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La muerte de los cardiomiocitos es la principal causa
del impacto de la cardiopatia isquémica en la superviven-
cia y la calidad de vida. Se produce masivamente duran-
te el infarto agudo de miocardio, y la recanalizacion coro-
naria no suele ser capaz de prevenirla. Los estudios
experimentales han demostrado que una parte significa-
tiva de esta muerte celular se produce en los primeros
minutos de reperfusion, y que los tratamientos dirigidos a
interferir con los mecanismos de su desarrollo reducen el
tamano de infarto. Entre estos mecanismos, la sobrecar-
ga de Ca?, la permeabilizacién mitocondrial y la fragili-
dad del citoesqueleto/sarcolema (producida por la acti-
vacién de proteasas) desempefian un papel critico.
Ademas, la muerte celular se puede propagar a los car-
diomiocitos adyacentes a través de gap junctions. Otras
células miocardicas y sanguineas contribuyen a la muer-
te precoz y tardia de los cardiomiocitos durante la reper-
fusién. La mayoria de los tratamientos desarrollados con-
tra el dafio por reperfusidon estan circunscritos al ambito
experimental, pero algunos se han probado con éxito en
pacientes, como el péptido natriurético auricular, la inhi-
bicion de la permeabilizacion mitocondrial y el poscondi-
cionamiento. La posibilidad de salvar miocardio mediante
tratamientos coadyuvantes aplicados durante la recanali-
zacion coronaria representa una nueva oportunidad tera-
péutica para los pacientes con infarto agudo de miocar-
dio.
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Pathophysiology of Ischemia-Reperfusion
Injury: New Therapeutic Options for Acute
Myocardial Infarction

The impact of coronary artery disease on survival and
quality of life is mainly due to cardiomyocyte death.
Massive cardiomyocyte death occurs during acute
myocardial  infarction but emergency coronary
recanalization is usually not able to prevent it. Laboratory
research has demonstrated that a significant part of that
cell death takes place during the first few minutes of
reperfusion and that treatment aimed at disrupting the
mechanisms responsible can reduce the size of the infarct.
Those mechanisms include Ca?* overload, mitochondrial
permeabilization and cytoskeletal and membrane fragility
(induced by the activation of proteases), all of which play
critical roles. Moreover, cell death can propagate to
adjacent cardiomyocytes via gap junctions. In addition,
other myocardial and blood cells also contribute to both
immediate and delayed cardiomyocyte death during
reperfusion. Most forms of treatment developed to protect
against reperfusion injury are still at the experimental
stage, though some have been successfully tested in
patients, such as atrial natriuretic peptide, inhibition of
mitochondrial permeabilization and ischemic
postconditioning. The possibility that myocardial salvage
can be achieved by administering adjuvant treatment
during coronary recanalization presents acute myocardial
infarction patients with a new therapeutic option.
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La enfermedad coronaria es una de las principa-
les causas de muerte y de incapacidad, con pre-
dicciones epidemioldgicas que apuntan a que su
morbimortalidad superara a la del cancer y las en-
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fermedades infecciosas en los proximos afios en to-
dos los paises del mundo!. Las consecuencias devas-
tadoras de esta enfermedad en la salud mundial se
producen, en su mayor parte, por un mecanismo
unico, la muerte celular, que de forma directa o in-
directa —a través del fallo contractil, el remodelado
ventricular y las arritmias— origina el desarrollo de
insuficiencia cardiaca, incapacidad y muerte. El
grado de extension de la muerte celular (necrosis)
causada por una oclusion coronaria aguda depende
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no solo de la extension del 4rea en riesgo, sino tam-
bién de la severidad y duracion de la isquemia. En
los ultimos afios se ha producido un auténtico avan-
ce médico que ha ayudado de forma significativa a
mejorar la supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes con enfermedad coronaria. Este avance
médico ha consistido en el desarrollo de tratamien-
tos capaces de restaurar el flujo sanguineo (terapia
de reperfusion) en los pacientes con infarto agudo
de miocardio.

Es bien conocido que la supervivencia de las célu-
las isquémicas depende de diversos factores, y que
la duracion de la isquemia a la que han estado so-
metidas en el momento en que se produce la restau-
racion del flujo sanguineo es el principal factor de-
terminante del éxito de la terapia por reperfusion.
Este conocimiento ha hecho que se invierta un gran
esfuerzo en disminuir el tiempo que se tarda desde
que un paciente siente un dolor toracico hasta que
se le practica la reperfusion terapéutica. Sin embar-
go, cada vez es mas costoso y dificil conseguir una
reduccion adicional de este intervalo y, a pesar de
las mejoras en los procedimientos de reapertura de
la arteria coronaria, que permiten una recanaliza-
cion mas efectiva, rapida, completa y permanente
de las arterias coronarias ocluidas de forma aguda,
la gran mayoria de los pacientes con sindrome co-
ronario agudo con elevacion del segmento ST con-
tintan presentando necrosis miocardicas mas o me-
nos extensas.

La terapia de reperfusion, ya sea con trombolisis
o por procedimientos invasivos, no garantiza que
las células isquémicas sobrevivan, y numerosos es-
tudios de investigacion llevados a cabo en las tlti-
mas dos décadas han establecido de forma inequi-
voca que, aunque la revascularizacién es la Unica
alternativa posible para rescatar las células isqué-
micas de una muerte segura, una parte de la muerte
celular se precipita, paraddjicamente, por la propia
restauracion del flujo®. Este fendomeno, conocido
como dafio por reperfusion, ha sido exhaustiva-
mente explorado en diversos modelos experimenta-
les, pero so6lo recientemente se ha reconocido su re-
levancia en el contexto de la reperfusion clinica.
Por ello, la posibilidad de mejorar la eficacia de la
trombolisis y de las intervenciones coronarias per-
cutaneas mediante tratamientos cardioprotectores
coadyuvantes empleados en el momento de la re-
vascularizacion abre una nueva ventana terapéuti-
ca capaz de mejorar el resultado clinico cuando ya
no es posible modificar el tiempo de isquemia.

El desarrollo de estrategias de cardioproteccion
se basa en el conocimiento de los mecanismos fisio-
patologicos de la muerte celular aguda durante la
reperfusion miocardica. Aunque algunos de estos
mecanismos han sido cladsicamente conocidos por
los cirujanos cardiovasculares (y prevenidos me-
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diante estrategias de cardioproteccion utilizadas en
el contexto de la cirugia cardiaca), muchos otros se
encuentran en fase de investigacion. En los ultimos
afios se ha producido un gran avance cientifico en
el conocimiento y la identificacion de diversos fac-
tores implicados en la muerte celular por reperfu-
sion, y gracias a esta investigacion se han identifica-
do nuevas dianas terapéuticas potencialmente ttiles
para prevenirla.

NECROSIS MIOCARDICA EN LOS PRIMEROS
MINUTOS DE LA REPERFUSION

Cuando la reperfusion se produce lo suficiente-
mente pronto para salvar miocardio isquémico en
riesgo, que se encuentra reversiblemente danado y
habria desarrollado infarto si no se hubiera abierto
la arteria, las células que son capaces de recuperar el
control de la homeostasis i6nica sobreviven; sin em-
bargo, en una proporcion variable de cardiomioci-
tos el desequilibrio idnico no s6lo no se corrige, sino
que empeora, y acaba por desencadenar la muerte
celular inmediata en forma de necrosis. Este tipo de
muerte se caracteriza porque se produce durante los
primeros minutos de la restauracion del oxigeno y
del flujo sanguineo, y se acompaia de rotura de las
membranas celulares y liberacion al medio extrace-
lular del contenido de las células (principalmente en-
zimas citosoélicas), lo que da lugar a una apariencia
histologica caracteristica de necrosis en bandas de
contraccion?, en la que que los cardiomiocitos indi-
viduales se encuentran masivamente acortados y con
una desorganizacion completa de su estructura sar-
comérica. Las imagenes ultraestructurales de estas
células obtenidas mediante microscopio electronico
muestran rotura sarcolemal, edema mitocondrial y
depodsitos masivos de Ca?* en la matriz mitocon-
drial, ademas de acortamiento y desorganizacion de
las miofibrillas sarcoméricas (fig. 1).

Las caracteristicas de esta necrosis se pueden re-
producir en un experimento clasico de laboratorio,
que consiste en someter a un corazon aislado de
rata y perfundido retrogradamente a través de un
sistema de Langendorff a una isquemia transitoria
(normalmente, entre 40 y 60 min) y posterior reper-
fusion. Esta maniobra experimental produce una
gran liberacion de enzimas intracelulares (creatinci-
nasa, lacatatodeshidrogenasa) en los primeros mi-
nutos de reperfusion, cuya magnitud se correlacio-
na con la extension de las areas de necrosis en
bandas de contraccidon visualizadas a partir de los
cortes histoldgicos. Este tipo de respuesta es la de-
mostracion experimental de que la muerte celular
miocardica ocurre de forma precoz en el momento
de la restauracién del flujo*. Como veremos, esta
muerte celular puede prevenirse por intervenciones
aplicadas en el momento de la reperfusion.



Fig. 1. Imagen histolégica de un miocardio porcino control (A) y de un mio-
cardio porcino reperfundido después de una isquemia de 50 min (B), en el
que se aprecia la desestructuracion tisular, caracterizada por un gran acor-
tamiento celular y el desarrollo de bandas de contraccion (como la indicada
por la flecha). C: detalle de la ultraestructura de una banda de contraccion,
con apelotonamiento de las proteinas sarcoméricas y edema y desestruc-
turacion de las mitocondrias.

Los estudios llevados a cabo en modelos celulares
de cardiomiocitos aislados han demostrado que la
reoxigenacion después de un periodo de isquemia
simulada produce un acortamiento abrupto de la
longitud celular en los primeros minutos de la ree-
nergizacion, acompafiado por una desorganizacion
de la citoarquitectura, cuyas caracteristicas ultraes-
tructurales son coincidentes con las de la necrosis
en bandas de contraccién de los cortes histologi-
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cos’. Este tipo de respuesta a escala celular se ha de-
nominado hipercontractura, y la probabilidad de
que ocurra depende del tiempo transcurrido entre
que se produce una deplecion severa de las reservas
intracelulares de ATP durante la isquemia y el mo-
mento en el que se establece la reenergizacion®. El
analisis con cristales piezoeléctricos ultrasdnicos de
la longitud de los segmentos miocardicos ha permi-
tido determinar el grado de acortamiento miocardi-
co que se produce durante la reperfusion, detectado
como una reduccién de la longitud telediastélica
por debajo del nivel basal, y cuya magnitud se co-
rrelaciona con la extension del area de necrosis en
bandas de contraccion’. Esta variable es una de las
muchas determinaciones experimentales que indi-
can que la necrosis en bandas de contraccién de los
infartos reperfundidos equivale a la hipercontractu-
ra observada en los cardiomiocitos aislados.

Pérdida de la homeostasis ionica durante
la isquemia-reperfusion

Los mecanismos que conducen al acortamiento
celular masivo por hipercontractura han sido obje-
to de intensa investigacion en el modelo de miocitos
aislados, en el que es posible analizar simultanea-
mente los cambios morfologicos y los desequilibrios
i6nicos en un entorno controlado. Este tipo de estu-
dios ha demostrado que la hipercontractura esta
causada por la coincidencia de la reenergizacion
(que reactiva la actividad contractil de las miofibri-
llas dependiente de ATP) en presencia de una con-
centracién anormalmente elevada de Ca?* intrace-
lular (que, en presencia de ATP, genera una fuerza
contractil incontrolada y excesiva) (fig. 2)%. La pér-
dida de la homeostasis del Ca?* se inicia durante el
periodo previo de isquemia, en el que se producen
importantes cambios en la composicion citosolica®.

Uno de los primeros desequilibrios i6nicos que se
instauran durante la isquemia es el aumento soste-
nido de la concentracion intracelular de Na* debido
al fallo de la bomba Na*/K* del sarcolema, que no
puede operar en ausencia de energia, y la acidifica-
cion progresiva del citosol por la puesta en marcha
de la glucolisis anaerdbica. La célula trata de corre-
gir la sobrecarga de Na* a través del intercambia-
dor de membrana Na*/Ca?>* en su modo reverso,
que no requiere energia para funcionar y que extru-
ye el Na* intracelular a costa de introducir Ca?* al
interior de la células, y de esta forma se inicia un
proceso de pérdida progresiva del control de Ca?”,
uno de los cationes que en condiciones fisiologicas
se encuentra mas estrictamente regulado en el me-
dio intracelular.

La reenergizacion de las células que se encuen-
tran en esta situacion de riesgo puede precipitar un
empeoramiento abrupto del control catidnico, prin-
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Fig. 2. Secuencia temporal obtenida por microscopio confocal (x 400) de
un miocito cardiaco de rata en condiciones control (normoxia), después de
20 min de isquemia simulada y durante los primeros 2 min de reenergiza-
cion. La célula esta marcada con un fluocrocromo especifico que refleja los
cambios en el potencial de membrana mitocondrial (JC-1), utilizado como
un indice de la fosforilacion oxidativa. La pérdida del color rojo en relacion
con el verde refleja la despolarizacion mitocondrial. A los 20 min de isque-
mia, la mayoria de las mitocondrias se encontraban despolarizadas debido
a una deplecion energética severa, que se acompana de un acortamiento
de la longitud celular o rigor isquémico. Durante los primeros minutos de
reperfusion se produjo una repolarizacién mitocondrial rapida simultanea al
desarrollo de hipercontractura.

cipalmente por la puesta en marcha de mecanismos
dirigidos a corregir la acidosis intracelular que aca-
ban por empeorar aun mas la sobrecarga citosolica
de Na*. La llegada de flujo sanguineo produce un
lavado rapido de los catabolitos (fundamentalmen-
te H*) del medio extracelular, lo que da lugar a un
gradiente de pH entre las células y su entorno, cau-
sa de la activacion de los mecanismos de correccion
de la acidosis intracelular (principalmente a través
del intercambiador Na*/H* de la membrana plas-
matica y del cotransportador Na*/HCO3"). Esta
respuesta de correccion de la acidosis intracelular
empeora aun mas la sobrecarga citosolica de Na*
que, de nuevo, es manejada por la célula activando
el modo inverso del intercambiador Na*/Ca?*, lo
que produce® un influjo adicional de Ca?*. La entra-
da de Ca?" a través del modo inverso del intercam-
biador Na*/Ca?" es poco relevante en condiciones
fisioldgicas en los miocitos humanos, pero puede
ser deletérea cuando la célula se encuentra sobre-
cargada de Na+. Como resultado de todos estos
mecanismos de correccion en cadena la célula reoxi-
genada acumula una gran cantidad de Ca*" en su
interior, comprometiendo seriamente su propia su-
pervivencia. De hecho, la inhibicién farmacologica
del intercambio Na*/Ca?* con KB-R7943 se ha
mostrado capaz de reducir la sobrecarga citosolica
de Ca?* en cardiomiocitos aislados y el tamafio de
infarto en un modelo de oclusion coronaria transi-
toria in situ’.
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Edema celular, fragilidad estructural
y uniones intercelulares

Ademas de los cambios i6nicos que se producen
en el citosol descritos mas arriba, la reactivacion del
metabolismo energético tiene consecuencias direc-
tas en la integridad y el funcionamiento de estructu-
ras celulares vitales (citoesqueleto, organulos intra-
celulares y sarcolema). En primer lugar, la aparicion
de edema celular por efecto del lavado de los meta-
bolitos que estaban acumulados en el espacio extra-
celular crea un gradiente osmotico transarcolemal y
favorece la entrada de agua al interior de las célu-
las. El aumento de volumen en células que tienen el
citoesqueleto y la membrana celular fragilizados fa-
vorece la pérdida de la integridad celular. Los estu-
dios experimentales han demostrado que la reperfu-
sion hiperosmoética puede tener efectos beneficiosos
en el tamano del infarto al reducir el grado de ede-
ma y la muerte celular!®.

En segundo lugar, el desarrollo de fragilidad me-
canica durante la isquemia puede reducir significa-
tivamente la resistencia de las células al propio es-
trés mecanico impuesto por la reperfusion. Los
mecanismos que conducen a la fragilizacién de las
estructuras celulares no son bien conocidos, pero se
ha descrito que la activacion de las calpainas puede
dar lugar a una proteolisis de estructuras del citoes-
queleto subsarcolemal'':'2, Las calpainas son pro-
teasas activadas por Ca>* que se encuentran inhibi-
das por la acidosis, pero desempefiana un papel
critico en la muerte de los cardiomiocitos durante la
reperfusion, por la concurrencia de la sobrecarga de
Ca’ y la normalizacion del pH. La degradacion
—mediada por calpaina— de la ankirina, una pro-
teina que participa en el anclaje de la bomba Na*/
K* ATPasa de la membrana al citoesqueleto sub-
sarcolemal, es una causa importante de disfuncién
de la bomba de Na* durante la reperfusion inicial®>.
Esta degradacion proteinolitica puede dar pie a la
instauracion de un circulo vicioso, en el que la so-
brecarga de Na* favorezca la entrada adicional de
Ca?" y perpettie el estado de activacion de las cal-
painas que, a su vez, empeoran la sobrecarga de
Na™ intracelular, lo que desencadena el desarrollo
de hipercontractura y muerte celular.

Incluso en presencia de fragilidad, la hipercon-
tractura no suele causar rotura del sarcolema en
miocitos aislados, pero si en las células intactas que
forman parte del tejido miocardico. Esta diferencia
en la respuesta al estrés mecanico impuesto por la
hiperactivacion contractil puede tener varias expli-
caciones. Una de ellas es que la ausencia de edema
osmotico en los miocitos aislados reoxigenados (en
los que no se produce efecto de lavado durante la
reperfusion) reduce la tensidon mecanica del sarcole-
ma secundaria al desarrollo de hipercontractura!!,



Otra posible explicacion es que la presencia de
uniones intercelulares en el tejido intacto impone
fuerzas de tension y desgarro durante el acorta-
miento celular que facilitan la rotura de la membra-
na celular. Estudios realizados en nuestro laborato-
rio han demostrado que la hipercontractura de un
miocito puede transmitirse a los miocitos adyacen-
tes a través de las uniones intercelulares de tipo gap
Jjunction, y que la propagacion célula a célula de la
hipercontractura contribuye al tamafio final de los
infartos reperfundidos'®'’. El uso de inhibidores
farmacologicos de la comunicacion intercelular se
ha demostrado efectivo en la reduccion de la muer-
te celular durante los primeros minutos de reperfu-
sién en diversos modelos experimentales'®!®. Nues-
tro laboratorio ha demostrado que el mecanismo de
esta propagacion del dafio celular se basa en el paso
de Na* a través de las gap junctions desde el miocito
hipercontraido a los miocitos adyacentes, y a la ul-
terior activacion del intercambio Na*/Ca** en la cé-
lula adyacente, lo que a su vez induce sobrecarga de
Ca?" y desarrollo de hipercontractura en esa célu-
la.

El reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias
en la génesis de la hipercontractura
y la muerte celular

En condiciones fisiologicas los cardiomiocitos
consumen una gran cantidad de energia quimica
para producir el trabajo mecanico. La contraccion
miofibrilar es un fenémeno altamente regulado y
sincronico, que esta mediado por aumentos transi-
torios del Ca?* citosdlico procedentes, en su mayor
parte, del reticulo sarcoplasmico. La participacion
del reticulo sarcoplasmico en algunas enfermedades
y, en particular, en la génesis de ciertos tipos de
arritmias, en la progresion de la insuficiencia car-
diaca y en la miocardiopatia diabética, se conoce
desde hace tiempo. Mucho menos conocida, sin em-
bargo, es la contribucion del reticulo sarcopldsmico
al desarrollo del dafio letal por reperfusion, a pesar
de que hay solidas evidencias experimentales que
demuestran que puede desempefiar un papel decisi-
vo en la muerte necrdtica de los cardiomiocitos.
Durante los primeros minutos de la reperfusion
miocardica, el reticulo sarcoplasmico se encuentra
en un entorno de gran sobrecarga de Ca’*, y la reac-
tivacion mitocondrial de la sintesis de ATP pone en
marcha el funcionamiento de la Ca**-ATPasa del
reticulo sarcoplasmico (SERCA), encargada de la
captacion del Ca?* citosolico, incluso a pesar de la
persistencia de un flujo de Ca*" aumentado desde el
medio extracelular. Como resultado de ello, se pro-
duce una gran acumulacion de Ca’* en el interior
del reticulo sarcoplasmico que excede su capacidad
de almacenamiento, por lo que finalmente el Ca>*
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es extruido a través de los receptores de ryanodina
(RyR) y luego vuelve a ser captado, lo que da lugar
a un patrén de oscilaciones rapidas de Ca>* que se
propagan a lo largo de la célula e imponen una
fuerza mecanica que puede sobrepasar la capacidad
elastica de los sarcomeros?!. Diversos estudios expe-
rimentales han demostrado que el bloqueo farma-
coldgico de las oscilaciones del Ca?* por parte del
reticulo sarcoplasmico reduce la incidencia de hi-
percontractura en miocitos reoxigenados? y que la
activacion de vias de sefalizacion intracelulares que
interfieren con los movimientos del Ca?* dependien-
tes del reticulo sarcoplasmico —por ejemplo, con
agonistas del péptido natriurético— confieren pro-
teccion durante la reperfusion miocardica, tanto en
animales como en humanos?-.

Aunque la hipercontractura por si sola puede ser
un factor determinante en la rotura del sarcolema,
existen otros mecanismos propuestos recientemente
que también pueden contribuir al dafio por reperfu-
sion y a la muerte celular. Uno de los que estan
siendo actualmente objeto de intensa investigacion
es la pérdida de la integridad de las mitocondrias
cuando concurren ciertas condiciones patoldgicas
(sobrecarga de Ca?*, déficit energético, dafno oxida-
tivo), por un cambio brusco en la permeabilidad de
sus membranas, un fenémeno conocido como tran-
sicion de permeabilidad mitocondrial®. Este cam-
bio brusco en la permeabilidad mitocondrial produ-
ce un desacoplamiento de la respiracion celular y
un colapso energético incompatible con la supervi-
vencia celular®. La transicion de la permeabilidad
mitocondrial se ha documentado durante la reper-
fusion miocardica, como consecuencia principal-
mente del dafio oxidativo y la sobrecarga de Ca** y
por la rapida correccidon de la acidosis intracelular,
uno de los inhibidores méas efectivos de este cambio
de permebilidad mitocondrial (fig. 3)*-¥. Aunque
parece claro que la transicion de la permeabilidad
mitocondrial produce liberacion del citocromo Cy
pone en marcha la cadena de sefializacion que con-
duce a la apoptosis celular, el mecanismo por el que
causa necrosis en el miocardio reperfundido no se
conoce bien*. De hecho, el colapso energético se-
cundario a la permeabilizacién mitocondrial es difi-
cil de reconciliar con el desarrollo de hipercontrac-
tura, ya que tanto los primeros estudios sobre dafo
letal por reperfusion’ como los datos recientes ob-
tenidos con espectroscopia por resonancia magnéti-
ca (datos no publicados) demuestran que la hiper-
contractura es un fendémeno dependiente de energia.
Tampoco esta claro el mecanismo por el que la de-
plecién energética inducida por el cambio de per-
meabilidad mitocondrial puede causar rotura del
sarcolema en los primeros minutos de la reperfu-
sion. Estudios recientes en cardiomiocitos aislados,
en los que se induce la transicién de la permeabili-
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Fig. 3. Secuencia temporal obtenida por microscopio confocal (x 400) de
un miocito cardiaco de rata durante los primeros minutos de reperfusion,
en el que las mitocondrias se han marcado con calceina, un fluorocromo
que se queda atrapado en su interior a menos que se produzca una transi-
cion de la permeabilidad mitocondrial. En este ejemplo concreto, el aparato
contractil de la célula fue bloqueado con BDM para prevenir el desarrollo
de hipercontractura y evitar artefactos en la intensidad de la sefial fluores-
cente. Durante los primeros minutos de reperfusion, se produjo una caida
importante de la sefial fluorescente mitocondrial, indicio de permeabiliza-
cién mitocondrial.

dad mitocondrial mediante estimulacion con pulsos
de laser, indican que la transicion de permeabilidad
en unas pocas mitocondrias dentro de la célula pue-
de empeorar el manejo del Ca?* celular, ya que se
acompafia de una liberacion del Ca?** mitocondrial
hacia el espacio citosoélico, lo que favorece el desa-

rrollo de hipercontractura siempre que la célula
conserve un numero suficiente de mitocondrias in-
tactas capaces de mantener la demanda energética®?.
En la figura 4 se muestra un esquema del mecanis-
mo fisiopatoldgico del dafio por reperfusion.

La contribucién de otros tipos celulares
al dano por isquemia-reperfusion

Por tultimo, no hay que olvidar que aunque la
mayor parte de las caracteristicas de la necrosis se-
cundaria a una isquemia miocardica transitoria
pueden reproducirse experimentalmente en prepa-
raciones de cardiomiocitos aislados y en corazones
aislados y perfundidos, otros tipos celulares, como
las plaquetas, los neutroéfilos y los fibroblastos, en-
tre otros, pueden contribuir al dafio por reperfusion
y a la extension final de la muerte celular. En parti-
cular, las plaquetas activadas durante la isquemia-
reperfusion se adhieren al endotelio microvascular
del miocardio reperfundido a través de la L-selecti-
na y liberan factores que contribuyen a la pérdida
de la homeostasis del Ca®* y a la muerte miocita-
ria33-35_

DE LA INVESTIGACION DE LABORATORIO
A LOS PACIENTES: LOS RETOS
DE LA MEDICINA TRASLACIONAL

El daiio letal por reperfusion puede ser un objeti-
vo terapéutico en pacientes con infarto agudo de
miocardio. La posibilidad de aplicar tratamientos
coadyuvantes durante la angioplastia se debe basar
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en el conocimiento de los mecanismos moleculares
y celulares que conducen a la muerte necrética agu-
da durante la reperfusion miocardica. Sin embargo,
a menudo la investigacion basica encuentra nume-
rosas barreras para su traslacion al contexto clinico,
y aunque ciertos farmacos e intervenciones han de-
mostrado ser eficaces para reducir la muerte celular
en modelos celulares y animales, casi nunca llegan a
desarrollarse comercialmente para su uso en huma-
nos. Las razones del fracaso en la traslacion de la
investigacion biomédica suelen atribuirse a las dife-
rencias que existen entre especies en la patogenia de
las enfermedades y en la respuesta a los tratamien-
tos, y a que los modelos experimentales no son ca-
paces de reproducir adecuadamente la complejidad
de los procesos fisiopatoldgicos que tienen lugar en
el contexto clinico, pero existen otras muchas razo-
nes que pueden explicar este fracaso.

Falta de adecuacion en la traslacion
de los conocimientos

Una de las aproximaciones experimentales que
ha tenido un efecto protector claro tanto en mode-
los animales como en o6rganos perfundidos o células
en cultivo es la inhibicién del intercambiador Na*/
H* con cariporide®®?’. La acidosis intracelular que
se instaura progresivamente durante la isquemia
contribuye a la sobrecarga patologica de Na*, por
accion del intercambiador Na*/H* de la membrana
celular. Este mecanismo no es operativo en células
normales, de forma que la inhibicion del intercam-
biador podria constituir una buena diana terapéuti-
ca capaz de actuar especificamente durante el pro-
ceso patoldgico. Experimentos realizados por
nuestro grupo y por otros grupos de investigacion
han demostrado que, efectivamente, la inhibicion
del intercambiador Na*/H* con cariporide antes de
una oclusién coronaria es capaz de reducir signifi-
cativamente el tamafo de la necrosis en la reperfu-
sion, pero su mecanismo de accion no se basa en
prolongar la acidosis, como se habia previsto, sino
en retrasar la deplecion de las reservas energéticas
celulares y la aparicion de rigor isquémico®*. Su
administracién en el momento de la reperfusion no
tiene ningun efecto en el tamafio del infarto porque
los cardiomiocitos son capaces de corregir la acido-
sis intracelular a pesar de tener el intercambiador
Na*/H* inhibido mediante otros mecanismos para-
lelos (fundamentalmente el cotransportador Na*/
HCO3), que contribuyen a la sobrecarga de Na*y
Ca’* y contrarrestan el efecto protector de caripori-
de®,

A pesar de estas evidencias, se han llevado a cabo
diversos ensayos clinicos con el objetivo de investi-
gar el efecto protector de la inhibicion del intercam-
biador Na*/H* en pacientes con infarto agudo de
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miocardio: el estudio Guard During Ischemia
Against Necrosis (GUARDIAN)*, el estudio Eva-
luation of the Safety And Cardioprotective Effects
of Eniporide in Acute Mpyocardial Infarction
(ESCAMI)*? y el estudio Sodium-Hydrogen Ex-
change Inhibition to Prevent Coronary Events in
Acute Cardiac Conditions (EXPEDITION)®. El
estudio GUARDIAN incluyé a mas de 11.000 pa-
cientes con sindrome coronario agudo, que fueron
sometidos a angioplastia o se les practico cirugia, y
que recibieron cariporide a distintas dosis (20 mg,
80 mg o 120 mg). La administracion de cariporide a
altas dosis fue protectora cuando los pacientes reci-
bieron el tratamiento antes de la isquemia (un re-
quisito que se cumplié Unicamente en el subgrupo
de pacientes que eran sometidos a cirugia de
bypass). El farmaco no tuvo efectos protectores en
las demas variables de estudio (tasa de reinfartos,
evolucion de los pacientes que no llegaron a presen-
tar isquemia severa), de acuerdo con lo que habian
previsto los estudios experimentales. En el estudio
ESCAMI se selecciond especificamente a pacientes
con oclusion coronaria con elevacion del segmento
ST sometidos a reperfusion (un total de 959) y se
administro6 eniporida (hasta 200 mg) en el momento
de la reperfusion. Los resultados de este estudio
fueron negativos, y el tratamiento farmacologico
resulto ser seguro pero ineficaz. A la vista de los re-
sultados positivos en el subgrupo de pacientes que
eran sometidos a cirugia del estudio GUARDIAN,
se disefio el estudio EXPEDITION, un gran ensayo
clinico que incluy6 a mas de 5.700 pacientes someti-
dos a cirugia de bypass aortocoronario, a los que se
administré6 una dosis muy elevada de cariporide
(mas de 200 mg) durante un lapso muy prolongado.
Los resultados de este estudio también demostraron
una reduccién del dafio miocardico, tal como se ha-
bia descrito en el estudio GUARDIAN, pero hubo
un aumento significativo en la incidencia de acci-
dentes cerebrovasculares asociado al tratamiento.
En conjunto, se trata de una serie de ejemplos en
los que la investigacion traslacional ha fracasado
por la inadecuacion del diseiio de los estudios clini-
cos (tanto en la seleccion de la poblacién como en
las variables de estudio, las dosis y el tiempo de ad-
ministracion del tratamiento farmacologico) a los
resultados experimentales.

Otro problema que se presenta con frecuencia a
la hora de trasladar los resultados experimentales a
los estudios clinicos es que se ponen a prueba dia-
nas terapéuticas cuyo papel fisiopatoldgico es du-
doso o sobre las que no hay evidencia cientifica su-
ficientemente solida. Asi, por ejemplo, se han
disefiado numerosos estudios clinicos para probar
el efecto cardioprotector de los fArmacos que inhi-
ben la formacion de los radicales libres del oxigeno,
con resultados negativos o controvertidos*, basan-
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dose en la hipotesis de que los radicales libres del
oxigeno, cuando se aplican exdégenamente, son per-
judiciales. Sin embargo, una limitacién importante
de esta hipotesis es que no hay datos mecanisticos
experimentales que establezcan una relacion causa-
efecto entre la produccion de radicales libres del
oxigeno durante la reperfusion y el desarrollo de hi-
percontractura y muerte celular.

La dificultad de seleccionar dianas
terapéuticas de interés para el desarrollo
de farmacos

El intercambiador Na*/Ca?* de la membrana ce-
lular es la altima causa de sobrecarga de Ca** du-
rante la reperfusion®?#°, La activacion de este inter-
cambiador en su modo inverso sirve para que la
célula se deshaga del exceso de Na* que se ha acu-
mulado durante la isquemia a costa de una entrada
deletérea de Ca®* desde el medio extracelular. Este
intercambio es irrelevante en células sanas con un
buen control de la concentracion intracelular de
Na™, pero es critico para los miocitos que han sufri-
do una isquemia previa. Los resultados experimen-
tales han aportado evidencias sélidas que demues-
tran que la inhibicion de este intercambiador en el
momento de la reperfusion utilizando un farmaco
especifico no comercializado, el KB-R7943, es ca-
paz de reducir de forma significativa la sobrecarga
de Ca?* citosolico y la hipercontractura en miocitos
cardiacos aislados reperfundidos, y esto se traduce
en una reduccién del tamano de infarto en corazo-
nes aislados de rata y en el corazén porcino con
oclusion coronaria transitoria in situ®?. Otros estu-
dios, utilizando animales genéticamente modifica-
dos, han confirmado el mecanismo por el que ese
farmaco es protector en el dafo por reperfusion®.
No obstante, a pesar de la solidez de las evidencias
experimentales, ninguna compania farmacéutica ha
invertido el esfuerzo necesario para desarrollar un
farmaco capaz de inhibir de forma especifica y se-
gura el intercambiador Na*/Ca?*. Como consecuen-
cia de ello, no se ha llegado a hacer ningtn estudio
clinico en humanos en el contexto de la reperfusion
miocardica.

El GMPc es un segundo mensajero que desempe-
fila numerosas funciones celulares y diversos estu-
dios han demostrado que se encuentra disminuido
en los cardiomiocitos sometidos a isquemia-reper-
fusion*’. Los primeros experimentos disefiados para
explorar el potencial efecto cardioprotector del
GMPc durante la reperfusion se llevaron a cabo en
miocitos cardiacos aislados®, y demostraron que la
estimulacion de la sintesis de GMPc (o la exposi-
cion a miméticos solubles del GMPc) era capaz de
disminuir la hipercontractura y la muerte celular
durante la reperfusion. Estudios posteriores han
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probado que la administracién exogena de L-argi-
nina (capaz de aumentar la disponibilidad de NO y,
por lo tanto, de GMPc) también protege el corazon
aislado de rata y el corazén porcino intacto contra
el dafio por reperfusion®. Sin embargo, el aumento
de la disponibilidad de NO producido por la L-ar-
ginina puede tener muchos otros efectos ademas de
incrementar la sintesis de GMPc, y es una interven-
cion que debe ser aplicada previamente a la reper-
fusion, lo que limita significativamente su potencial
terapéutico. Para paliar esta deficiencia, se han di-
sefiado otras aproximaciones experimentales con el
objetivo de aumentar la concentracion miocardica
de GMPc¢ mediante estimulacion de la guanilato ci-
clasa particulada con urodilatina. Esta interven-
cion, aplicada en los primeros minutos de la reper-
fusién, ha sido capaz de atenuar la hipercontractura
y reducir significativamente la extension de la ne-
crosis en corazones de rata aislados sometidos a is-
quemia-reperfusion® y en corazones porcinos intac-
tos sometidos a oclusién coronaria transitoria, en
ausencia de efectos hemodinamicos®. Otros labora-
torios han documentado de forma consistente un
efecto protector de las intervenciones dirigidas a
aumentar la concentracion de GMPc en el miocar-
dio reperfundido. Ademas, se han propuesto diver-
sos mecanismos por los que el GMPc puede tener
efectos beneficiosos durante la reperfusion miocar-
dica, como la reduccién de las oscilaciones de Ca**
desde el reticulo sarcoplasmico y las arritmias® y la
inhibicion de la comunicacién intercelular®?, ade-
mas de la inhibicion de la activacion plaquetaria. Se
trata, por lo tanto, de una diana terapéutica capaz
de reducir las consecuencias del dafio celular aso-
ciado a la sobrecarga de Ca*" una vez que ésta ya se
ha establecido.

A diferencia de otras intervenciones experimenta-
les, el concepto de cardioproteccion mediante la es-
timulacion del GMPc si que ha sido probado en pa-
cientes. La administracion intravenosa de péptido
natriurético auricular en el momento de la reperfu-
sion en pacientes con infarto agudo de miocardio se
ha asociado a un menor remodelado del ventriculo
izquierdo, después de 1 mes de seguimiento, com-
parado con los controles®. Mas recientemente, se
ha demostrado el efecto protector del ANP recom-
binante humano en un estudio clinico doble ciego*.
A pesar de estas evidencias, no se han realizado su-
ficientes estudios clinicos en pacientes sobre el po-
tencial efecto protector de estos farmacos en la car-
dioproteccion, porque no se lo ha considerado un
tema de interés prioritario.

Recientemente se ha realizado un estudio piloto
en pacientes para probar el efecto protector de la
inhibicion de la transicion de permeabilidad mito-
condrial administrando ciclosporina A inmediata-
mente antes de la intervencion coronaria percuta-



nea®. La transicion de permeabilidad mitocondrial
ha sido identificada en numerosos estudios experi-
mentales como un mecanismo inductor de muerte
celular necrética durante la reperfusion. En este es-
tudio, 58 pacientes con infarto agudo de miocardio
con elevacion ST fueron aleatorizados a recibir un
bolo intravenoso de ciclosporina A (2,5 mg/kg) o
placebo. Aunque el tiempo previo de isquemia y el
area en riesgo eran similares en los dos grupos, la
administracién de ciclosporina A redujo significati-
vamente el tamano de infarto (CK, troponina I y
RMN) en el grupo que recibid tratamiento. Se pue-
de argumentar que la ciclosporina A es un farmaco
pleiotrépico, con efectos inmunosupresores y poco
especificos, y que es cuestionable el mecanismo de
accion por el que ejerce su efecto cardioprotector,
pero este estudio tiene el valor de haber probado
con éxito una hipotesis experimental en pacientes.

De forma similar, se ha trasladado el concepto de
cardioproteccion por poscondicionamiento isqué-
mico a pacientes con infarto agudo de miocardio.
El poscondicionamiento isquémico es el fendmeno
por el cual episodios breves de oclusidon y reapertu-
ra de la arteria coronaria en el momento de la re-
perfusion reducen la muerte celular, una estrategia
que ha sido probada en diversos modelos animales
y en organos perfundidos, aunque los mecanismos
moleculares implicados siguen siendo controverti-
dos. En el estudio de Staat et al%, 30 pacientes so-
metidos a angioplastia coronaria fueron aleatoriza-
dos a un grupo control o a un grupo de
poscondicionamiento, en el que el balon de angio-
plastia fue hinchado y deshinchado alternativamen-
te durante cuatro episodios de 1 min cada uno. El
tamafio de infarto, determinado por la liberacion
de CK alas 72 h, fue significativamente menor en el
grupo de pacientes poscondicionados.

EL FUTURO DE LA PROTECCION
MIOCARDICA CONTRA LA MUERTE
CELULAR SECUNDARIA

A LA ISQUEMIA-REPERFUSION

A pesar del enorme progreso que se ha producido
en las dos ultimas décadas en el conocimiento de los
mecanismos fisiopatologicos que conducen al dafio
letal por reperfusion, algunos resultados son con-
trovertidos y se sigue sin conocer muchos de los
factores involucrados. El futuro de la investigacion
cardiovascular debe orientarse hacia un enfoque
menos compartimentalizado, que incluya: a) la bio-
logia de sistemas; ) los estudios de fisiologia inte-
grada, y ¢) la multidisciplinariedad.

La biologia de sistemas puede permitir desentra-
fiar la complejidad de los modelos bioldgicos que,
en general, funcionan como redes constituidas por
una infinidad de nodos, mediante el estudio inter-
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gral de los sistemas complejos a partir de técnicas
cuantitativas de alto rendimiento y utilizando mo-
delos de simulacion por ordenador®’. Este abordaje
permite hacer predicciones mas exactas (biologia
predictiva) y establece de forma mas fiable la rela-
cion que existe entre un efecto biolodgico concreto y
el estimulo que lo ha desencadenado (biologia inte-
grativa). El estudio en red de los sistemas biologicos
requiere una tecnologia de alto rendimiento y el de-
sarrollo de modelos matematicos sofisticados, que
solo ahora empiezan a estar disponibles. Un ejem-
plo de ello es la espectroscopia por resonancia mag-
nética, una herramienta que permite hacer estudios
metabonémicos complejos en los que se puede com-
parar patrones generales de muchos metabolitos de
forma simultanea. Por otra parte, los estudios de
fisiologia integrada permiten investigar de forma
directa la relacion entre las vias metabolicas impli-
cadas en un determinado proceso y el efecto real de
ese proceso en la morfologia o la funcidn celular.
Este enfoque aporta informacion relevante sobre la
respuesta integrada de una célula u organismo a un
determinado estimulo, aunque su principal limita-
cion sigue siendo su gran dependencia de las condi-
ciones experimentales. Por ultimo, el enfoque mul-
tidisciplinario  deberia permitir abordar los
problemas bioldgicos desde una perspectiva mas
amplia, tanto desde el punto de vista técnico como
del conocimiento, facilitando de esta forma el desa-
rrollo de nuevas estrategias de cardioproteccion y el
correcto diseflo de los estudios clinicos.

CONCLUSIONES

El tratamiento del dafio por reperfusion emerge
como una oportunidad real de disminuir la muerte
celular y mejorar el pronostico de los pacientes con
infarto de miocardio sometidos a reperfusion. Los
resultados positivos obtenidos en varios estudios
clinicos recientes apoyan esta idea. Sin embargo,
sera necesario un intenso esfuerzo de investigacion
traslacional y la participacion decidida de la indus-
tria para llevar el tratamiento cardioprotector a la
practica clinica en pacientes con infarto agudo de
miocardio.
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