad de que 1la
adencsina estimule a la glucélisis mediante un mecanismo
intracelular, pcsiblemente a través de su interaccién directa con
la PFK-3i, sin gue ocurran cambios en la concentracién de fructosa
2,6=-bisfosfato o AMP. La factibilidad de este mecanismo est4

apoyada por el hecho de que 1la interaccién no covalente nis
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conocida de la adenosina es justamente su unién con proteinas: los
receptores de membrana para la adenosina.

En funcién de esta hipétesis de trabajo, los presentes
experimentos se disefiaron para: 1) definir a través de cudl (es)

mecanismo (s) la adenosina exég , a tracionas en al

intervalo micromolar, produce una estimulacién de la glucéslisis en
los weritrocitos dea rata; y 2) dafinir si 1la adencsina, a
concentraciones fisiolégicas modifica 1a actividad de 1a

glucélisis.

.~ 1.3. LA ADENOSINA Y EL CORAZON

Entre los efectos mds interaesantes de la adencsina estén
los que produce en la fisiologia cardiovascular (Fig. 3). Es
significativo el hecho de que fueron cardiovagculares los efectos
de la adencosina descritos por Drury y Szent-Gyorgy, quienes
estudiaron por primera vez los efectos del nucledsido sobre
tejidos de mamiferos ([27)}. En la actualidad est& bien documentada
la capacidad de la adenosina endbgena y ex6gena para producir
vasodilatacién coronaria y disminucién en 1la velocidad de
conduccisn de impulsos eléctricos (efecto dromotrépico negativo),
en la frecuencia de contraccién (efecto cronotrépico negativo) y
en la fuerza de contraccisén (efecto inotrépico negativo) en
preparaciohes de corazén aislado perfundido de rata y de cobayo

[17, 27-28). En esas mismas preparacicnes se demostré gque la
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Figura 3. DIAGRAMA DE LOS EFECTOS HEMODINAMICOS DE LA ADENOSINA.
Ado = Adenosina. las flechas verticales indican aumentos o
disminuciones en los parémetros sefialados.



h:ipcxia y la isquemia estimulan la liberacistn de adenosina hacia
la circulacién coronaria por parte del mioccardio con el
consiguiente efecto vasodilatador local [28-29) que podrfa ser un
mecanismo protector durante la isquemia. Antes de revisar el
posible efecto bené&fico de la adenosina sobre el mioccardio
isquémico es necesario tener una idea del metabolismo energético
del corazén bajo condiciones normales y durante la hipoxia y 1la
isgquemia.

En el corazén normal la demanda energética asté
determinada por la actividad mecsnica que, a su vez, detsrmina la
actividad respiratoria mitocondrial; esto es, el consumo de
oxigeno y de sustratos oxidables. Adem&s, 1la concentracién
plasmitica de ciertas hormonas (epinefrina, insulina, tiroxina})
modifica 1la actividad metab&Slica del miocardio. El mGsculo
cardiaco normal obtiene energia a partir de 1la oxidacién
mitocondrial de diversos sustratos; sin embargo, utiliza
primordialmente &cidos grasos .libres (AGL) aunque también puede
utilizar cantidades importantes de glucosa y lactato y, en menor
proporcién, piruvate y cuerpos ceténicos (acetoacetato ¥
f-hidroxibutirato) y pequefileinas cantidades de amino&cidos., La
oxidacién completa de esas m‘oléculas rinde energia en la forma de
ATP, el cual es utilizado principalmente para la contraccién
cardiaca Yy la  manutencién de los gradientes i6nicos

transmenmbranales. No se puede dejar de mencionar al fosfato de
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creatina (CP) que funciona como un "reservorio" de fosfato de alta
energla, de utilizacién inmediata, para periocdos cortos de aumento
en la demanda energética mioc4drdica. El CP puede donar su fosfato
al ADP para formar ATP.

Todo lo anterior significa que el mfsculo cardiaco es
estrictamente aerébico y sefiala la importancia de la maquinaria
metabdlica mitocondrial para el adecuado funcionamiento del
corazén. De hecho, las mitocondrias constituyen hasta el 35% del
volumen del mGscule cardiaco. Por esto, el tejido miocirdico es
uno de los mds grandes consumidores de oxigeno que se conocen,
pues extrae entre el 65 y el 75% del oxigeno de la sangre
arterial., En reposo, el corazén consume entre 7 y 10 ml de Oz por
100 g de tejido por minuto, Este alto consumo de 0z se explica por
la intensa actividad metabélica y se ha propuesto que dicho
consume depende fundamentalmente de seis factores divididos en dos
grupos, como sigue:

Determinantes principales

1. Tensidén intramiocdrdica o tensidén de la pared (ca.

presién x volumen).

2. Estado inotrépico (contractilidad).

3. Frecuencia cardiica.

Determinantes secundarios.

4. Trabajo externo (carga x acortamiento).

5. Requerimientos basales de oxigeno.

15



6. Energfa de activacién eléctrica.

Diversos estudios han demostrado 1la liberacién de
adenosina a consecuencia de la isquemia (28-29). La salida de
adenosina del miocardio isquémico hacia la circulacién coronaria
tendria entonces efectos benéficos sobre las c&lulas cardiacas al
mejorar el riego sanguineo y consecuentemente la oxigenacién, que
estarian comprometidos por la isquemia. Ademds, los efectos
dromotrépice, cronotrépico e inotrépico negativos contribuirian a
disminuir la demanda de oxigeno local, pues se sabe gue al
disminuir el trabajo mecdnico y eléctrico del miocardio, disminuye
.también su requerimiento energético [30}. Todos estos factores
tenderfian a hacer menos sensible al miocardioc al dafio inducido por
la isquemia. En resumen, la adenosina contribuiria de manera
importante a producir las adaptaciones fisiolSgicas y metabélicas
en el miocardio gue lo capacitarian para tolerar mejor la isquemia
y limitar asi el dafio celular.

Desde el punto de vista metab6lico, seria importante
definir los cambios que se esperarfa gque ocurrieran como
consecuencia de la isquemia y cémo tendria que modificarse el
metabolismo bajo la influencia de la adenosina para lograr las
condiciones energéticas menos desfavorables y limitar el dafio
celular. La disminucién del riego sangulneo (isquemia) trae como
principales consecuencias: 1) la disminucién en la oferta de

nutrimentos {oxIgeno, 4cidos grasos libres, glucosa, amino&cidos),
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Y 2) la acumulacién de diversos productos del metabolismo.

La limitacién en la oferta de oxigene produce una
disminucién en la produccién de ATP ya que, del total de ATP que
se produce en el miocardio, el 50% proviene de la foaforilacién
oxidativa mnmitocondrial, y el 10% :estant; @8 aportado por 1la
fosforilacién a nivel del sustrato que ocurre en la glucélisis y
el ciclo de Krebs, y mediante la transferencia del fosfato del CP
al ADP por la creatina fosfocinasa (CPK) [31}. La mayor parte de
los estudics de hipoxla e isquemia miocfrdica indican que la caida
del nivel de CP correlaciona mejor que el nivel de ATP con el
deterioro del estado funcional del corazén en etapas tempranas de
isquemia [30-34), por lo que el nivel de ATP es un indicador
tardio del dafio miocé&rdico [31, 35]. El bloqueo de la actividad
oxidativa mitocondrial por 1la deficiencia de oxigeno produce,
inicialmente, una importante activacién de la gluc6lisis, la cual
constituye, en estas condiciones, la Gnica posibilidad para 1la
obtencién de ATP aunque con un rendimiento muy bajo (2 moles de
ATP por mol de glucosa en comparacién con 38 moles de ATP por mol
de glucosa en condiciones normales de oxigenacién) [30-34). La
activacién de la glucélisis se manifiesta como un aumento en la
produccién de lactato. Como consecuencia de la activacién de la
glucélisis, en presencia de un flujo miocdrdico bajo y limitacién
de oxigeno, comienza a aumentar la relacién NADH/NAD' lo que, m&s

tarde, puede inhibir la actividad glucolitica [31). Como se sabe,
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la conversién de piruvato en lactato evita gque ocurra dicha
inhibicisn.

Ootros des fenémenos qua estfn relacionados con el dafio
celular isquémico mioc&rdico son el aumento del ca®* intracelular
[30, 341 ¥ la‘acumulacién de diversos productos del metabolismo,
entre los cuales se ha sugerido como importantes al lactato [34] y
a los &cldos grasos como el oléico y sus &steres de coenzima A y
carnitina {31, 33).

vary y cola. [31) han sugerido gque el dafio isquémico se
produce por una cascada de sucesos dque comanzaria con la
acumulacién de productos metabdlicos consecuencia de la
disminucién del metabolismo oxidativo y del flujo sanguineo
coronario. De 1los diversos productos que se acumulan 108 nés
notables son: Pi, ADP, AMP, y los productos de degradacién de los
nuclebtidos de adenina (adenogina, inosina, hipoxantina). E1
aumento del NADH mitocondrial, inhibe la f-oxidaciétn de loa &cidos
grasos lo que produce un aumento en el nivel de acil CoA y de acil
carnitina. La magnitud de este aumanto es proporcional a 1la
concentracién exégena de S&cidos grasos. Esos &stares (acil CoA y
acil carnitina) actdan como detergentes que dafian la membrana
plasmitica. La oxidacién de piruvato a acetil CoA y la oxidacién
mitocondrial de NADH se bloquean por la falta de oxigeno. En
consecuencia, el NADH citos6lico aumenta y el piruvato producido

en la glucdlisis se convierte en lactato, que se acumula al no
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poder abandonar el tejido. E1 H' (derivado del lactato) que
normalmente serfa neutralizado a Hz0 por e) metaboliaemo oxidativo
también se acumula produciendo acidesis local. En etapas avanzadas
del suceso isquémico, estos cambios en el metabolismo de les
carbohidratos conducen a un blogueo en la ghneraCién da ATP en la
glucélisls. El aumento del AMP citosélico derivado del ATP acelera
su posterior degradacién a adenosina, la cual escapa de la célula
Yy probablemenég es responsable de la pérdida neta de nucleétidos
de adenina y la incapacidad para restablecer el nivel de ATP con
la reoxigenacién en 1la hipoxia cardlaca experimental. La
disminucién del ATP se asocia a, y puede ser responsable de, la
pérdida irreversible de otras funciones celulares comc la
contractilidad, el control del volumen celular, las bombas
iénicas, y las reacciones de sintesis.

Finalmente, es importante mencionar que s€ ha
involucrade a los radicales libres derivados del oxigeno (RLQO) en
la produccién del dafio celular gue ocurre durante la etapa en la
que se restablece el flujo sanguineo al tejido ([36}. La
participacién de los RLO en el dafio tisular postisquémico pudo
confirmarse mediante estudios en los gue se probsé el efacto de
férmacos antioxidantes sobre el dafio mioc&rdieco postisquémico
[37~38].

Se ha propuestc gque el dafic por RLO resulta de la

activacisn de una proteasa por el aumento del calcio la cual, por
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proteblisis limitada de 1la enzima xantina oxidasa, genera una
enzima oxidasa que, a su vez, produce RLO al actuar sobre la
hipoxantina producida por la degradacién del ATP que ocurre
durante la hipoxia (Fig. 4) [36, 39}.

Ya que las cé&lulas miocSrdicas de los mamiferos dependen
energéticamente de 1la oxidacién aerébica de los combuatibles
calulares {carbohidratos, &cidos grasos, aminoadcides), en
condiciones de hipoxia o de anoxia, la tinica via metab&Slica capaz
de producir energfa es la glucbdlisis (Fig. 1). En astas
condiciones existe una desventaja desde el punto de vista
energético: se produce 18 veces menos ATP por mol de glucosa que
en condiciones Qe adecuada oxigenaciébn. La consecusncia directa
saria un compromiso importante de la oferta de energia, mis por la
falta de oxigeno que por la limitacién en la entrada de glucosa,
ya gqua el glucégenc miocSrdico puade proporcionar sustratoe
oxidable durante periodos cortoa de tiempo. Por otro lado, 1la
acumulacién de lactato contribuiria a una condiclén de acidosis
local dafiina para el miocardio. In vivo, la adenosina liberada por
afecto de la hipoxia al mejorar el flujo sanquineo aumentaria la
oferta de oxigeno, ayudarfa a disminuir la acumulacién de lactato
Y, Ppor sus efectos sobre la fisiclogfa cardiaca (ver arriba),
disminuirfa el requerimiento energético celular. Es decir,
mejorarfa el balance energdtico entre la oferta y la demanda. Es

importante no pasar por alto en esta discusién el antecedente ya
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Figura 4, ESQUEMA QUE ILUSTRA EL PAPEL DE LA XANTINA OXIDASA EN EL
DANO ISQUEMICO MIOCARDICO POR RADICALES LIBRES DERIVADOS DEL
OXIGENO (RLO) DURANTE LA REPERFUSION. i-Proteasa = Proteasa
inactiva; a-Proteasa = Proteasa activa.
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mencionado de que la adenosina puede elevar la poza de nucleStidos
de adenina en eritrocitos (9], ya que, segln se discutis$ para el
caso de esas células, tal efecto podria representar una activacién
de la glucéliasis. La importancia que semejante accién de la
adenosina tendria, en términos energéticos, para el caso del
mioccardio isquémico es innegable.

Por Gltimo, debe valorarse cuidadosamente el potencial
terap&utico de la adenosina en situaciones de hipoxia isquémica
come en el caso de los problemas de infarto agudo del miocardio, o
la situacién mis artificial y controlable de las ciruglas de
corazén en las que es necesario inducir un paro cardiaco con
soluciones especiales llamadas cardioplé&jicas [27, 35).

Con el fin de determinar s8i la adenosina es capaz de
estimular la actividad glucolitica en un mnodelo de hipoxia
cardiaca experimental se estudiaron los efectos del nucle&sido en
la recuperacién posthipéxica y la actividad glucolitica del
corazén aislado perfundido de cobayo utilizando, como un primer
paso, indicadores bioquimicos y fislolégicos simples. La utilidad
del sistema de corazén aislado y perfundido de roedores para el
estudio de la hipoxia y de la isquemia ha sido ya establecida

plenamente [32].
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2. MATERIALES Y METODOS

El amortiguador 4cido 3~ (N-morfolino)-2
hidroxipropancsulfénico (MOPSQ), las enzimas, las coenzimas, la
adenesina, la DPEAE-Sephacell, la fructosa 6-tostato Yy el ATP se
obtuvieron de sigma Chemical Co.; los inhibidores
eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina (EHNA) y 5’-yodotubercidina
(ITU) provini;ron de Burrougha Wellcome. Los demids reactivos
fueron de grado analitico de Merck (México). Las determinaciones
de metabolitos se llevaron a cabo en un espectrofotémetro Zeiss
PM6 (West Germany), en tanto que la actividad de la PFK-1 se midis
en un espectrofotémetro Gilford acoplade a un registrador y con
temperatura controlada de 25 °c; otros detalles se sefialan en los

parrafos correspondientes.

2.1, ERITROCITOS
2.1.1. Experimentos in vivo
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con peso
entre 150 y 180 g. Los animales fueron ayunados durante 16 horas
con ingeasta de agua ad libitum. Posteriormente se les administré
por via intraperitoneal solucién salina al 0.9% o adenosina (100
mg/kg de paso) disuelta en soclucibén salina isoténica. Los animales
fueron sacrificados por decapitacifn, 30 minutos despuss del

tratamiento, ya que a ese tiempo se observé el aumento m&ximo en
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ioa niveles de nuclebétidos de adenina inducido por el nuclessido
[9]; se obtuvieron muestras de sangre con las que se prepararaon
extractos mezcl&ndolas con &cido perclérico 0.6 N. Las protelnas
precipitadas se separaron por centrifugacién y se midieron los
metabolitos en los sobrenadantes neutralizados con KaCoa 5 M. Para
las determinaciones en los eritrocitos aislados se centrifugd la
sangre para separar las células inmediatamente después de obtener
las muestras; se lavaron las células 3 veces con solucién salina
isoténica. Los eritrocitos fueron luego homogenizados con &cido
perclérico 0.6 N, Be centrifugaron y se conservé el sobrenadante
que se neutraliizé con KO3 5 M y se utilizé para las
determinaciones de metabolitos. Es importante enfatizar que estos
eritrocitos no fueron incubados. En esas muestras se llevaron a
cabo las determinaciones siguientes: glucosa por el Rmétode de
Bergmeyer y cols. [40]; glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato
segtn 1o reportado por Lang y Michal [41]; fructosa
1,6~bisfosfato, dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido
J~fosfato por el procedimiento de Michal y Bautler [42);
3-fosfoglicerato segGn Czok ([43); 2,3~bisfosfoglicerato por el
método de Krimsky {443, piruvato, tosfoenolpiruvato Y
2-fosfoglicerato segin el procedimiento de Czok y Lamprecht [45];
Yy lactato de acuerdo con 1lo reportado por Gutmann y Wwahlefeld

[46].
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Todos los métodos utilizados son espectrofotométricos y
se basan en la aparicién o desaparicién de NADH (medido por 1la
absorbancia a 340 nm)., Como se trata de métodos de punto final, se
toma una lectura a tiempo cero y luego se registra el cambioc en la
absorbancia después de afiadir las enzimas nbropiadns hasta gue la
lectura se estabiliza, lo que indica que la reaccién ase ha
conpletado, P@ra los c&lculos sclamente se toma en cuenta la
diferencia entre la lectura inicial (tiempo cero) y la final. Para
todos los metabolitos se cbtuve una curva patrdén con el objeto de
valorar el funclionamiento de los métodos. Ademés, en todas las
series de determinaciones se afiadid siempre un estidndar de
concentracién alta que permitié comprobar gque en las mpuestras
biolégicas la reaccién terminaba cuando todavia gquedaba un exceso

de los componentes de la mezcla de medicion.
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. 2.1.2. Experimentos in vitro

2.1.2.1, Eritrocitos incubados

‘ Se obtuvieron muestras de sangre por decapitacién de
ratas macho Wistar sin tratamiento y se aislaron los eritrocitos
por centrifugacién. L&s células fueron lavadas 3 veces en un maedioc
isoténico a pH 7.4 con la siguiente composicién (mM): NaCl 140,
KCl 4.7, caClz 2.5, MgClz 1.2 y KHePOs4 1.2. Posteriormente, 1los
eritrocitos fueron resuspendidos en el mismo medio hasta lograr un
hematocrito de 25%. Muestras de 1.5 ml de esta suspensitn de
eritrocitos fueron mezcladas en pequefios matraces Erlenmeyer con
un volumen igual de un medic de incubacién a pH 7.4 que contenia
el amortiguador MOPSO (50 mM) y glucosa (5 mM) adem&s da los
componentes previamente mencionados para el medio isoténico; 1la
osmolaridad se ajusté reduciendo la concentracién de NaCl. Se
prob6 el efecto de la adenosina a las concentraciones de 1 y 10 uM
en presencia o ausencia de eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina
(EHNA) 8 uM y 5’-yodotubercidina (ITU) 2 uM para inhibir a 1las
enzimas adenosina desaminasa y adenosina cinasa, respectivamente
[47-48). Las incubaciones se llevaron a cabo a 37 ‘C, hasta por 90
nminutos, con agitacién constante, en un incubador metabslico tipo
Dubnoff. A diferentes tiempos se tomaron muestras de 0.5 ml y sme
procesarcon de la misma manera descrita en la seceién anterior para
l1a medicién de piruvato y lactato como indicadores de la actividad

glucolitica por los métodos ya mancionados [45-46).
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2.1.2.2. Purificacién parcial de la PFK-1

También se probd el efecto de la adenosina (1 y 10 uM)
sobre la PFK-1 de eritrocitos de rata. Para llevar a cabo estos
experimentos se preparé una fraccidén parcialmente purificada de
acuerdo con el mé&todo de Layzer [49) Y que corresponde al paso de
DEAE~celulosa del procedimiento citado. Se obtuvo sangre por
decapitacién de varias ratas Wiastar macho y se colecté en tubos
con EDTA como anticoagulante. Se separaron los eritrocitos
mediante centrifugaci6én a 3 500 x g y después de desechar el
plasma sSe lavaron las células 3 veces en solucién salina
isoténica. Posteriormente, los paguetes de eritrocitos fueron
hemolizados utilizando un sonicador Soniprep 150. El hemolizado se
centrifugd a 15 000 x g durante 30 minutos para sedimentar y
eliminar las membranas Yy obtener una preparacién (fraccién
citos6lica) no viscosa que se aplicé a una columna de
DEAE-Sephacell (Sigma) equilibrada con un amortiguador de KHz2POu«
10 mM « pH 8. La columna se lavé con el mismo buffer y luego se
aplic6é un gradiente lineal de fuerza iénica con KHzPO4 desde 10
hasta 500 mM. La enzima se eluy6, totalmente libre de hemoglobina,
¥ luego se concentré con un concentrador y una membrana de Amicon.
Debido a los métodos de obtencién, esta preparacién estaba libre
de las actividades de adenosina desaminasa y adenosina cinasa. La
actividad de la enzima se midié espectrofotométricamente mediante

el uso del sistema acoplado que se describe mi&s adelante (Fig. §).
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Fructosa 6-P PFKl  » Fructosa 1,6-bis P
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Figura 5. REACCIONES DEL SISTEMA ACOPLADO PARA LA MEDICION DE LA
ACTIVIDAD DE LA FOSFOFRUCTOCINASA~1 (PFK~l). TPI = Triosa-fosfato
isomerasa,
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Las determinaciones de proteina se realizaron con el método de
Bradford utilizando como patrén albOmina sérica bovina {50). La

Tabla II muestra los datos de la purificacién.

TABLA XI. PURIFICACION PARCIAL DE LA PFK-1 DE ERITROCITOS DE RATA.

Actividad Proteina Actividad Pure- Rendi-
Total Total Especifica za miento
Etapa wn* (ng) (UI/mg) (Veces) (%)
1. Hemolizado 14.26 1 584 0.009 1 100
2. DEAE-celu-
losa 12.92 12 1.045 116 90

'UIB unidad internacional. Una UI transforma 1 umcl de FBP/min a
25 C, a pH 8,

La actividad de la PFK-1 se midié aeiguiendo 1a
desaparicifn de NADH a 340 nm en el sistema acoplado con aldolasa,
triosafosfato isomerasa y oa-glicerofosfato deshiarogenasa, a 25
°C. En 1la Figura 5 se ilustran las reacciones que sirven de base a
esta determinacién. La composiclén de la mezcla de reaccién se
muestra en la Tabla III. En todos los experimentos se tuve cuidado
de que la mezcla de.anzimaﬂ de acoplamiento no fuera el factor
limitante de la velocidad de 1la reaccién. Se calcularon los
valores de Km aparente y Vesx para la fructosa 6-fosfato y el ATP,
con un programa de ajuste de ecuaciones para computadora personal

[51-52].
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TABLA III. COMPOSICION DE LA MEZCLA DE REACCION PARA EL ENSAYO DE
LA ACTIVIDAD DE LA PFK-1.

Substancia Concentracién para medir la
dependencla con respecto a:
Fructosa 6-P ATP
M
Tris HCl pH 8 40 40
Fructosa 6-P Variable#* 1
ATP 0.2 Variablex*
MgClz 1.22 1.22
NADH 0.2 0.2
Aldolasa axceso eaxceso
Triosafosfato isomerasa exceso exceso
a-glicercfosfato deshidrogenasa exceso exceso

* Hasta 1 mM.
** Hasta 1 mM.

2.2, CORAZON

Se utilizaron cobayos machos de 650-850 g da peso, los
cuales fueron descerebrados mediante un golpe en la base del
¢cri&neo para posteriormente abrir el térax, extraer el corazén y
perfundirlo en forma retrSgrada por la té&cnica de Langendorff gue
consiste en colocar una cdnula en la aorta por arriba de 1la
v&lvula y hacer pasar una solucién mediante un aparate de
perfusién. El1 medioc de perfusiSn fue solucién de Ringer-Krebs
bicarbonato adicionada con glucosa (10 mM) a pH 7.4, 37 'C, y
equilibrada con una mezcla de 02/C0O2 (95%/5%) para el control o
Nz/C02 (95%/5%) para la condicién de hipoxia. La adenosina se

agregé en los casos convenientes a la concentracién de 10 M. La
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frecuencia cardiaca se mantuvo constante mediante el uso de un
estimulador Grass S 88 que enviaba pulsos eléctricos de 10 a 15 V
a 4 Hz (240 ciclos x min). La presién de perfusién se midié a
través de un transductor de presién conectado a la aorta, El
estado de la contractilidad del corazén se :iaterninb a través del
registro de la fuerza de contraccidn bajo 3 diferentes condicioneas
de carga intra_ventricular, medlante la colocacién de un globo de
l6tex en el ventriculo izquierdo conectade a un transductor de
presién., El volumen del globo se varié inyecténdole agua para
obtener una carga Iintraventricular minima (0), media (1/2) y
nixima (1) elegidas arbitrariamente. La frecuencia de estimulacién
del marcapaso, la presién de perfusitn, el desarrollc de presidSn
intraventricular y su primera derivada con respecto al tiempo
(dP/dt) fueron registradas con un poligrafo Grass 7 C. Se
colectaron muestras da perfusado en &cido perclérico frio
(concentracisén final 1 N), las cuales se neutralizaron con hkzluUs 5
M, sme descartsé el precipitado y se utilizé el sobrenadante para
determinacién de lactato V'd piruvato por los métodos
espactrofotométricos ya citados [45, 46]. El protocolo de cada
experimento era el siguiontm una vez estabilizada la preparacién
de corazén aislado se la sometfia a 15 minutos de perfusién con la
solucién control (fase de control) segquida de 15 minutos de
perfusién con las condiciones a probar (fase de prueba) vy,

tinalmente, a otros 15 minutos de perfusibn con las condiciones
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iniciales (fase de recuperacién).
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3. Resu.TADOS

3.1, ERITROCITOS
3.1.1. Bxperimentos in vrivo

Los nivelaes de los intermediarios de la glucslisis sa
encuentran modificados en sangre total y en eritrocitos a los 30
minutos de la administracién de adenocsina (Tablas IV y V).

La Tabla IV nuestra 1los cambios inducidos por la
adenosina en sangre total (Tabla IV). En este caso, la glucosa
é6-foasfato (G6P) no cambia, la fructosa 6-fosfato (F6P) baja un
poco y la fructosa 1,6-bisfoafato (FBP) aestd aumentada 2.5 vecas.
Las triosas cambian en sentidos opuestos, 1la dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) aumenta al doble epn tanto gque el gliceraldehido
J-fosfato (GA3P) disminuye ligeramenta; el 3-fosfoglicerato (3PG)
no cambia y el 2-fosfoglicerato (2-PG} aumenta poco m&s del 50%.
El fosfoenolpiruvato (PEP) sufre un cambio notable pues disminuye
hasta la tercera parte del control. Pilruvato (PIR) y lactato (LAC)
aumentan, pero sSlo este Gltimo alcanza el doble del valor control
y la relacisn PIR/LAC disminuye un poco (28%). En resumen, los
cambios m&s importantes son: el aumento en la FBP, la DHAP y sl
LAC, junto con la disminucién en el PEP.

En el caso de eritrocitos aislados (no incubados, Tabla
V) se observan camblos similares aungue no iguales. La glucosa (G)

y la G6P no cambian, paro,-al igual que en sangre total, la FBP
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aumenta 2.5 veces. Las 2 triosas, DHAF y GA3P, disminuyen un poco,
a diferencia de lo que pasa en la sangre. El nivel del metabolito
n&:y abundante en los eritrocitos, el 2,3-bisfosfcoglicerato (BPG),
no cambia por efacto del nuclabasideo; como tampoco cambian el IPG y
el 2PG. El PEP no cambila, a diferencia de 1'0 que ocurra en sangre
total en donde este metabolito disminuye notablemente por efecto
de la adenosir’m. Finalmente, PIR y LAC se modifican en sentidos
opuestos: el primero disminuye ligeramente en tanto que el segundo
aumenta un 30%. En este caso, la relacién PIR/LAC disminuye un
50%. Resumiendo, los principales cambios debidos a la adenosina

son los siguientes: aumento en la FBP y en el lactato.

TABLA IV. EFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE
ADENOSINA SOBRE LOS NIVELES DE LOS INTERMEDIARIOS
DE LA GLUCQLISIS EN EXTRACTOS DE SANGRE TOTAL DE
RATA

Metabolito Control Experimental
G6P 26.612,4 22.243.1
F6P 17.413.1 12.241.5
FBP 13.2:1.4 44.917.2
DHAP 15.8£1.7 33.043.6
G3P 11,0t1.6 7.411.9
3PG 35,.545.0 32.916.0
2PG 6.0%1.0 10.012.0
PEP 57.0£6.0 20.0%4.0
PIR 21.413.8 34.3%3.5
LAC 730,0%42 1 660.01163
PIR/LAC 0.029 0.021

*Los resultados estsn expresados en nmeles/ml, y
reprasantan al promedio t el error astindar de &
axperimentos.
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TPABLA V. EFECTO DE LA INYECCION INTRAPERITONEAL DE
ADENOSINA SOBRE LOS NIVELES DE LOS INTERMEDIARIOS
DE LA GLUCOLISIS EN EXTRACTOS DE ERITROCITOS
AISLADOS DE RATA"

Matabolito Control Experimental
G 2.620.4 ' 2.620.3
G6P 22.3:3.4 27.8%2.0
F6P 5.610.5 7.020.7
FBP 12.5%1.1 45.224.4
DHAP 31.5¢5.5 20.121.0
G1P 8.31t1.6 5.5t0.1
BPG 2 410.0%160 2 200.0+180
3PG 35.525.0 32,946.0
2pG 3.230.4 3.610.3
PEP 3.310.4 3.210.6
PIR 7.3£1.0 5.240.4
LAC 137.0%20 183, 0124
PIR/LAC 0.053 0.028

"Los resultados est&n expresados en nmoles/ml, Yy
representan el promedio : el error esat&ndar de 6
axperimentos.

Por dltimo, no debe dejar de mencionarse que aunque
existe similitud en el perril de los cambios inducides por 1la
adenosina en los dos sistemas, sangre total y eritrocitos alslados
(no incubados), también se obsarvan diferencias importantes en el

caso de algunos metabolitos. Mientras que en sangre total la DHAP

ta notabl te, en eritrocitos Aiaeminuye ligeramente. E1 2PG
asté sumentado en mangre total y no cambia en eritrocitos. Por su
parte, @l PEP que disminuya notablemente en sangre no se modifica
en los aritrocitos. En sangre aumenta un poco el PIR, pero

disminuye ligeramente en los eritrocitos. El LAC aumenta en los
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dos sistemas, pero més notablemente en sangre total (>100%) que en
eritrocitos (<50%). Pero a(n existen otras diferencias entre loa
enfogues, 1los niveles abgolutos da algunos metabolitos bajo
condiciones similares no son comparables. En la condicién control,
la concentracién de DHAP est& aumentada, en tanto que estén
disminuidos los niveles de F6P, GAJP, 2PG, PEP, PIR y LAC en los
eritrocitos, con respecto a los niveles en sangrs total. Para la
condicién experimental se observa el mismo perfi) de diferencias,
excepto para la DHAP gque ests disminuida. Es particularmente
importante sefialar la notable caida en el nivel de PEP, PIR y LAC.
En otras palabras, el s86lo hecho comparar las deterainaciones
realizadas en eritrocitos aislados con las efectuadaa en sangre
total arroja las diferencias mencionadas. Como se enfatizarsd en 1ia
discusi6n, probablemente 108 factores mis importantes gue sa deban
considerar para explicar eatos cambios sean: 1) el hecho da que,
necesariamente, se invierte mis tiempo para aislar y lavar los
eritrocitos, y 2) 1la ausencia de glucoga en el buffer de
aislamiento y lavado de 1las células (este carbohidrato sl =se

encuentra an la sangre originalmante).

3.1.2. Experimentos in vitro
3.1.2.1. Eritrocitos incubados

En eritrocites incubad an pr: ia do los inhibidores

EHNA e ITU me observd un -aumento dal 80% en la produccién de

6



lactato con adenosina 1 uM (Fig. 6). Ese efectoc no se observé en
ausencia de los inhibidores del metabolismo de la adencsina. Una
concentracién m&s alta de adencsina (10 uM) no produjo el cambloe
cbservado con 1la concentracién de 1 uM, por lo gque ne puede
hablarse de un efecto dependiente de la dosis. Por otro lado, emcs
inhibidores enziméticos ne modifican por si mclos la produccién de
lactato. La produccién de piruvato se mantuvo précticamente
constante en la mayoria de las condicicnes probadas. Por su parte
1a relacién PIR/LAC descendié casi a la mitad (0.036) por efecto
de 1la adenosina en presencia de los inhibidores; pero con
adencsina g@ola dicha relacién tuve un valor de 0,067 y sin
adenosina fue 0.063. Hay que hacer notar que la disminucién en el
valor de la relacién PIR/LAC se debié esencialmente a un aumento
en la produccién de lactato pues la concentracién de piruvato se

mantuvo semejante a la del control.

3.1.2.2. PFK-1 parcialmente purificada

La adenosina también produjo cambios en 1la PFK-1
parcialmente purificada de eritrocitos de rata. La Ka aparente de
la enzima por la fructosa 6-fosfato disminuyd en un 24% en tanto
que no hubo modificacidén significativa en la Vvax (Tabla VI). No
se observaron efectos importantes de la adenosina en 108 mismos
indicadores anteriores, medidos para el ATP. La adenosina tampoco

modifica la actividad de las enzimas del sistema de acoplamiento
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(aldclasa, triosafosfato isomerasa Yy a-glicerofosfato
deshidrogenasa, Fig., 5) como pudo observarse en experimentos
adicionales. Las enzimas aléstericas del tipe K, cuando se
activan, muestran modificaciones en la Ka aparaente, cowmo en el
presente caso; de hecho, en términos porceﬂtunles, la activacién
de la PFK-1 observada en estos experimentos es similar a 1la
producida po; otros efactores de la enzima como el

2,3-bisfosfoglicerato y el foafoenolpiruvato [21-23].

TABLA VI. EFECTO DE LA ADENOSINA SOBRE LA PFK-1 DE
ERITROCITOS DE RATA.

Adenosina F&P ATP
uM Kn Voax Km Vaax
Nada® 0.015 29.4 0.058 38.6
1 0.011 28.9 0.054 32.2

"Los valores del control estan expresados como
sigue: Km=mM ¥y Vaam=nmoles/10 min.

3.2. CORAZON
La frecuencia cardiaca se mantuveo constante (240 latidos
x min) durante todas las condiciones probadas con objeto de
controlar esta variable que Interviene de manera inmportante en la

determinacién de a actividad mpmetabélica del corazén. Esta
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precaucién es necesaria debido a que la adenosina (endSgena o
exégena) tiene, como se ha visto, un efecto cronotrépico negativeo,
‘es decir, disminuye la frecuencia cardiaca. Si no se evita 1la
disminucién de 1la frecuencia de contraceidén, la actividad
metabSlica del corazén disminuye y no permite observar los efectos
de la adencsina sobre el metabolismo cardiaco.

En 1lo8 experimentos que a continuacién se describen se
utilizé la secuencia de condiciones siguiente (para ads detalles
ver la seccién 2.2): 1) perfusién en condiciones basales (fase de
control), 2) perfusién en condiciones de prueba (fase de prueba:
hipoxia, adenosina, hipoxia + adencsina), y 3) nueva perfusién en
condiciones basales (fase de recuperacibébn). Cada fase duré 15
minutos. La Figura 7 muestra la hoja de registro de un protocole
tipico.

En todos los experimentos en les que se utilizé, la
adenosina produjo una vasodilatacién coronaria que se manifestd
como una disminucién en la presién de perfusidn, ya que el flujo
coronario se mantuvo constante (Fig. 7). Un efecto similar se
observé en los experimentoe de hipoxia en ausencia de adenosina
ex6gena y muy probablemente se debe a la liberacién del nucledsido
por parte del mlocardio hipéxico.
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3.2.1. Cambios en la contractilidad.

Es importante recordar que el estado contrictil dal
corazén se midié mediante la determinacién del porcentajs de
recuperacién con respecto al valor inicial de la primera derivada
del desarrollo de presién con respecto al tiempo (dP/dt), después
de la fase de prueba. Este indice refleja 1la velocidad de
acortamiento de las flbras muasculares cardiacas. Recudrdese
ademds que la fuerza de contraccién se nmidis bajo 3 condiclonel‘
diferentes de carga intraventricular: minima (0), media (1/2) y
mdxima (1).

Durante la fase hipéxica y en los experimentos aen los
que se afiadié adenosina exSgena, la fuerza de contraccién
disminuy6, asi también como su primera derivada con respecto al
tiempo (dP/dt; ver Seccién 2.2). En la Figura 8 se puede observar
la curva de desarrollo de presién a diferante carga ventricular;
claramente se muestra cémo la adenosina disminuye la fuerza da
contraccién ventricular. En condiciones de normoxia, el dp/at
recuperé su valor inicial cuando se suspendié la infusién de
adenosina; en condiciones de hipoxia el porcentaje de recuperacién
del dP/dt fue mayor durante la fase de raoxigenacién (98%) cuando
habla adenosina 10 uM en la fage hipéxica que cuandoc &sta no

estaba presante (78%).
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Figura 8, CURVA DE DESARROLLO DE PRESION INTRAVENTRICULAR EN
CORAZON DE COBAYO. Vo, Vi, "Va2, Va representan volGmenes
intraventriculares crecientes. Loe circulos negros representan el
control y los blancos representan .el efecto de adenosina 10 uM.
cada punto representa el promedio * la dasviacién est&ndar de 6
experimentos.
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3.2.2. Efecto de la adenosina sobre la produccién de piruvato y

lactato en normoxia.

La Filgura 9 muestra la preduccisdn de piruvato y lactate
en corazén de cobayo en condiciones de adecuada oxigenacisn y bajo
diferentes condiciones de carga ventricular ({ver Seccién 2.2).
Cada barra representa una diferente carga ventricular ascendente
indicada arbitrariamente como 0, 1/2 y 1 (carga minima, media y
m&xima, respectivamente). En el caso dal piruvato se observa que
su produccién no varfa en forma significativa con las diferentesa
cargas ventriculares ni bajo el efecto de adanosina 10 uK. EBn
contraste, la produccidn de lactate ae modifica de forzma
importante y en relacisn directa con la carga de trabajo baje la
accién de la adenosina. Debe hacerse notar que este efecto de 1la
adenosina es transitorio puesto que los valores de lactato
regresan, inclusc un poco por debajo de las cifras iniciales al
suspender la administracisén del nucledsido. Lo anterior se refleja
en la relacién PIR/LAC para cada condicién que aparece en la parte
superior de la Figura 9 y las siguientes. La adenosina tiende a
producir una ligera disminucién de ese cociante el cual sube a)
suspender @l nucleSsido y se mantiene un poco elevado todavia 1%
minutos despuéa (dltima barra), obsérvese que la relacién PIR/LAC
se mantiene alta a expensas de una disminucién en la produccién de

LAC gin cambics en el PIR. _

44



100

PIRUVATO

S

{opoupy opyfay b/urm/Touu)
01VANYId

0.064 0.078 0.055 0.
LACTATO .
20~ -

LACTATO
(umol/min/g tejido himedo)

Figura 9, EFECTO DE LA ADENOSINA SOBRE LA PRODUCCION DE PIRUVATO Y
LACTATO EN CONDICIONES DE NORMOXIA. Las determinaciones se
efactuaron en el perfusado; los valores est&n expresados en
nmoles/min/g de tejldo htmedo para el piruvato, y en umcles/min/g
de tejido hamado para el lactatc. Cada barra representa el
. promedio de 4-6 experimentos it el error estfndar. Los nGmeros O,
1/2 y 1 representan cargas (volGmenes) intraventriculares
crecientes. Las primeras 3 barras represantan la fase de control,
las siguientes 3 (sombreadas) representan la fase de prueba y las
3 filtimas pertenecen a la fasa de recuperacién. Los nlmeros que se
encuentran en la parte superior del recuadro del lactato, son las
relaciones PIR/LAC para cada condicién. Ver seccién 2.2 para
mayores detalles.
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3.2.3. Efecto. de la hipoxia sobre la produccién de piruvato y

lactato.

En la Figura 10 puede verse gque 1la produccién de
piruvato no sa altera en forma importante por efecto de 1la
hipoxia. 5in embargo, se observa una disminuciétn paulatina de ese
metabolito al aumentar la carga de trabajo ventricular durante la
hipoxia. El perfil de produccisén basal de piruvato se recupara
cuando se restablece 1la oxigenacién. Como se esperaba, 1a
produccién de lactato se elevé notablemente durante el periodo
hipbxico, y esta elevacién fue independiente de 1la carga
ventricular, Al restablecer 1las condiciones de normoxis, 1la
produccién de lactato regresa a los valoraes iniciales. La relacién
PIR/LAC disminuye claramente durante el pericdo hipéxico y se
recupera al restablecer la oxigenacién y, en este caso, 1la
disminucién de ese cocients es mis importante que la producida por

1a adencsina.

3.2.4. Efecto de la adenosina sobre la produccién de piruvato y

lactato en condiciones de hipoxia.

La produccién de piruvato sufre una ligera elevacién
durante la hipoxia en praesencia de adenosina 10 uN como puede

verse en la Pigura 11; dicha alevacién desaparece cuando se
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Figura 10, EFECTO DE LA HIPOXIA SOBRE LA PRODUCCION DE PIRUVATO Y
LACTATO. Las determinaciones se efectuaron en el perfusado; los
valores estfn expresados an nmoles/min/g de tejido hGmedo para el
piruvato, y en umoles/min/g de tejido hGmedo para el lactato. Cada
barra representa al promedio de 4-~6 experimantoa : el error
esténdar. Los ntmeros 0, 1/2 y 1 representan cargas (volfimenes)
intraventriculares crecientes. Las primeras 3 barras representan
la fase de control, las siguientes 3 (sombreadas) representan la
fase de prueba y las 3 dltimas pertenecen a 1la fasa de
recuperacién. Los nGmeros que se encuentran en la parte superior
del recuadro del lactato, son las relaciones PIR/LAC para cada
condicién. Ver seccién 2,2 .para mayoras detalles. Obsérvese gue la
escala para el lactato es diferente que la de la Figura 9.
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restablecen las condiciones de adecuada oxigenacién. Por su parte,
1a produccién de lactato se eleva bajo el ‘tacto de 1la hipoxia en
presencia del nucleSsido; ein embargo, dicha elaevacién es
claramente menor a la que ss observa en condiciones de hipoxia en
ausencia de 1la adenosina. El nucledsido bloqueé parcialmante al
aumentc en la produccién de lactato inducido por la hipoxia. A
pesar de este blogueo parcial en la produccién de lactato, 1la
relacién PIR/LAC disminuye tanto como en la hipoxia sin adenosina
en la que si bien se produce m&a lactato también ocurre un lave

aumento en &l nivel de piruvato.
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Figura 11, EFECTO DE LA ADENOSINA SOBRE LA PRODUCCION.DE PIRUVATO
¥ LACTATO EN CONDICIONES DE HIPOXIA., Las determinaciones se
afectuaron en el perfusado; los valores estén expresados en
nmoles/min/g de tejido hdmedo para el piruvato, y en umoles/min/g
de teljido hGmedo para el lactato. Cada barra representa el
promedio de 4-6 experimentos t el error esténdar. Los nGmeros 0,
1/2 y 1 representan cargas (volfimenes) intraventriculares
crecientes. ras primeras 3 barras representan la fase de control,
las siguilentes 3 (sombreadas) representan la fase de prueba y las
-3 dltimas pertenecen a la fase de recuperacién. Los nimeros que se
encuentran en la parte superior del recuadro del lactato, son las
relaciones PIR/LAC para cada condicién. Ver secci6n 2.2 para
mayores detalles. Obsérvese que la ascala para el lnctato -]
diferente que la de la Fiqura 10,
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4. Discusion

4.1, ERITROCITOS

loe resultados de estudies previos y de este trabajo en
-eritrocitos muestran que la adenosina modifica el wmetabolismo
energético celular. Ya se ha sefialade en la seccién 1.2 cémo el
aumento en 1l1la concentracién de ATP producido in vivo por 1la
adencosina puede ser atribuido en parte a una accién del nucledsido
sobre la glucélisis, En este trabajo se observa que la adenosina
estimula la actividad de la via glucolitica, como lo indica el
notable aumento en 1la fructosa 1,6-bisfosfato y el lactato,
producto final de la via, después de la inyeccién intraperitoneal
de adenosina. Los eritrocitos dependen energéticamente de la
glucélisis, y oxidan el NADH gue se produce reduclendo el piruvato
a lactato, con lo cual se regenera el NaD* requerido en al pasc de
la gliceraldehfdo 3-foasfato deshidrogenasa para que 1la via
continGe funcionando. Estas células son entonces consumidoras de
glucosa y formadoras de lactato. Sin embargo, la gluctliasils no es
la Gnica via que consume glucosa en los eritrocitos; existe otra
via que utiliza glucosa: la via de los fosfatos de pentosa (via de
las pentosas o del fosfogluconato). Esta via no cumple funciones
energéticas importantes sino que produce el NADPH necesaric para
mantener en eatado reducido al glutatién, el cual a su vez es

esencial para la conservacitn de la estructura y funcién de los

50



4, Discusion

4.1. ERITROCITOS

Los resultados de estudlos pravios y de este trabajo en
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adenosina puede ser atribuido en parte a una accién del nuc¢ledsido
sobre la glucélisis. En este trabajo se ocbserva que la adenosina
estimula la actividad de la via glucolitica, como lo indica el
notable aumento en la fructosa 1,6-blafosfato y el lactato,
producto final de la via, después de la inyeccién intraperiteoneal
de adenosina. Los eritrocitos dependen energéticamente de la
glucélisis, y oxidan el NADH que se produce reduciendo el piruvato
a lactate, con lo cual se regenera el NAD' requerido en el paso de
la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa para gue 1la via
continfe funcionando. Estas células son entonces consumidoras de
glucosa y formadoras de lactato, Sin embargo, la glucllisis no es
la Ginica via gue consume glucosa en los eritrocitos; existe otra
via que utiliza glucosa: la via de los fosfatos de pentosa (via de
las pentosas o del fosfogluconato). Esta via no cumple funclones
energéticas importantes sino gue produce el NADPH necesario para
wantener en estado Feducldo al glutatién, el cual a su vez es

esencial para la conservacién de la estructura y funcién de los
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eritrociteos. En resumen, los eritrocitos dapenden anergéticamente
de la glucélisis y los cambios aencontrados en el perfil de los
intermediarios glucoliticos por efecto del nuclebésido le pueden
ser atribuidos directamente a esta via, si bien 1la via del
foefogluconato pueda producir intermediarios que ingresen a 1a
glucélisis (fructosa 6-fosfato, gliceraldehido IJ-fosfato) y gue
podrian contribuir a la produccién de anergia. En tode caso asta
contribuicién serfa minoritaria ya gque s6lo aproximadamente el 10%
de la glucosa consumida por el eritrocitoc ingresa a la via del
fosfogluconato [53).

Aparte del aumento en la concentracién de FBP y LAC que
se obsaerva en sangre total y en eritrocitos aisladca por sfacto da
la adenosina hay otros cambics que merecen atencitn. El1
tratamiento con el nucleSsido modifica de manera difarencial el
nivel de 3 intermediarios glucoliticos, la DHAP, el PEP y sl PIR,
segin se trate de sBangre total o de eritrocitos. Por otro lado, el
solo hecho de cambiar del primero al segundo sistema, produce
cambios en los niveles basales de los 3 metabolitos mencionados y
ademis en al 2PG y el LAC. Para explicar astos cambios, no parece
factible atribuir a la adenosina un efecto diferencial en los dos
sistemas; es m&Ss probable que se trate de un trastorno ocasionado
por el cambio sObito en las condiciones metabblicas cuando se
aislan los eritrocitos. Entre estos cambios est8 el hecho de que

el buffer de lavado para los eritrocitos es simplemente NacCl al
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0.9%; esto significa que las células pasan, en forma r&pida, de un
ambiente en el gue est&n expuestas a una concentracién de glucosa
de entre 5 y 10 mM (sangre) a otro en el que esa carbohidrato no
se encuentra presente (sclucién salina). Posiblemente eate estado
de deprivacién de glucosa tenga alguha relacién con la cafda en el
nivel de los intermediarios glucoliticos a partir del 2PG que se
acentia en el PEP y que se sigue observando an el PIR y el LAC en
los eritrocitos. De cualquier forma, debe tratarse ds algo nés
complejo puesto que los metabolitos por arriba del 2PG casi no
¢cambian o hasta se elevan, como es al caso, ya sefialado, de la
DHAP. As{, los cambios mn&s importantes se observan en los
metabolitos m&s inestables, DHAP y PEP. Hay que hacar notar adamfs
que la relacidn piruvato/lactato se afacta poco por efacto de la
adenosina en sangre total (0.029 vs 0.021) mientras que disaminuye
de 0.053 a 0.028 en eritrocitos aislados. Més adalante se retomaré
este punto.

Como se describié en la introduccién, la mayoria de los
criterios para determinar el paso, o los pasos, limitantes en la
actividad de la glucélisis, sefialan a la PFK-1 como la principal
enzima involucrada. Los resultados de este estudio sugieren que la
adencsina ea capaz de activar la via glucolitica justamente a
través de la estimulacién de la enzima PFK-1 como lo indica el
importante aumento obaervado ean al nivel de fructosa

1,6-bisfosfate, producto de esa enzima, y el aumento en el
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lactato, producto final de 1la via. Bajo 1las condicicnes
intracelulares normales, en el mecanismo de activacién no puede
descartarse 1la participacién del BAMP, pero también se ha
presentado evidencia de que la adenosina, per se, aumenta la Km
aparente de la PFK-1 para 1la fructosa é-tostnto. Ademés, en
general, el perfil de canbios que produce el nuclefsido en las
concentraciones de los intermediarios de 1la glucélisis es similar
al que se observa en otros modelos de activacién glucolitica como
el de anoxia descrito por Lagunas y Gancedo [54] en el que también
se encuentra aumentada la actividad de la PFK-1.

Es importante sefialar que, en los experimentos in vivo,
no se observaron cambios importantes en 1la concentracién de
2,3-bisfosfoglicerato el cual, dada su alta concentracién en los
eritrocitos (aproximadamente 2 mM), podria aumentar la produccién
de lactato si la adenosina promoviera su degradacién a
3-foafoglicerato. Como se sabe (Fig. 1), este fenSmeno conducirfia
a la pérdida de un enlace de fosfato de alta enexgfa por cada
mol&cula de 2,3-bisfosfoglicerato degradada, hecho que no esti de
acuerdo con la observacién de gque la adenosina puede mantener [13]
o incluso aumentar la carga energética celular [9].

Todos los cambios in vivo encontrados en la glucélisis,
por efecto de la adencsina, ocurren en los eritrocitos, ya gue la
mayoria de los metabolitos de la via no difunden a través de las

membranas plasmiticas, por lo que seria insostenible pretender que
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provienen de otros tejidos, salvo en el caso, claro estd, del
lactate y el piruvato, que si difunden. Esto podria explicar la
observacién de que en las determinaciones en sangre total el
aumentoe de lactato es muy importante mientras que en los
eritrocitos aislados (no incubados) el aumento de ese metabolito
se sigue observando pero es mucho menor, probablemente debido a
gue durante el procedimiento de aislamiento de las cé&lulas gran
parte del lactato se perdi$ al eliminar el plasma y con los
sucesivos lavados. Independientemente de esto, el aumefito de
lactato pudo observarse también en los experimentos con
eritrocitos aislados e incubados con adenosina y los inhibidores

ITU y EHNA, lo gque ratifica la capacidad de estas células para

responder al nuclebésido. Por 1lo , ¢on respecto a 1la
concentracién de lactato detectada en la sangre total, en
eritrocitos aislados (no incubados) el porcentaje gque atn
permanece es de 18.8% para el control y 11% para el animal tratado
con adenosina. Ambos porcentajes estin en el mismo orden de
magnitud, pero existe una diferencia de casi el 8% que, de tomarse
encuenta, podria ser explicada, en principio, por una disminucién
en la permeabiljdad de la membrana para el lactato; sin embargo,
se requeririan mis datos para apoyar esta hipétesis. En este
trabajo hay 2 resultados que reforzarfan esta idea: la disminucién
ya mencionada de la relacién PIR/LAC (0.053 ¥vs 0.028) gue ocurre

en eritrocitos no incubados sin que se registre una variacién
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importante en 1la concentracién de piruvato (Tabla V), y 1la
disminucién de la relacién Pir/Lac (0.063 vs 0.036) en eritrocitos
incubados con adenosina y los inhibidores de su metabolismo. Desde
otro punto de vista, tampoco debe descartarse el hecho de que el
aumento del lactato en sangre total puede ta'mbién estar reflejando
1a respuesta de otras células al nucletsido, pues si bien este
Gltimo es r&pidamente captado por los eritrocitos, una parte del
mismo alcanza al higado, al cerebro, etc.

No sobra subrayar gque en los experimentos con
eritrocitos incubados, 1la presencia de la adenosina queda
asegurada por la adicién del nucledsido junto con los inhibidores
de las anzimas adenosina cinasa y adencsina desaminasa. Ademis, el
uso de estos inhibldores (ITU y EHNA) permite definir de manera
m&s precisa el papal de la adencsina al eliminar la formacién de
productos derivados de la adenosina ex6gena gue pudieran activar
1a glucélisis, como el AMP, producto de la adenosina ciiasa.

Si bien hasta ahora los ligandos que contienen adenosina
Y que se ha demostrado que, bajo condiciones fisiolbgicas, son
moduladores de 1a PFK-1 son (inlcamente el AMP y el ATP (y bajo
condiciones especiales el ADP) no debe causar extrafieza la
existencia de un doninio proteico (en la PFK-1) capaz de recibir a
la adenosina. No hay una razén importante para suponer que el caso
de los receptores para la adenosina como proteinas capaces de

ligar al nuclebsido sea fGnico. De hecho, cuando se describieron
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los primeros efectos de la adenosina en los sistemas biolégicos no
se preveia el gran nGmero de acciones del nucleSsido que estaba
por describirse y gue dependian de receptores cuya existencia era
ubicua. AGn mads, la subunidad catalftica da la enzima adenilato
ciclasa contiene un dominio gue puede ligar al nucleésido, sin la
intervencién de la protefina Gi, produciendo una inhibicién en la
produccién de AMP ciclico, como ya se mencioné al principio (1,
55]. Esta ciclasa tiene como sustratoc al ATP que es también uno de
los sustratos de la PFK-1.

Ademds de esas acciones intracelulares de la adenosina,
en algunas células, come los hepatocitos, se han descrito efectos
de la adenosina sobre el metabolismo de 1los carbohidratos
dependientes de los receptores de la membrana. Por ejemplo, en un
estudio [56] se encontré que la adenosina promovia una disminucisn
en la concentracién de fructesa 2,6-bisfosfato (principal
activador de la PFK-1) por lo gque se esperaria no una estimulacién
de la glucélisis sino una inhibicién, si bien los autores no
llevan a cabo mediciones de la actividad glucolitica. En este
caso, 10s cambios inducidos por la adenosina se correlacionaban
con una disminucisn en los niveles de AMPc y, consacuentemente, la
activacién de 1la fructosa 2,6-bisfosfatasa. Sin embargo, 1la
participacién de un mecanismo similar (mediado por receptores para
adenosina) aunque en sentido inverso, es decir, un aumento en la

concentracién de fructosa 2,6~bisfosfatc promovido por 1la

56



adencsina, en el caso de les eritrocitos es poco probable ya que
no se han descrito receptores para el nucleésido en sus maembranas.
Por otro lado, aungue en los eritrocitos se ha detectado 1la
presencia de la enzima PFK-2 (responsable da la sintesis de
fructosa 2,6-bisfosfato) (57] sblo bajo cor:diciones excepcionales
su actividad serfa 1o suficilentemente alta como para preoducir
cantidades dat_ectables de esa potente activador Ge la PFK-1 como
lo han informado Sobrino y colaboradores (26].

De acuerdo con lo anterior, la adenosina podria ocupar
un sitio entre los moduladores fisiolégicos de la glucdlisis
puesto que a la concentracién de 1 uM el nuclebSsido produce
activacién de la via y de la enzima PFK-1. Se sabe ademis que
existen variaciones diurnas en la concantracién de este nucleSaido
de purina (13] y esas variaclones llegan a alcanzar la
concentracién de 1 uM o un poco mis, por lo que podrian afectar la
actividad glucolftica an algunas células, aentre ellas los
eritrocitos. AGn m&s, si el efecto activader de la adenosina no se
circunacribe a los eritrocitos sino que es mds general, se puede
pensar en el posible aefecto ben&fico que se produciria en tejidos
que bajo ciertas condiciones dependieran energéticamente de la
gluc6lisis; tal es el caso del miocardio isquémico en el que
adem&s se sabe que la hipoxia y la isquemia promueven un aumento
en la liberacién dea adenosina (28-29), lo que a su vez produce una

vasodilatacién coronaria que mejoraria el flujo sanguinec local.
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~ En la seccién 4.2 se discuten los resultados de experimentos
realizados come un primer paso en la valoracién de esa Gltima
posibilidad.

Se requieren mis estudios para preclsar el verdadero
papel de la adenosina en la regulacién del metabolismo energético
dependiente de los carbohidratos en células de mayor complejidad
como los hepatocitos o los cardiomiocitos. Quedan también por
estudiar los detalles de la interaccién de la adencsina con la
PFK-1 y sus posibles interacciones directas con otras proteinas,

por ejemplo, la enzima PFK-2.

4.2, CORAZON

La abundante informacitn existente permite atribuirle a
la adencsina un papel importante en la regulacién del
funcionamiento del aparato cardiovascular. Su efecto vascular mis
conocido es la vasodilatacién; sobre el misculo cardiaco mismo, la
adenosina ejerce efectos dromotrépico, cronotrépico e inotrépico
negativos.

Por otro lado, los cambios en 1la concentracién de
adenosina en el miocardio durante la isquemia transitoria que
ocurre normalmente durante la siastole ventricular y durante 1la
isquemia patolégica, como la gque conduce al infarto agudo del
miocardio, Jjunto con el conocimiento de que la adenosina es un

precursor de la sintesis de ATP, han conducido a formular 1la
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pregunta de qué papel juega el nucletSsido en el dafio isquémico al
miocardio.

En base a los efectos cardiovasculares conocidos de la
adenosina se ha sugerido que ésta podria limitar el dafic celular
producido por la hipoxia y la isquemia dada su capacidad para
producir vasodilatacién coronaria y disminucién de la fuerza de
contraccién. cComo se mencioné en la introduccién, el primer
mecanismo mejoraria el riego sangufnec coronario, en tanto que el
segundo disminuiria la demanda miocdrdica de oxigeno. Desde el
punto de vista bioguimico, la pérdida de nucleétidos (en forma de
adenosina y sus derivados) productos de la degradacién del ATP
podria limitarse agregando adenosina exSgena. Ciertamente todos
estos mecanismos podrian contribuir a limitar el dafio celular pero
en este trabajo se sugiere ademds otro mecanismo que consiste en
la capacidad de la adenosina para activar a la gluc6lisis (véase
la seccisn anterior) que en el caso de las células mioc&rdicas en
ausencia de oxigeno es, como ya se sabe, la fnica via metabdlica
capaz de producir ATP. Una activacién de la glucélisis junto con
los otros efectos gque produce el nuclebSsido daria a é&ste un papal
importante en la limitacién del dafio celular posthipSxico. Los
resultados de este trabajo muestran que la racuperacién de la
funcién contr&ctil (medida como t del dpP/dt inicial) después de un
pericdo de hipoxia se conserva mejor (98%) cuando est&f presente

adencsina exSgena durante al pericdo de hipoxia, que cuando el
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nucleésido no se adicionéd (78%). Por otra parte, en condleciones de
adecuada oxigenacién, la adencsaina induce un aumente en 1la
produccisn de lactato, lo gue pedria indicar una activacién da la
via glucolitica. Sin embargo, en condicionas de hipoxia esa efecto
de 1la adenosina no se observa; al contrario, vajo estas
condiciones 1 nuclebside blogquea parcialmente al Aaumento an 1a
produccidén de lactato asociade a la hipoxia. Adn asi, 1la
racuperacién 'da la contractilidad fue favorecida por el
nucleésido. E1l blogqueo parclal del aumanto en la produccién de
lactato podria deberse a la disminucién de la fuerza de
contraccién inducida por el nuclebdsido, tanto el liberado
andSgenamente en respuesta a la hipoxia coms el gue se agregd
exégenamante. Bste Gltimo factor (fuerza de contracclén) es uno de
los que determinan el requerimiento energético del miocardio como
se estudld en la seccidn 1.3 (contractilidad). En todo caso, estz
disminucisn del lactate en el liquido efluente durante la hipoxia
en preaencia de adenosina, no parece depender de una acumulacitn
tisular de este metabolito ya gue la relaciédn PIR/LAC desclende al
mismo nivel gque en 1la hipoxia sola. No obstante, no puede
decartarsa gue haya un pequefio cambio en la permeabilidad no sélo
para el lactato sino también para el piruvato, de manera tal gque
se detectan menores concentraciones de allos en el efluente (Figs.
10 y 11). Hay gue decir gue semejante retencibédn de metabolitos

serfa dafilna para el miocardio al disminuir el pH intracelular.
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En resumen, no queda suficientemente claro que 1la
adenosina estimule la glucSlisis durante la hipoxia cardiaca, pero
81 que ayuda a conservar an buenas condiciones 1la funcién
contrfctil del corazén. Es posible que estudios ma&s finos que la
simple medicién de la produccifén de lactato y piruvato muestren
algln efecto de 1la adenosina sobre la glucélisis. Este asunto
merace atencién dado gque el eafecto ben&fico de 1la adenosina
obeervado en éate trabajo necesariamente debe resultar de cambios
metabblicos conducentes a mejores condiciones energéticas y que,
con los experimentos realizados no se detectaron con claridad.

Se puede hablar adem&s de la participacién de la
adenosina desde otros puntos de vista. Por ejemplo, se ha
propuesto gue durante la isquemia prolongada el catabolismo de los
nucleétidos de adenina, particularmente del ATP, avanza hasta la
formacién de adenosina la cual difunde hacia el intersticio y
luego abandona el corazén al restablecerse el flujo normal con lo
que se plerde una cantidad importante de este precursor del ATP
[35). De acuerdo con 1lo anterlor, el dafio ocurre por una
incapacidad del miocardio para restablecer sus condiciones
energéticas normales debido a un déficit del nucledsido precursor.
§1i este fuora el caso, la adiciSn de adenosina al medio de
perfusién de un corazén durante una intervencién quirdrgica
proveeria el nucleésido faltante. Recuérdese para comprender lo

anterior que las cirugias de corazén abierto (trasplantes, plastia
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de vidlvulas, etc.} necesariamente involucran un pericdo de
isquemia. De hecho, una buena parte de 1las complicaciones
postoperatorias en estos casos esta&n relacionadas con esa isquenmia
transitoria.

Otra idea dice que un aumento en la concentracitn del
ién calcio originado por la isquemia, induce una transformacién
estructural en la enzima xantina oxidasa gue al actudr sobre los
productos de degradacitn del ATP, como la adenosina gue luego se
transforma en xantina, promueve la formacién de radicales libres
derivados del oxXigeno (37)}. Algunos autores inclusive han tratado
de demostrar gue el uso de atrapadores o dispersadores de los
radicales libres derivados del oxigeno (como las enzimas
superbxido dismutasa y catalasa) disminuyen el dafio caelular
isquémico en el miocardio ({38). Asi, en la primera de las
explicaciones mencionadas (déficit de adenosina), la adicién de
adenosina ex6gena seria benéfica para el miocardio isquémico, en
tanto gque en la segunda (RLO) seria cierto lo contrario. A pesar
de todo, 1la adenosina ha wmostrade ser de utilidad para 1la
preservacién de 6rganos comc el rifisn para un futuro trasplante
[58), lo cual parece indicar gque el papel del nuclebésido como

fuente de radicales libres no es de primera importancia.
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5. CONCLUSIONES

En conclusi6én, los resultados de este trabajo indican
que la adenosina, a concentracién fisiol6gica, puede modificar el
metabolismo energético celular. En los ariérocitos de la rata el
nucleésido estimula la actividad de la via glucolitica al parecer
por una activacién de la enzima PFK-1. En el corazén aislado de
cobayo en hip;xia (cuando la gluctlisis es la dnica via capaz de
funcionar) el nucleSsido m&s bien inhibe la actividad glucolitica,
lo cual se asoclia con una mejor recuperacién de 1la funcibn
contrdctil cuando se restablece la oxigenacién normal. No estd
claro c6mo es gue ocurre esto Gltimo, pero el efecto fisiolégico
es benéfico, por lo que se puede pensar en la adenosina como un
componente de las soluciones (cardiopléjicas) que se utilizan para
praservar el tejido miocdrdico. Los efectos de la adancsina sobre
el metabolismo energético en 1los sistemas estudiados parecen
desviar el balance oferta/demanda en favor de la oferta.
Finalmente, los resultados indican que la adencsina puede tener un
efecto sobre la permeabilidad membranal al lactato vy,

posiblemente, al piruvato (55].
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