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     RESUMEN 
 
Las células miocárdicas expuestas a un período de hipoxia (deprivación energética) prolongado 
presentan un gran aumento de los niveles de Ca2+ citosólico. Durante la reoxigenación, la 
reactivación de la producción energética mitocondrial antes de que se normalice la concentración 
de Ca2+ provoca una activación exagerada de la contractilidad de las miofibrillas, que puede 
llegar a deformar irreversiblemente el citoesqueleto y romper la membrana celular. Este 
fenómeno, conocido como hipercontractura asociada a la reoxigenación, es el responsable de la 
muerte celular que se produce en los primeros minutos de reinstauración del aporte de oxígeno y 
da lugar al patrón histológico de necrosis en bandas de contracción, que constituye el 90% de la 
masa de necrosis en los infartos post-reperfusión. Sin embargo, en el modelo de miocitos 
aislados, la hipercontractura no se acompaña de muerte celular y las células hipercontraídas 
conservan la integridad de su sarcolema y cierta competencia metabólica. Esta discrepancia 
puede ser debida a la ausencia de las fuertes restricciones físicas impuestas por las uniones 
intercelulares del tejido in vivo (que producirían desgarro del sarcolema entre miocitos 
adyacentes hipercontraídos), pero también podría deberse a la ausencia de sobrecarga osmótica 
en el modelo de miocitos aislados. Durante la isquemia, los catabolitos se acumulan en el interior 
de las células y en el espacio extracelular; la llegada de flujo sanguíneo en la reperfusión produce 
un lavado de los catabolitos del espacio extracelular creando un gradiente osmótico a través del 
sarcolema. Como consecuencia de este gradiente se produce una entrada de agua al interior de 
las células creando un aumento de la tensión sobre la membrana que puede llegar a romperla.  
 
En este estudio se ha investigado la contribución específica del edema sobre la viabilidad celular 
en un modelo de miocitos aislados sometidos a anoxia simulada y reoxigenación hipoosmótica, 
el papel de la fragilidad estructural sobre la viabilidad celular, su evolución temporal y los 
mecanismos responsables de la misma. Además, se ha estudiado la interacción celular como 
posible mecanismo adicional de daño, utilizando parejas de miocitos conectados en serie y 
sometidos a técnicas de micromanipulación. Los resultados demuestran que el daño mecánico 
impuesto por la hipercontractura coopera con la sobrecarga osmótica en la rotura de la membrana 
en miocitos reoxigenados. Cuando se previene la hipercontractura durante la reoxigenación, el 
edema osmótico por sí solo no es capaz de romper la membrana de las células. Por otra parte, en 
miocitos que no han estado sometidos a un período previo de deprivación energética, el edema y 
la hipercontractura no producen disrupción del sarcolema. Estos resultados están de acuerdo con 
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la hipótesis de que la sobrecarga mecánica impuesta por el edema y la hipercontractura producen 
la muerte celular por rotura del sarcolema en miocitos que han desarrollado fragilidad estructural 
secundaria a la deprivación energética. La fragilidad no se recupera durante los primeros 40 min 
de reoxigenación. La preincubación de los miocitos con TMZ, un fármaco con propiedades 
antiisquémicas y estabilizante de los lípidos de membrana, es capaz de aumentar la resistencia 
mecánica y mejorar la supervivencia de células reoxigenadas sometidas a estrés osmótico. Este 
efecto de la TMZ indica que la fragilidad osmótica de los miocitos reoxigenados está 
relacionada, al menos en parte, con un proceso de degradación lipídica del sarcolema durante la 
anoxia. La reoxigenación no sólo no revierte la fragilidad osmótica desarrollada durante la 
anoxia sino que produce una disminución adicional de la resistencia mecánica del sarcolema. Los 
fármacos dadores de NO y antioxidantes lipídicos son capaces de mejorar la viabilidad celular en 
miocitos sometidos a estrés osmótico. El mecanismo de acción de estos fármacos no se conoce, 
aunque parece ser independiente de la vía del GMPc, lo que es compatible con la hipótesis de 
que el incremento de la fragilidad observada durante la reoxigenación se debe en parte a la 
acción de los radicales libres del oxígeno. Finalmente, en parejas de miocitos unidos por discos 
intercalares intactos, la hipercontractura de un miocito inducida mediante micromanipulación es 
capaz de transmitirse a un miocito adyacente. La transmisión célula a célula de la 
hipercontractura se puede prevenir utilizando heptanol, un bloqueante de los gap junctions. Estos 
resultados están de acuerdo con la hipótesis de que la interacción química a través de los gap 
junctions entre células adyacentes puede contribuir a la transmisión de la hipercontractura.  
 
En conclusión, los resultados de este estudio demuestran la existencia de diferentes mecanismos 
capaces de causar la muerte celular durante los primeros minutos de reperfusión, y abren la 
posibilidad de prevenirla mediante intervenciones farmacológicas aplicadas en el momento de la 
reinstauración del flujo coronario. 
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I- INTRODUCCION 
 
 
 
La isquemia coronaria aguda constituye la principal causa de mortalidad en la mayoría de los 
países industrializados. La extensión de la necrosis miocárdica que se produce durante el 
síndrome coronario agudo es el principal factor determinante de la supervivencia y calidad de 
vida en pacientes con cardiopatía isquémica. Esta extensión depende del daño celular 
desarrollado durante la oclusión coronaria y del que ocurra durante la reperfusión, ya sea por 
recanalización espontánea o terapéutica.  
 
Las principales estrategias terapéuticas utilizadas para disminuir la mortalidad y morbilidad por 
cardiopatía isquémica son la detención de la progresión de las lesiones coronarias (control de los 
factores de riesgo), la prevención de la oclusión coronaria (tratamiento antitrombótico, técnicas 
percutáneas de intervención intracoronaria, cirugía) y la resolución de la oclusión coronaria 
cuando ésta se produce causando un cuadro de infarto de miocardio (tratamiento trombolítico, 
intervención percutánea). Estas estrategias han producido una disminución de la mortalidad por 
cardiopatía isquémica en la mayoría de países en los que han sido utilizadas. Sin embargo, las 
estadísticas de mortalidad constituyen también una evidencia de que este éxito es sólo parcial por 
el momento, y la cardiopatía isquémica continúa siendo la primera causa de muerte en la mayoría 
de estos países. Por lo tanto, parece justificado tratar de desarrollar una cuarta estrategia 
encaminada a paliar las consecuencias de una oclusión coronaria transitoria de una duración 
dada, determinada en gran medida por factores muy difícilmente modificables, como el tiempo 
que tarda el paciente en llegar al hospital. Esta estrategia ha de basarse en potenciar el efecto 
beneficioso de la reperfusión sobre el tamaño del infarto después de un período de isquemia 
miocárdica severa.   
 
La tolerancia del miocardio a la isquemia-reperfusión es muy pobre comparada con la de otros 
tejidos, y períodos muy cortos de isquemia (menores de 1 hora) pueden resultar en una necrosis 
celular masiva. Existe una evidencia creciente de que esta tolerancia tan baja sólo es debida en 
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parte a las condiciones isquémicas y que la reperfusión puede agravar la extensión del daño. 
Como otros tipos celulares, los miocitos pueden sufrir los efectos adversos de la generación de 
radicales libres y de la activación de fenómenos inflamatorios durante la reperfusión. Pero, 
además, los miocitos están provistos de una maquinaria contráctil muy potente y se encuentran 
interconectados firmemente para asegurar el acoplamiento eléctrico y mecánico durante su 
normal funcionamiento. Estas características específicas los hacen particularmente susceptibles a 
un tipo de daño celular que no afecta a otros tejidos: el daño mecánico por reperfusión. 
 
 
1. NECROSIS MIOCARDICA POR ISQUEMIA/REPERFUSION  
 
1.1. Daño inducido por la isquemia. 
Durante la isquemia severa se produce un desequilibrio entre la demanda y el aporte de energía 
del tejido miocárdico. La detención del metabolismo anaeróbico se acompaña del agotamiento 
inmediato de la CP y del descenso progresivo de los niveles de ATP y el acúmulo de ADP y Pi. 
Este último es el principal responsable del fallo contráctil total que se instaura durante los 
primeros segundos de isquemia, cuando los niveles de ATP son todavía prácticamente normales. 
La glicolisis anaeróbica sólo puede satisfacer parte de la demanda energética. Como 
consecuencia del déficit energético se producen cambios en el equilibrio electrolítico a través del 
sarcolema, de los que el más prominente es la salida de K+ y su acumulación en el espacio 
extracelular, y edema celular. Al activarse la glicolisis anaeróbica aumentan los niveles de lactato 
y disminuye el pH intracelular. Finalmente, la glicolisis anaeróbica es inhibida y el déficit 
energético se agrava.  
 
1.1.1. Acidosis e incremento de Na+ intracelular.  
La puesta en marcha de la glicolisis anaeróbica produce ácido láctico, que se encuentra disociado 
como anión lactato y H+. El pH intracelular de la célula isquémica se acidifica y esto pone en 
marcha los sistemas de transporte reguladores del pH. Uno de los mecanismos para sacar H+ del 
citoplasma es el intercambiador Na+/H+. Este sistema produce un aumento del influjo de Na+ 
que, a su vez, pone en marcha el intercambiador Na+/Ca2+ que saca Na+ intracelular a costa de la 
entrada de Ca2+ al interior de la célula (Figura 1). El intercambiador Na+/H+ desempeña, 
entonces, un papel deletéreo para la célula miocárdica porque constituye un mecanismo de 
sobrecarga de Ca2+ (Tani et al. 1989).  
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Se ha demostrado que el uso de agentes que inhiben el intercambio Na+/H+ puede tener un efecto 
beneficioso sobre el miocardio isquémico/reperfundido. Sin embargo, el mecanismo de acción 
por el cual ejercen esta protección no ha sido claramente identificado debido principalmente a 
que: 1) Muchos estudios se han realizado utilizando inhibidores Na+/H+ poco selectivos (como 
los derivados de amilorida, que pueden tener efecto sobre los canales de Ca2+ y sobre el 
intercambiador Na+/Ca2+). Actualmente existen los derivados de benzoylguanidina (HOE694, 
HOE642) que han resultado ser mucho más selectivos (Sholz et al. 1993, Sholz et al. 1995); 2) 
Se han obtenido resultados contradictorios sobre si el efecto beneficiosos del bloqueo del 
intercambio Na+/H+ se debe a su acción durante la isquemia, durante la reperfusión o en ambas. 
Varios estudios han demostrado que la inhibición del intercambio Na+/H+ ejerce un efecto 
beneficioso sólo cuando está presente antes y durante la isquemia (Hendrikx et al. 1994, Bugge 
et al. 1995, Klein et al. 1995, Garcia-Dorado et al. 1997), mientras que en otros estudios se ha 
descrito una disminución de las arritmias de reperfusión y de la necrosis miocárdica cuando los 
inhibidores del intercambio Na+/H+ están presentes en la fase inicial de la reperfusión (Du Toit et 
al. 1993, Yasutake et al. 1994, Ladilov et al. 1995); 3) No se ha demostrado hasta el momento 
que la inhibición del intercambio Na+/H+ durante la isquemia produzca un cambio sustancial en 
el desarrollo de la acidosis intracelular. Varios estudios han valorado la evolución del pH 
intracelular en corazones isquémicos y no han podido detectar modificaciones en presencia de 
HOE694 o derivados de la amilorida (Pike 1993, Hendrikx et al. 1994, Navon et al.  
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1994). Tampoco se han podido demostrar diferencias significativas en la evolución de la 
depleción energética en células miocárdicas isquémicas en presencia o ausencia de estos 
inhibidores (Sack et al. 1994). Parece, pues, claro que el efecto cardioprotector sobre el 
miocardio isquémico no está relacionado con alteraciones en el curso de la acidificación 
intracelular ni del metabolismo energético.  
 
El intercambio Na+/H+ no es el único, ni probablemente el más importante de los mecanismos de 
entrada de Na+ en la célula durante la isquemia. El cotransportador Na+/HCO3

-, activado por la 
sobrecarga intracelular de H+, desempeña un papel importante. El fallo de la bomba de Na+ 
(Na+/K+ ATPasa), que se produce como consecuencia de la disminución de la energía de 
hidrólisis del ATP, contribuye de manera importante a la sobrecarga de Na+ durante la isquemia, 
en la que también han sido involucrados los canales de Na+ (Piper et al. 1996). Por otra parte, no 
se conoce con exactitud cuál es el papel de la sobrecarga de Na+ intracelular en el desarrollo del 
daño isquémico, aparte de contribuir a la sobrecarga de Ca2+ al activar el intercambio Na+/Ca2+ y 
de ejercer una función osmótica pasiva. Existen evidencias de que el incremento de los niveles 
de Na+ citoplasmático precede a la aparición de los puentes de rigor entre la actina-miosina.   
 
Finalmente, otros sistemas transportadores participan en la regulación del pH intracelular durante 
la isquemia, sin implicar al Na+, como el cotransportador H+/lactato. La multiplicidad de los 
sistemas implicados en la regulación del pH intracelular durante la isquemia, y las complejas 
interrelaciones entre ellos, hacen que los efectos de la activación sobre uno de estos sistemas 
sean difícilmente predecibles. Además, la comprobación experimental de estos efectos está 
limitada por la falta de disponibilidad de inhibidores o agonistas específicos, con la excepción 
matizada del inhibidor del intercambiado Na+/H+.   
 
1.1.2. Edema celular asociado a la isquemia. 
Se ha descrito en varios estudios que el contenido de agua miocárdica aumenta precozmente en 
la isquemia severa. Este hecho ha sido documentado in vitro (Steenbergen et al. 1985), en 
corazón aislado (Tranum-Jensen et al. 1981) y en corazón in situ con isquemia regional 
(Jennings et al. 1985). Un elemento importante en la génesis del edema es la acumulación de 
productos metabólicos con gran actividad osmótica en el interior de la célula. Estos metabolitos 
provocan elevaciones severas de la osmolaridad intracelular que se acompañan de edema 
osmótico. Sin embargo, tras una fase inicial de generación de edema celular, la capacidad de la 
mayoría de los metabolitos para atravesar la membrana provoca la desaparición del gradiente 
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osmótico transmembrana y la progresión del edema osmótico se enlentece o detiene. El 
equilibrio de la carga osmótica transmembrana es más completo y rápido en ausencia de 
circulación colateral (Steenbergen et al. 1985). 
 
Otro mecanismo implicado en la génesis del edema celular durante la isquemia miocárdica está 
ligado a cambios en la permeabilidad del sarcolema a distintos iones, y especialmente al Na+. Se 
ha comprobado que la disfunción de la membrana plasmática puede ocasionar edema celular en 
ausencia de gradiente osmótico (Tomita et al. 1992), debido a la descarga del potencial 
termodinámico transmembrana normalmente existente como consecuencia del desequilibrio en 
las concentraciones de iones (mayor concentración extracelular) y grandes moléculas (mayor 
concentración intracelular). Este desequilibrio hace que, aunque la presión osmótica sea igual a 
ambos lados de la membrana, los iones tiendan a entrar, y hagan necesaria la existencia de un 
sistema activo (con consumo de ATP) de extrusión. El fallo de este sistema conduce a la 
ganancia de Na+ y Cl- y a la entrada pasiva de agua (Piper et al. 1996).    
 
1.1.3. Incremento de Ca2+ intracelular. 
El gradiente electroquímico para el Ca2+ a través del sarcolema es del orden de 106 y tiene que 
ser mantenido por procesos activos que requieren energía. La acumulación de Ca2+ se ha 
considerado clásicamente como el mecanismo fundamental del daño isquémico y ha sido bien 
establecido en estudios previos (Morris et al. 1989). La utilización de técnicas de 
ratiofluorescencia ha permitido la caracterización detallada de las alteraciones de la 
concentración de Ca2+ citoplasmático causadas por la isquemia, la anoxia, o la inhibición 
metabólica. El Ca2+ intracelular se mantiene normal (aunque sin elevaciones transitorias) durante 
los primeros minutos de déficit energético y sólo comienza a elevarse cuando la célula presenta 
contractura por rigor (ver más adelante). No se conocen bien los mecanismos que relacionan la 
aparición del rigor con la elevación del Ca2+ (Koretsune et al. 1990). El aumento neto de Ca2+ 
citosólico durante la isquemia es atribuido fundamentalmente al intercambio Na+/Ca2+, que actúa 
a favor del gradiente electroquímico en una situación de sobrecarga de Na+ (como se ha descrito 
más arriba), pero también se debe a una disminución de la extrusión de Ca2+ a través del sistema 
Ca2+-ATPasa. El uso de agentes que afectan la liberación de calcio desde el retículo 
sarcoplásmico, como la cafeína o la rianodina, no previene la acumulación de calcio citosólico 
durante la hipoxia (Siegmund et al. 1992), lo que indica que el retículo sarcoplásmico no 
desempeña un papel relevante en la pérdida de control de la homeostasis del calcio en una 
situación de deprivación energética.  



Introducción 
                                                                                                                                                                
                                                                                                                
 

 

11
 

 
Estudios previos han demostrado que el incremento en los niveles de Ca2+ citosólico conduce a 
una degradación acelerada de los fosfolípidos de membrana (Verkley y Post 1987). Se desconoce 
si este efecto está mediado por una activación de las fosfolipasas dependientes de Ca2+ o por la 
acción directa del Ca2+ sobre los fosfolípidos. La resínstesis de fosfolípidos es un proceso 
dependiente de ATP. Cuando los miocitos tienen las reservas energéticas deplecionadas en 
presencia de niveles elevados de Ca2+ intracelular, la degradación acelerada de los fosfolípidos 
de membrana coincide con la incapacidad de la célula para resintetizarlos. Además, se produce 
activación de las proteasas dependientes de Ca2+, lo que contribuye al daño del citoesqueleto 
observado en el miocardio isquémico (Steenbergen et al. 1987).  
 
El grado de sobrecarga de Ca2+ citosólico durante la isquemia tiene una gran importancia sobre la 
posible recuperación o no de los miocitos durante la reoxigenación. En estudios realizados 
utilizando cardiomiocitos de rata inyectados con aequorina y sometidos a anoxia (Allshire et al. 
1987), se observó que cuando la reoxigenación se realizaba antes de que el Ca2+ alcanzase la 
concentración de 1 µM, la célula era capaz de restablecer los niveles de Ca2+ intracelular en los 
primeros minutos de la reoxigenación y no sufrir hipercontractura; si la reoxigenación se 
realizaba cuando el Ca2+ había alcanzado una concentración de 1-3 µM, se producía un período 
de oscilaciones de Ca2+ durante 5-15 min (en el que la célula trataba de restablecer su Ca2+ basal) 
que podía provocar la hipercontractura en los primeros segundos de readmisión del oxígeno. 
Durante la deprivación energética se produce también elevación de Ca2+ en las mitocondrias, 
pero las consecuencias de este fenómeno no han sido bien establecidas.   
 
1.1.4. Fragilidad estructural 
Las células miocárdicas pueden soportar las alteraciones metabólicas producidas por períodos 
breves de isquemia o hipoxia y al mismo tiempo son capaces de recuperar su estructura y función 
si se reinstaura el flujo sanguíneo, o el aporte de oxígeno, antes de que haya transcurrido un 
período crítico de anoxia/isquemia. Se considera que estas células están reversiblemente 
dañadas. La disrupción de su sarcolema marca el paso definitivo hacia la muerte celular y está 
asociada a la prolongación del período de isquemia (Jennings et al. 1981). Previamente al 
desarrollo de daño irreversible, las células pasan por un estadio de fragilidad estructural en el 
que, aunque conservan la integridad de su sarcolema, presentan una disminución de su capacidad 
para soportar una sobrecarga mecánica. Este aumento de la fragilidad del 
sarcolema/citoesqueleto puede ponerse de manifiesto mediante sobrecarga osmótica. Por otra 
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parte, las células sometidas a deprivación energética severa y prolongada, presentan un 
incremento de la susceptibilidad al Ca2+ (Figura 2). Este segundo tipo de fragilidad que afecta al 
sarcómero-citoesqueleto favorece el colapso estructural de la célula durante la hipercontractura 
(Ladilov et al. 1997). 
  
 a) Fragilidad osmótica (fragilidad del sarcolema). Los primeros estudios sobre 
fragilidad osmótica se realizaron en corazones aislados y perfundidos (Vander Heide et al. 
1987). En estos estudios se demostró que los corazones que se mantenían en condiciones 
normóxicas y eran sometidos a un estrés osmótico (cambiando la perfusión normoosmótica de 
300 mOsm a una perfusión hipoosmótica de 150 mOsm) no sufrían aparente daño estructural ni 
liberaban enzimas. En cambio, los corazones anóxicos sometidos al mismo estrés osmótico 
desarrollaban disrupción de la membrana celular y liberación de enzimas intracelulares. El 
aumento de la fragilidad osmótica durante la inhibición metabólica también ha sido demostrado 
en miocitos aislados (Ganote et al. 1988). Después de someter miocitos aislados controles a una 
incubación hipoosmótica durante 60 min, no se observaron  
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          FIGURA 2 
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diferencias en el número de células viables con forma de bastón con respecto a aquellos que se 
incubaron en condiciones normoosmóticas, tal como se determinó por análisis de exclusión de 
Trypan Blue, un colorante que sólo tiñe las células cuando hay disrupción de su membrana. El 
mismo experimento realizado en miocitos que habían sido sometidos a inhibición metabólica 
previa, resultó en aproximadamente el doble de células no viables después de la incubación 
hipoosmótica. Aunque el mecanismo exacto de este fenómeno no se conoce, se ha sugerido que 
la proteolisis de componentes del citoesqueleto (como la vinculina) puede estar relacionada con 
la ruptura de la membrana celular (Steenbergen et al. 1987). Esta proteolisis puede ser 
secundaria al aumento de los niveles de calcio citosólico durante la anoxia. 
 
 b) Aumento de la susceptibilidad al Ca2+ (fragilidad del citoesqueleto). Cuando los 
miocitos aislados sometidos a anoxia alcanzan un nivel crítico de ATP (entre 50 y 100 µM) 
sufren un acortamiento brusco (contractura) de su longitud pero mantienen su estructura 
poligonal. Este acortamiento, generalmente de más del 50% de su longitud inicial, se debe a la 
aparición de enlaces de tipo rigor, independientes del Ca2+, entre la actina y la miosina, cuando 
aún persiste una cierta actividad cíclica, dependiente del ATP, en otros puntos de los 
miofilamentos (Allshire y Cobbold 1990). La hipercontractura asociada a la reoxigenación sólo 
se produce en aquellas células que han desarrollado este acortamiento en el período previo de 
anoxia. Stern et al. (1985) han demostrado que cuanto mayor es el intervalo que transcurre entre 
la aparición de este acortamiento y el inicio de la reoxigenación, mayor es la probabilidad de que 
la célula se hipercontraiga al reinstaurar el oxígeno. Las células que no sufren contractura 
durante la anoxia tampoco se hipercontraen durante la reoxigenación. La contractura representa 
un punto de no retorno en la respuesta de las células a la reoxigenación y constituye un suceso 
importante en el deterioro celular. Los estudios de monitorización del Ca2+ intracelular realizados 
en miocitos aislados sugieren que la contractura anóxica precede a un aumento detectable de los 
niveles de Ca2+ citoplasmático, aunque esta relación temporal entre la aparición de contractura y 
el aumento de Ca2+ puede variar al modificarse las condiciones de adhesión de las células a la 
placa (Allshire et al. 1987). No se sabe con exactitud cuál es el papel de la contractura en el 
desarrollo del daño anóxico, ni si el acortamiento y tensión de que se acompaña pueden causar 
distorsiones en la arquitectura del sarcómero y del citoesqueleto capaces de aumentar la 
fragilidad estructural. Sin embargo, se sabe que las células que han permanecido en rigor por un 
período de tiempo prolongado desarrollan una susceptibilidad exagerada a los incrementos de 
Ca2+ intracelular, y que en presencia de ATP se hipercontraen a niveles de Ca2+ intracelular 
inferiores a los necesarios para producir hipercontractura en células que no han presentado rigor 
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prolongado. Este aumento de la susceptibilidad al Ca2+ parece estar mediado por cambios en el 
estado de fosforilación de proteínas del citoesqueleto (Ladilov et al. 1997). 
 
1.2. Daño inducido por la reperfusión. 
La reinstauración del flujo sanguíneo es indispensable para evitar la muerte de las células 
miocárdicas sometidas a isquemia severa. Sin embargo, no es una condición suficiente, y una 
población variable de miocitos isquémicos puede morir a pesar de la reperfusión. Esta población 
es mayor a medida que la reperfusión se retrasa, y llega un momento en que la reinstauración del 
flujo no consigue salvar de la muerte un número apreciable de miocitos. Además, la reperfusión 
es capaz por sí misma de producir un daño adicional a las células, incluso precipitar su muerte, lo 
que se conoce como daño letal por reperfusión. El daño letal por reperfusión se define como el 
daño causado por la reinstauración del flujo sanguíneo después de un período isquémico y que es 
capaz de producir la muerte de células que todavía no estaban irreversiblemente dañadas durante 
el episodio isquémico previo. La relevancia de este efecto potencialmente dañino de la 
reperfusión y, en particular, su capacidad para matar células viables y limitar la recuperación 
miocárdica, es aún objeto de debate (Piper et al. 1997). Hay que distinguir entre el daño por 
reperfusión inmediato, que es el que tiene lugar durante los primeros minutos de la reinstauración 
del flujo sanguíneo y puede producir muerte por necrosis, y el daño por reperfusión tardío que 
puede desarrollarse a lo largo de horas e incluso días después de la reinstauración del flujo 
sanguíneo, y que puede estar relacionado con la activación de polimorfonucleares neutrófilos y 
con la inducción de necrosis y/o apoptosis. Los miocitos que mueren durante los primeros 
momentos de la reperfusión lo hacen de forma especialmente violenta, desarrollando una 
actividad contrátil excesiva e incontrolada. El desarrollo de esta actividad indica que, en el 
momento de presentarla, los miocitos poseen capacidad para generar energía y una cierta 
competencia metabólica. Existen sólidas evidencias que sugieren que estos miocitos pueden 
salvarse si se modifican las condiciones en las que se produce la reperfusión. Entre los procesos 
que participan en el daño por reperfusión ha merecido especial atención el posible papel de 
agentes bioquímicos como los radicales libres de oxígeno. No obstante, existe cada vez mayor 
evidencia de que los factores físicos, como el estrés mecánico impuesto por el edema celular 
masivo y la hipercontractura desempeñan un papel decisivo en la muerte celular durante la 
reperfusión.   
 
 
Parece cada vez más claro que parte del daño durante la reperfusión sucede más tardíamente, 
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durante las horas siguientes a la reinstauración del flujo como consecuencia de la llegada de 
células sanguíneas al miocardio reperfundido y de la liberación de substancias altamente nocivas 
para el miocardio. Este daño tardío tiene el gran interés de que podría ser susceptible de 
tratamientos farmacológicos aplicables a un gran número de pacientes con infarto de miocardio. 
Incluso breves episodios coronarios agudos, insuficientes para producir necrosis, se acompañan 
de activación leucocitaria. Se ha demostrado que después de un período de isquemia miocárdica 
se producen cambios en el endotelio de capilares y vénulas y en los leucocitos, con expresión de 
moléculas adhesivas, como la P-selectina endotelial y la L-selectina leucocitaria, que inician la 
rodadura, activación PAF-dependiente y posterior adhesión de estas células (Dreyer et al. 1991). 
La activación del sistema del complemento parece desempeñar un papel capital en este proceso, 
al inducir la translocación de la P-selectina endotelial y la síntesis de IL-1, IL-6 y TNF-alfa, que 
a su vez inducen la expresión de moléculas de adhesión (Buerke et al. 1995). Ésta se hace más 
firme por la interacción posterior entre nuevas moléculas adhesivas como la ICAM-1 endotelial 
y las integrinas CD11/CD18 expresadas en los leucocitos, y puede seguirse de la transmigración 
de neutrófilos al espacio extravascular (Kurose et al. 1994). La transmigración se ve favorecida 
por la liberación de los uniones mediadas por P-selectina en los leucocitos activados (Lorant et 
al. 1995). Parece probable que la disminución de la liberación basal de NO en el endotelio 
miocárdico juegue un papel determinante en el desencadenamiento de esta cadena de sucesos, 
que conducen al acúmulo de neutrófilos en el miocardio reperfundido, ya importante durante los 
primeros minutos de la reinstauración del flujo (Kurose et al. 1994). En pacientes con episodios 
de isquemia aguda, la actividad inflamatoria en la lesión coronaria responsable de la isquemia 
también podría contribuir a la activación leucocitaria, pero la importancia de esta contribución no 
ha sido establecida.  
 
La capacidad de los leucocitos para lesionar el miocardio reperfundido ha sido intensamente 
investigada (Lefer et al. 1994). Los leucocitos pueden comprometer la viabilidad celular al crear 
micro-tapones capilares, liberar sustancias tóxicas, o dañar directamente a los miocitos después 
de atravesar el endotelio, habiéndose descrito moléculas de adhesión para neutrófilos (ICAM-1) 
expresadas por miocitos (Buerke et al. 1994). Estos efectos nocivos parecen ligados a la 
presencia de factores plasmáticos y, concretamente, a la activación del complemento. El 
complejo de ataque terminal a la membrana (MAC) estimula la liberación de radicales libres del 
oxígeno y leucotrieno B4 en los neutrófilos.  Numerosos estudios han informado del efecto 
beneficioso sobre el tamaño del infarto de medidas encaminadas a disminuir el acúmulo de 
leucocitos en el miocardio reperfundido (Litt et al. 1989, Ma et al. 1992), bien al antagonizar la 
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adherencia de los mismos al endotelio o bien por otros mecanismos. Sin embargo, los leucocitos 
son también capaces, en respuesta a determinados estímulos, de producir NO, que podría tener 
un efecto beneficioso sobre la microvasculatura del miocardio reperfundido e inhibir la 
agregación plaquetaria (López-Farré et al. 1995). Existen indicios de que la producción 
leucocitaria de NO pude ser estimulada por metabolitos del ácido araquidónico e inhibida por la 
endotelina-1 y el PAF (López-Farré et al. 1995). 
 
Se ha sugerido que las plaquetas cooperan con los leucocitos aumentando su toxicidad (44), y 
formando agregados leucoplaqutarios, y que la P-selectina juega un papel importante en esta 
cooperación. Los mecanismos de la activación de las plaquetas por la isquemia miocárdica es 
peor conocida. La liberación de TXA2, FP4, fibrinógeno y adenosina por las plaquetas activadas 
estimula de distintas maneras los neutrófilos. También se ha descrito un efecto beneficioso de 
tratamientos que alteran la función plaquetaria o la cooperación entre leucocitos y plaquetas 
(Flores et al. 1994). Sin embargo, el papel de las plaquetas en la génesis del daño durante la 
reperfusión es mucho más controvertido, y algunos autores han descrito incluso un efecto 
beneficioso de las mismas sobre el miocardio reperfundido in vitro (Yang et al. 1994).  
 
La muerte celular necrótica es la consecuencia de un daño estructural severo y no está regulada 
por los factores de transcripción. Por el contrario, la apoptosis es una muerte celular controlada 
genéticamente que se produce en respuesta a un daño moderado o a la influencia de citoquinas. 
Las células que entran en el proceso apoptótico conservan inicialmente la integridad física de su 
membrana incluso cuando existen cambios en su estructura química. El momento en el que este 
proceso se vuelve irreversible es la activación de endonucleosis del DNA genómico, dando lugar 
a un característico patrón de fragmentos de DNA que se utiliza para identificar la apoptosis. En 
diversos estudios recientes se demuestra la existencia de apoptosis en el miocardio isquémico-
reperfundido (Fliss et al. 1996, Kajstura et al. 1996, Saraste et al. 1997), pero ni la relevancia de 
la apoptosis en la muerte de miocitos reperfundidos, ni los factores que la inician han sido 
todavía establecidos.  
Existen abundantes datos funcionales, enzimáticos y morfológicos que demuestran que el daño 
letal precoz por reperfusión es cuantitativamente mucho más importante que el tardío, y que la 
mayor parte de las células que mueren durante la reperfusión lo hacen durante los primeros 
minutos de la misma (Piper et al. 1997). A continuación se analiza la evidencia disponible hasta 
este momento sobre los principales mecanismos de daño letal precoz durante la reperfusión.   
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1.2.1. Hipercontractura. 
La hipercontractura constituye el mecanismo fisiopatológico más importante de la muerte celular 
que ocurre durante los primeros momentos de la reperfusión. La hipercontractura es un 
acortamiento brusco de la longitud celular, hasta alcanzar aproximadamente el 30% de su 
longitud inicial, debido a una activación exagerada de la maquinaria contráctil. Esta actividad 
contráctil exagerada se debe a la recarga energética (disponibilidad de ATP) en presencia de 
niveles anormalmente elevados de Ca2+ citosólico. La activación de la contractilidad causa una 
distorsión irreversible del citoesqueleto y de la morfología celular debido a que la fuerza 
contráctil excede la capacidad elástica del sarcómero y del citoesqueleto. En el miocardio in situ 
la hipercontractura se acompaña de rotura del sarcolema y muerte celular, dando lugar a un 
patrón histológico característico denominado necrosis en bandas de contracción. Este patrón 
constituye aproximadamente el 90% de la extensión total de la necrosis miocárdica cuando la 
reperfusión se produce precozmente, es decir, en un momento en el se que consigue salvar 
miocardio en riesgo (Solares et al. 1995). La hipercontractura responsable de la necrosis en 
bandas de contracción aparece de forma violenta y rápida en el miocardio in situ, como han 
demostrado estudios en los que se ha monitorizado la longitud de un segmento miocárdico 
mediante la implantación de microcristales piezoeléctricos (Barrabés et al. 1996). Estos estudios 
muestran una estrecha correlación entre la magnitud del acortamiento de la longitud diastólica en 
un segmento miocárdico y la extensión de la necrosis en bandas de contracción. Observaciones 
histológicas muestran que estas áreas de necrosis en bandas de contracción están formadas por 
miocitos hipercontraídos y constituyen la mayor parte de las células que componen la masa de un 
infarto secundario a isquemia miocárdica severa seguida de reperfusión (Miyazaki et al. 1987). 
 
La hipercontractura constituye una forma genuina de daño por reperfusión ya que puede 
prevenirse por intervenciones aplicadas en el momento de la reinstauración del flujo. Aunque en 
el miocardio in vivo la hipercontractura se acompaña de rotura del sarcolema y muerte celular, 
en miocitos aislados no es capaz por sí sola de romper la membrana durante la reoxigenación. En 
este modelo in vitro las células pueden soportar el daño mecánico impuesto por la 
hipercontractura (incluso después de haber desarrollado una debilidad estructural secundaria a la 
anoxia) sin perder la integridad de su sarcolema ni la competencia metabólica (Piper et al. 1984, 
Piper et al. 1985, Siegmund et al. 1990), aunque la viabilidad a largo plazo de las células 
hipercontraídas no se conoce. Esta diferente respuesta de los miocitos aislados respecto a las 
células de miocardio in vivo puede ser explicada por la ausencia de las restricciones físicas que 
impone la interacción celular en el modelo in vitro en contraste con las fuertes uniones 
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intercelulares del tejido miocárdico (Piper et al. 1984, Ganote 1985, Frank et al. 1986) y/o por la 
ausencia de sobrecarga osmótica (edema) asociada a la reoxigenación. 
 
En condiciones de deprivación energética (hipoxia o isquemia) las células miocárdicas se 
sobrecargan de Na+ y Ca2+. La recuperación de la fosforilación oxidativa que se produce durante 
la reperfusión reactiva inmediatamente la función de las 2 principales bombas: la bomba Ca2+-
ATPasa del retículo sarcoplásmico y la bomba Na+-K+ ATPasa de la membrana celular. El 
mecanismo por el que se produce la hipercontractura asociada a la sobrecarga de calcio en 
células reoxigenadas ha sido caracterizado por Siegmund et al. (1992) en experimentos 
realizados con miocitos aislados en los que se monitorizó la concentración de calcio intracelular 
y los cambios en la morfología celular. En estos experimentos, las células fueron sometidas a 60 
min de anoxia seguida de reoxigenación. La reoxigenación produjo una caída rápida del calcio 
citosólico (fase I) seguida por un período de oscilaciones del calcio (fase II) y finalmente un 
restablecimiento del control de los niveles de calcio basal (fase III). La caída inicial de calcio y 
las oscilaciones (fases I y II) están producidas por el secuestro temporal del exceso de Ca2+ 
dentro del retículo sarcoplásmico. Cuando se satura la capacidad máxima de almacenamiento 
dentro del retículo sarcoplásmico se inicia un ciclo de liberación-recaptación de Ca2+ que puede 
llegar a producir hipercontractura. Sin embargo, cuando el intercambiador Na+/Ca2+ está 
suficientemente activado estas oscilaciones se interrumpen, porque el exceso de Ca2+ es 
eliminado del citosol. La habilidad de este intercambiador para expulsar el Ca2+ de la célula 
depende de la magnitud del gradiente de Na+ transarcolema. La restauración de un gradiente de 
Na+ suficiente a través de la membrana es entonces un prerrequisito indispensable para la 
extrusión de Ca2+ en las células reoxigenadas. En el modelo de miocitos aislados se ha 
demostrado que las células reenergizadas pueden retener la suficiente competencia metabólica 
para reactivar de manera rápida la bomba de Ca2+ del retículo sarcoplásmico y la bomba de Na+ 
del sarcolema (Siegmund et al. 1990,1992,1994). La hipercontractura no sólo se produce por la 
magnitud de la elevación del Ca2+ citosólico durante las oscilaciones, sino también por una 
exagerada susceptibilidad de las células reoxigenadas al calcio (Ladilov et al. 1997).  
 
La hipercontractura inducida por la reoxigenación puede prevenirse si la maquinaria contráctil de 
los miocitos se inhibe en la primera fase de la recuperación energética durante el tiempo 
suficiente para reestablecer el control de la concentración citosólica de Ca2+. Se ha demostrado 
experimentalmente que el uso de un bloqueante de las miofibrillas, como la BDM, permite que 
las células superen la fase vulnerable de la reoxigenación sin hipercontraerse (Siegmund et al. 
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1991). Esta estrategia ha sido utilizada con éxito en el corazón porcino in situ, en donde se 
demostró que la inhibición contráctil durante los primeros minutos de reperfusión tuvo un efecto 
beneficioso sobre el tamaño de infarto (Garcia-Dorado et al. 1992). 
 
1.2.2. Edema celular asociado a la reperfusión. 
La reperfusión después de un período prolongado de isquemia se acompaña de un aumento 
brusco (en minutos) y masivo del contenido miocárdico de agua (hasta el 150% del contenido de 
agua normal). Este incremento afecta al intersticio, pero sobre todo al espacio intracelular. El 
mecanismo del edema celular por reperfusión es múltiple; en parte se debe a la generación de un 
gradiente osmótico y en parte a mecanismos iónicos relacionados con la sobrecarga de Na+ 
causada por el período previo de isquemia (Figura 3). Durante la reperfusión, el fluido 
intravascular hiperosmótico es sustituido rápidamente por sangre normoosmótica. Esto crea un 
gradiente osmótico entre el espacio intra y extravascular. A medida que el agua se desplaza hacia 
el espacio intersticial y los iones osmóticamente activos son lavados, disminuye la osmolaridad 
en este espacio. Se crea entonces un gradiente osmótico a través de las membranas de miocitos 
viables, que tienen una elevada concentración de catabolitos intracelulares y que resulta en 
edema celular. La magnitud del edema celular depende principalmente de la duración y 
severidad del episodio isquémico previo (Garcia-Dorado et al. 1993).  
 
La importancia del edema osmótico durante la reperfusión se ha demostrado en experimentos en 
los que se ha realizado una reperfusión hiperosmótica usando manitol como agente osmótico 
(Kloner et al. 1976, Garcia-Dorado et al. 1992). El D-manitol es un polialcohol que se distribuye 
en el espacio extracelular en ausencia de daño del sarcolema. El aumento de la osmolaridad de la 
reperfusión inicial se ha asociado consistentemente con una  
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          FIGURA 3 
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disminución del edema miocárdico. El efecto de la reperfusión hiperosmótica sobre la necrosis 
miocárdica es más controvertido. Tranum-Jansen et al. (1987) han descrito un efecto beneficioso 
de la reperfusión hiperosmótica con manitol después de 50 min de isquemia sobre el estado 
bioquímico, electrofisiología y ultraestructura en un modelo de corazón porcino aislado. Klein et 
al. (1985) han investigado el efecto de la infusión intracoronaria de manitol después de 75 min 
de oclusión coronaria en el corazón porcino in situ, y no han observado un efecto beneficioso 
sobre el tamaño del infarto ni sobre el contenido miocárdico de agua. Garcia-Dorado et al. 
(1992) han investigado el efecto de la infusión intracoronaria hiperosmótica con manitol en un 
modelo de corazón porcino in situ sometido a oclusión coronaria de 48 min. La solución 
hiperosmótica (450 mOsm) se infundió durante los primeros 30 min de reperfusión y se midió el 
contenido miocárdico de agua después de 30 min de reperfusión y el tamaño del infarto después 
de 24 horas. En estos experimentos, el tamaño de infarto y el contenido miocárdico de agua 
disminuyeron significativamente, un 34% y un 31% respectivamente, en los animales que 
recibieron una reperfusión hiperosmótica.    
 
La asociación entre la disminución del edema por reperfusión y el aumento de miocardio salvado 
se ha demostrado no sólo en estudios que han empleado una reperfusión hiperosmótica sino 
también en otras situaciones, como el precondicionamiento isquémico. Aunque se ha demostrado 
que la depleción de sustratos y el lavado de catabolitos que se produce después de períodos 
breves de isquemia limita el incremento de la osmolaridad del miocardio precondicionado 
durante un episodio subsiguiente de isquemia, no se ha podido establecer una relación causa-
efecto entre este efecto beneficioso y el efecto protector contra la necrosis miocárdica (Sanz et al. 
1995). 
 
Además del gradiente osmótico, otros mecanismos deben contribuir al edema celular durante la 
reperfusión. Estudios recientes han demostrado un rápido e importante aumento del contenido de 
agua en el miocardio reoxigenado, a pesar de que en el modelo de anoxia/reoxigenación no se 
genera un gradiente osmótico apreciable. La inhibición del intercambio Na+/H+ durante la 
anoxia, pero no durante la reoxigenación, previene este edema, y este acúmulo es aditivo con el 
de la inhibición del cotransportador Na+/HCO3

-. Estas observaciones sugieren que durante la 
reoxigenación, la rápida corrección de los desequilibrios iónicos causados por la deprivación 
energética, y en especial del acúmulo de Na+ y HCO3

-, se acompaña de ganancia neta de agua 
(Inserte et al. 1997).   
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1.2.3. Generación de radicales libres derivados del oxígeno. 
Existe una evidencia creciente de que en el miocardio reperfundido los radicales del oxígeno son 
generados en cantidades mucho mayores que en el miocardio normal (Ferrari et al. 1992,1993). 
Diversas fuentes parecen contribuir a este aumento en la producción de radicales libres del 
oxígeno, como los neutrófilos activados, las células endoteliales y los propios miocitos. El 
impacto de los radicales libres del oxígeno sobre las células miocárdicas que han estado 
sometidas a deprivación energética está aumentado debido a que sus defensas antioxidativas se 
encuentran disminuidas. Los radicales libres del oxígeno son moléculas especialmente tóxicas 
por su alta reactividad, y han sido consideradas como posibles factores determinantes en el daño 
letal por reperfusión. Se han hecho varias aproximaciones experimentales para elucidar su 
posible papel en el desarrollo de la muerte celular. La discrepancia entre los resultados obtenidos 
y su dependencia del modelo experimental empleado en cada caso no permiten confirmar la 
hipótesis del papel de los radicales libres del oxígeno en la génesis del daño letal por reperfusión, 
aunque tampoco excluyen la posibilidad de que en el miocardio humano contribuyan al 
desarrollo del mismo (revisión en Downey y Yellon 1992).  
 
 
1.2.4. Interacción celular. 
 Interacción celular en la isquemia/reperfusión. En los infartos miocárdicos secundarios 
a una oclusión coronaria y reperfusión, las áreas de necrosis en bandas de contracción están 
constituidas por miocitos no viables conectados entre ellos de manera continua (Solares et al. 
1995). Estudios de simulación por computador (Garcia-Dorado et al. 1989) sugieren que para 
explicar esta geometría es necesario tener en cuenta un factor de interacción célula a célula, es 
decir, que la probabilidad de que un miocito sobreviva o no a una oclusión coronaria puede estar 
influido por el destino de los miocitos adyacentes. No se conoce cuál es la naturaleza de esta 
interacción celular. Se ha sugerido que las fuerzas físicas impuestas por las uniones intercelulares 
pueden desgarrar el sarcolema de los miocitos que se hipercontraen durante la reperfusión in situ 
(Ganote 1985). El desgarro del sarcolema y la entrada masiva de Ca2+ darían lugar a la 
hipercontractura de las células adyacentes y en la progresión en cadena de la necrosis dentro del 
área en riesgo. La fragilidad del sarcolema causada por la isquemia podría contribuir a la rotura 
sarcolemal. Otro posible mecanismo sería que los cambios dramáticos en la composición iónica 
de los miocitos hipercontraídos durante la reperfusión, fundamentalmente el incremento de Ca2+, 
se transmitieran a los miocitos adyacentes a través de los gap junctions. Esta posibilidad está de 
acuerdo con las observaciones realizadas en otros tipos celulares que demuestran la participación 
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de los gap junctions en la propagación célula a célula de señales químicas (Sáez et al. 1989).   
 
 Gap junctions. Las células miocárdicas configuran un sincitio funcional en el que, a 
través de las fuertes uniones intercelulares, se garantiza el acoplamiento físico y eléctrico y se 
establece un intercambio iónico. Los discos intercalares son regiones especializadas de la 
membrana plasmática que contienen los 3 tipos de uniones intercelulares presentes en los 
miocitos: fascia adherens, desmosomas y gap junctions. Mientras que los dos primeros participan 
en el acoplamiento mecánico entre las células, los gap junctions aseguran el acoplamiento 
eléctrico y la contracción sincrónica, y permiten el paso de iones y moléculas entre células 
contiguas. Cada gap junction está constituido por un trozo de membrana plasmática de dos 
células adyacentes formando un canal que pone en contacto directo sus respectivos citoplasmas. 
Este canal actúa como un poro de membrana que puede estar más o menos abierto o cerrado 
dependiendo de factores fisiológicos que regulan su permeabilidad (Spray et al. 1985), pero no 
actúa como un canal de membrana porque es poco selectivo y permite el paso de numerosas 
moléculas y iones, siempre que su tamaño sea inferior al diámetro del poro. Cada canal está 
formado por 2 hemicanales o conexones, cada uno procedente de una de las células en contacto. 
Los conexones son estructuras hexaméricas constituidas por varias conexinas, una familia 
multigénica de proteínas conservadas. El tipo de conexinas presentes en los gap junctions 
determina las características electrofisiológicas del canal intercelular y varía en los distintos 
tejidos pero incluso en una misma célula pueden expresarse simultáneamente más de un tipo de 
conexina, dependiendo de su grado de diferenciación y de procesos de adaptación a cambios 
fisiológicos. La conexina más abundante en el corazón de los mamíferos es la conexina 43, 
aunque se expresan otras, como las conexinas 35, 36, y la conexina 40, que es la más frecuente 
en los miocitos del sistema de conducción atrioventricular (revisiones en Page 1992, Severs 
1995).  
 
En el tejido miocárdico los gap junctions son las estructuras que permiten que el corazón se 
contraiga como una bomba de manera sincrónica y organizada en una fracción de segundo 
(Severs 1990). Pero además de garantizar el acoplamiento eléctrico en células excitables, los gap 
junctions desempeñan un papel importante en la comunicación intercelular y en la coordinación 
de la función en tejidos de varios sistemas. Los gap junctions son permeables a iones y 
moléculas citoplasmáticas como nucleótidos, sustratos glicolíticos, aminoácidos, pequeños 
péptidos y AMPc. También son permeables a moléculas fluorescentes de pequeño tamaño 
(Gilula 1972). La difusión de moléculas a través de los gap junctions puede actuar como una 
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señal intercelular que ayude a sincronizar la actividad metabólica dentro de un tejido o incluso a 
amplificar los efectos de un estímulo nervioso o humoral. De hecho, algunos segundos 
mensajeros comunes como el Ca2+ y el IP3 difunden a través de los gap junctions en células 
epiteliales de lente ovina (Churchill et al. 1996), células epiteliales de las vías aéreas (Boitano et 
al. 1992), hepatocitos (Sáez et al. 1989), células de la glía (Charles et al. 1991) y células 
musculares lisas (Christ et al. 1992). Se han descrito varios factores fisiológicos que pueden 
regular la permeabilidad de los gap junctions, como la concentración de Ca2+ intracelular, el pH, 
el ATP y la fosforilación de las conexinas por protein-kinasas (White et al. 1990, Sigiura et al. 
1990, Kwak et al. 1996, Owens et al. 1996). Johnston et al. (1980) fueron los primeros en 
describir las propiedades desacoplantes que tienen el heptanol y el octanol sobre los gap 
junctions de células nerviosas del cangrejo de río. Diversos estudios han confirmado que el 
heptanol y otros alcoholes de cadena larga son capaces de producir en pocos segundos una 
disminución extrema de la conductancia de los gap junctions en diversos tipos celulares, 
incluidos los cardiomiocitos (Kimura 1995).      
Partiendo de las observaciones histológicas de los infartos post-reperfusión, en los que la 
necrosis en bandas de contracción presenta una geometría continua y anfractuosa dentro del área 
en riesgo, y teniendo en cuenta la compleja interacción entre los miocitos cardíacos para 
garantizar su acoplamiento eléctrico y mecánico, cabe suponer la posibilidad de que la muerte de 
un miocito pueda determinar la muerte o supervivencia de los miocitos adyacentes. Los estudios 
previos sobre gap junctions en distintos modelos celulares y su función en la comunicación 
química entre células adyacentes, sugieren que en el tejido miocárdico pueden desempeñar un 
papel importante en la transmisión de señales químicas. Sin embargo, las fuertes uniones 
intercelulares que existen en el corazón han hecho pensar que la interacción entre las células sea 
de tipo mecánico (Ganote et al. 1983,1990), y que la hipercontractura de un miocito puede 
desgarrar el sarcolema de un miocito adyacente.  
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2. CUESTIONES NO RESUELTAS 
 
Aunque se han descrito diversos mecanismos que pueden resultar en la disrupción del sarcolema 
de miocitos isquémicos/reperfundidos, los estudios previos no permiten conocer cuál es la 
importancia relativa de cada uno de ellos sobre la aparición de la muerte celular. En concreto, 
estos estudios no aclaran los siguientes puntos: 
 
1) Si el edema osmótico es suficiente para romper el sarcolema de miocitos viables durante la 

reoxigenación o si, por el contrario, necesita la cooperación de la sobrecarga mecánica 
impuesta por la hipercontractura.  

 
2) Si el aumento de la fragilidad osmótica de los cardiomiocitos reoxigenados es una 

consecuencia inevitable del período previo de hipoxia o si puede prevenirse en el 
momento de la reoxigenación.  

 
3) No se ha establecido la evolución temporal de la fragilidad osmótica ni durante los primeros 

minutos de la reoxigenación en ausencia de daño mecánico asociado.  
 
4) Finalmente, no se sabe si la interacción celular desempeña un papel relevante en la 

transmisión del daño por reoxigenación, ni cuál puede ser el mecanismo por el que lo 
haga. 
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1. HIPOTESIS  
 
 
 
La hipótesis de este estudio es que el daño miocárdico letal que se produce durante los primeros 
minutos de reperfusión/reoxigenación es el resultado de la acción combinada de varios factores, 
entre los que tienen importancia capital: 
 
a) la sobrecarga mecánica causada por la reperfusión (hipercontractura y edema) 
 
b) la fragilidad estructural secundaria a la anoxia y la reoxigenación 
 
c) la interacción celular a través de los gap junctions, que puede contribuir a la transmisión de la 

muerte celular.  
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
El objetivo principal de este estudio ha sido someter a prueba la hipótesis de trabajo en un 
modelo de miocitos adultos aislados. 
 
Los objetivos secundarios han sido: 
 1) Establecer la importancia relativa de cada uno de los factores implicados en la muerte por 

reoxigenación.  
2) Avanzar en la caracterización de los mecanismos responsables de la muerte por 

reoxigenación. 
3) Sentar las bases para el desarrollo de nuevos tratamientos capaces de disminuir la necrosis 

miocárdica durante la reperfusión. 
 
Para alcanzar estos objetivos, se han utilizado, en primer lugar, miocitos aislados sometidos a 
inhibición metabólica y reoxigenación hipoosmótica (80 mOsm) con el fin de analizar el efecto 
del edema osmótico sobre la viabilidad celular en células hipercontraídas y en células en las que 
se previno la hipercontractura con BDM. 
 
En segundo lugar, se ha utilizado el modelo de cardiomiocito aislado sometido a 
hipoxia/reoxigenación, o a inhibición metabólica/reoxigenación, para intervenir separadamente 
sobre la fragilidad asociada a la anoxia y sobre la fragilidad asociada a la reoxigenación. La 
contribución de la fragilidad asociada a la anoxia sobre la viabilidad final se ha analizado 
utilizando TMZ, un fármaco con efectos conocidos sobre la estructura de las membranas 
celulares. La posible efectividad de los tratamientos aplicados en el momento de la 
reoxigenación sobre la fragilidad osmótica se ha investigado utilizando fármacos dadores de NO 
y otros con propiedades antioxidantes, y se han determinado las contribuciones de estos 
tratamientos sobre la viabilidad celular final. 
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Se ha analizado la posible recuperación de la fragilidad en miocitos reoxigenados después de 
inhibición metabólica, en los que se previno la sobrecarga osmótica y la aparición de 
hipercontractura durante los primeros 20 ó 40 min de reoxigenación, aplicando una 
reoxigenación normoosmótica en presencia de BDM; transcurrido este tiempo las células se 
sometieron a sobrecarga osmótica en ausencia de BDM para permitir la hipercontractura. La 
posible recuperación de la fragilidad osmótica se determinó en las células hipercontraídas. 
 
Finalmente, se han utilizado parejas de miocitos aislados para analizar el posible efecto de la 
hipercontractura de un miocito (provocada por la microinyección de medio extracelular con alta 
concentración de calcio) sobre miocitos adyacentes. Este modelo ha sido utilizado para 
investigar la naturaleza de la interacción celular, es decir, si la transmisión de la hipercontractura 
entre células conectadas se produce por un mecanismo químico (paso de iones o segundos 
mensajeros a través de los gap junctions), o si es resultado de un desgarro mecánico del 
sarcolema entre células adyacentes hipercontraídas. Se ha investigado el efecto del heptanol, un 
bloqueante de los gap junctions, sobre la transmisión de la hipercontractura.  
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IV- DISCUSION 
 
 
 
1. EFECTO DEL EDEMA OSMOTICO DURANTE LA REOXIGENACION. 
 
En el miocardio isquémico-reperfundido los miocitos no sólo están amenazados por la 
hipercontractura inducida por la reoxigenación sino también por el gradiente osmótico 
transarcolema. Este estudio ha investigado la hipótesis de que el estrés osmótico durante la 
reoxigenación puede romper el sarcolema de miocitos cardíacos viables. El efecto del estrés 
osmótico durante la reoxigenación sobre la viabilidad celular se ha investigado en miocitos 
aislados sometidos a inhibición metabólica y reoxigenación hipoosmótica. El estrés osmótico se 
indujo exponiendo las células a un medio hipotónico. La hipercontractura asociada a la 
reoxigenación ocurrió en la mayoría de las células y no fue modificada significativamente por la 
osmolaridad del medio de reoxigenación. Sin embargo, mientras que la mayor parte de células 
que recibieron reoxigenación normoosmótica permanecieron viables a pesar de la 
hipercontractura, sólo una cuarta parte de las células sometidas a estrés osmótico durante la 
reoxigenación conservaron la integridad de su membrana, evaluada mediante la exclusión de 
Trypan blue. Por otra parte, el estrés osmótico durante la reoxigenación no se acompañó de 
disrupción del sarcolema cuando la hipercontractura se previno con BDM. Cuando la 
hipercontractura y el edema se indujeron con una solución hipoosmótica de alto contenido en 
Ca2+ en miocitos que no habían desarrollado fragilidad mecánica previa (porque no se habían 
sometido a inhibición metabólica), tampoco se produjo disrupción del sarcolema. La fragilidad 
mecánica inducida por una inhibición metabólica prolongada persistió por lo menos 40 min 
después de la restauración de la actividad metabólica.  
 
 
1.1. Estudios previos 
La paradoja de oxígeno clásica no existe en miocitos aislados. En este modelo, las células son 
capaces de soportar la hipercontractura asociada a la reoxigenación sin perder la integridad de su 
membrana ni la competencia metabólica (Piper et al. 1985, Siegmund et al. 1990), en contra de 
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lo que ocurre en el miocardio in situ. Esta diferencia ha sido explicada por la ausencia de 
interacción celular en el modelo de miocitos aislados. Sin embargo, la diferencia entre el modelo 
in vitro y el modelo in vivo podría también ser explicada por la ausencia de edema osmótico 
importante en las células aisladas. Debido al gran espacio extracelular en las placas de cultivo, la 
liberación de catabolitos de los miocitos anóxicos no produce cambios apreciables en la 
osmolaridad del medio. Durante la isquemia in vivo, en cambio, los catabolitos que se liberan de 
los miocitos anóxicos quedan atrapados en un espacio extracelular limitado y la osmolaridad 
aumenta marcadamente en los dos compartimentos, intra y extracelular (Tranum-Jensen et al. 
1987). Durante la reperfusión, la abrupta normalización de la osmolaridad extracelular produce 
edema celular severo (Garcia-Dorado et al. 1993). Aunque existen otros mecanismos de edema 
independientes del gradiente osmótico, el edema celular que producen es menor que el que se 
produce durante la reperfusión. De hecho, en el presente estudio no se apreciaron vesículas 
subsarcolemales en ausencia de gradiente osmótico. En este estudio, los miocitos que se 
hipercontrajeron en un medio hipoosmótico mostraron ruptura de su sarcolema una vez que se 
completó la hipercontractura y la prevención de la hipercontractura con BDM fue capaz de 
prevenir la disrupción del sarcolema incluso en condiciones hipoosmóticas. Estas observaciones 
están de acuerdo con la hipótesis de que el edema osmótico puede contribuir a explicar la mejor 
tolerancia de los miocitos aislados a la reoxigenación. En este modelo, la integridad de la 
membrana no se perdió en condiciones de hipercontractura sin edema, ni de edema sin 
hipercontractura. Pero la cooperación entre el edema y la hipercontractura no fue suficiente para 
romper la membrana celular en situaciones en las que no se había desarrollado una fragilidad 
mecánica previa. Es decir, la pérdida de la viabilidad celular sólo se producía cuando había una 
concurrencia de los 3 factores: edema celular, hipercontractura y fragilidad estructural.  
 
Está descrito que en determinadas condiciones experimentales de inhibición metabólica 
prolongada e hipoosmótica (Vander Heide et al. 1987) los miocitos pueden perder la integridad 
de su membrana sin sufrir hipercontractura. Estas observaciones demuestran que la fragilidad 
mecánica asociada a la deprivación energética puede jugar un papel relevante en la resistencia 
del sarcolema, pero no explican el fenómeno de disrupción de la membrana inducido por la 
reoxigenación. Además, otros experimentos confirman que en condiciones normóxicas, los 
miocitos son capaces de soportar edema severo sin perder la integridad de su membrana y de 
recuperar su forma y tamaño cuando se reinstaura la osmolaridad extracelular normal (Roos 
1986). Sólo cuando los miocitos son expuestos a condiciones extremas de hipoosmolaridad 
desarrollan vesículas subsarcolemales irreversibles y pueden llegar a perder la integridad de su 
membrana (Roos 1986).   
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1.2. Recuperación de la resistencia mecánica durante la reoxigenación. 
Debido a que la fragilidad mecánica desarrollada durante la anoxia o la inhibición metabólica es 
el resultado, al menos en parte, de alteraciones bioquímicas secundarias a la depleción de 
fosfometabolitos de alta energía, cabría esperar que la recuperación de la actividad metabólica 
permitiese la reparación de las anormalidades estructurales responsables de esta fragilidad. En 
este estudio no se detectó recuperación de la resistencia mecánica durante los primeros 40 min de 
reoxigenación. La ausencia de recuperación no puede ser atribuida al daño permanente del 
citoesqueleto inducido por la hipercontractura, como se demostró en experimentos en los que la 
hipercontractura se previno con BDM durante los primeros 20 ó 40 min de reoxigenación antes 
de aplicar el estrés osmótico. Independientemente de la duración del bloqueo contráctil, entre las 
células que desarrollaron hipercontractura al ser expuestas a un medio hipoosmótico sin BDM, la 
ruptura del sarcolema ocurrió con la misma frecuencia que cuando la hipercontractura y el estrés 
osmótico se desarrollaron en el inicio de la reoxigenación. Estudios previos han demostrado que 
la BDM tiene un efecto deletéreo sobre la fragilidad osmótica de miocitos metabólicamente 
inhibidos (Armstrong et al. 1991), probablemente debido a su acción defosforilativa. Sin 
embargo, es poco probable que la resistencia mecánica de las células reoxigenadas pueda 
haberse modificado por acción de la BDM ya que su actividad defosforilativa sólo se manifiesta 
cuando la capacidad de refosforilación celular está severamente deprimida, como sucede durante 
la anoxia. 
 
1.3. Consideraciones metodológicas. 
El estrés osmótico se aplicó sólo durante la recuperación de la actividad metabólica para simular 
mejor las condiciones in situ. En la reperfusión coronaria, el edema celular osmótico es debido a 
la hiperosmolaridad intracelular, mientras que en este estudio el estrés osmótico se indujo por 
exposición a un medio hipotónico. Se seleccionó un nivel de hipoosmolaridad de 80 mOsm para 
inducir un gradiente osmótico entre el medio extra e intracelular similar al que se produce 
durante la reperfusión in situ después de un período prolongado de oclusión coronaria (Garcia-
Dorado et al. 1993). La hipoosmolaridad se consiguió disminuyendo la concentración de Na+ sin 
alterar la concentración de los otros iones. Se ha descrito que el Na+ extracelular puede modificar 
el intercambio Na+/H+ y Na+/Ca2+ e influir sobre la viabilidad celular (Karmazyn et al. 1993). 
Esta posibilidad fue descartada con un grupo de experimentos en los que se utilizó una 
reoxigenación normoosmótica pero con baja concentración de Na+. En estos experimentos con 
baja concentración de Na+ la viabilidad celular fue la misma que cuando se utilizaron 
condiciones normoosmóticas con Na+ normal.  
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1.4. Conclusiones. 
Los resultados de este estudio están de acuerdo con la hipótesis de que el edema celular osmótico 
y la hipercontractura cooperan para producir disrupción del sarcolema durante la reoxigenación 
en miocitos mecánicamente frágiles y que esta fragilidad mecánica no se recupera durante los 
primeros minutos de la reoxigenación. La adición de estrés osmótico durante la reoxigenación en 
miocitos aislados constituye un modelo experimental más parecido al modelo in vivo de 
isquemia miocárdica y reperfusión. 
 
 
2. FRAGILIDAD MECANICA ASOCIADA A LA ANOXIA.  
 
El mecanismo de la fragilidad mecánica asociada a la anoxia no es conocido. La disminución de 
la resistencia a la tensión mecánica podría deberse a alteraciones en el citoesqueleto celular y/o 
sus ensamblajes con el sarcolema, o a alteraciones de la propia membrana. Algunos estudios 
sugieren la primera posibilidad, pero sus resultados no son concluyentes. Así, la pérdida de la 
vinculina observada por Steenbergen et al. (1987) ocurre sólo muy tardíamente, cuando la 
fragilidad está bien instaurada. En este trabajo se ha investigado la hipótesis de que esta 
fragilidad está relacionada, al menos en parte, con cambios en la estructura lipídica del sarcolema 
asociados a la anoxia. Para ello, se ha analizado el efecto de la TMZ, un fármaco con 
propiedades antiisquémicas (Belcher et al. 1992), sobre la resistencia mecánica del sarcolema en 
cardiomiocitos sometidos a estrés osmótico durante la reoxigenación. La preincubación con 
TMZ no modificó el número de células que se hipercontrajeron durante la reoxigenación, pero 
redujo el número de miocitos que presentaron disrupción del sarcolema asociada a la 
hipercontractura, como mostraron los resultados del test de Trypan Blue y la medición de la 
liberación de LDH. Estos resultados están de acuerdo con la hipótesis de que la TMZ ejerce una 
acción protectora directa sobre la fragilidad mecánica inducida por la deprivación energética.  
 
Aunque varios estudios han mostrado un efecto anti-isquémico directo de la TMZ sobre las 
células miocárdicas, su mecanismo de acción no está bien caracterizado. Este fármaco no tiene 
efecto en condiciones normóxicas (Harpey et al. 1989) y su acción beneficiosa durante la 
isquemia o la hipoxia se ha relacionado a su protección contra la reducción de compuestos 
energéticos (Lavanchy et al. 1987), el acúmulo de protones (Renaud 1988) y la generación de 
radicales libres de oxígeno (Maridonneau-Parini et al. 1985). En este estudio, la TMZ produjo un 
pequeño retraso en el grado de desarrollo de la contractura por rigor durante los primeros 
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minutos de la inhibición metabólica. Esta observación es compatible con el posible efecto de la 
TMZ sobre los niveles de ATP (Bowers et al. 1993). Sin embargo, al final del período de 
inhibición metabólica prácticamente todas las células habían desarrollado rigor, 
independientemente del tratamiento recibido. Esto excluye el potencial papel beneficioso de la 
preservación de ATP que pudiera ejercer la TMZ sobre la integridad del sarcolema durante la 
reoxigenación. La TMZ tampoco tuvo ningún efecto sobre la liberación de LDH durante el 
período de inhibición metabólica. Por otra parte, el efecto beneficioso de la TMZ sobre la 
viabilidad celular observado en este estudio no puede ser explicado por una disminución en el 
estrés mecánico ya que el número de células hipercontraídas y la magnitud de la hipercontractura 
no fue diferente de la observada en las células no tratadas. Los resultados sugieren que la TMZ 
tiene un efecto directo sobre la resistencia mecánica del sarcolema de las células anóxicas. Este 
incremento de la resistencia mecánica del sarcolema podría estar relacionado con un efecto 
protector de la TMZ sobre las membranas durante la deprivación energética. Observaciones 
previas han mostrado que la TMZ puede modificar el metabolismo lipídico durante la hipoxia y 
cambiar la fluidez de la membrana en plaquetas humanas (Fantini et al. 1994, Devynck et al. 
1993). A su vez, los catabolitos lipídicos producidos durante la isquemia pueden alterar las 
propiedades fisico-químicas de las membranas celulares (Verkley et al. 1987). La disminución 
del efecto protector de la TMZ observada cuando la inhibición metabólica se prolongó a 90 min 
indica que este fármaco retrasa, pero no previene, el desarrollo de fragilidad del sarcolema 
durante la deprivación energética. Por otra parte, el hecho de que el efecto beneficioso sobre la 
fragilidad fuese sólo evidente cuando las células habían sido preincubadas con la droga, sugiere 
que sus propiedades fisico-químicas la hacen acumularse en la membrana celular.   
 
 
3. FRAGILIDAD MECANICA ASOCIADA A LA REOXIGENACION. 
 
En este estudio se investigó la hipótesis de que la fragilidad estructural que desarrollan las 
células durante la anoxia/reoxigenación no es una consecuencia inevitable del período previo de 
anoxia, sino que también tiene un componente debido a la propia reoxigenación. Después de 
períodos prolongados de depleción energética, la capacidad de los miocitos para soportar un 
aumento de la presión intracelular disminuye, es decir, aumenta su fragilidad osmótica. Hasta 
ahora no se había podido establecer si la fragilidad osmótica de los cardiomiocitos reoxigenados 
se deriva del período previo de anoxia o si se puede prevenir en el momento de la reoxigenación. 
Para responder a esta cuestión se aplicaron 2 tipos de intervenciones en el inicio de la 
reoxigenación: primero, intervenciones que inhiben la maquinaria contráctil y protegen contra la 
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hipercontractura sólo si están presentes antes de iniciarse la fosforilación oxidativa (dadores de 
NO, estimuladores del sistema guanilyl ciclasa, análogos de GMPc y BDM) y segundo, 
intervenciones que limitan la peroxidación lipídica (DPPD). Estas intervenciones se aplicaron 
únicamente durante la reoxigenación. La fragilidad osmótica se caracterizó por la liberación de 
los enzimas citosólicos CK y LDH en miocitos sometidos a 2 h de anoxia y 30 min de 
reoxigenación hipoosmótica.  
 
Los resultados presentados indican que la fragilidad de miocitos hipóxicos/reoxigenados puede 
ser atenuada mediante intervenciones aplicadas exclusivamente durante el período de 
reoxigenación. Se observó una protección efectiva con el uso de agentes dadores de NO (SIN-1, 
SNAP, SNP) y el antiperoxidante lipídico DPPD. La pérdida de enzimas celulares no se observó 
cuando las células no habían desarrollado todavía la contractura por rigor. Esto indica que los 
miocitos no desarrollan fragilidad osmótica mientras no han sufrido una depleción energética 
severa. Sin embargo, el mecanismo por el cual se desarrolla esta fragilidad osmótica no se 
conoce. Los resultados de este estudio demuestran que la fragilidad osmótica en miocitos 
reoxigenados después de una depleción energética severa depende, al menos en parte, de las 
condiciones de reoxigenación. Esto implica que la fragilidad osmótica no está basada en la 
manifestación de un daño previo irreversible.  
 
3.1. Mecanismo de la protección contra la fragilidad osmótica 
La presencia de los dadores de NO SIN-1, SNAP o SNP fue capaz de proteger a los miocitos 
reoxigenados contra la fragilidad osmótica cuando estuvieron presentes durante los primeros 30 
min de reoxigenación. El SIN-1C, metabolito del SIN-1  sin capacidad de liberar NO, no 
proporcionó protección en miocitos reoxigenados sometidos a estrés osmótico. El SIN-1, SNP y 
SNAP difieren en su naturaleza química pero todos liberan NO. El aumento de NO parece ser el 
mecanismo por el cual estos agentes protegieron contra la fragilidad osmótica. Los dadores de 
NO incrementan la producción de GMPc por activación de la forma soluble de guanilyl ciclasa 
(Schlütter et al. 1994). Sin embargo, según los resultados de este estudio, la protección ejercida 
por los dadores de NO sobre la fragilidad osmótica no está mediada por GMPc ya que 1) el 
análogo permeable 8-bromo-GMPc no tuvo ningún efecto protector sobre esta fragilidad; 2) la 
inhibición de la guanilyl ciclasa por azul de metileno no atenuó la protección ejercida por el SIN-
1 y 3) los activadores de la guanilyl ciclasa, ANP o urodilatina, no protegieron contra la 
fragilidad osmótica. El efecto protector de los dadores de NO contra la fragilidad osmótica 
parece, pues, estar relacionado con otras acciones del NO independientes del GMPc. Estas 
acciones continúan siendo desconocidas pero podrían estar relacionadas con la afinidad del NO 
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por ciertos radicales libres del oxígeno.  
 
Aparte de los dadores de NO, el antioxidante lipídico DPPD fue también capaz de reducir el 
daño derivado de la fragilidad osmótica cuando estuvo presente en la reoxigenación. Estos 
resultados en conjunto sugieren que la producción de radicales libres y la peroxidación lipídica 
desempeñan un papel crítico en la generación de la fragilidad osmótica durante la reoxigenación. 
Otros estudios han sugerido que los radicales libres pueden estar involucrados en la generación 
de fragilidad osmótica (Downey y Yellon 1992). Es lógico suponer a partir de estas 
observaciones que los dadores de NO ejercen su efecto protector contra la fragilidad inducida por 
la reoxigenación disminuyendo el daño por radicales libres. 
 
3.2. Implicaciones 
Este estudio no fue diseñado para identificar el mecanismo que da lugar a un aumento de la 
fragilidad osmótica durante la reoxigenación, aunque demuestra que la protección contra la 
generación de radicales libres tiene un efecto beneficioso. El efecto protector de los dadores de 
NO y del antiperoxidante lipídico DPPD fue independiente de cualquier influencia potencial 
sobre la hipercontractura inducida por la reoxigenación. Cuando no se administran antes del 
inicio de la reoxigenación estos agentes son incapaces de prevenir la hipercontractura. La 
fragilidad osmótica puede, por lo tanto, ser atenuada en miocitos reoxigenados incluso cuando 
están hipercontraídos. La hipercontractura y la fragilidad osmótica son, pues, procesos 
independientes sobre los que se puede intervenir específicamente durante la reoxigenación.  
 
 
4. PAPEL DE LA INTERACCION INTERCELULAR. 
 
Además de la contribución de los factores mecánicos descritos más arriba (edema e 
hipercontractura) a la muerte de miocitos con fragilidad estructural secundaria a 
anoxia/reoxigenación, este estudio ha investigado el papel de la interacción entre células 
adyacentes como mecanismo adicional de daño celular. La interacción celular se analizó 
utilizando parejas de miocitos aislados y conectados en serie, que resultan de una disociación 
incompleta del tejido miocárdico. Una de las células de cada pareja se microinyectó con una 
solución que simulaba el medio extracelular para inducir su hipercontractura y simular las 
condiciones de ruptura de la membrana. Se investigó la posible transmisión de la 
hipercontractura a la célula adyacente.  
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La microinyección de medio extracelular en uno de los miocitos de cada pareja indujo en todos 
los casos hipercontractura de la célula microinyectada y de la adyacente. La hipercontractura del 
segundo miocito se iniciaba cuando la hipercontractura del primero había alcanzado el disco 
intercalar y era completa en las 2 células en menos de 30 segundos. Este mecanismo de 
transmisión de la hipercontractura célula a célula estuvo asociado al paso de Lucifer Yellow, un 
colorante capaz de atravesar los gap junctions que ha sido utilizado ampliamente para determinar 
el acoplamiento electromecánico en diversos tipos celulares, incluidos los cardiomiocitos 
(Kimura et al. 1995). El tratamiento de las células con heptanol 2 mM, un anestésico local con 
capacidad de bloquear la conductancia de los gap junctions (Johnston et al. 1980) previno la 
transmisión de la hipercontractura en un 75% de los casos y el paso de Lucifer Yellow en un 
85%.  La microinyección de medio sin Ca2+ no se acompañó de hipercontractura en ninguna de 
las 2 células aunque se produjo transmisión de Lucifer Yellow a través de los gap junctions en 
todos los casos. Cuando se microinyectó heptanol en medio sin Ca2+ no sólo se previno la 
hipercontractura  (100% del los casos) sino también el paso de Lucifer Yellow en un 80% de las 
células microinyectadas. En ningún caso se produjo transmisión de hipercontractura en ausencia 
de paso de fluorescencia, lo que descarta una transmisión de la hipercontractura de tipo mecánico 
por desgarro del sarcolema entre células adyacentes.  
 
Los resultados demuestran que la hipercontractura de un miocito puede inducir la 
hipercontractura de miocitos adyacentes mediante una señal química que se transmite a través de 
los gap junctions, y que el heptanol es capaz de interferir en esta transmisión. 
 
4.1. Estudios previos. 
Johnston et al. (1980) fueron los primeros en describir las propiedades desacoplantes del 
heptanol en células nerviosas del cangrejo de río. El heptanol a 1-2 mM produce una 
disminución rápida y reversible de la conductancia de los gap junctions en muchos tipos 
celulares incluidos los cardiomiocitos (Christ et al. 1992, Kimura et al. 1995). Aunque no se 
conoce con exactitud su mecanismo de acción, parece ser que está relacionado con una 
disminución de la fluidez en los dominios de membrana ricos en colesterol, lo que resulta en una 
disminución de la probabilidad de apertura de los canales que forman los gap junctions 
(Bastiaanse et al. 1993). A pesar de que el heptanol se ha utilizado para producir el 
desacoplamiento electromecánico entre células adyacentes, no se conocen estudios previos en los 
que se haya analizado su posible efecto sobre la transmisión de la hipercontractura. 
 
El efecto protector del heptanol sobre el daño por reperfusión y reoxigenación ha sido 
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investigado en estudios subsiguientes en nuestro laboratorio. En estos estudios (Garcia-Dorado et 
al. 1997) el heptanol tuvo un efecto beneficioso sobre el tamaño de infarto en el corazón porcino 
in situ y sobre la liberación enzimática y la recuperación funcional en el corazón aislado y 
perfundido de rata a concentraciones inferiores (1 mM) que las necesarias para prevenir la 
transmisión de Lucifer Yellow en parejas de miocitos normóxicos (2 mM). Esta discrepancia 
puede reflejar un aumento de la susceptibilidad de los gap junctions al heptanol en las células 
que se están recuperando de los desequilibrios bioquímicos secundarios a la isquemia previa.  
 
4.2. Progresión célula a célula de la hipercontractura. 
Los gap junctions son permeables a segundos mensajeros como el AMPc, IP3, Ca2+ y otros iones 
y moléculas de pequeño tamaño (Sáez et al. 1989, Charles et al. 1991, Christ et al. 1992, 
Churchill et al. 1996) y se les ha atribuido un papel relevante en la comunicación química entre 
células de diversos tejidos. Los niveles elevados de Ca2+ citosólico, la acidosis intracelular y la 
depleción de ATP producen un cierre de los gap junctions en miocitos isquémicos (White et al. 
1985, White et al. 1990, Sigiura et al. 1990, Dekker et al. 1996, Brenda et al. 1996). Sin 
embargo, la rápida reenergización, normalización del pH y del Ca2+ citosólico que ocurren al 
inicio de la reoxigenación resultan en la reapertura de los gap junctions de las células que han 
sobrevivido (Dekker et al. 1996). 
 
Para que se produzca transmisión de la hipercontractura durante la reoxigenación a través de los 
gap junctions se tienen que cumplir 2 condiciones: 
 
1) Que la respuesta a la reoxigenación sea heterogénea, es decir, que haya células que sobrevivan 
expuestas a otras que se están hipercontrayendo. Las diferencias individuales en la eficiencia 
para recuperar el control del Ca2+ se puede apreciar en cortes histológicos correspondientes a 
miocardio isquémico y reperfundido, en los que dentro de una misma área en riesgo coexisten 
células viables con otras que han desarrollado hipercontractura y necrosis. Aunque el Ca2+ 
citosólico puede estar elevado en todos los miocitos que se encuentran dentro del área en riesgo 
al inicio de la reperfusión, el tiempo transcurrido desde el inicio de la sobrecarga de Ca2+ y la 
magnitud de la misma en el momento de la reperfusión es muy variable entre células adyacentes. 
La existencia de variabilidad espacial en la concentración de Ca2+ citosólico al inicio de la 
reoxigenación entre miocitos contiguos y/o su habilidad para normalizar el nivel de Ca2+ durante 
la reoxigenación se puede demostrar indirectamente en condiciones in vitro, en las que miocitos 
aislados e hipercontraídos como consecuencia de la reoxigenación coexisten con otros que no se 
hipercontraen dentro de una misma placa de cultivo. La heterogeneidad en la respuesta celular a 
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la aparición de hipercontractura durante la reoxigenación está relacionada con diferencias 
individuales en el desarrollo de fragilidad  
mecánica secundaria a la anoxia (Steenbergen et al. 1987, Ganote et al. 1993) y con un aumento 
de la susceptibilidad al Ca2+ (Ladilov et al. 1997).  
 
2) Que los gap junctions estén permeables en células que todavía no han recuperado 
completamente la homeostasia del Ca2+, porque si solamente se abriesen una vez que la célula ha 
conseguido eliminar el exceso de Ca2+, no cabría la posibilidad de que la hipercontractura 
(causada por niveles anormalmente elevados de Ca2+ en presencia de ATP) se pudiese transmitir 
de una célula a otra. El efecto beneficioso que tiene el heptanol sobre el tamaño de infarto  
cuando se administra únicamente durante la reperfusión (Garcia-Dorado et al. 1997), es un 
argumento a favor de que los gap junctions están permeables al inicio de la reperfusión.     
 
4.3. Implicaciones. 
Aunque la transmisión de señales químicas a través de los gap junctions ha sido descrita en 
varias estirpes celulares como un mecanismo fisiológico capaz de regular la función de un 
órgano y participar en el control del crecimiento celular, la transmisión de señales que pueden 
resultar letales entre células adyacentes sometidas a isquemia/reperfusión puede constituir una 
forma de progresión de la necrosis celular. Los resultados descritos tienen potencialmente 
importancia científica y práctica. Teniendo en cuenta que cada miocito está conectado 
aproximadamente a 11 miocitos adyacentes formando una estructura tridimensional (Peters et al. 
1993), incluso una pequeña probabilidad de transmisión de la necrosis célula a célula puede tener 
un gran impacto sobre el tamaño final del infarto (Figura 4).  Además, esta progresión de la 
necrosis entre células adyacentes podría explicar la geometría continua de las áreas de necrosis 
en bandas de contracción de los infartos post-reperfusión (Solares et al. 1995). La posibilidad de 
interferir farmacológicamente en esta transmisión sin alterar la función del miocardio normóxico 
con intervenciones que, como el heptanol, disminuyen la conductancia a través de los gap 
junctions, puede tener un gran potencial terapéutico.  
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 48

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        V- Conclusión 

                                                                                                           



Conclusión 
                                                                                                                                                                
                                                                                                      
 

 

 49

 
 
 
 
V- CONCLUSION 
 
 
1. RESUMEN DE RESULTADOS. 
 
Las observaciones de los diferentes trabajos presentados pueden resumirse de acuerdo con la 
siguiente lista de resultados: 
1.-La deprivación energética produce fragilidad del sarcolema en miocitos. 
2.-Esta fragilidad no desaparece inmediatamente durante la reoxigenación y se mantiene al 

menos durante los primeros 40 min. 
3.-La fragilidad del sarcolema causada por la deprivación energética es debida, al menos  en 

parte, a cambios en la estructura lipídica del sarcolema. 
4.-La reoxigenación no sólo no revierte la fragilidad mecánica desarrollada durante la  anoxia 

previa sino que puede producir un agravamiento de esta fragilidad.  
5.-El agravamiento de la fragilidad que se produce durante los primeros minutos de la  

reoxigenación se debe a la acción de los radicales libres de oxígeno. 
6.-El edema celular por sí solo no es capaz de producir la rotura del sarcolema. 
7.-La hipercontractura por sí sola no es capaz de producir la rotura del sarcolema. 
8.-Sin embargo, el edema celular en cooperación con la hipercontractura y con la fragilidad 

desarrollada en el período anóxico previo sí es capaz de romper el sarcolema. 
9.-La hipercontractura de un miocito puede transmitirse a los miocitos adyacentes. 
10.-La transmisión de la hipercontractura se produce por un mecanismo químico a través de los 

gap junctions. 
11.-La interacción química intercelular se puede producir durante la reoxigenación entre  

miocitos con Ca2+ citosólico aún elevado. 
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2. CONCLUSION:  
Interpretación conjunta de los resultados obtenidos en los diferentes estudios  
presentados: Proposición de un modelo de daño letal por reperfusión. 
 
El análisis conjunto de la información proporcionada por los distintos experimentos presentados 
anteriormente, en el contexto de los resultados obtenidos por otros autores, permite proponer un 
modelo patogénico de la muerte celular que ocurre durante los primeros minutos de la 
reperfusión miocárdica. Según este modelo, esquematizado en la Figura 5, la principal causa de 
muerte celular durante la reperfusión es la rotura del sarcolema como consecuencia de la 
generación de una violenta sobrecarga mecánica sobre una estructura con una resistencia 
mecánica disminuida. La sobrecarga mecánica está causada principalmente por la 
hipercontractura, con la colaboración del edema celular y probablemente del intercambio de 
fuerzas entre miocitos adyacentes. La hipercontractura se produce al restaurarse la fosforilación 
oxidativa en presencia de niveles elevados de Ca2+ citosólico. El edema está causado por la 
generación de un gradiente osmótico transmembrana secundario al lavado del espacio 
extracelular, pero también por mecanismos independientes de este gradiente y dependientes del 
intercambio Na+/H+ y Na+/HCO3

- que tienen lugar durante la reperfusión. La fragilidad del 
sarcolema es el resultado del insulto isquémico previo, en parte a través de cambios en la 
estructura lipídica, y no desaparece inmediatamente después de la reperfusión, sino que se agrava 
como consecuencia de la oxidación lipídica. Finalmente, la muerte celular que se produce 
durante la reperfusión puede amplificarse por un mecanismo de progresión de la hipercontractura 
célula a célula mediante la comunicación química a través de los gap junctions, cuya 
permeabilidad se reinstaura rápidamente durante la reperfusión (Figura 5). Este modelo puede 
contribuir a una mejor comprensión de la fisiopatología de la necrosis miocárdica por 
isquemia/reperfusión y servir de base para el desarrollo de estrategias terapéuticas más eficaces 
en pacientes con cardiopatía isquémica.  
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