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RESUMEN

Las cdlulas miocardicas expuestas a un periodo de hipoxia (deprivacion energética) prolongado
presentan un gran aumento de los niveles de Ca?* citosdlico. Durante la reoxigenacion, la
reactivacion de la produccion energética mitocondrial antes de que se normalice la concentracion
de Ca®" provoca una activacion exagerada de la contractilidad de las miofibrillas, que puede
llegar a deformar irreversblemente € citoesqueleto y romper la membrana celular. Este
fendmeno, conocido como hipercontractura asociada a la reoxigenacion, es € responsable de la
muerte celular que se produce en los primeros minutos de reinstauracion del aporte de oxigeno y
dalugar a patron histologico de necrosis en bandas de contraccion, que congtituye € 90% de la
masa de necrosis en los infartos post-reperfusion. Sin embargo, en € modelo de miocitos
aidados, la hipercontractura no se acompafia de muerte celular y las células hipercontraidas
conservan la integridad de su sarcolema y cierta competencia metabolica. Esta discrepancia
puede ser debida a la ausencia de las fuertes restricciones fisicas impuestas por las uniones
intercelulares del tgido in vivo (que producirian desgarro del sarcolema entre miocitos
adyacentes hipercontraidos), pero también podria deberse a la ausencia de sobrecarga osmatica
en e modelo de miocitos aidados. Durante laisquemia, los catabolitos se acumulan en € interior
delascéulasy en e espacio extracel ular; 1allegada de flujo sanguineo en lareperfusion produce
un lavado de los catabolitos del espacio extracelular creando un gradiente osmatico a través del
sarcolema. Como consecuencia de este gradiente se produce una entrada de agua a interior de
las células creando un aumento de la tensién sobre la membrana que puede llegar aromperla.

En este estudio se hainvestigado la contribucion especifica del edema sobre la viabilidad celular
en un modelo de miocitos aidados sometidos a anoxia smulada y reoxigenacion hipoosmdtica,
el papel de la fragilidad estructural sobre la viabilidad celular, su evolucién tempora y los
mecanismos responsables de la misma. Ademas, se ha estudiado la interaccién celular como
posible mecanismo adiciona de dafio, utilizando pargjas de miocitos conectados en serie y
sometidos a técnicas de micromanipulacion. Los resultados demuestran que € dafio mecénico
impuesto por la hipercontractura coopera con la sobrecarga osmética en larotura de la membrana
en miocitos reoxigenados. Cuando se previene la hipercontractura durante la reoxigenacion, €
edema osmatico por si solo no es capaz de romper lamembrana de las células. Por otra parte, en
miocitos que no han estado sometidos a un periodo previo de deprivacion energética, € edemay
la hipercontractura no producen disrupcion del sarcolema. Estos resultados estén de acuerdo con



la hipétesis de que la sobrecarga mecanica impuesta por € edemayy la hipercontractura producen
lamuerte celular por rotura del sarcolema en miocitos que han desarrollado fragilidad estructural
secundaria a la deprivacion energética. La fragilidad no se recupera durante los primeros 40 min
de reoxigenacion. La preincubacion de los miocitos con TMZ, un farmaco con propiedades
antiisgquémicas y estabilizante de los lipidos de membrana, es capaz de aumentar la resistencia
mecanica'y mejorar la supervivencia de células reoxigenadas sometidas a estrés osmético. Este
efecto de la TMZ indica que la fragilidad osmética de los miocitos reoxigenados esta
relacionada, al menos en parte, con un proceso de degradacion lipidica dd sarcolema durante la
anoxia. La reoxigenacion no solo no revierte la fragilidad osmotica desarrollada durante la
anoxia sino que produce una disminucion adiciona de laresistencia mecanica del sarcolema. Los
farmacos dadores de NO y antioxidantes lipidicos son capaces de mejorar laviabilidad celular en
miocitos sometidos a estrés osmético. El mecanismo de accion de estos farmacos no se conoce,
aunque parece ser independiente de la via de GMPc, lo que es compatible con la hipétesis de
gue € incremento de la fragilidad observada durante la reoxigenacion se debe en parte a la
accion de los radicales libres dd oxigeno. Finalmente, en pargjas de miocitos unidos por discos
intercalares intactos, la hipercontractura de un miocito inducida mediante micromanipulacion es
capaz de transmitirse a un miocito adyacente. La transmision célula a célula de la
hipercontractura se puede prevenir utilizando heptanol, un blogueante de los gap junctions. Estos
resultados estan de acuerdo con la hip6tesis de que la interaccion quimica a través de los gap
junctions entre célul as adyacentes puede contribuir alatransmision de la hipercontractura.

En conclusién, los resultados de este estudio demuestran la existencia de diferentes mecanismos
capaces de causar la muerte celular durante los primeros minutos de reperfusion, y abren la
posibilidad de prevenirla mediante intervenciones farmacol 6gicas aplicadas en  momento de la
reinstauracion del flujo coronario.
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La isquemia coronaria aguda congtituye la principal causa de mortalidad en la mayoria de los
paises industridizados. La extension de la necrosis miocardica que se produce durante €
sindrome coronario agudo es € principal factor determinante de la supervivenciay calidad de
vida en pacientes con cardiopatia isquémica. Esta extenson depende de dafio ceular
desarrollado durante la oclusién coronaria y del que ocurra durante la reperfusion, ya sea por
recanalizacion espontanea o terapéutica.

Las principales estrategias terapéuticas utilizadas para disminuir la mortalidad y morbilidad por
cardiopatia isquémica son la detencion de la progresion de las lesiones coronarias (control de los
factores de riesgo), la prevencion de la oclusién coronaria (tratamiento antitrombdtico, técnicas
percutaneas de intervencidn intracoronaria, cirugia) y la resolucion de la oclusion coronaria
cuando ésta se produce causando un cuadro de infarto de miocardio (tratamiento trombolitico,
intervencion percutaned). Estas estrategias han producido una disminucion de la mortalidad por
cardiopatia isquémica en la mayoria de paises en los que han sido utilizadas. Sin embargo, las
estadisticas de mortalidad constituyen también una evidencia de que este éxito es solo parcia por
el momento, y la cardiopatia isquémica contindia siendo la primera causa de muerte en lamayoria
de estos paises. Por lo tanto, parece judtificado tratar de desarrollar una cuarta estrategia
encaminada a paliar las consecuencias de una oclusion coronaria transitoria de una duracion
dada, determinada en gran medida por factores muy dificilmente modificables, como € tiempo
gue tarda € paciente en llegar d hospital. Esta estrategia ha de basarse en potenciar € efecto
beneficioso de la reperfusion sobre € tamafio del infarto después de un periodo de isquemia
miocéardica severa.

La tolerancia del miocardio a la isquemia-reperfusion es muy pobre comparada con la de otros
tejidos, y periodos 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 solo es debida en
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parte a las condiciones isquémicas y que la reperfusion puede agravar la extension del dafio.
Como otros tipos ceulares, los miocitos pueden sufrir los efectos adversos de la generacion de
radicales libres y de la activacion de fendmenos inflamatorios durante la reperfusion. Pero,
ademas, |os miocitos estén provistos de una maguinaria contractil muy potente y se encuentran
interconectados firmemente para asegurar € acoplamiento eléctrico y mecanico durante su
normal funcionamiento. Estas caracteristicas especificas |os hacen particularmente susceptibles a
un tipo de dafio celular que no afecta a otrostejidos: € dafio mecanico por reperfusion.

1. NECROSISMIOCARDICA POR ISQUEMIA/REPERFUS ON

1.1. Daioinducido por laisquemia.

Durante la isquemia severa se produce un desequilibrio entre la demanday € aporte de energia
del tgjido miocardico. La detencidn del metabolismo anaerdbico se acomparia del agotamiento
inmediato de la CPy ddl descenso progresivo de los nivelesde ATPy e acimulo de ADPy Pi.
Este dltimo es € principa responsable del fallo contractil total que se instaura durante los
primeros segundos de isquemia, cuando los niveles de ATP son todavia practicamente normales.
La glicoliss anaerdbica sdlo puede satisfacer parte de la demanda energética Como
consecuenciadel déficit energético se producen cambios en € equilibrio ectrolitico através del
sarcolema, de los que € més prominente es la salida de K™ y su acumulacion en e espacio
extracelular, y edemacelular. Al activarse la glicolisis anaerdbica aumentan |os niveles de lactato
y disminuye € pH intracelular. Finalmente, la glicolisis anaerdbica es inhibida y € déficit
energético se agrava.

1.1.1. Acidosiseincremento de Na" intracelular.

La puesta en marcha de la glicolisis anaerdbica produce &cido lactico, que se encuentra disociado
como anion lactato y H*. El pH intracelular de la célula isquémica se acidificay esto pone en
marcha los sistemas de transporte reguladores del pH. Uno de los mecanismos para sacar H* del
citoplasma es € intercambiador Na'/H". Este sistema produce un aumento del influjo de Na
que, a su vez, pone en marcha e intercambiador Na'/Ca®* que sacaNa' intracelular acostade la
entrada de Ca”* a interior de la cdula (Figura 1). El intercambiador Na'/H* desempefia,
entonces, un papel deletéreo para la célula miocérdica porque constituye un mecanismo de
sobrecargade Ca* (Tani et al. 1989).
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Se ha demostrado que € uso de agentes que inhiben e intercambio Na'/H™ puede tener un efecto
beneficioso sobre € miocardio isquémico/reperfundido. Sin embargo, € mecanismo de accidn
por e cual gercen esta proteccién 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 candles de Ca®* y sobre o
intercambiador Na'/Ca?"). Actuamente existen los derivados de benzoylguanidina (HOE694,
HOE642) que han resultado ser mucho mas selectivos (Sholz et al. 1993, Sholz et al. 1995); 2)
Se han obtenido resultados contradictorios sobre s € efecto beneficiosos del bloqueo del
intercambio Na'/H" se debe a su accién durante la isquemia, durante la reperfusion o en ambas.
Varios estudios han demostrado que la inhibicion del intercambio Na'/H™ gerce un efecto
beneficioso sblo cuando esta 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 disminucion de las arritmias de reperfusion y de la necrosis miocardica cuando los
inhibidores del intercambio Na'/H" estan presentes en lafase inicid delareperfusion (Du Toit et
al. 1993, Yasutake et al. 1994, Ladilov et al. 1995); 3) No se ha demostrado hasta € momento
que la inhibicion del intercambio Na'/H* durante la isquemia produzca un cambio sustancial en
el desarrollo de la acidosis intracelular. Varios estudios han vaorado la evolucién dd pH
intracelular en corazones isquémicos y no han podido detectar modificaciones en presencia de
HOEG694 o derivados de laamilorida (Pike 1993, Hendrikx et al. 1994, Navon et al.
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FIGURA 1
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1994). Tampoco se han podido demostrar diferencias significativas en la evolucidon de la
deplecidon energética en células miocardicas isquémicas en presencia 0 ausencia de estos
inhibidores (Sack et al. 1994). Parece, pues, claro que € efecto cardioprotector sobre €
miocardio isquémico no esta relacionado con ateraciones en € curso de la acidificacion
intracelular ni del metabolismo energético.

El intercambio Na'/H" no es e tnico, ni probablemente € més importante de los mecanismos de
entrada de Na'" en la cdula durante la isquemia. El cotransportador Na'/HCOs, activado por la
sobrecarga intracelular de H*, desempefia un papel importante. El falo de la bomba de Na
(Na'/K* ATPasa), que se produce como consecuencia de la disminucion de la energia de
hidrolisis del ATP, contribuye de maneraimportante ala 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 cudl es e papel de la sobrecarga de Na' intracelular en @ desarrollo del
dafio isquémico, aparte de contribuir ala sobrecarga de Ca’* a activar el intercambio Na'/Ca®* y
de gercer una funcion osmética pasiva. Existen evidencias de que € incremento de los niveles
de Na' citoplasmético precede ala aparicion de los puentes de rigor entre la actina-miosina.

Finalmente, otros sistemas transportadores participan en laregulaciéon del pH intracelular durante
la isquemia, sin implicar al Na", como € cotransportador H'/lactato. La multiplicidad de los
sistemas implicados en la regulacion del pH intracelular durante la isquemia, y las complgjas
interrelaciones entre ellos, hacen que los efectos de la activacion sobre uno de estos sistemas
sean dificilmente predecibles. Ademas, la comprobacion experimental de estos efectos et
limitada por la falta de disponibilidad de inhibidores o agonistas especificos, con la excepcion
matizada del inhibidor del intercambiado Na'/H".

1.1.2. Edema celular asociado a laisquemia.

Se ha descrito en varios estudios que € contenido de agua miocardica aumenta precozmente en
la isqguemia severa. Este hecho ha sido documentado in vitro (Steenbergen et al. 1985), en
corazon aidado (Tranum-Jensen et al. 1981) y en corazdn in Situ con isquemia regiona
(Jennings et al. 1985). Un eemento importante en la génesis del edema es la acumulacion de
productos metabdlicos con gran actividad osmética en € interior de la céula. Estos metabolitos
provocan elevaciones severas de la osmolaridad intracelular que se acompafian de edema
osmético. Sin embargo, tras una fase inicial de generacion de edema celular, la capacidad de la
mayoria de los metabolitos para atravesar la membrana provoca la desaparicion dd gradiente
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osmético transmembrana y la progresén del edema osmético se enlentece o detiene. El
equilibrio de la carga osmdtica transmembrana es mas completo y rgpido en ausencia de
circulacion colateral (Steenbergen et al. 1985).

Otro mecanismo implicado en la génesis dd edema celular durante la isquemia miocardica esta
ligado a cambios en la permeabilidad del sarcolema a distintos iones, y especialmente a Na'. Se
ha comprobado que la disfuncion de la membrana plasmética puede ocasionar edema celular en
ausencia de gradiente osmotico (Tomita et al. 1992), debido a la descarga ddl potencia
termodinamico transmembrana norma mente existente como consecuencia del desequilibrio en
las concentraciones de iones (mayor concentracion extracelular) y grandes moléculas (mayor
concentracion intracelular). Este desequilibrio hace que, aungue la presion osmética sea igua a
ambos lados de la membrana, |os iones tiendan a entrar, y hagan necesaria la existencia de un
sistema activo (con consumo de ATP) de extrusion. El falo de este sistema conduce a la
gananciade Na'" y Cl" y alaentrada pasiva de agua (Piper et al. 1996).

1.1.3. Incremento de Ca®* intracdlular.

El gradiente electroquimico parael Ca’* através del sarcolema es del orden de 10° y tiene que
ser mantenido por procesos activos que requieren energia La acumulacion de Ca&* se ha
considerado clasicamente como & mecanismo fundamental ddl dafio isquémico y ha sido bien
establecido en estudios previos (Morris et al. 1989). La utilizacion de técnicas de
ratiofluorescencia ha permitido la caracterizacion detallada de las dteraciones de la
concentracion de Ca®* citoplasmético causadas por la isquemia, la anoxia, o la inhibicion
metabdlica El Ca* intracelular se mantiene normal (aunque sin elevaciones transitorias) durante
los primeros minutos de déficit energético y solo comienza a elevarse cuando la célula presenta
contractura por rigor (ver més adelante). No se conocen bien los mecanismos que relacionan la
aparicion del rigor con la elevacion del Ca* (Koretsune et al. 1990). El aumento neto de Ca’*
citosdlico durante laisquemia es atribuido fundamentalmente a intercambio Na'/Ca’*, que acttia
afavor del gradiente electrogquimico en una situacion de sobrecarga de Na“ (como se ha descrito
més arriba), pero también se debe a una disminucion de la extrusion de Ca’* através del sistema
Ca*-ATPasa El uso de agentes que afectan la liberacion de calcio desde e reticulo
sarcoplasmico, como la cafeina o la rianodina, no previene la acumulacion de calcio citosdlico
durante la hipoxia (Siegmund et al. 1992), lo que indica que € reticulo sarcopldsmico no
desempefia un papd relevante en la pérdida de control de la homeostasis del calcio en una
situacién de deprivacion energética.
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Estudios previos han demostrado que el incremento en los niveles de Ca* citosdlico conduce a
una degradacion acelerada de | os fosfolipidos de membrana (Verkley y Post 1987). Se desconoce
S este efecto estd mediado por una activacion de |as fosfolipasas dependientes de Ca2* o por la
accion directa del Ca?* sobre los fosfolipidos. La resinstesis de fosfolipidos es un proceso
dependiente de ATP. Cuando los miocitos tienen las reservas energéticas deplecionadas en
presencia de niveles elevados de Ca®* intracelular, |a degradacion acelerada de los fosfolipidos
de membrana coincide con la incapacidad de la célula para resintetizarlos. Ademas, se produce
activacion de las proteasas dependientes de Ca®*, 1o que contribuye a dafio del citoesqueleto
observado en e miocardio isquémico (Steenbergen et al. 1987).

El grado de sobrecarga de Ca’* citosdlico durante laisquemia tiene una gran importancia sobre la
posible recuperacion o no de los miocitos durante la reoxigenacion. En estudios redlizados
utilizando cardiomiocitos de rata inyectados con aequorinay sometidos a anoxia (Allshire et al.
1987), se observé que cuando la reoxigenacion se redlizaba antes de que e Ca®* acanzase la
concentracion de 1 UM, la célula era capaz de restablecer los niveles de Ca* intracelular en los
primeros minutos de la reoxigenacion y no sufrir hipercontractura; S la reoxigenacion se
realizaba cuando &l Ca’* habia acanzado una concentracion de 1-3 pM, se producia un periodo
de oscilaciones de Ca®* durante 5-15 min (en el que la cdlulatrataba de restablecer su Ca?* basal)
gue podia provocar la hipercontractura en los primeros segundos de readmisién del oxigeno.
Durante la deprivacion energética se produce también elevacion de Ca®* en las mitocondrias,
pero las consecuencias de este fendmeno no han sido bien establecidas.

1.1.4. Fragilidad estructural

Las células miocardicas pueden soportar las dteraciones metabdlicas producidas por periodos
breves deisquemia o hipoxiay a mismo tiempo son capaces de recuperar su estructuray funcion
s se reingtaura € flujo sanguineo, o € aporte de oxigeno, antes de que haya transcurrido un
periodo critico de anoxialisqguemia. Se considera que estas células estan reversiblemente
dafiadas. La disrupcion de su sarcolema marca € paso definitivo hacia la muerte celular y et
asociada a la prolongacion del periodo de isgquemia (Jennings et al. 1981). Previamente a
desarrollo de dafio irreversible, las células pasan por un estadio de fragilidad estructura en €
gue, aunque conservan laintegridad de su sarcolema, presentan una disminucion de su capacidad
para soportar una sobrecarga mecdnicaa Este aumento de la fragilidad de
sarcolemalcitoesgueleto puede ponerse de manifiesto mediante sobrecarga osmética. Por otra
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parte, las células sometidas a deprivacion energética severa y prolongada, presentan un
incremento de la susceptibilidad a Ca®* (Figura 2). Este segundo tipo de fragilidad que afecta d
sarcomero-citoesqueleto favorece e colapso estructura de la célula durante la hipercontractura
(Ladilov et al. 1997).

a) Fragilidad osmodtica (fragilidad del sarcolema). Los primeros estudios sobre
fragilidad osmdtica se redizaron en corazones aidados y perfundidos (Vander Heide et al.
1987). En estos estudios se demostré que los corazones que se mantenian en condiciones
normoxicas y eran sometidos a un estrés osmatico (cambiando la perfusién normoosmoatica de
300 mOsm a una perfusion hipoosmatica de 150 mOsm) no sufrian aparente dafio estructural ni
liberaban enzimas. En cambio, los corazones anoxicos sometidos a mismo estrés osmotico
desarrollaban disrupcion de la membrana celular y liberacién de enzimas intracelulares. El
aumento de la fragilidad osmética durante la inhibicion metabdlica también ha sido demostrado
en miocitos aidados (Ganote et al. 1988). Después de someter miocitos aislados controles a una
incubaci én hipoosmatica durante 60 min, no se observaron
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diferencias en € nimero de células viables con forma de baston con respecto a aguellos que se
incubaron en condiciones normoosméticas, ta como se determind por andisis de exclusion de
Trypan Blue, un colorante que solo tifie las culas cuando hay disrupcion de su membrana. El
mismo experimento realizado en miocitos que habian sido sometidos a inhibicion metabdlica
previa, resulté en aproximadamente € doble de células no viables después de la incubacion
hipoosmética. Aunque e mecanismo exacto de este fendbmeno no se conoce, se ha sugerido que
la proteolisis de componentes del citoesqueleto (como la vinculing) puede estar relacionada con
la ruptura de la membrana celular (Steenbergen et al. 1987). Esta proteolisis puede ser
secundariaa aumento de los niveles de calcio citosolico durante laanoxia

b) Aumento de la susceptibilidad al Ca?* (fragilidad del citoesqueleto). Cuando los
miocitos aidados sometidos a anoxia alcanzan un nivel critico de ATP (entre 50 y 100 uM)
sufren un acortamiento brusco (contractura) de su longitud pero mantienen su estructura
poligonal. Este acortamiento, generamente de mas del 50% de su longitud inicial, se debe ala
aparicion de enlaces de tipo rigor, independientes del Ca2*, entre la actina y la miosina, cuando
ain persste una cierta actividad ciclica, dependiente del ATP, en otros puntos de los
miofilamentos (Allshire y Cobbold 1990). La hipercontractura asociada a la reoxigenacion solo
se produce en aquellas células que han desarrollado este acortamiento en € periodo previo de
anoxia. Stern et al. (1985) han demostrado que cuanto mayor es € intervalo que transcurre entre
laaparicion de este acortamiento y € inicio de la reoxigenacion, mayor es la probabilidad de que
la célula se hipercontraiga a reinstaurar € oxigeno. Las células que no sufren contractura
durante la anoxia tampoco se hipercontraen durante la reoxigenacion. La contractura representa
un punto de no retorno en la respuesta de las células a la reoxigenacion y constituye un suceso
importante en el deterioro celular. Los estudios de monitorizacion del Ca* intracelular realizados
en miocitos aidados sugieren que la contractura anoxica precede a un aumento detectable de los
niveles de Ca?" citoplasmético, aunque esta relacion temporal entre la aparicion de contracturay
el aumento de Ca?* puede variar a modificarse las condiciones de adhesién de las células a la
placa (Allshire et al. 1987). No se sabe con exactitud cud es € papel de la contractura en €
desarrollo del dafio andxico, ni s € acortamiento y tension de que se acompafia pueden causar
distorsiones en la arquitectura del sarcomero y de citoesqueleto capaces de aumentar la
fragilidad estructural. Sin embargo, se sabe que las cdlulas que han permanecido en rigor por un
periodo de tiempo prolongado desarrollan una susceptibilidad exagerada a los incrementos de
Ca" intracelular, y que en presencia de ATP se hipercontraen a niveles de Ca* 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 a Ca?* parece estar mediado por cambios en €
estado de fosforilacion de proteinas del citoesqueleto (Ladilov et al. 1997).

1.2. Dafo inducido por lareperfusion.

La reingtauracion dd flujo sanguineo es indispensable para evitar la muerte de las células
miocardicas sometidas a isquemia severa. Sin embargo, no es una condicién suficiente, y una
poblacion variable de miocitos isquémicos puede morir a pesar de la reperfusion. Esta poblacion
es mayor amedida que lareperfusidn seretrasa, y [lega un momento en que lareinstauracion del
flujo no consigue salvar de la muerte un nimero apreciable de miocitos. Ademés, la reperfusion
€es capaz por si mismade producir un dafio adiciona alas células, incluso precipitar su muerte, 1o
gue se conoce como dafio leta por reperfusion. El dafio letal por reperfusion se define como €
dafio causado por lareinstauracion del flujo sanguineo después de un periodo isquémico y que es
capaz de producir la muerte de células que todavia no estaban irreversiblemente dafiadas durante
el episodio isguémico previo. La relevancia de este efecto potenciadmente dafino de la
reperfusion y, en particular, su capacidad para matar células viables y limitar la recuperacion
miocardica, es aln objeto de debate (Piper et al. 1997). Hay que distinguir entre € dafio por
reperfusion inmediato, que es € quetiene lugar durante los primeros minutos de la reinstauracion
dd flujo sanguineo y puede producir muerte por necrosis, y € dafio por reperfusion tardio que
puede desarrollarse a lo largo de horas e incluso dias después de la reinstauracion dd flujo
sanguineo, y que puede estar relacionado con la activacion de polimorfonucleares neutréfilos y
con la induccion de necrosis y/o apoptosis. Los miocitos que mueren durante |os primeros
momentos de la reperfusion lo hacen de forma especiamente violenta, desarrollando una
actividad contrétil excesiva e incontrolada. El desarrollo de esta actividad indica que, en €
momento de presentarla, 1os miocitos poseen capacidad para generar energia y una cierta
competencia metabolica. Existen sdlidas evidencias que sugieren que estos miocitos pueden
salvarse s se modifican las condiciones en las que se produce la reperfusion. Entre los procesos
gue participan en € dafio por reperfusdon ha merecido especial atencion € posible papel de
agentes bioquimicos como los radicaes libres de oxigeno. No obstante, existe cada vez mayor
evidencia de que los factores fisicos, como € estrés mecanico impuesto por € edema celular
masivo Y la hipercontractura desempefian un papel decisivo en la muerte celular durante la
reperfusion.

Parece cada vez més claro que parte del dafio durante la reperfusidén sucede mas tardiamente,
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durante las horas siguientes a la reinstauracion del flujo como consecuencia de la llegada de
células sanguineas a miocardio reperfundido y de laliberacidn de substancias altamente nocivas
para € miocardio. Este dafio tardio tiene € gran interés de que podria ser susceptible de
tratamientos farmacol 6gicos aplicables a un gran nimero de pacientes con infarto de miocardio.
Incluso breves episodios coronarios agudos, insuficientes para producir necrosis, se acomparian
de activacion leucocitaria. Se ha demostrado que después de un periodo de isquemia miocardica
se producen cambios en € endotelio de capilaresy vénulas y en |os leucocitos, con expresion de
moléculas adhesivas, como la P-selectina endotelial y la L-selectina leucocitaria, que inician la
rodadura, activacion PAF-dependiente y posterior adhesion de estas cdlulas (Dreyer et al. 1991).
La activacion del sistema del complemento parece desempefiar un papel capital en este proceso,
al inducir latrand ocacion de la P-selectina endotedlia y lasintesisde IL-1, IL-6 y TNF-afa, que
a su vez inducen la expresion de moléculas de adhesion (Buerke et al. 1995). Esta se hace més
firme por la interaccién posterior entre nuevas moléculas adhesivas como la ICAM-1 endotelial
y las integrinas CD11/CD18 expresadas en los leucocitos, y puede seguirse de la transmigracion
de neutrdfilos al espacio extravascular (Kurose et al. 1994). La transmigracion se ve favorecida
por la liberacion de los uniones mediadas por P-selectina en los leucocitos activados (Lorant et
al. 1995). Parece probable que la disminucion de la liberacidon basa de NO en € endotelio
miocardico juegue un papel determinante en € desencadenamiento de esta cadena de sucesos,
gue conducen a acumulo de neutréfilos en € miocardio reperfundido, yaimportante durante los
primeros minutos de la reinstauracion ddl flujo (Kurose et al. 1994). En pacientes con episodios
de isquemia aguda, la actividad inflamatoria en la lesion coronaria responsable de la isquemia
también podria contribuir ala activacion leucocitaria, pero laimportancia de esta contribucién no
ha sido establecida.

La capacidad de los leucocitos para lesionar € miocardio reperfundido ha sido intensamente
investigada (Lefer et al. 1994). Los leucocitos pueden comprometer la viabilidad celular a crear
micro-tapones capilares, liberar sustancias toxicas, o dafiar directamente a los miocitos después
de atravesar € endotelio, habiéndose descrito moléculas de adhesion para neutréfilos (ICAM-1)
expresadas por miocitos (Buerke et al. 1994). Estos efectos nocivos parecen ligados a la
presencia de factores plasméticos y, concretamente, a la activacion del complemento. El
complgjo de ataque termina ala membrana (MAC) estimulala liberacién de radicales libres del
oxigeno y leucotrieno B4 en los neutrofilos. Numerosos estudios han informado del efecto
beneficioso sobre € tamafio del infarto de medidas encaminadas a disminuir & acimulo de
leucocitos en € miocardio reperfundido (Litt et al. 1989, Ma et al. 1992), bien a antagonizar la
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adherencia de los mismos a endotelio o bien por otros mecanismos. Sin embargo, |os leucocitos
son también capaces, en respuesta a determinados estimulos, de producir NO, gque podria tener
un efecto beneficioso sobre la microvasculatura del miocardio reperfundido e inhibir la
agregacion plaquetaria (Lopez-Farré et al. 1995). Existen indicios de que la produccion
leucocitaria de NO pude ser estimulada por metabolitos del &cido araquidénico e inhibida por la
endotelina-1y €l PAF (Lopez-Farréet al. 1995).

Se ha sugerido que las plaguetas cooperan con los leucocitos aumentando su toxicidad (44), y
formando agregados leucoplaqutarios, y que la P-selectina juega un papd importante en esta
cooperacion. Los mecanismos de la activacion de las plaquetas por la isquemia miocardica es
peor conocida. Laliberacion de TXA2, FP4, fibrindbgeno y adenosina por las plaguetas activadas
estimula de distintas maneras los neutrdfilos. También se ha descrito un efecto beneficioso de
tratamientos que ateran la funcién plaquetaria o la cooperacion entre leucocitos y plaquetas
(Flores et al. 1994). Sin embargo, € papel de las plaguetas en la génesis del dafio durante la
reperfusdon es mucho més controvertido, y algunos autores han descrito incluso un efecto
beneficioso de las mismas sobre € miocardio reperfundido in vitro (Yang et al. 1994).

La muerte celular necrética es la consecuencia de un dafio estructural severo y no esta regulada
por los factores de transcripcion. Por € contrario, la apoptosis es una muerte celular controlada
genéticamente que se produce en respuesta a un dafio moderado o a la influencia de citoquinas.
Las células que entran en € proceso apoptdtico conservan inicidmente la integridad fisica de su
membrana incluso cuando existen cambios en su estructura quimica. EIl momento en € que este
proceso se vuelveirreversible es la activacion de endonucleosis del DNA gendmico, dando lugar
aun caracteristico patron de fragmentos de DNA que se utiliza para identificar 1a apoptosis. En
diversos estudios recientes se demuestra la existencia de apoptosis en € miocardio isquémico-
reperfundido (Fliss et al. 1996, Kgstura et al. 1996, Saraste et al. 1997), pero ni larelevanciade
la apoptosis en la muerte de miocitos reperfundidos, ni los factores que la inician han sido
todavia establecidos.

Existen abundantes datos funcionales, enzimaticos y morfol égicos que demuestran que € dafio
letal precoz por reperfusion es cuantitativamente mucho mas importante que d tardio, y que la
mayor parte de las células que mueren durante la reperfusion lo hacen durante los primeros
minutos de la misma (Piper et al. 1997). A continuacion se analiza la evidencia disponible hasta
este momento sobre | os principales mecanismos de dafio |etal precoz durante la reperfusion.
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1.2.1. Hipercontractura.

L a hipercontractura constituye el mecanismo fisiopatol 6gico més importante de la muerte celular
gue ocurre durante los primeros momentos de la reperfusiéon. La hipercontractura es un
acortamiento brusco de la longitud celular, hasta dcanzar aproximadamente € 30% de su
longitud inicial, debido a una activacion exagerada de la maquinaria contréctil. Esta actividad
contréctil exagerada se debe a la recarga energética (disponibilidad de ATP) en presencia de
niveles anormalmente elevados de C&* citosdlico. La activacion de la contractilidad causa una
distorsion irreversible del citoesqueleto y de la morfologia cdular debido a que la fuerza
contréctil excede la capacidad elastica del sarcomero y del citoesqueleto. En € miocardio in situ
la hipercontractura se acomparfia de rotura del sarcolema y muerte celular, dando lugar a un
patron histologico caracteristico denominado necrosis en bandas de contraccion. Este patron
congtituye aproximadamente el 90% de la extension total de la necrosis miocérdica cuando la
reperfusidon se produce precozmente, es decir, en un momento en € se que consigue salvar
miocardio en riesgo (Solares et al. 1995). La hipercontractura responsable de la necrosis en
bandas de contraccion aparece de forma violenta y rapida en € miocardio in situ, como han
demostrado estudios en los que se ha monitorizado la longitud de un segmento miocardico
mediante la implantacién de microcristal es piezoel éctricos (Barrabés et al. 1996). Estos estudios
muestran una estrecha correlacion entre la magnitud del acortamiento de lalongitud diastdlicaen
un segmento miocardico y la extension de la necrosis en bandas de contraccidn. Observaciones
histol 6gicas muestran que estas &reas de necrosis en bandas de contraccion estén formadas por
miocitos hipercontraidos y constituyen la mayor parte de las células que componen lamasa de un
infarto secundario aisquemia miocardica severa seguida de reperfusion (Miyazaki et al. 1987).

La hipercontractura congtituye una forma genuina de dafio por reperfusdn ya que puede
prevenirse por intervenciones aplicadas en € momento de la reinstauracion del flujo. Aunque en
el miocardio in vivo la hipercontractura se acompafia de rotura del sarcolemay muerte celular,
en miocitos aidados no es capaz por si sola de romper la membrana durante la reoxigenacion. En
este modelo in vitro las células pueden soportar € dafio mecanico impuesto por la
hipercontractura (incluso después de haber desarrollado una debilidad estructural secundariaala
anoxia) sin perder laintegridad de su sarcolema ni la competencia metabdlica (Piper et al. 1984,
Piper et al. 1985, Siegmund et al. 1990), aunque la viabilidad a largo plazo de las cdlulas
hipercontraidas no se conoce. Esta diferente respuesta de los miocitos aidados respecto a las
células de miocardio in vivo puede ser explicada por la ausencia de las restricciones fisicas que
impone la interaccion celular en € modelo in vitro en contraste con las fuertes uniones
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intercelulares del tgido miocardico (Piper et al. 1984, Ganote 1985, Frank et al. 1986) y/o por la
ausencia de sobrecarga osmética (edema) asociada alareoxigenacion.

En condiciones de deprivacion energética (hipoxia o isquemia) las células miocardicas se
sobrecargan de Na' y Ca®*. La recuperacion de la fosforilacion oxidativa que se produce durante
la reperfusion reactiva inmediatamente la funcién de las 2 principales bombas: la bomba Ca®*-
ATPasa ddl reticulo sarcoplasmico y la bomba Na'-K* ATPasa de la membrana celular. El
mecanismo por e 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 aidados en los que se monitorizo la concentracion de calcio intracelular
y los cambios en la morfologia celular. En estos experimentos, las células fueron sometidas a 60
min de anoxia seguida de reoxigenacion. La reoxigenacion produjo una caida rapida del calcio
citosdlico (fase I) seguida por un periodo de oscilaciones dd cacio (fase I1) y finamente un
restablecimiento del control de los niveles de calcio basal (fase 111). La caidainiciad de calcioy
las oscilaciones (fases | y I1) estdn producidas por el secuestro temporal del exceso de Ca®
dentro del reticulo sarcoplasmico. Cuando se satura la capacidad maxima de amacenamiento
dentro del reticulo sarcoplasmico se inicia un ciclo de liberacion-recaptacion de Ca’* que puede
llegar a producir hipercontractura. Sin embargo, cuando el intercambiador Na'/Ca®" esta
suficientemente activado estas oscilaciones se interrumpen, porque € exceso de C& es
eliminado del citosol. La habilidad de este intercambiador para expulsar € Ca®* de la célula
depende de la magnitud del gradiente de Na' transarcolema. La restauracion de un gradiente de
Na' suficiente a través de la membrana es entonces un prerrequisito indispensable para la
extrusion de Ca&" en las céulas reoxigenadas. En e modelo de miocitos aislados se ha
demostrado que las células reenergizadas pueden retener la suficiente competencia metabdlica
para reactivar de manera rapida la bomba de Ca* del reticulo sarcoplésmico y la bomba de Na*
del sarcolema (Siegmund et al. 1990,1992,1994). La hipercontractura no sdlo se produce por la
magnitud de la elevacion del Ca?* citosdlico durante las oscilaciones, sino también por una
exagerada susceptibilidad de las células reoxigenadas a calcio (Ladilov et al. 1997).

La hipercontracturainducida por la reoxigenacion puede prevenirse s |a maquinaria contréctil de
los miocitos se inhibe en la primera fase de la recuperacion energética durante € tiempo
suficiente para reestablecer el control de la concentracion citosdlica de Ca’*. Se ha demostrado
experimentalmente que € uso de un bloqueante de las micfibrillas, como la BDM, permite que
las células superen la fase vulnerable de la reoxigenacion sin hipercontraerse (Siegmund et al.
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1991). Esta edtrategia ha sido utilizada con éxito en € corazon porcino in situ, en donde se
demostro que lainhibicion contractil durante |los primeros minutos de reperfusion tuvo un efecto
beneficioso sobre € tamafio deinfarto (Garcia-Dorado et al. 1992).

1.2.2. Edema celular asociado alareperfusion.

La reperfusion después de un periodo prolongado de isquemia se acompaia de un aumento
brusco (en minutos) y masivo del contenido miocérdico de agua (hasta el 150% del contenido de
agua normal). Este incremento afecta a intersticio, pero sobre todo a espacio intracelular. El
mecanismo del edema celular por reperfusiéon es maltiple; en parte se debe ala generacion de un
gradiente osmético y en parte a mecanismos ionicos relacionados con la sobrecarga de Na'
causada por € periodo previo de isquemia (Figura 3). Durante la reperfusion, € fluido
intravascular hiperosmaético es sustituido répidamente por sangre normoosmotica. Esto crea un
gradiente osmético entre €l espacio intray extravascular. A medida que € agua se desplaza hacia
el espacio intersticia y los iones osmaoticamente activos son lavados, disminuye la osmolaridad
en este espacio. Se crea entonces un gradiente osmatico a través de las membranas de miocitos
viables, que tienen una elevada concentracion de catabolitos intracelulares y que resulta en
edema celular. La magnitud del edema celular depende principamente de la duracion y
severidad del episodio isquémico previo (Garcia-Dorado et al. 1993).

Laimportanciadd edema osmatico durante la reperfusion se ha demostrado en experimentos en
los que se ha realizado una reperfusion hiperosmética usando manitol como agente osmaotico
(Kloner et al. 1976, Garcia-Dorado et al. 1992). El D-manitol es un poliacohol que se distribuye
en el espacio extracelular en ausencia de dafio del sarcolema. El aumento de la osmolaridad de la
reperfusion inicial se haasociado cons stentemente con una
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disminucién del edema miocéardico. El efecto de la reperfusion hiperosmética sobre la necrosis
miocardica es mas controvertido. Tranum-Jansen et al. (1987) han descrito un efecto beneficioso
de la reperfusion hiperosmaotica con manitol después de 50 min de isquemia sobre e estado
biogquimico, dectrofisiologiay ultraestructura en un modelo de corazdn porcino aidado. Klein et
al. (1985) han investigado € efecto de la infusién intracoronaria de manitol después de 75 min
de oclusion coronaria en @ corazon porcino in situ, y no han observado un efecto beneficioso
sobre @ tamafio del infarto ni sobre e contenido miocardico de agua. GarciaDorado et al.
(1992) han investigado € efecto de la infusion intracoronaria hiperosmética con manitol en un
modelo de corazon porcino in Situ sometido a oclusién coronaria de 48 min. La solucién
hiperosmatica (450 mOsm) se infundié durante los primeros 30 min de reperfusion'y se midié €
contenido miocérdico de agua después de 30 min de reperfusion y e tamafio del infarto después
de 24 horas. En estos experimentos, € tamafio de infarto y € contenido miocérdico de agua
disminuyeron significativamente, un 34% y un 31% respectivamente, en los animaes que
recibieron una reperfusion hiperosmatica.

Laasociacion entre ladisminucion del edema por reperfusion'y e aumento de miocardio salvado
se ha demostrado no sdlo en estudios que han empleado una reperfusion hiperosmaética sino
también en otras situaciones, como € precondicionamiento isquémico. Aunque se ha demostrado
gue la deplecion de sustratos y € lavado de catabolitos que se produce después de periodos
breves de isguemia limita € incremento de la osmolaridad del miocardio precondicionado
durante un episodio subsiguiente de isquemia, no se ha podido establecer una relacion causa-
efecto entre este efecto beneficioso y € efecto protector contrala necrosis miocardica (Sanz et al.
1995).

Ademas del gradiente osmético, otros mecanismos deben contribuir a edema celular durante la
reperfusion. Estudios recientes han demostrado un rapido e importante aumento del contenido de
agua en & miocardio reoxigenado, a pesar de que en & modeo de anoxia/reoxigenacion no se
genera un gradiente osmotico apreciable. La inhibicion del intercambio Na'/H* durante la
anoxia, pero no durante la reoxigenacion, previene este edema, y este acimulo es aditivo con €
de la inhibicién del cotransportador Na'/HCOs'. Estas observaciones sugieren que durante la
reoxigenacion, la rapida correccion de los desequilibrios iénicos causados por la deprivacion
energética, y en especial del acimulo de Na™ y HCOs, se acompafia de ganancia neta de agua
(Inserte et al. 1997).
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1.2.3. Generacién deradicaleslibres derivados del oxigeno.

Existe una evidencia creciente de que en e miocardio reperfundido los radicales del oxigeno son
generados en cantidades mucho mayores que en € miocardio norma (Ferrari et al. 1992,1993).
Diversas fuentes parecen contribuir a este aumento en la produccién de radicales libres del
oxigeno, como los neutréfilos activados, las células endoteliales y los propios miocitos. El
impacto de los radicales libres del oxigeno sobre las células miocardicas que han estado
sometidas a deprivacion energética estd aumentado debido a que sus defensas antioxidativas se
encuentran disminuidas. Los radicales libres del oxigeno son moléculas especia mente téxicas
por su atareactividad, y han sido consideradas como posibles factores determinantes en € dafio
letal por reperfusion. Se han hecho varias aproximaciones experimentales para eucidar su
posible papd en e desarrollo de la muerte celular. La discrepancia entre |os resultados obtenidos
y su dependencia ded modelo experimental empleado en cada caso no permiten confirmar la
hipétesis ddl papel de losradicales libres del oxigeno en lagénesis del dafio letal por reperfusion,
aungue tampoco excluyen la posbilidad de que en & miocardio humano contribuyan a
desarrollo del mismo (revision en Downey y Yellon 1992).

1.2.4. Interaccion celular.

I nteraccién celular en la isquemia/reperfusion. En los infartos miocardicos secundarios
a una oclusion coronaria y reperfusion, las &reas de necrosis en bandas de contraccion estan
congtituidas por miocitos no viables conectados entre ellos de manera continua (Solares et al.
1995). Estudios de smulacién por computador (Garcia-Dorado et al. 1989) sugieren que para
explicar esta geometria es necesario tener en cuenta un factor de interaccién célula a célula, es
decir, que la probabilidad de que un miocito sobreviva o no a una oclusién coronaria puede estar
influido por € destino de los miocitos adyacentes. No se conoce cudl es la naturaeza de esta
interaccion celular. Se ha sugerido que las fuerzas fisicas impuestas por las unionesintercelulares
pueden desgarrar € sarcolema de los miocitos que se hipercontraen durante lareperfusiéon in situ
(Ganote 1985). El desgarro del sarcolema y la entrada masiva de Ca&* darfan lugar a la
hipercontractura de las células adyacentes y en la progresién en cadena de la necrosis dentro del
area en riesgo. La fragilidad del sarcolema causada por la isquemia podria contribuir ala rotura
sarcolemal. Otro posible mecanismo seria que los cambios draméticos en la composicion iénica
de los miocitos hipercontraidos durante |a reperfusion, fundamentalmente el incremento de Ca®,
se trangmitieran a los miocitos adyacente