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ATP e adenosin trifosfato
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ECG i electrocardiograma
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Introduccion.

En un ser humano, se generan millones de nuevas células cada segundo en un
proceso necesario para sobrevivir. Sin embargo, la especializacion de los tejidos hace que este
proceso sea extraordinariamente desigual. Asi, mientras células precursoras sanguineas e
intestinales son capaces de dividirse varias veces al dia, otros tejidos como el cerebral o los
musculares ven limitada al maximo esta capacidad(l). En estos tejidos, la muerte de algunas
de estas células tiene consecuencias catastroficas para la funcion del 6rgano o para la vida del
individuo, dependiendo de las tareas propias ejercidas por la célula que desaparece, o por la
cantidad de células perdidas. La muerte de tejido miocéardico en el curso de un infarto agudo de
miocardio representa un dafio irreversible cuyas consecuencias no so6lo son evidentes en la
fase aguda sin6 que se prolongan en el tiempo para los supervivientes del mismo. La
limitacion de la necrosis miocardica mediante la instauracion de una reperfusién pronta y de
calidad, son el objetivo primero en el tratamiento de una de las enfermedades con mayor

prevalencia e incidencia en los paises desarrollados.

1. Impacto socio-sanitario de la cardiopatia isquémica.

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en nuestro
entorno, ademas de constituir la primera causa de ingreso hospitalario a partir de la sexta
década de la vida (2). En los paises desarrollados, y a pesar de la progresiva reduccion de la
mortalidad cardiovascular desde los afios 60 del siglo XX, ésta suponia un 44.6% de todas la
muertes en la década de los noventa, siendo superior al 50% en paises con economias
emergentes (Europa del Este). En los Estados Unidos, al igual que en nuestro medio, las
enfermedades cardiovasculares son la primera causa de ingreso hospitalario (mas de 6.1
millones de ingresos/afio), sin incluir los debidos a accidentes cerebro-vasculares. En el mismo
pais, la tasa de mortalidad atribuible a cardiopatia isquémica al afio es de 174 muertes por
cada 100.000 habitantes(3). Mas aun, en los paises desarrollados, se espera que en el afio
2020 las enfermedades cardiovasculares doblaran su incidencia como causa de pérdida de
afios de calidad de vida, pasando del 10 al 20%(3). El impacto socio-econémico es, por
consiguiente, importantisimo. En cuanto a la mortalidad asociada a enfermedad coronaria, la

gran mayoria de las muertes son consecuencia de un infarto agudo de miocardio (causado por
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una oclusién trombdética aguda en una arteria coronaria) 0 a las consecuencias agudas o
tardias del mismo.

No puede saberse la proporcion real de pacientes que mueren en la fase aguda de un
infarto agudo de miocardio, ya que se estima que como minimo un tercio de los individuos
muere antes de poder ser atendidos(4). Por ejemplo, en el registro MONICA, dos tercios de las
muertes atribuidas a infarto de miocardio o catalogadas como muerte coronaria acontecian
antes de llegar al hospital (5), hecho que se repite en paises muy diferentes en cuanto a
incidiencia y prevalencia de enfermedad coronaria. Desde el advenimiento de los tratamientos
tromboliticos para su administracion en la fase aguda del infarto de miocardio, los diferentes
ensayos clinicos han mostrado cifras de mortalidad a 30 dias que oscilan del 4 al 12% (6-8) . A
pesar de todo, y dependiendo de las series, s6lo de un 35 a 53% de los pacientes que ingresan
en la fase aguda de un infarto agudo de miocardio, se benefician de estrategias de reperfusion
(6;9). De forma general, los diversos estudios multicéntricos internacionales han mostrado de
forma consistente que los tratamientos tromboliticos reducen la mortalidad del infarto de
miocardio, y que esta reduccion es tiempo-dependiente, siendo mas efectiva en la primera y
segunda hora (10), con una pérdida de eficacia de 1.6 vidas salvadas por cada 1000 pacientes
con cada hora que se retrasa el tratamiento(8). El beneficio del tratamiento probablemente se
extiende a todos los grupos de edad, a pesar de que no es claro en pacientes mayores de 75
afios (poblacion que no supera 10% en estos estudios (8;10-12)), no habiéndose planteado
ninguin ensayo clinico randomizado que compare trombolitico y placebo en la poblacion de més
edad, que es la que presenta una mortalidad mayor y, por tanto, representa el grupo en el que

la intervencién supondria un mayor nimero de vidas salvadas por paciente tratado (6).

Diferentes estudios observacionales han permitido recoger cifras de mortalidad
hospitalaria secundaria a infarto agudo de miocardio que oscilan del 10 al 17 % (12). En
nuestro pais, la mortalidad hospitalaria global oscila igualmente del 10 al 20% segun los
registros y series recogidas (4;5;9;13-16), reduciéndose mas de un 40% con el tratamiento

trombolitico (9).
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2. Interrogantes abiertos sobre los tratamientos de reperfusion.

A pesar de la reduccién en la mortalidad en fase aguda del infarto agudo de miocardio,
consecuencia primero de la instauracion de las Unidades Coronarias, y mas tarde de las
estrategias de reperfusion coronaria (farmacoldgicas en un primer momento —tromboliticos- y
percutaneas después), no se ha constatado del mismo modo una reduccién de la incidencia y
prevalencia de insuficiencia cardiaca, aunque si un desplazamiento a grupos poblacionales de
méas edad (3). De hecho, estudios en los que se constataba una elevada utilizacién de
tromboliticos en la fase aguda del infarto agudo de miocardio (17) todavia documentaban tasas
de insuficiencia cardiaca (secundarias a depresion de la funcién contractil) superiores al 20%,
con cifras de mortalidad a 6 meses que doblaban las del primer mes. Asi pues, a pesar de las
estrategias de reperfusion coronaria, un buen nimero de pacientes que sobreviven al infarto
agudo de miocardio acaba presentando una afectacion de la funcién ventricular izquierda que
condicionar4d su prondstico en el futuro. En esta direccion, la magnitud de la disfuncion
ventricular izquierda es el segundo factor, después de una edad superior a 65 afios, que mas
se correlaciona con la mortalidad en el seguimiento (12;18). Existe una relacién logaritmica
inversa entre la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo y la mortalidad cardiaca
postinfarto de miocardio, que se hace mas marcada a partir de fracciones de eyeccion
inferiores al 40% (18). En definitiva, en el infarto agudo de miocardio, las estrategias de
reperfusion (farmacoldgicas o, méas recientemente, angioplastia primaria), se dirigen a la
preservacion de la funcién ventricular, és decir: a la salvaciéon de todo el miocardio posible, no
s6lo en términos de viabilidad, siné de funcionalidad. Como se ha introducido en el inicio, el
beneficio estd intimamente ligado a la “calidad de la reperfusién”, asociandose una
preservacion de la funcién ventricular izquierda y, por tanto, mejor supervivencia con flujos
normalizados (TIMI 3) respecto a aquellos flujos mas pobres (TIMI 1-2), o frente a aquellos que
presentan reoclusion en las horas siguientes, como se demostré en el estudio GUSTO-I (6;19).
Asi, en los Ultimos afios las estrategias de reperfusiébn se han acompafado de un ingente
namero de tratamientos antitrombdticos coadyuvantes a los tratamientos tromboliticos o
percutaneos con el fin de mejorar el flujo coronario en la arteria responsable del infarto (20).

Sin  embargo, estas intervenciones se acompafian de algunos problemas o

interrogantes:
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1)

2)

3)

El beneficio de la reperfusion se obtiene en la fase aguda o fase hospitalaria, sin
incrementos extras del beneficio después de la fase hospitalaria, fendémenos
atribuidos a una reperfusiéon con flujo pobre, a reoclusiones o reinfarto, o0 a la
mortalidad derivada de una depresion de la funcion ventricular a pesar de

sobrevivir a la fase hospitalaria(6).

Existe un riesgo adicional por el tratamiento recanalizador en las primeras 24 horas
(8). Este aumento de la mortalidad en el primer dia se ha atribuido a un posible
incremento del nimero de arritmias, o a la presencia de areas hemorragicas en el
infarto(21;22). Durante un tiempo se ha postulado si el tratamiento recanalizador se
asociaba a un aumento del riesgo de rotura miocérdica, pero la pobre incidencia de
defectos septales encontrada en el ensayo GUSTO-I, asi como la pobre incidencia
de complicaciones mecanicas que siguen a la angioplastia primaria sugiere que la

reperfusion no aumenta el riesgo de rotura(22).

Desde un primer momento se sabia, a partir de modelos experimentales de
mediados de los afios 70, de la presencia de un dafio miocéardico adicional al
reoxigenar el miocardio previamente isquémico (23). A este dafio se le llamé “dafio
por reperfusion”, y aunque la controversia sobre su relevancia clinica sigue viva, la
cohesion de las observaciones en modelos experimentales durante los Ultimos 20
afios, se ha visto reflejada en la blsqueda de estrategias que disminuyan el dafio
por reperfusion en dichos modelos, y en continuados intentos por probar algunas
de estas maniobras en contextos clinicos, ya sea a nivel de proteccion cardiaca
(24) en el ambito de la cirugia cardiaca, o en el contexto de sindromes coronarios

agudos en los que se plantean estrategias de reperfusion coronaria (25).

3. El dafio por isquemiay reperfusion miocardica.

Como se ha introducido anteriormente, el prerequirsito para salvar miocardio que esta

amenazado por una oclusion coronaria es el restablecimiento del flujo sanguineo. En el infarto



Introduccién 6

agudo de miocardio, este objetivo se puede conseguir ya sea mediante administracion de
tratamiento trombolitico o mediante una intervencién coronaria percutdnea. Sin embargo, la
reperfusiéon se acompafia de un precio en términos de amenaza directa al miocardio (25-28).
El dafio por reperfusion miocardico puede definirse como la muerte de aquellos miocitos que
llegan vivos al momento de la reperfusion como consecuencia de fendbmenos directamente
relacionados con el mismo proceso de la reperfusion. De otra manera: es el dafio que puede
prevenirse con tratamientos administrados en el momento de la reperfusion(29). Otros, como
Kloner(27), han incluido en la definicidbn no solo aquellos fendmenos que afectan la viabilidad
de los miocitos, sind también el funcionalismo de la macro y microcirculacion coronaria; la
pérdida transitoria de funcién contractil ain en ausencia de muerte celular y la presencia de
arritmias. De esta forma, se podrian describir cuatro tipos basicos de dafio por repercusion
(27;29):

a) la muerte celular inmediata por reperfusion o dafio celular letal por reperfusion;

b) el aturdimiento miocardico;

c) las arritmias de reperfusion;

d) vy, probablemente como consecuencia del fendmeno inflamatorio que acontece, el

dafio microvascular.

3.1. Dafio celular letal por reperfusion.

De los cuatro fenébmenos descritos anteriormente, éste probablemente constituya el
mas importante. La existencia del dafio letal por reperfusién ha sido debatida largamente y
todavia es un tema controvertido (27-30). Uno de los problemas que para su cuantificacion se
tienen es que el desarrollo de la necrosis no se puede seguir en el tiempo (29) y que las
evidencias que del mismo se han obtenido en modelos experimentales provienen de la
modificiacion de la propia reperfusion, asumiendo, por consiguiente, que la reduccion de la

necrosis asi obtenida se debe a una atenuacion del “dafio por reperfusion” (27-30).

3.1.1. Mecanismos implicados en el dafio celular letal por reperfusion.
Los principales mecanismos implicados en el dafo letal por reperfusion son la

recuperacion de la sintesis energética y la normalizacion del pH y de la osmolaridad
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intracelular, en presencia de concentraciones citosolicas anormalmente altas de ca”. En el
tejido miocérdico in situ también parece desempefiar un papel la extension de la necrosis de

célula a célula(26;29;31).

3.1.1.1. La recuperacion de la energia. Durante la deplecion energética existe una
acumulaciéon de cationes en el citosol (Na' y Ca2+), debido a varios factores. De una parte,
debido a un inadecuado funcionamiento de la bomba Na'/K* ATPasa de membrana y de la
bomba de Ca** ATPasa del reticulo sarcoplasméatico (encargados respectivamente de extraer
Na® del citosol y de acumular ca®" en el reticulo sarcoplasmatico en diastole, contra gradiente
de concentracién). Por otra parte, y de manera preponderante, el Na’ citosélico aumenta
durante la isquemia como consecuencia de la caida del pH intracelular, que favorece la entrada
de este i6n en la célula a través del intercambiador Na'- H' y del cotransportador Na'-HCOs .
Esta elevada concentracién de Na' es la principal causa del acimulo de Ca”* intracelular
durante la isquemia, al intercambiarse por Na' mediante el intercambiador Na‘-Ca®* del
sarcolema (que funcionarda en modo reverso, extruyendo sodio e internalizando calcio). Durante
la reperfusion, cuando se recupera la carga energética celular a través de la sintesis de ATP
mitocondrial, se ponen en marcha los diferentes transportadores iénicos que intentaran eliminar
el exceso de calcio del citoplasma. La bomba de ca®* del reticulo sarcomplasmatico acumula

2
ca™

en el interior de esta organela contra gradiente de concentracion, en un fenémeno que
consume ATP. Concomitantemente, la bomba Na'/K" ATPasa del sarcolema intenta eliminar el
exceso de ion Na' del citoplasma y recuperar por tanto el gradiente de Na' transmembrana (en
condiciones normales con un gradiente extracelular/intracelular >>1). EI Na™ puede continuar
entrando en la célula en los primeros instantes de reperfusion mientras no se normalice el pH
intracelular. Asi, hasta que no se normalice el gradiente de Na® transmembrana, este i6n se
intercambiara con Ca”" extracelular a través del intercambiador Na*-Ca®* (figura 1). Asi pues,
el resultado final sera la presencia de elevadas concentraciones de calcio citoplasmético. En
los primeros minutos de la reperfusién, la capacidad del reticulo plasmatico para acumular
calcio en su interior puede verse superada, ocasionando la entrada y salida de forma ciclica de

este i6n de la organela al citoplasma y viceversa, en lo que se conoce como variaciones

ciclicas del calcio. Estas variaciones finalizaran cuando la célula haya podido extruir suficiente
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calcio al exterior celular, en un fenémeno en el que colabora el intercambiador Na'-Ca’,
funcionando en modo anterégrado(32). Pero si la célula no ha podido eliminar el exceso de
calcio citosélico y en cambio ha podido recuperar la sintesis energética, puede disponer de
suficiente ATP y un exceso de calcio que acaben ocasionando una activacion de las miofibrillas
incontrolada. El exceso de fuerza contractil, de forma sostenida, causa un acortamiento celular
que dafa las estructuras del citoesqueleto, y que puede llegar a un punto de irreversibilidad. El

estado resultante de acortamiento celular irreversible se define como hipercontractura (26).

v Gradientede Na*, . F 4

,I —__ [
/_ 1 4 |— |.._LJ 2 4
o L N v

Mitocondria v

X - W,

Figura 1. (1) Bomba Na*-K* ATPasa de la membrana celular. (2) Intercambiador sodio-protén. (3) Bomba de calcio del
reticulo sarcoplasmatico. (4) Intercambiador sodio-calcio funcionando en modo reverso debido al exceso de Na*
citoplasmatico.(5) Representacion de las entradas y salidas de calcio del reticulo sarcoplasmético al sobrepasarse la
capacidad del mismo para acumular calcio en su interior.

Esta contraccién celular que sobrepasa los limites de la reversibilidad se ha estudiado y
reproducido ampliamente en modelos de cardiomiocitos aislados sometidos a anoxia y
posterior reoxigenaciéon. En el tejido in situ, la hipercontractura de cardiomicitos adyacentes
puede dar lugar a la rotura del sarcolema y, por tanto, a la muerte celular (26;29;31).

La muerte por hipercontractura ha podido inhibirse mediante el bloqueo directo de las
miofibrillas en la reperfusion inicial. Asi, la administracion de 2,3-butanedionemonoxima
(BDM) se ha utilizado en modelos experimentales, desde los cardiomiocitos aislados(33) hasta

el corazén porcino in situ(34), consiguiendo con ello la reduccion del tamafio de infarto.
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Desgraciadamente, la toxicidad de esta molélula no permite su administracion con fines
terapéuticos.

Como se ha comentado previamente, los picos en la concentracion de calcio citosélico
junto con la recuperacién energética pueden condicionar el desarrollo de hipercontractura
celular. Ademas, la propia isquemia que precede a la reperfusiéon del miocardio aumenta la
susceptibilidad de las miofibrillas al exceso de ca®* citosdlico, provocando que esta respuesta
hipercontractil pueda acontecer con niveles de calcio que no serian nocivos para una célula

normal(35).

3.1.1.2. La normalizacion del pH intracelular. EI metabolismo anaerdbico celular durante la
isquemia provoca una acumulacién de protones (H') en el citoplasma, con un descenso del pH
intracelular y del espacio intersticial. La acidosis intracelular tiene un efecto inhibidor de las
miofibrillas similar al de la BDM (36), siendo por tanto un elemento protector de la
hipercontractura.

El aumento del gradiente intracelular de H* durante la isquemia provoca un intercambio
de protones con sodio a través de la membrana celular gracias al intercambiador Na'- H'.
Posteriormente, y favorecido por la pobre capacidad funcional de la bomba de Na'-K* ATPasa
para extruir sodio del citoplasma, la activacién del intercambiador Na'-Ca®" condicionara un
intercambio de Na® por ca”, que causa el acimulo de Ca” intracelular. En la reperfusion
inicial, se produce una rapida resolucion de la acidosis extracelular, con lo que existe un
importante gradiente de H® intra-extracelular. Debido a ello, se ponen en marcha los
mecanismos celulares de extrusién de H* (intercambiador Na'-H" y cotransportador Na'-HCO3’
), cuyo resultado final es el de favorecer el acimulo de sodio intracelular, que se intercambiara
con calcio a través del funcionamiento en modo reverso del intercambiador Na'-Ca®*. El
resultado final de ambos procesos es, por una parte, la pérdida del efecto inhibitorio que sobre
las miofibrillas ejercia la acidosis intracelular y, por otra parte, el incremento del calcio citosélico
en los primeros momentos de la reperfusion al tiempo que acontece la reenergizacion celular
(como se describié en el apartado anterior). La figura 2 representa la interrelacion entre los

diferentes transportadores de membrana durante la isquemia y reperfusion miocardica.
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Figura 2. Representacion de la interrrelacion entre los diferentes transportadores de membrana. (1) Intercambiador
Na'-Ca®"; (2) Intercambiador Na'- H'; (3) Bomba de Na" ATPasa. La acitvacion del intercambiador Na'- H" acontece
como consecuencia, sobre todo de la acidosis intracelular. El exceso de Na' no puede eliminarse correctamente dada
la inhibicion de la bomba de Na’, cosa que provoca aumento de Na® intracelular y posteriormente de Ca*. (Basado en
Karmazyn et al.(37)).

Cabe comentar que el aumento del pH intracelular en la reperfusion inicial puede tener
otros efectos adversos potenciales, como son la activacion de enzimas Ca2+-dependientes
(proteasas y fosfolipasas) con la consecuente inactivacién de otras proteinas(38;39), asi como
la apertura del poro de transicion mitocondrial(40). El poro de transicién mitocondrial es un
canal no selectivo que comunica la matriz mitocondrial con el citosol permitiendo el paso de
moléculas de menos de 1KD. Su apertura masiva conlleva la despolarizaciéon de la mitocondria,
con la pérdida del gradiente de protones y, por tanto, la incapacidad para sintetizar ATP,
ademas de permitir la liberacion de Ca®" mitocondrial. Aunque bajas concentraciones de ATP y
aumentos del Ca®" intracelular, como los que ocurren durante la isquemia miocardica,
favorecen la apertura del poro de transicién mitocondrial, la acidosis es capaz de inhibirla(41),
pero las condiciones de la reperfusion, con recuperacion del pH y presencia de radicales libres,
pueden favorecer su apertura(42).

Estrategias farmacolégicas encaminadas a inhibir el intercambiador Na™-H" se han
mostrado efectivas en disminuir el dafio por isquemia y reperfusion, cuando se han

administrado antes de la isquemia (37;43;44), cosa que ha limitado su utilizacion clinica. A



Introduccién 11

pesar de ello, se han ensayado propuestas de administracion de un inhibidor del
intercambiador Na'-H" (cariporide) en el contexto de sindromes coronarios agudos y/o
enfermos sometidos a cirugia de revascularizacién coronaria 0 a angioplastia de riesgo (ensayo
GUARDIAN (45)), con resultados beneficiosos sobre placebo en aquellos pacientes sometidos
a revascularizacion quirargica (menor incidencia de infarto y muerte) y que, por tanto, recibian

el farmaco antes de la situacién de isquemia y reperfusion.

3.1.1.3. Normalizacién de la osmolalidad tisular. Durante el periodo de isquemia previo a la
reperfusion, se produce una acumulacion intra y extracelular de metabolitos derivados del
metabolismo anaerébico. Como se ha comentado anteriormente, el intercambiador Na'-H'
colabora en incrementar la carga de Na' intracelular(46). En la subsiguiente reperfusion, el
lavado de metabolitos del espacio extracelular, asi como el exceso de Na' intracelular
colaboran en el establecimiento de un gradiente favorable al paso de agua al interior celular,
facilitando asi el desarrollo de edema (47) que, aunque por él mismo no produzca necrosis,
supone un estrés afiadido sobre las estructuras celulares que se ven debilitadas por la
isquemia precedente(48). En este sentido, se ha observado en cardiomiocitos aislados que el
estrés osmoético tan soélo condiciona la disrupcién del sarcolema en aquellas células que
desarrollan hipercontractura y que previamente se han visto sometidas a deprivacion
energética prolongada(48). Estudios en los que la reperfusién se ha llevado a cabo en un
ambiente hiperosmético han conseguido limitar la muerte celular(47;49). Finalmente, la
reperfusién inicial puede contribuir a aumentar la fragilidad del sarcolema mediante dafio por
radicales libres de oxigeno, dafio que puede verse atenuado al aumentar el pool celular de

glutation o gracias a la administracion de antioxidantes(26).

3.1.1.4. Propagacion de la necrosis célula a célula. A diferencia de lo que ocurre en modelos
de células aisladas, en el miocardio in situ, las células se encuentran conectadas entre si. Las
uniones por canales intercelulares (gap junctions) favorecen el paso de iones y metabolitos que
juegan un papel clave en que la hipercontractura celular pueda propagarse de célula a célula.
Asi, la necrosis por hipercontractura afecta a grupos de células adyacentes, muy reducidas en

longitud, con su arquitectura muy dafiada y con rotura del sarcolema, dando lugar al patrén
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histopatoldgico conocido como necrosis en bandas de contraccion(50;51). El blogueo selectivo
de los gap junctions en la reperfusion inicial en modelos experimentales ha sido una maniobra
efectiva para evitar la propagacion de la necrosis(52). Otros tipos de union intercelular fuerte
(fascia adherente y desmosomas) hacen que cuando las fuerzas de tension entre las células
sean muy altas pueda llegar a romperse el sarcolema.

La figura 3 muestra de forma resumida los diferentes componentes que finalmente

conducen a la la muerte celular por hipercontractura en los primeros minutos de la reperfusion.
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Figura 3. Esquema evolutivo en el tiempo de la intervencion de los diversos factores que acaban provocando el dafio
celular letal por reperfusion. Basado en HM Piper et al, Ann Thorac Surg 1999(26).
3.2. Aturdimiento miocardico.

Se define asi la disfuncién contractil transitoria que ocurre en el miocardio reperfundido
a pesar de no existir dafio irreversible. La duracion de la disfuncion es por definicion transitoria
y excede ampliamente la duracion del insulto isquémico(28). La evidencia clinica de su
existencia es amplia, habiéndose documentado alteraciones transitorias reversibles, en
periodos que van de dias a varias semanas, en los ensayos clinicos de tromboliticos en fase
aguda de un infarto agudo de miocardio, asi como en pacientes sometidos a cirugia de

derivacion aorto-coronaria. La administracion de agentes inotrépicos puede atenuar su
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expresiéon clinica. Se han implicado dos mecanismos fundamentales para su aparicion
asociada a la reperfusion: la sobrecarga intracelular de calcio y el dafio mediado por radicales
libres de oxigeno (RLO) (27;28;53-55), siendo probablemente complementarios. Tanto los RLO
generados durante la reperfusién, como la sobrecarga de calcio y la activacién enzimatica
subsiguiente de calpainas, pueden dafiar membranas celulares y alterar proteinas
contractiles(56), especialmente la troponina |, molécula que puede estar parcialmente
degradada en la reperfusion inicial(39). En definitiva, al aturdimiento consiste en una
enfermedad de los miofilamentos contractiles, que ven reducida la sensibilidad al calcio. Los
mismos RLO pueden alterar la capacidad del reticulo sarcoplasmatico para acumular calcio en

su interior(30).

| ISQUEMIA Y REPERFUSION |

RADICALES LIBRES | | SOBRECARGA DE CALCIO

Proteolisis de Tn-l,
J- actinina

Dafio a magquinaria
confrachl

INSEMNSIEILIDAD AL CALCIO

Figura 4. Esquema de la implicacién del dafio mediado por radicales libres de oxigeno y la sobrecarga intracelular de
calcio en el desarrollo del aturdimiento miocardico. PMN: leucocitos polimorfonucleares. Basado en Opie(54) y
Bolli(55).

3.3. El dafio microvascular.

En 1974 Kloner y colaboradores describieron que tras la oclusién durante 60-90
minutos y posterior reperfusion de una arteria coronaria, persistian defectos de perfusién
subendocérdicos cuando un colorante se inyectaba en la circulacién. A esta imposibilidad de
reperfundir el miocardio previamente isquémico se la denominé “no reflujo” (27). Ademas, las

zonas de “no reflujo” se incrementaban a medida que aumentaba el tiempo de reperfusion,
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cosa que reflejaba un dafio vascular que ocurria propiamente en la reperfusion, dejando en
duda si este fendmeno contribuia a la muerte celular. Los estudios experimentales han
demostrado que en el fenbmeno de “no reflujo” juegan un papel fundamental los
polimorfonucleares (PMN) activados y su interaccién con el endotelio microvascular y las
plaguetas. En este sentido, la reperfusién del miocardio se acompafia de la liberacion de
citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa, la interleukina 1 y 6. Estas
citoquinas inducen la expresion de moléculas de adhesiéon en la superficie endotelial y de
neutréfilos (57). Los neutrodfilos participan activamente en la respuesta inflamatoria que
acontece durante la reperfusién(58): existe una correlacion directa entre la duraciéon de la
isquemia, el tamafio del infarto y el acimulo de neutréfilos en el miocardio(59). Aunque esta
relacion puede ser una asociacién no causal, para algunos autores tanto la induccion de
neutropenia, como la inhibicién de la adhesién de los neutréfilos, han resultado ser maniobras
cardioprotectoras(60). Sin embargo, el hecho de que estos fenédmenos queden circunscritos a
las areas de necrosis donde probablemente los miocitos estan dafiados de forma irreversible,
hacen que para muchos autores estos fendmenos sean consecuencia, mas que causa, de

muerte inmediata celular(28).

3.3.1. Interaccion de PMN y complemento. La participacién de los neutréfilos se inicia con
su atraccion mediante factores quimiotacticos como son el fragmento C5a del complemento, la
interleukina 8, y el factor transformador de crecimiento alfa (TGF-a). EI complemento se activa
ya durante la isquemia (si los periodos de isquemia son superiores a 45 min(58)), favoreciendo
el depésito del complejo C5b-9 sobre membranas celulares de los miocitos, fenédmeno que
puede alterar el balance de electrolitos y agua en las células. En el proceso de activacion del
complemento, se forman anafilotoxinas (C3a, C5a) que contribuyen a la quimiotaxis de PMN y

al dafio vascular.

3.3.2. Adhesion de PMN al endotelio vascular. Atraidos por factores quimiotacticos
presentados por la matriz extracelular endotelial, los PMN enlentecen su flujo mediante un
fendmeno de rodamiento sobre el endotelio, gracias a la interaccion ligera entre moléculas de

adhesién del endotelio y los PMN(61). Estas moléculas de adhesién o selectinas pertenecen a
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tres familias: E-selectina (ELAM-1), L-selectina (LAM-1, LECAM-1, Mel-14) y P-selectina (GMP-
140, PADGEM). La L-selectina estd expresada constitutivamente en neutréfilos y monocitos. La
E y P-selectinas se expresan mayoritariamente en células endoteliales activadas. La P-
selectina también se encuentra en plaquetas activadas. La expresion de ambas moléculas (E y
P-selectina) es inducible en respuesta a estimulos inflamatorios. Los PMN ruedan por el
endotelio gracias a la interaccion de la L-selectina del neutréfilo con sus ligandos en el
endotelio (los sialyl Lewis X y A). La participacion de la L y P-selectina ocurre relativamente
pronto durante la reperfusion.

Tras la adhesion ligera al endotelio, se establece una unién firme de los PMN al
endotelio gracias a la movilizacion desde sus depésitos intracelulares hacia la membrana de
los PMN del complejo CD11/CD18 (integrina 32)(20;58;60). Estas integrinas son complejos
glicoproteicos formados por una unidad o y una unidad B (CD18). La unidad & puede ser de
tres tipos: CD1lla (LFA-1); CD11b (Mol, Mac-1) o la CD11c(gpl50). ElI complejo CD11/CD18
se une de forma estable con su ligando en el endotelio, que puede ser la particula de
opsonizacion del complemento iC3b, o las moléculas de adhesion intercelulares (ICAMSs).
Probablemente, las particulas del complemento actlan como ligando de CD11/CD18 en las
primeras fases de la reperfusién, mientras que las ICAMs son responsables de la interaccion
con los PMN en fases mas avanzadas de la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusion.

Una vez los PMN han quedado firmemente anclados al endotelio, se procede a la
migracion de los mismos a través de interacciones del CD18 con integrinas de las uniones
intercelulares del endotelio. En su camino fuera de la luz vascular, los PMN liberan
colagenasas, elastasas y radicales libres de oxigeno que favorecen el dafio tisular, al tiempo

que facilitan su camino.

3.3.3. Interrelacion entre PMN, endotelio y plaquetas. La firme unién de los neutréfilos al
endotelio capilar provoca la obstrucciébn mecanica del flujo(57), al tiempo que la reserva
vasodilatadora de los vasos sometidos previamente a isquemia esta alterada debido a la
reduccién en la generacion de factores vasodilatadores como 6xido nitrico (NO) o prostaciclina,
y al aumento en la produccién de endotelina. Igualmente, existe una interrelacion directa entre

PMN activados y plaguetas (activadas por los primeros) en su interaccion con la placa
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coronaria complicada, el propio trombo o el endotelio disfuncionante. Las mismas plaquetas
liberan productos que reclutan mas plaquetas activadas, colaborando en el dafio tisular y
favoreciendo la vasoconstriccion que, en Ultimo término, acaba limitando el flujo en la
microcirculacion. Aunque sin duda las plaquetas colaboran en el dafio microvascular, en un
modelo experimental de corazén porcino in situ, el tratamiento con anti llb/llla no redujo la
acumulacién de plaguetas ni PMN en el miocardio reperfundido, asi como tampoco se redujo el
tamafio del infarto, a pesar de evitar las variaciones ciclicas del flujo a nivel del punto de
oclusion de la arteria (efecto antitrombético puro)(62). Igualmente, intentos primariamente
dirigidos a bloquear el receptor llIb/llla de las plaguetas como tratamiento coadyuvante al
tratamiento trombolitico no se han mostrado superiores al tratamiento trombolitico estandar en
el contexto de infartos agudos de miocardio con elevacion del ST, en cuanto a reduccion de la
mortalidad(63;64), a pesar de reducir el reinfarto hospitalario y la angina recurrente. En este
sentido, han cobrado fuerza estrategias dirigidas a bloquear la interaccion del endotelio
vascular con PMN y de PMN con plaquetas a través del bloqueo de la P-selectina mediante

anticuerpos recombinantes(65).

3.4. Arritmias de reperfusion.

En estudios experimentales se ha comprobado que la presencia de arritmias en el
momento de reperfundir el miocardio es un hecho reproducible y predecible(30). La severidad
de las arritmias va desde la presencia de extrasitolia ventricular hasta la presencia de fibrilacién
ventricular. En su etiopatogenia se han implicado diversos mecanismos: el estrés adrenérgico,
acumulacion de lisofosfatidilcolina (resultante de una alteracion del metabolismo lipidico),
alteraciones en la homeostasis del calcio, y la presencia de radicales libres de oxigeno(28).
Con respecto a la homeostasis del calcio, se ha asociado la presencia de arritmias de
reperfusién al aumento en la concentracién de calcio intracelular que, dada la heterogeneidad
de sus concentraciones en zonas vecinas de miocardio (influenciadas no sélo por la
concentracién de calcio intracelular, sind por las oscilaciones ciclicas del calcio y el grado de
cierre o apertura de las gap junctions), pueden favorecer la presencia de mecanismos de
reentrada(66). Maniobras dirigidas a reducir la sobrecarga de sodio y calcio en la reperfusion

inicial han reducido la presencia de arritmias durante la reperfusién en un modelo de corazén
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porcino in situ(44). Con respecto al estado de los gap junctions durante la reperfusion inicial, la
administracion de un blogueante de los mismos como es el heptanol se asocié a un ligero
aumento de la presencia de fibrilacién ventricular en la reperfusién(52), a pesar de proteger de
la muerte celular inmediata al evitar la extension de los cambios i6nicos entre células vecinas.
En daltimo término, y con respecto al papel del estado oxidativo durante la reperfusion
miocardica, se han ensayado diversas estrategias para la administracién de antioxidantes en la
reperfusion, tanto in vivo, como in vitro, que se han demostrado Utiles en reducir la incidencia
de estas arritmias en los primeros segundos de reperfusion(28;67).

A pesar de lo expuesto anteriormente, y de su reproducibilidad en modelos experimentales,
la presencia de estas arritmias en humanos no ha tenido la magnitud que se esperaba con el
advenimiento de los tratamientos tromboliticos. Probablemente se deba a que la incidencia de
arritmias disminuye a medida que se aumenta el tiempo de isquemia que precede a la
reperfusion, y a que la reperfusion con tratamientos tromboliticos acontece en general de forma
gradual y no tan bruscamente como en los modelos experimentales(27). La mayoria de las
arritmias que se describen en pacientes sometidos a trombolisis en el curso de un infarto de
miocardio son extrasistolia ventricular y ritmo idioventricular acelerado, siendo poco especificas

en predecir el éxito de la reperfusion.

4. 3,5 guanosin monofosfato ciclico (GMPc).
Sintesis, implicacién cardiovascular y papel en el miocardio

reperfundido..

El GMPc proviene de la conversion del guanosin trifosfato (GTP) citosoélico gracias a la
actividad de guanilil-ciclasas (GC) especificas, que responden a diversas sefiales como pueden
ser el oxido nitrico (NO), ligandos peptidicos o cambios en la concentracién de calcio
intracelular(68). Las acciones intracelulares del GMPc comprenden desde la activacion de
protein-kinasas, el control de ciertos canales, y la regulacién de fosfodiesterasas que, a su vez,

participan en la degradacion de otros nucleétidos ciclicos.
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4.1. Sintesis. Guanilil-ciclasas.

La actividad guanilil-ciclasa puede encontrarse en forma soluble y en fracciones
particuladas en la mayoria de células(68;69). Estas dos actividades se corresponden con dos
tipos de proteinas. La forma soluble (GCs) esta formada por dos subunidades (a y ), que a su
vez presentan dos isoformas a; y dy; B1 y B,). La porcion C-terminal de ambas subunidades
tiene una alta coincidencia con la adenilil y guanilil ciclasa particulada, cosa que es sugestiva
de que se trate del dominio catalitico del complejo. La forma particulada (GCp) se encuentra
en los receptores de péptidos natriuréticos de membrana. Asi, las primeras descritas fueron la
GC-A y la GC-B. Se encuentran formadas por un dominio extracelular que actua de ligando de
los péptidos natriuréticos; por una Unica porcién transmembrana; y por una porcién intracelular
que realiza funciones reguladoras, de dimerizacién y las propiamente cataliticas. Como se ha
comentado previamente, las porciones C-terminales del dominio catalitico mantienen un alto
grado de identidad con las secuencias C-terminal de las subunidades a y 3 de la guanilil-ciclasa
soluble. Posteriormente se identificaron cinco nuevas formas de GCp: de la GC-C a la GC-G.
La tabla 1 muestra una relacion de las difrentes GC particuladas conocidas y de sus ligandos

extracelulares conocidos.

Receptor Ligando Distribucién tisular

GC'A (RPN'A) P NA P N B adipocitos, glandula adrenal, ileo, rifion, placenta,
' cerebelo, corazon, pituitaria, cléquea, timo, ovario

GC-B (RPN-B) PNC placenta, ~ médula adrenal, cerebelo, pituitaria,

aorta, auricula, pulmén, intestino, testes,

ventriculo, Utero, timo, ovario
GC-C enterotoxinas, guanilinas, mucosa intestinal, higado en regeneracién

uroguanilinas

GC-D C',? epitelio olfatorio

GC-E (',? retina, glandula pineal

GC-F 6‘) retina

GC_G C-") intestino, rifién, pulmén, masculo esquelético

Tabla 1. Isoformas de guanm-ciclasa particuladas, sus ligandos y sus tejidos de distribucion. PNA: péptido natriurético
atrial; PNB: péptido natriurético cerebral. PNC: péptido natriurético C. Mientras que la forma GC-A se expresa en
multitud de tejidos, la GC-C esta confinada a la mucosa intestinal y a canceres colorectales primarios o metastasicos.

4.1.1. Guanilil-ciclasa soluble.
La GCs se expresa en el citoplasma de todas las células de mamimeros y media

muchas e importantes acciones fisioldgicas, como son: la inhibicion de la agregacién plaquetar,
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la relajacién del musculo liso, la vasodilatacion (ligada a la anterior), transduccién de sefiales
neuronales e inmunomodulacion(68). Esta enzima es un heterodimero que necesita de sus dos
subunidades, a y B, para mantener su funcién catalitica. Las isoformas mas extendidas de las
dos subunidades son la a; y ;. Cada subunidad de la GCs se divide en 3 dominios, que son: el
ligando del hemo, el de dimerizacion y finalmente el catalitico (figura 5). EI dominio ligando del
hemo esta situado en la porcion N-terminal de cada subunidad. La presencia de este grupo
hemo es fundamental para ser activada por el Oxido nitrico (NO). El grupo hemo contiene un
atomo central de hierro que puede estar en su forma ferrosa o reducida (Fe2+), 0 en su forma
férrica u oxidada (Fe3+). Este grupo hemo tiene gran afinidad por el NO, incluso en situaciones
de alta concentracion de oxigeno. La oxidacién del grupo hemo a estado férrico condiciona la
pérdida completa de la actividad. Asi, agentes como grupos tiol, pueden mantener el hierro en

su forma ferrosa y, por tanto, sensible al NO.

GC soluble GC particulada
Arni i : \\" 1 Dominig
e ) extracelular
/]
Dorminio
= ligando del ‘ mearmiran a
hemo

' O Dominio con
homologia kinasa

"

. Dominio “\T Dominio

= guanilil-ciclasa . guanilil-
ciclasa

Carboxi-terminal — .

Figura 5. Esquema representativo de las dos estructuras basicas de la guanilil-ciclasa soluble y particulada. La forma
soluble contiene un grupo hemo que tiene afinidad por el NO con el &tomo de hierro en forma ferrosa. Este grupo forma
una union imidazélica con la His 105 de la subunidad R. Basado en K.A. Lucas et al., Pharmacological Reviews
2000(68) y D.C. Foster et al., Rev Physiol Biochem Pharmacol 1999(70).
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4.1.2. Guanilil-ciclasa particulada.

La GCp estan divididas en una porcién extracelular, una porcién intramembranosa y
una porcion intracelular (figura 5). Dos de las diferentes isoformas (A y B) se corresponden con
los receptores de péptidos natriuréticos PNA, PNB (GC-A), y PNC (GC-B), como queda
reflejado en la tabla 1(68;70). EI dominio extracelular actia como receptor de los péptidos
natriuréticos, mientras que el dominio con homologia kinasa, cuya funcién no es conocida del
todo, podria tener efectos reguladores negativos sobre el dominio catalitico(70;71).

Los cardiomiocitos atriales producen PNA, que se sintetiza en forma de un
prepropolipéptido de 151 aminoéacidos, cuya secuencia C-terminal contiene el péptido activo
(28 aminoé&cidos:PNA 99-126)(68;72). Este ultimo media funciones en el mantenimiento de la
homeostasis cardiovascular, respondiendo a cambios de volumen y presion. Las funciones mas
conocidas del PNA son el estimulo de la natriuresis, la propia diuresis, el descenso de la
presion arterial y la capacidad de inhibir la secrecion de renina y aldosterona(68;72). El gen que
codifica el PNA se encuentra también en el tejido renal. Alli el precursor se procesa de forma
diferente, dando lugar a un péptido activo de 32 aminoacidos en el extremo aminoterminal,
denominado urodilatina. Este péptido tiene funciones reguladoras sobre la excrecion de agua y
sodio, y no se encuentra en el plasma en condiciones normales(72;73). El PNB consiste en un
péptido de 26 aminoacidos que se aislé de extractos de cerebro porcino, y mas tarde pudo
aislarse en plasma y en el corazdn, presentando niveles elevados en pacientes afectos de
hipertrofia ventricular izquierda y de insuficiencia cardiaca(72). EI PNC es un péptido de 22
aminoacidos que, al igual que el PNB, se aisl6 inicialmente en cerebro porcino, pero cuya

porcién N-terminal no es homoéloga con la de los PNA y PNB.

Los diferentes péptidos natriuréticos ejercen sus acciones a través de la activaciéon de
las los dominios guanilil-ciclasa acoplados a la porcion citoplasmatica del receptor (figura 5).
El PNA tiene maxima afinidad para su union con la GC-A y menor para la GC-B. El PNB
también se une a la GC-A, pero es 10 veces menos potente que el PNA en su capacidad de
unién y estimulacién de este receptor-guanilil-ciclasa. El ligando principal de la GC-B es el

PNC(68;70;74;75).



