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Introduccion

En la cirugia cardiaca convencional el corazon es sometido a un periodo de
isquemia controlada y a una reperfusion, lo que genera graves lesiones en el
miocardio (. Esto llevé al desarrollo de técnicas para tratar de proteger el miocardio
contra este dafio denominado sindrome de isquemia-reperfusion (I-R). Por ello,
desde los anos 50 existe una intensa labor investigadora en el terreno de la
proteccién miocardica, cuyo objetivo es caracterizar que mecanismos celulares y
moleculares se ponen en marcha para proteger el miocardio cuando éste ha sido
sometido a un proceso de I-R.

En esta labor investigadora estan implicados gran cantidad de profesionales.
Por un lado los cirujanos, que se ven obligados a detener el corazén para poder
trabajar sobre él, de manera que se inflija el menor deterioro posible de la funcién
cardiaca, como bidlogos que llevan a cabo el trabajo de laboratorio a nivel celular y
molecular, para poder desarrollar técnicas que nos permitan activar, previo a la
parada, los mecanismos de proteccion del miocardio, de forma que se disminuyan
las lesiones ocasionadas por I-R.

Todos estos trabajos, incluido el presente, llevan a un fin comtn que es el de
proteger el miocardio contra la lesion por I-R ocasionada por la parada obligatoria

del miocardio, tanto en cirugia cardiaca como en el caso de los trasplantes.

1.1.- La Isquemia miocardica

La oclusion coronaria aguda es la principal causa identificable de infarto de
miocardio y, por tanto, de mortalidad y morbilidad cardiovascular en las sociedades
occidentales. Se origina cuando, por una obstrucciéon coronaria, hay zonas del
corazon que no son bien perfundidas, de manera que el equilibrio entre el consumo
de nutrientes y el aporte se rompe. Esto da lugar a lesiones celulares de distinto

grado segun el nivel de insuficiencia del aporte de nutrientes y oxigeno al tejido ().

En cuanto a la falta de O hay distintos términos conceptuales segun la
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Introduccion

presion parcial del mismo presente que hay que distinguir, ya que cada una de ellas
implica consecuencias distintas:

Normoxia: Es la situacion fisioldgica basal en la que la presion parcial de
oxigeno en sangre es de aproximadamente 80 a 100 mmHg con una perfusion
adecuada del corazon entre 60 y 90 ml/min @).

Hipoxia: Se define como la situacién en la que el aporte de oxigeno es
insuficiente (menor a 20 mmHg), a pesar de una adecuada perfusién @).

Anoxia: Es la ausencia de aporte total de oxigeno, a pesar de una adecuada
perfusion ().

Isquemia: Se define como la situacidn en la que se produce un disbalance en
el aporte de oxigeno y nutrientes y la demanda de los mismos en el corazon, ya sea
por una perfusion reducida (isquemia por bajo flujo) o nula (isquemia total) @), es
decir, un estado en el que el aporte de oxigeno y nutrientes es insuficiente tanto para
mantener el metabolismo en su estado basal como el adecuado nivel de rendimiento
cardiaco.

Esta falta de oxigeno y la acumulacion de metabolitos tisulares es considerada
como un importante condicionante de la extension de las anormalidades
contractiles, metabolicas y morfologicas producidas durante la isquemia. Esta
isquemia puede ser aguda (< 10 minutos) o cronica (> 10 minutos), dependiendo del

tiempo de duracion de la misma c-5.

En los ultimos 15 anos, el conocimiento de los procesos fisiopatologicos
implicados en la isquemia miocardica aguda y crénica se ha desarrollado
considerablemente. Es evidente en la actualidad la diversidad de consecuencias
debidas a la I-R del corazén, no limitandose exclusivamente al dolor toracico
transitorio con cambios electrocardiograficos también transitorios o al infarto agudo
de miocardio, sino que también puede dar lugar arritmias y a miocardiopatia
dilatada con insuficiencia cardiaca provocada por la isquemia.

Este desarrollo de los conocimientos sobre la isquemia miocdrdica ha dado

11



Introduccion

lugar a una serie de conceptos, conocidos hoy dia como los Nuevos Sindromes

Isquémicos. Estos son:

Isquemia Silente: Es la isquemia miocardica asintomatica, en la que se pueden
objetivar mediante exploraciones clinicas las consecuencias de la isquemia en el
miocardio ).

Miocardio aturdido: Consiste en una disfuncidon mecanica reversible del

miocardio sometido a I-R de duracion proporcional al tiempo de isquemia previo.
Durante un periodo de isquemia agudo (no mas de 10 minutos) se produce lo que se
denomina “stunning” o miocardio aturdido 4. Durante esta breve isquemia el
potasio (K*) se eleva y provoca una despolarizacion de la membrana plasmatica que
induce una liberacion de catecolaminas desde los terminales nerviosos, se estimula
la glicolisis anaerobia y aumenta la produccién de lactato, lo que conlleva a una
menor produccion de adenosin trifosfato (ATP) y concentracion de lactato, el cual es
toxico para las células . En la reperfusién la concentracion de K* externa se
recupera completamente e incluso puede bajar transitoriamente del nivel basal. Los
niveles de fosfato de alta energia se mantienen por la activacion de la glicdlisis
anaerobia ©.

Hibernacion Miocdrdica: Se trata de un estado de alteracidon persistente del

miocardio y de la funcién ventricular izquierda debido a un flujo sanguineo
coronario insuficiente que puede regresar a la normalidad parcial o total
dependiendo de si la relaciéon aporte/demanda de oxigeno se modifica
tavorablemente, ya sea por un aumento del aporte o por la reduccion de la demanda
Q).

Precondicionamiento Isquémico (PI): Consiste en la proteccion adquirida por

el miocardio frente a la lesion por I-R tras su exposicion a un breve periodo de
isquemia previo (). Este fendmeno es el que mas nos interesa y sobre el que vamos a

tratar con mas detenimiento mas adelante.

Para tratar de comprender los procesos moleculares y celulares que tienen
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Introduccion

lugar durante el PI, primero debemos hacer una revisiéon de que lesiones o dafios

tienen lugar durante la isquemia y, sobre todo, durante la reperfusion.

1.2.- Lesiones por Isquemia-Reperfusion

Se conoce como lesiéon por I-R a la disfuncién o muerte de los miocitos
cardiacos, inducida por la reperfusion, cuando han sido sometidos previamente a un
periodo de isquemia 4. La duracion de esta isquemia precedente tiene gran

importancia a la hora de estimar los dafios celulares y tisulares durante la

reperfusion (figura 1.1).

Myocardial ischemia in absence
704 - of reperfusion
Infarct size, 702

60

50+
B?
< 40
M
A
T Myocardial ischemia with reperfusion
g 304 = Reperfusion reduces infarct size by 40%
= Part of the remaining 30% infarct is due

to lethal reperfusion injury and
204 is therefore preventable
lﬂ- - * L - 3
Mpyocardial ischemia with reperfusion
5 - and cardioprotection
0- Preventing lethal reperfusion injury reduces
infarct size by a further 25%, realizing the
full benefits of reperfusion
Yellon D, Hausenloy DJ. N Engl ] Med. 2007 Sep 13,357(11):1121-35

Fig 1.1.- Lesiones por I-R y su repercusion en el tamarfio del infarto.

Los acontecimientos fisiopatoldgicos que tienen lugar durante la isquemia y
cuyo dafo se pone de manifiesto durante la reperfusion, se detallan en los siguientes

puntos (Véase esquema en figura 1.2):
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Introduccion

ISQUEMIA
gy : - N o - + +
bomba NA*/K* intercambio Na*/H* intercambio metabolismo de SOD, PLA2 Glicolisis
Canales K*;p Na*/Caz* grasas catalasa, y otros PLD PL’C : Ibl'
scavengers ’ anaerobia
K+ T Na*, pH Cazt. Acumulacién de T RLO Liberacién de a.g., ATPy
e | . ..
metabolitos 2° AA'y lipidos de Mg**
membrana

Dependiendo de la duracién de la isquemia precedente, las alteraciones producidas durante la misma seran reversibles o no durante la
reperfusién. En el caso de una isquemia de corta duracién (menos de 10 minutos) las alteraciones ocasionadas se revierten totalmente de
forma més o menos rapida

REPERFUSION

| | |

Recuperacion El alto sodio Estos Acumulacién Los productos
incompleta del interno  favorece gggfecargﬁ deel metabolitos van RLO de oxidacion 1 A‘:’;trguy
K+ la entrada de g " | del AA de
| Caz por el | cCitoplasmayenla :s eCieSgenerar lipidos Y de
intercambiador mitocondria e b
reactivas de O, membrana
Na*/Caz+ dafian las
Despolarizacién residual: membranas
celulares
# excitabilidad
aritmias

R TR T R R

La sobrecarga de calcio unida al estrés oxidativo, la falta de ATP y a la desestabilizacién de las membranas por la
liberacién y metabolizacion de lipidos de la misma llevan a la activacién del megaporo mitocondrial que conduce al
proceso irreversible de muerte celular.

Fig 1.2.- Esquema de las alteraciones que se producen durante la isquemia y que se ponen de
manifiesto durante la reperfusion. La severidad de estas alteraciones durante la reperfusién depende

de la duracion de la isquemia precedente.

1.2.1.- Isquemia

El miocardio es un tejido funcionalmente aerdbico, es decir, que depende casi
exclusivamente de la oxidacion de sustratos para la generacion de energia y a penas
tiene capacidad para desarrollar una pequena reserva de Oxigeno, de modo que en
condiciones normales, la determinacion de la tasa de consumo miocardico de

oxigeno proporciona una medida fiable y bastante aproximada del metabolismo
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Introduccion

cardiaco total . De este metabolismo global, la mayor parte (80%) corresponde a la
actividad contractil de este drgano y el 20% restante a aquellos procesos fisioldgicos

no relacionados con la contraccion @).

1.2.1.1.- Caida de la reserva energética durante la isquemia (figura 1.2)

Mientras que la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) en condiciones aerobias
es adecuada para mantener altas demandas metabdlicas de un miocardio
perfundido y normalmente funcionante, la tasa de ATP producido por la glucolisis
anaerobia es extremadamente menor e insuficiente para soportar la viabilidad del
miocardio durante la isquemia, debiendo mantener la actividad contractil y la
funcion de las bombas ionicas.

Practicamente de forma inmediata a la interrupcion del flujo coronario, se
reduce la fosforilacion oxidativa y el metabolismo aerobio da paso al insuficiente
metabolismo anaerobio (). La produccion de fosfatos de alta energia (FAE) (ATP y
creatin fosfato) disminuye, siendo superada ampliamente por su consumo. Los
depdsitos de ambos, por tanto, se deplecionan rdpidamente. En ausencia de
fosforilacion oxidativa el adenosin difosfato (ADP) es convertido en adenosin
monofosfato (AMP), que a su vez es metabolizado a adenosina y por ultimo a
inosina e hipoxantina y xantina ().

Cuando los depositos de ATP estan al 60% todavia la lesion puede ser
reversible con la reperfusion, y la microscopia electrdnica tan solo revela pérdida de
glucdégeno, agrupamientos de cromatina nuclear, edema intermiofibrilar e
hinchazon mitocondrial ). Sin embargo, cuando las reservas de ATP descienden por
debajo del 20%, la célula se vuelve incapaz de regenerar dichos depdsitos de ATP y
de mantener los gradientes ionicos celulares por afectacion de las bombas idnicas
dependientes de energia de los miocitos cardiacos.

Otros metabolitos, como los protones de Hidrdgeno (H*) y el lactato, también
se acumulan y progresivamente inhiben la glucolisis, disminuyendo de este modo la

produccion de ATP .
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1.2.1.2.- Alteracion en el funcionamiento de bombas idnicas (figura 1.2)

El deterioro de la bomba de calcio (Ca?*) dependiente de ATP (ATPasa)
disminuye el flujo de este ion desde el citosol, acumuldandose en este espacio
intracelular ¢ 8, mientras que la disfuncién de la ATPasa del intercambiador de
Na*/K* produce una disminucién de éste y un aumento de aquél en el interior de la
célula. Este aumento en la concentracion de Na', que se ve potenciado también por
la bomba de intercambio de Na*/H* conducida por el aumento de H* intracelular «),
potencia a su vez el aumento de la concentracion de Ca? por el intercambio
Ca*/Na*, que invierte su funcionamiento ).

El aumento resultante de Ca?* intracelular, produce una sobrecarga
mitocondrial de este idn, lo que lleva a una disminucién adicional de la sintesis de
ATP. Por otro lado, la activacion de las ATPasas de Ca?* aumenta el consumo de
ATP y activa a las fosfolipasas del sarcolema, produciendo la degradacién de los

fosfolipidos de las membranas celulares e iniciando el dafio irreversible de estas (o).

1.2.1.3.- Activacion de la fosfolipasa A : independiente de calcio y papel del
acido araquidodnico (figura 1.2)

Durante isquemia, el metabolismo de las grasas cesa debido a la falta de
oxigeno. Esto hace que se acumulen fosfoacilcarnitinas y acilcarnitinas de cadena
larga. Se activan muchas lipasas como fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa D (PLD),
fosfolipasa Az (PLA:) y diacilglicerol lipasas que liberan acido araquidonico (AA)
desde los fosfolipidos de membrana. Atn no se conoce en que momento durante la
isquemia se produce esta activacion ).

Estos metabolitos secundarios junto con los acidos grasos liberados de la
membrana plasmatica por accion de las fosfolipasas, y en concreto el AA liberado
por la PLA:, son los precursores, durante la reperfusion, de la formacion de radicales
libres que van a originar danos en el comportamiento de las proteinas de membrana
y desorganizacién de membranas tanto de organulos como del sarcolema a1. E1 AA

por si solo es capaz de alterar el funcionamiento de canales idnicos de las
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membranas tanto del sarcolema como de la mitocondria , 12).

1.2.1.4.- Produccion de metabolitos secundarios (figura 1.2)

Al inhibirse el metabolismo de las grasas debido a la falta de Oz, se produce
una acumulacién de metabolitos secundarios (lisofosfoacilcarnitinas de cadena
larga) que van a ocasionar la formacion de compuestos altamente reactivos por
accion de las lipooxigenasas y las ciclooxigenasas en el momento en que el O
aparezca con la reperfusion. Al mismo tiempo, la actividad de los “scavengers”
endogenos de radicales libres del O: (RLO) disminuye (catalasa, superdxido
dismutasa y glutatién peroxidasa), lo que conlleva a un aumento de estas sustancias
(anion superdxido (‘Oz2), peroxido de hidrogeno (H20:), radical hidroxilo (OH")). Este
cumulo de radicales libres provoca la peroxidacion de los lipidos de membrana

continuando asi la desorganizacion de las membranas estructurales y organelas ).

Sin embargo, la liberacion y accién de los RLO no tiene lugar hasta la
aparicion del mismo, con lo que todas estas alteraciones que se ocasionan por la
isquemia permanecen silentes hasta la reperfusiéon, por lo que este mecanismo de

lesion celular parece mas relacionado con la siguiente fase que con la isquemia.

1.2.2.- Reperfusion (Véase esquema en figura 1.2)

El efecto potencialmente lesivo de la reperfusion fue descrito por primera vez
en la década de los 70, primero en modelos experimentales de oclusién de arterias
coronarias (3, 14) y posteriormente sobre el estudio de la insuficiencia cardiaca tras
cirugia cardiaca con bypass coronario @s. Sorprendentemente estos investigadores
encontraron bandas de necrosis en areas contractiles que habian sido correctamente
reperfundidas por bypass mientras que no encontraban estas mismas lesiones en
aquellas zonas que no habian sido reperfundidas por la intervencion.

Aunque la reperfusion es logicamente necesaria para la supervivencia del

miocardio sometido a isquemia, se sabe que la lesidén isquémica se ve aumentada en
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la fase de reperfusion e. Se puede definir la lesion de reperfusién como la lesién
tisular manifestada o desarrollada tras la reperfusion y que puede ser modificada
(aumentada o disminuida) por la variacion de las condiciones de dicha reperfusién
7).

La reversibilidad o no de las lesiones que se ponen de manifiesto durante la
reperfusidén estdn intimamente ligadas a la duracion del periodo de isquemia y

cantidad de tejido isquémico qs,s).

Han sido muchos los factores relacionados con estas lesiones y que se

detallan a continuacién:

1.2.2.1.- Disminucion de la reserva de fosfatos de alta energia

La isquemia reduce drasticamente los niveles de fosfatos de alta energia por
el cese de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, proceso que requiere la presencia
del oxigeno, el cual estd ausente en isquemia. Este déficit de energia estd
relacionado con la disfuncion del miocardio y, en caso extremo, con la muerte
celular. Tras el inicio de la reperfusion, los niveles de ATP y la reserva total de
nucledtidos de adenosina estdn disminuidos, produciéndose una recuperacion
gradual hasta sus niveles basales en el transcurso de unos dias ().

El que la recuperacion de los niveles de energia tarde, sugiere un deterioro en
la capacidad de resintesis de fosfatos de alta energia, que podria atribuirse a una
deplecion del sustrato principal, la adenosina, que se pierde por lavado durante la
reperfusion, ya que la fosforilacion oxidativa parece retornar precozmente a la
normalidad, como se deduce del hecho de la répida restitucion de los niveles de
fosfo creatina durante la reperfusion (.

La creatin kinasa (CK) juega un papel central en la distribucion de la energia
en el miocito. Se conocen 4 isoenzimas de la CK:

-  CK-MM, predominante en el tejido muscular. Dentro de este tipo hay tres

isoenzimas (MM1, MM2 y MM3).

18



Introduccion

- CK-MB, predominante en el tejido cardiaco. Hay dos isoenzimas (MBI y
MB2).

- CK-BB, predominante en el tejido cerebral.

- CK mitocondrial.

Cuando se produce isquemia cardiaca aparecen las isoenzimas CK-MM y MB
en sangre, por lo que se utilizan como marcadores de isquemia cardiaca (z).

El ATP producido en la mitocondria es trasportado al citosol mediante el
intermediario fosfo creatina, con la transferencia de un fosfato de alta energia desde
la molécula de ATP a la creatina, reaccion que es catalizada por la CK mitocondrial.
En la miofibrilla, el ATP es regenerado por la transferencia de ese fosfato desde la
fosfo creatina al ADP (2. La amplia distribucion de la CK en el miocito proporciona
multiples sitios en los que una reduccidn de la actividad de la enzima podria causar
una disfuncion contractil. Sin embargo, la rdpida restitucion de los niveles de fosfo
creatina tras la reperfusion sugiere que la disfuncion de la CK mitocondrial es
improbable. De los resultados de algunos trabajos se deduce que es mas bien la
velocidad de la reaccion de formacion de ATP en la mitocondria la que esta limitada

por el déficit de sustrato (ADP) en el miocardio aturdido e».

1.2.2.2.- Alteracion de la homeostasis del calcio

El Ca* tiene un papel fundamental en la funcién del miocito, mediando en la
contraccion sistdlica, la relajacion diastdlica, la actividad enzimatica y la funciéon
mitocondrial.

La contraccién mecanica del miocito es disparada por el potencial de accion a
través de un proceso denominado acoplamiento excitacion-contraccion. El evento
principal de este acoplamiento es un dramatico aumento en la concentracion del Ca?
citosolico, a partir del reticulo sarcopldsmico (RS), de donde es liberado por efecto
de la despolarizacion de la membrana del miocito. El desencadenante especifico de
esta liberacion parece ser la entrada de Ca* externo en la célula a través de los

canales de Ca*" de la membrana plasmatica. La alta concentracién de Ca?* citosolico
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provoca la apertura de los canales de Ca?* regulados por rianodina del RS y la salida
masiva del cation al citosol. La entrada de Ca? desde el exterior es pequefia en
comparacion con el liberado desde el RS. Esta pequefia cantidad es muy importante,
no sdlo para disparar la salida de Ca* del RS, sino también para el mantenimiento
de los niveles normales en la célula.

Cuando se eleva la concentracion de Ca? en la célula, este interactia con la
troponina C, causando un cambio conformacional y anulando la inhibicion sobre la
actina de los filamentos finos. La interaccién entre actina y miosina, que en ultimo
término determina el acortamiento de los sarcomeros y la contraccion muscular,
necesita el aporte de energia en forma de ATP.

La disminucién de la concentracién de Ca?* en el citosol da lugar al cese de la
contraccion. Aproximadamente el 80% del Ca?* es introducido en el RS por la accion
de las bombas de Ca* ATPasa localizadas en la membrana del RS (La accién de esta
bomba es regulada por el fosfolamban. Cuando esta proteina es fosforilada, la tasa
de secuestro de Ca* aumenta y se favorece la relajacion diastolica). El 20% restante
es retirado hacia el espacio extracelular via intercambiador Na*/Ca* o por las
bombas de Ca? ATPasa del sarcolema ().

Teniendo en cuenta el importante papel desempefiado por el Ca? en el
proceso de la contraccién y relajacion del miocardio, una disfuncion de este potente
sistema mediador podria ser uno de los elementos fundamentales en la disfuncién

postisquémica.

1.2.2.2.1.- Sobrecarga de calcio
En la lesion de isquemia-reperfusion, se produce una sobrecarga de Ca? en la
célula, que puede tener multiples efectos deletéreos en ésta, como desencadenar una
depleciéon de ATP por activacion de ATPasas, activacidon de proteasas y fosfolipasas,
produccion de radicales libres de oxigeno o desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa (7).

La excesiva concentracion de Ca? intracitosolico parece ser debida al
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intercambiador i6nico de Na*/Ca? alimentado con la acumulaciéon de Na* que se
produce, como se ha comentado anteriormente, durante la isquemia 5. Este
intercambiador idnico es reactivado en el momento de la reperfusion por la
resintesis de ATP y el lavado de H?, este uiltimo es un inhibidor de este mecanismo
de intercambio idnico, y puede favorecer la entrada de Ca? en la célula con la salida
del Na* acumulado en el citoplasma ().

La fuerza méaxima de contraccion desencadenada por el Ca? estd reducida,
probablemente segtin algunos autores, por una disminucién de la sensibilidad de los
miofilamentos al Ca?, requiriendo concentraciones mas altas de Ca?" para obtener
una fuerza de contraccion similar a la de un grupo control, es decir, se produce una
aparente disminucion de la eficiencia de la excitacion-contraccion 7). Sin embargo,
una respuesta disfuncional del miofilamento al Ca%*, no establece una relacion

directa, por si sola, entre la fisiopatologia del Ca?* y el aturdimiento.

1.2.2.2.2.- Deterioro de la sensibilidad de los miofilamentos al calcio

La observacion de un [Ca*] intracelular elevado tras I-R y sin embargo una
funcidén contractil disminuida llevé a la hipotesis de una sensibilidad disminuida del
aparato contrdctil del Ca?, hipdtesis que se vio apoyada por las observaciones de
Kusoaka y col. ¢s,29), que indicaron que el transito de Ca? no estaba disminuido en el
miocardio aturdido, que los miofilamentos se vuelven menos sensibles a la
concentracion intracelular de Ca* durante la sistole es consistente, ademas, con los
datos publicados por Hess y col. @y que observaron una actividad de la ATPasa
miofibrilar y una sensibilidad de ésta al Ca?" intracelular disminuidas. El mecanismo
directo por el que se produce esta desensibilizacién es poco claro, pero puede ser
secundario a la sobrecarga de Ca?* durante la reperfusion.

Un elemento implicado en la homeostasis del Ca* y cuya disfuncion
constituye causa potencial de aturdimiento es el RS, que es fuente y almacén del Ca?

desencadenante del acoplamiento de la excitacion- contraccion.
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1.2.2.2.3.- Disfuncion del reticulo sarcoplasmico y de la mitocondria

El RS es altamente sensible a la isquemia, de modo que con tan sélo 20 o 30
minutos de isquemia, ya aparecen evidencias histologicas de distorsion de sus
membranas ). Numerosas observaciones han mostrado una reduccién de la
recaptacion y depresion de la actividad de la ATPasa de Ca? y un desacoplamiento
del transporte de Ca* con un aumento de la permeabilidad al mismo en la
membrana del RS ¢). Esta disfuncion del RS se correlaciona cronoldgicamente con el
incremento de Ca?" citosdlico durante la isquemia.

En la mitocondria se produce una sobrecarga de Ca* que unida al deterioro
de las membranas y a la produccion de RLO por la activacion de la cadena
respiratoria, conducen a la apertura del megaporo que lleva a la muerte celular

irreversible ¢).

1.2.2.3.- Disfuncion endotelial

El endotelio es el responsable del control y mantenimiento del tono vascular,
produciendo una serie de agentes vasoactivos, tanto vasodilatadores como la
prostaciclina (PGL), el factor relajante derivado del endotelio (EDRF) @ como
vasoconstrictores entre los que estan la endotelina 1 y la angiotensina II @3). Entre
otras cosas, por tanto, la funcion endotelial es esencial para mantener el flujo
sanguineo y el aporte de Oz @).

Bajo condiciones normales las células endoteliales secretan un autocoide
vasoactivo, el EDRF actualmente identificado como Oxido Nitrico (NO) @4, que
puede prevenir la adhesion de los neutrofilos a las células del endotelio vascular.
Las células endoteliales son metabdlicamente muy activas y, como los miocitos, son
muy sensibles a la lesién por I-R. Tras I-R se produce una disfuncién endotelial
consistente en una reduccion en la produccion y liberacion de NO @s), que se traduce
en un deterioro en la vasodilatacion dependiente del mismo y, sobre todo, en una
disminucion de la capacidad para evitar la adherencia de los neutroéfilos, lo cual

desencadena la cascada de lesiones mediadas por éstos. Esta adherencia de los
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neutrofilos se ve favorecida ademds por la activacién de la fraccion C5b del
complemento que se produce directamente en el endotelio tras el inicio de la
reperfusion. En definitiva, este descenso en la liberacion de NO parece jugar un
papel fundamental en la patogénesis de la lesion por I-R (7).

El papel del dano endotelial en la lesion miocardica irreversible esta bien
establecido, sin embargo en el aturdimiento miocdrdico el papel del endotelio parece
depender de otro factor intermedio. Muchos investigadores han demostrado que
con la lesién por I-R se produce una inhibicion de la actividad EDRF, principal
mediador vasodilatador, lo cual compromete el balance entre el aporte y demanda
de sangre y O: al tejido. Sin embargo, no esta claro si se produce una inhibicién de
su produccion y liberacion o si, por lo contrario hay una inactivacion del EDREF,
puesto que se sabe que éste es rapidamente inactivado por el anién superdxido o).
Ademas, se ha observado una prevencion de la disfuncion vasodilatadora cuando se

administra superdxido dismutasa tras la isquemia, pero antes de la reperfusion .

1.2.2.4.- Radicales libres de oxigeno (figura 1.2)

Los RLO son sustancias extremadamente reactivas, que interactian
avidamente con numerosas moléculas bioldgicas, incluidas moléculas estructurales
como las membranas fosfolipidicas, proteinas de membrana y material nuclear. Son
producidos constantemente durante la actividad celular normal y son inactivados
por una gran variedad de enzimas y “limpiadores” moleculares ).

En periodo de isquemia previo, se produce una deplecién de los sistemas
antioxidantes endogenos de la célula, predisponiendo al miocardio a una lesion
oxidativa . La relacion directa de estos radicales libres de oxigeno con la lesién de
reperfusion, estd avalada por numerosos trabajos que muestran la generacion de
estas especies tOxicas de oxigeno s y su relacion con la disfuncidon contractil,
existiendo una correlacion entre la magnitud de la generacion de estos radicales y la
severidad de la disfuncion, o estudios en los que se obtiene una mejoria de la

funcion contractil con la administracion de sustancias antioxidantes en la
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reperfusidén (superdxido dismutasa, catalasa, N-2 mercaptopropionil glicina y N-
acetilcisteina) @s40) . Se sabe que el endotelio es una de las principales fuentes de
RLO, y el importante papel que juegan estos en la lesion tisular postisquémica
irreversible. Existen muchas evidencias que sugieren la participaciéon de estos
metabolitos toxicos en el aturdimiento, como la administracién exogena de RLO,
que produce una disfuncidn contrdctil similar al aturdimiento @1,42 o el hecho de que
la infusion de antioxidantes tras la isquemia, pero antes de la reperfusion, mejoren la
funcion contractil o, 43, e incluso la demostracion directa de la produccién de estos
metabolitos tdxicos al comienzo de la reperfusion ().

Estos radicales libres interacttian con proteinas, lipidos y acidos nucleicos
esenciales de las células, por lo que pueden lesionar las membranas celulares,
canales idnicos y funciones enzimaticas, explicando no solo el aturdimiento, sino la
lesion isquémica irreversible 4 (Vease figura 1.2).

Las fuentes de RLO son:

- neutrdfilos activados.

- sistemas de la xantina oxidasa.

- microsomas.

- sistemas citocromo mitocondrial ws).

Algunos estudios han demostrado que la I-R estd acompafniada de una rapida
acumulacion de neutréfilos. Estos neutrédfilos son activados por factores
quimiotacticos y citoquinas, el factor activador de plaquetas y metabolitos del AA
como el Leucotrieno B4 @s). Los neutrofilos activados producen Oz, y H20: a partir
del O, gracias a la NADPH Oxidasa ligada a la membrana. Tanto el ‘Oz como el
H:0: son citodestructivos, pero ademads son el sustrato para la formacion del
altamente téxico OH- mediante la reaccién de Harber-Weiss o la reaccion de Fenton
(Catalizada por hierro) a7).

Otra importante fuente de radicales libres es el sistema de la xantina oxidasa
localizada fundamentalmente en el endotelio vascular. La xantina deshidrogenasa,

normalmente presente en el endotelio, es convertida en xantina oxidasa por la
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acumulacion de calcio durante la isquemia. En el momento de la reperfusion, el Oz
reacciona con la hipoxantina acumulada por la degradacion del ATP durante la
isquemia, con la xantina oxidasa como catalizador, formandose xantina y acido trico
con la produccién de -Oz. Sin embargo, la presencia de la xantina oxidasa (en
cantidad y funcion) es especie-especifica, por lo que su contribucion a la lesion de
reperfusion en la especie humana es aun poco clara a». Todas las alteraciones

debidas al fendmeno de I-R vienen esquematizadas en la figura 1.3.

“ell-adhesion
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Yellon D, Hausenloy D]J. NEM 2007 Sep 13;357(11):1121-35

Fig 1.3.- Representacion de las lesiones a nivel celular que tienen lugar durante el fenémeno

de I-R.
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1.2.2.5.- Otros factores responsables de la lesién por I-R
Disminucion del flujo sanguineo

El normalmente ajustado acoplamiento entre flujo sanguineo, consumo de
oxigeno y funcién contractil hace del deterioro de la perfusiéon una atractiva
hipotesis para la etiologia de la disfuncion contractil. Sin embargo, muy pocos
trabajos han podido demostrar un déficit de perfusion. De hecho, se ha observado a
menudo una hiperemia reactiva persistente. En situaciones de isquemia prolongada
regional, si parece tener una mayor importancia el déficit de flujo sanguineo que se
ha observado en estas situaciones, sobre todo especificamente en el subendocardio,
con una respuesta inmediata de hiperemia reactiva, pero un deterioro progresivo de
la perfusion, coherente con el fenomeno de No-Reflujo us).

Denervacion funcional simpatica

La estimulacion inotropica exdgena mejora la funcién contractil en el
miocardio aturdido, lo que sugiere que el receptor adrenérgico permanece intacto
@). Importantes investigaciones han demostrado una reduccion de la respuesta a la
estimulacion simpatica enddgena tras isquemia miocardica prolongada (mas de 30
min.) conservando la capacidad de respuesta si la estimulacién simpatica era
exogena ). Sin embargo, se ha podido demostrar que en periodos de isquemia de 15
min. de duraciéon, la neurotransmision simpdtica en el miocardio aturdido
permanece intacta. Asi pues, no existe una relacion clara entre este mecanismo y la
tisiopatologia del aturdimiento, y probablemente hacen falta mds estudios para

clarificar el papel de la estimulacion simpatica en este fendmeno.

Ante estos efectos fisiopatoldgicos ocasionados por el fendmeno de I-R
descritos previamente, el corazdn presenta una serie de mecanismos de defensa
endogenos que se ponen en marcha durante una isquemia de duracion breve
seguida de una correcta reperfusion y que prepara al corazén ante futuros eventos
de I-R. A este mecanismo enddgeno de proteccion se le denominé

Precondicionamiento Isquémico en el que estan implicadas varias vias de
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senalizacion intracelular.

1.3.- Precondicionamiento Isquémico

En 1986 Reimer, Jennings y Murry investigando los efectos de episodios
isquémicos breves en perros anestesiados y en contra de sus expectativas
encontraron un efecto protector sobre los siguientes episodios de isquemia. Ellos
llamaron a este fendmeno de adaptacion miocardica PI 4. Sus primeros objetivos
fueron investigar si existia una disminucion en los niveles de fosfatos de alta energia
o si existia mds bien una relacion con la acumulaciéon de catabolitos durante la
isquemia. Tras varios experimentos hallaron que después del primer episodio
isquémico, el ATP no habia disminuido, ni tampoco disminuia en los periodos
isquémicos breves posteriores us. En definitiva, al parecer, el primer episodio de
isquemia breve habia dado lugar a un cambio en la tolerancia de los miocitos a la
isquemia de manera que un segundo episodio de isquemia similar ya no disminuia
el ATP.

Estos experimentos dieron lugar a la hipotesis de que este estado de
adaptacion pudiera persistir y proteger al miocardio contra una lesidon isquémica
mas severa que normalmente daria lugar a la muerte celular. Esta hipotesis fue
confirmada en un nuevo trabajo con perros anestesiados que eran sometidos a una
oclusion de la arteria coronaria circunfleja de 40 minutos, con 4 dias de reperfusion,
midiendo el tamano del infarto como porcentaje del volumen del territorio de la
circunfleja bajo riesgo. A un grupo de estos perros se les aplico un protocolo de
precondicionamiento consistente en cuatro periodos de isquemia de 5 minutos de
duracion, separados cada uno de ellos por 5 minutos de reperfusion, previos a los 40
minutos de isquemia. Encontraron una reduccion significativa del area infartada (un
25 % del que se vio en el grupo control) y que este efecto era independiente del flujo

colateral o).
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1.3.1.- Concepto

El Precondicionemiento isquémico (PI) puede ser definido como una
adaptacion rdpida en respuesta a un periodo breve de isquemia y reperfusion, que
da lugar a un retraso de la muerte celular durante una agresién isquémica
prolongada posterior us).

Esta definicién del fenomeno se basa en los hechos demostrados hasta la
fecha, es decir, una reduccion en el drea de necrosis. Este efecto protector sobre la
lesion anatomica subsiguiente a la isquemia es el hecho mas evidente de mejora del
Precondicionamiento, pero son muchos mas efectos beneficiosos los que

proporciona, como veremos mas adelante. (Véase figura 1.4)

PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO

(+) ) 0 )

Adenosina Evita la deplecion +) +) . Disminuye la
Brad_ik_inina completa del ATP PKC,PKA, Canales E:fé?ﬂéggr:a liberacion de lipidos
Oplonde_s celular p38MAPK KATP de RLO y desorganizacion
catecolaminas de membranas

[

Proteccion contra muerte celular

Fig 1.4.- Mecanismos de proteccion enddgena que se activan por el Precondicionamiento

Isquémico y que llevan a cabo el papel protector del mismo.

Este fendmeno se ha mostrado altamente reproducible como demuestra el
hecho de haberse repetido estos mismos experimentos en distintas especies animales
ademas del perro, como en cordero v, conejo ¢y y rata 2 con unos resultados
similares.

Actualmente los trabajos que investigan este fenomeno para desentrafnar los
mecanismos subyacentes se han basado en la reduccidon del area infartada, sin
embargo, no es éste el tnico efecto beneficioso del PI, pero si el que se muestra de

forma mas evidente y sin controversia, con lo que éste sigue siendo el principal
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criterio para su definicion en espera de que nuevos trabajos clarifiquen si el resto de
los beneficios obtenidos son directos o si por el contrario, son un beneficio
secundario a la ya mencionada proteccion anatomica.
Por tanto, cualquier hipdtesis propuesta para explicar los efectos
fisiopatologicos del PI deberia incluir los siguientes hechos conocidos:
1. El proceso se activa por la propia isquemia.
2. El mecanismo de proteccion se activa de forma rdpida y el efecto
inicial es de breve duracion, aunque vuelve a aparecer mas tarde.
3. El fendmeno se presenta a nivel del miocito, y parece ser
independiente de otros elementos celulares.
4. Se asocia a una menor acidosis intracelular y/o a un menor
consumo de ATP.
5. El resultado final es un retraso en la muerte celular y posiblemente

una mejoria en la funcién ventricular postisquémica.

1.3.2.- Evidencias de la proteccion proporcionada por el PI (Esquema en figura
1.4)

Hay numerosos efectos beneficiosos que hacen al PI como el mejor

mecanismo de defensa para el miocardio ante el dafio por isquemia-reperfusion,

tanto a nivel fisiologico como a nivel metabdlico. Estos son:

1.3.2.1.- Reduccidn de la lesion isquémica irreversible
Estd bien establecido que al someter a los corazones a un ciclo o mas de
isquemia breve seguido de una también breve reperfusion previos a la isquemia
crénica, se produce una disminucion de la muerte celular, como se observo al medir
el tamano del infarto de la zona en riesgo, que era menor en los corazones

previamente precondicionados w9, 50).
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1.3.2.2.- Proteccion contra las arritmias

Actualmente existen trabajos que demuestran que el Precondicionamiento
disminuye las arritmias inducidas por la reperfusion que sigue a la isquemia
regional en ratas, y que la evolucidn es la misma a la observada en el efecto de
retrasar el infarto e3).

En trabajos diseniados especificamente para analizar el efecto del PI sobre las
arritmias, se demostrd que este fendmeno producia una gran proteccion contra las
arritmias ventriculares letales, no sélo un retraso en su aparicién, sino una
disminucion absoluta de ellas y que esta proteccion era dosis dependiente, dando

una mayor proteccion a un mayor namero de ciclos de precondicionamiento (s, 55).

1.3.2.3.- Disminucion de la disfuncion ventricular postisquémica

Observar el efecto beneficioso del PI sobre la recuperacion de la funcion
contractil es mas complicado que el de la reducciéon en el tamano del infarto,
fundamentalmente debido al hecho de que la disfuncién ventricular postisquémica
puede deberse tanto a la cantidad de lesion anatdémica irreversible como a la
disfuncion miocardica provocada por una lesién de I-R reversible (aturdimiento).

Hay muchos trabajos que apoyan el hecho de que el PI produce una mejoria
de la funcion contractil postisquémica en corazones aislados y prefundidos con
respecto a un grupo control w3 54, 56. Sin embargo, en muchos de estos experimentos
se han utilizado tiempos de isquemia lo suficientemente prolongados como para
provocar cierto grado de necrosis, con lo que es dificil asegurar, como mencionamos
antes, si el efecto beneficioso se debe a una reduccion de la necrosis o a una
disminucion del aturdimiento.

Para poder cumplir exactamente la definicion de aturdimiento es preciso
demostrar la recuperacion completa tras la isquemia, con una ausencia total de
lesion miocardica irreversible, y el experimento no se puede prolongar nunca lo
suficiente como para mostrar la recuperacién completa tras la isquemia. Se ha

intentado aislar estos dos efectos valorando por separado la funcién ventricular
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postisquémica y el area infartada en corazones de conejo aislados y prefundidos
revelando que se produce una reduccion del drea infartada sin que necesariamente
se produzca una recuperacion total de la funcién ventricular .

En otros trabajos se ha utilizado un protocolo de precondicionemiento basado
en tiempos mas cortos de isquemia en un intento de eliminar la necrosis tisular,
obteniéndose resultados contradictorios s, 59. Segin esto, parece mas probable que
la mejoria en la funciéon miocardica postisquémica inducida por el PI sea debida a la
disminucion de la necrosis del miocardio que por una verdadera reduccion del
aturdimiento, lo que convertiria a estos parametros validos, pero indirectos del

efecto del PI.

1.3.2.4.- Efectos metabdlicos

Fueron éstos los primeros indicios que llevaron a la caracterizacion del PI, por
lo que fueron los efectos mas detenidamente analizados en las primeras
investigaciones que pretendieron dar una explicacion a este fendémeno.

En 1986 Murry y colaboradores formularon la hipotesis en la que planteaban
una disminucion en la deplecion de ATP como explicacion al efecto beneficioso del
PI, aunque desconocian la causa de esta menor deplecidn @s). Posteriormente, ellos
mismos confirmaron que existia una mayor cantidad de ATP en corazones
precondicionados en los primeros minutos de la isquemia sostenida frente a
corazones control, aunque tras treinta minutos de isquemia, el contenido final de
ATP era similar en ambos grupos. Ademads, observaron que en el grupo
precondicionado habia habido una menor produccion de lactato, lo que significaba
una menor glicdlisis anaerobia y, por consiguiente, una menor utilizacién del ATP,
frente a la explicacion de una mayor produccion de estos fosfatos de alta energia
49).(figura 1.4)

En algunos estudios, utilizando la resonancia magnética nuclear, han podido
determinar el pH intracelular y el contenido en ATP de una forma no invasiva y

repetida. En estos trabajos muestran que el precondicionamiento disminuye la
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acidosis durante la isquemia y este hecho se correlaciona mejor con la recuperacion
funcional, en corazones aislados, que la conservacion de los niveles de ATP (o, 61),
aunque esta tltima afirmacion es atin controvertida, ya que existen otros estudios en
los que efectivamente una menor acidosis va acompanada de una mejora de la
funcién postisquémica, pero también de una menor deplecion de los niveles de ATP
2. Este mantenimiento del pH parece deberse a una menor produccién de protones
mas que a una mayor capacidad tampon ).

La diferencia en el contenido de ATP entre corazones control y
precondicionados es escasa y temporal y, ademas, todos los corazones presentan
niveles similares de ATP al final de una isquemia prolongada con lo que, segun esto,
es dificil entender como se relaciona este hecho con el retraso que se produce en la
aparicion del infarto en corazones precondicionados. Sin embargo, se sabe que los
depositos de ATP en el interior celular estdn compartimentados y, hasta el
momento, solo se puede cuantificar el ATP global en el tejido, por lo que la
interpretacion de los resultados anteriores es un tanto imprecisa ).

En cualquier caso, el concepto basico de que la conservacion de la energia y la
limitacién de la acidosis pueden retrasar la muerte celular tiene ldgica, por ello uno
debe esperar que cualquier hipotesis que pretenda explicar el mecanismo
intracelular del precondicionamiento debe relacionarse con estos cambios
metabdlicos.

La mayoria de las investigaciones que han dado lugar al todavia escaso
conocimiento de PI se han basado en la aplicacion de agonistas intentando
mimetizar el efecto protector del precondicionamiento, o bien antagonistas
intentando eliminar el efecto beneficioso, por ello la mayoria de las evidencias
obtenidas son necesariamente indirectas. Esto es debido a la limitada capacidad
actual de realizar mediciones sobre los sistemas de trasduccion de senales
intracelulares. El objetivo final de los experimentos ha sido, en la mayoria de los
casos, la medicion del 4rea infartada determinada por histologia o por la tincion con

Tetrazolio @7-50).
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1.3.3.- Precondicionamiento Temprano y Precondicionamiento Tardio
El precondicionamiento presenta dos fases temporales distintas en las que se
manifiestan sus efectos beneficiosos:

Fase de Precondicionamiento Temprana, en la que varias sustancias

enddgenas estan implicadas como disparadores, incluidos agentes de union a
proteinas Gi unidas a receptor, asi como adenosina, noradrenalina, bradikinina y
opiaceos (4 66), también como angiotensina II, acetilcolina, endotelina y radicales del

oxigeno (). (figura 1.5)

Mecanismo propuesto para la fase
temprana del Pl

BRADIKININA
OPIOIDES

~

ADENOSINA
A
Apertura de sarcolema
............... » loscanales
* KATP
: ' ' POd 7
&' ntdase ~ s

\ (—‘ Eﬂnasa

T citosol
AMP . \
inactival
A ?'P
rgﬂpertura de Ioé
Karp

mitocondriales

Figura 1.5.- Modificada de James M. Downey, M.D. 2000 Mecanismo de proteccion

propuesto para la fase temprana del PI

Los mecanismos de sefalizacion via receptor probablemente también estan
implicados. La proteina kinasa C (PKC) (4-6,68) y otras kinasas como tirosina kinasa y
kinasas activadas por mitdgeno (MAPK) s asi como canales de potasio
dependientes de ATP (Katr) del sarcolema o de la mitocondria (s) estan actualmente

siendo estudiados. (Ver figura 1.5)
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Fase de Precondicionamineto Tardio, la cual ha sido demostrada en perros ),

conejos (9 y ratas (. La hipdtesis para esta segunda ventana de
precondicionamiento implica la sintesis y/o modificacion post-traduccion de
proteinas citoprotectoras. Se desarrolla unas 24 horas después de un estimulo
isquémico subletal y se ha demostrado una disminucion en la aparicion de arritmias
tras la reperfusion en algunos modelos experimentales de conejo.

La mediacion intracelular que sigue a esta estimulacion parece ser, segun
pruebas existentes, la activacion de la PKC que implica la puesta en marcha de un
complejo sistema de sefializacion intracelular dando lugar a la traslocacion de
proteinas al nucleo, donde se puede fosforilar y activar factores de transcripcion,
que interaccionan con el ADN y promueven la producciéon de ARNm que codifican
para una serie de proteinas que van a conferir la proteccion de esta segunda ventana
del precondicionamiento. Se ha encontrado un incremento en la expresion de
proteinas calientes del shock (HSP), enzimas antioxidantes endogenas y de la NO
sintasa inducible ).

Las HSP son una familia de proteinas que son expresadas preferentemente o
modificadas postraslacionalmente durante y después de un estres metabdlico u otro
tipo de estres, incluidas la hipertermia y la isquemia. Son denominadas
habitualmente por su peso molecular (HSP70, HSP27...). Poseen funciones muy
diversas en el mantenimiento de la integridad celular. Se ha demostrado que de
estas proteinas la HSP70i tiene funciones citoprotectoras que proporcionan al tejido

tolerancia frente al dano por I-R.

En resumen podemos definir ahora el PI como la induccion de los mecanismos
intrinsecos celulares que mejoran la tolerancia de la célula miocardica a una
subsecuente lesion por I-R, ya sea mediante un breve periodo de isquemia previo, o
mediante estimulos farmacoldgicos que nos permitan inducir, de una manera

controlada, este mecanismo de proteccion.
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De todos los trabajos experimentales realizados hasta la fecha se pueden sacar
dos conclusiones:

- Se ha demostrado claramente en varias especies animales que el PI
disminuye el drea infartada en modelos de isquemia regional, sin embargo, su efecto
beneficioso no parece tan claro cuando analizamos la incidencia de arritmias y la
recuperacion funcional tras la reperfusion. En cirugia cardiaca el fallo de la bomba
tras bypass es debido, fundamentalmente, al aturdimiento del corazon tras la
reperfusion mdas que a un mayor o menor grado de necrosis (2

- El principal mecanismo protector proporcionado por el PI parece
consistir en una menor deplecion de las reservas de ATP y una menor acidosis,
efectos que también proporcionan las soluciones cardioplégicas.

Segun estos aspectos, el precondicionamiento puede ser una técnica indicada
para situaciones en las que una proteccién miocardica suboptima incrementa el
riesgo perioperatorio de necrosis, de modo que con el precondicionamiento se
consigue una limitacion de la extension del infarto con una preservacion, al mismo
tiempo, de la funcion miocardica. De forma experimental, las tinicas situaciones en
las que el precondicionamiento ha mostrado conferir una proteccion adicional a la
de la cardioplegia ha sido en situaciones de isquemia prolongada (3 y en casos de
una deficiente distribucion de la cardioplegia por el tejido miocardico s

En la practica clinica, las situaciones de alto riesgo que podrian beneficiarse
del precondicionamiento incluyen:

- En el miocardio senil, mds propenso a sufrir dafio tisular por la
sobrecarga de calcio, aunque permanece en controversia la capacidad de estos
corazones para responder al precondicionamiento (.

- Hipertrofia ventricular severa, donde la perfusion subendocardica es
problematica.

- En las enfermedades coronarias extensas con un pobre sistema de
colaterales y un alto riesgo de una mala distribucion de la solucién cardioplégica.

- Situaciones donde el periodo de isquemia se puede anticipar que va
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ha ser prolongado, como es el caso de la conservacion de drganos para trasplante.

- En la cirugia cardiaca minimamente invasiva sobre corazon latente,
en la que las zonas distales a la reparacion quirtirgica estdn sometidas a isquemia sin
proteccion, de una manera muy similar a los modelos experimentales de isquemia
regional donde el efecto limitante de necrosis ha sido ampliamente demostrado en
multiples trabajos.

En todos estos casos, la aplicacion del precondicionamiento parece clara, de
ahi la importancia de conocer e identificar los mediadores de este mecanismo
adaptativo con el objeto de poder aplicar terapéuticamente sus efectos

cardioprotectores.

1.4.- Perspectivas futuras en la proteccion miocardica

La proteccion miocardica es uno de los aspectos mds preocupantes en el
ambito de la cirugia cardiaca, pues aun hoy la mayoria de las intervenciones se
realizan sometiendo al corazén a un periodo de isquemia global de duracion
variable y, por tanto, exponiéndolo a los ya descritos dafios por isquemia-
reperfusion. Esto hace necesario un avance de las técnicas de preservacion del
miocardio, tanto para cirugia como para el trasplante cardiaco.

Hasta ahora, las técnicas utilizadas para minimizar el riesgo asociado a la
cirugia con bypass cardiopulmonar han sido el uso de soluciones denominadas
soluciones cardioplégicas con las que se consigue parar el corazén y ademas el uso
de la hipotermia con lo que se ha conseguido modificar las condiciones de la
isquemia y la reperfusion. De hecho se ha conseguido minimizar este riesgo, sobre
todo en pacientes de bajo riesgo, en los que se ha conseguido una tasa
extremadamente baja de morbilidad y mortalidad. Sin embargo, en los tltimos afios
se ha observado un cambio en la tendencia de la poblacion, incrementdndose el
nuamero de pacientes de alto riesgo que son candidatos a cirugia cardiaca bajo la

circulacion extracorporea (CEC), con un aumento acompanante de la morbilidad.
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Este aumento de la morbilidad se debe, fundamentalmente, a que las técnicas
actuales de proteccion miocardica se pueden considerar suboptimas para estos
pacientes de alto riesgo, y es que en ausencia de complicaciones, el Sindrome de Bajo
Gasto, frecuentemente observado, puede ser atribuido a una inadecuada proteccion
miocardica (7s).

Los principales avances que se esperan, por tanto, probablemente estaran
relacionados con el uso de aditivos en las soluciones cardioplégicas que permitan
mejorar aun mas el efecto protector, o las investigaciones para conseguir reproducir
el gran mecanismo endogeno de proteccion miocdrdica que supone el

Precondicionamiento.

1.4.1.- Adicion de Insulina en las soluciones de preservacion
La persistente produccion de lactato que sigue a la liberacion del clampaje
adrtico sugiere un retraso en la recuperacion del metabolismo aerobio que, ademas,
parece ser un predictor de la disfuncion ventricular postoperatoria (. La insulina
puede facilitar la conversion del metabolismo anaerobio en aerobio por estimulo de
la piruvato deshidrogenasa, mejorando asi el resultado de la intervencion, en

términos de trabajo asistdlico del ventriculo izquierdo (s).

1.4.2.- Oxido Nitrico/ L-Arginina

Se ha comprobado experimentalmente, en modelos animales, que el Oxido
nitrico (NO) reduce la lesion tras la isquemia-reperfusion (7. También se ha
comprobado, ya en el miocito ventricular humano, que la L-arginina aplicada
durante la reperfusion produce un aumento de la concentracién extracelular de
nitritos, que refleja una producciéon aumentada de NO proporcionando una
proteccion que fue mayor que la proporcionada por ésta cuando fue aplicada previa
a la isquemia ¢s). Estos hallazgos sugieren que la adicion de L-arginina a las
soluciones cardioplégicas podria suponer una mejora en la proteccion miocardica

durante la isquemia, aunque realmente son precisos mas estudios para determinar
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las dosis dptimas y el momento mdas adecuado para su administracion.

1.4.3.- Precondicionamiento farmacologico

La forma mas aceptada por la que el PI acttia consiste en que este PI activa
una serie de receptores de membrana, entre los que se encuentran los receptores
para la adenosina y los receptores a adrenérgicos, aunque se han descrito algunos
otros como los de la acetilcolina, bradikinina y opioides (2. Estos receptores inician
una sefalizacion intracelular encabezada por la activaciéon de una proteina G
asociada al receptor y esta a su vez activa, mediante fosforilacién, a otra serie de
proteinas sefializadoras hasta la activacion de la PKC, la cual es clave en la secuencia
de sefializacién del proceso, ya que su inhibicion con Cheleritrina elimina los efectos
beneficiosos ejercidos por el PI. Esta a su vez fosforila a otra serie de proteinas de la
cascada de sefalizacién hasta llegar al nicleo donde se inducira la expresion de
genes que daran lugar a la proteccién del miocardio en la denominada segunda
ventana de PI. Entre estos productos génicos se encuentran las proteinas de estrés
térmico Hsp, como vimos antes.

Por otro lado la PKC activa a otra serie de proteinas que van a llevar a cabo la
proteccion temprana del miocardio ante la isquemia prolongada. Entre estas
proteinas efectoras tempranas del PI estan los canales de Karr, fundamentalmente
los localizados en la membrana de la mitocondria. No esta bien caracterizada como
lleva a cabo su proteccion y cual es la via que lo activa. Una de las proteinas que
puede ser activada por la PKC y que es fundamental en la liberacion de
lisofosfolipidos y del acido araquidonico tan dafiinos durante la reperfusion, es la
PLA: que se activa durante isquemia, aunque atin no se conoce en que momento
ocurre su activacion y que resultados tendria en la proteccién del miocardio
actuaciones sobre la misma ¢).

Este esquema de accidn del precondicionamiento a nivel molecular nos puede
servir de guia para clasificar los objetivos diana para el Precondicionamiento

Farmacologico del miocardio.
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1.4.4.- Intervenciones sobre receptores desencadenantes

Existen trabajos de gran relevancia clinica en los que se ha demostrado la
utilidad de la infusion de adenosina en la consecucion de una mayor proteccion
miocardica frente a la isquemia, tanto en cirugia cardiaca, donde se demostrd la
mejoria de la funcion ventricular tras el bypass en pacientes a los que se habia
administrado previamente Adenosina (9, como en pacientes sometidos a ACTP en
los que la infusion de Adenosina 10 minutos antes de la angioplastia vuelve el
miocardio marcadamente mas resistente a las sucesivas oclusiones por el balon o).
Sin embargo, en la practica quirtrgica el uso de la Adenosina tiene muchos
problemas, sobre todo en la regulacion a la baja de los receptores, con el
consiguiente desacoplamiento de las vias de sefalizacion intracelular y la
vasodilatacion sistémica con la subsiguiente hipotensiéon que limitan su uso
actualmente, aunque queda por determinar si agonistas mas selectivos sobre los
receptores Al serian eficaces en la producciéon del precondicionamiento sin los
efectos indeseables comentados.

La induccién del precondicionamiento por activacion de los receptores au-
adrenérgicos es otra opcidn, posibilitada por los agonistas de estos receptores como
la fenilefrina, que estd disponible para uso humano. La aplicacién clinica de este
enfoque esta, sin embargo, aun por determinar, pues son farmacos que también
tienen efectos sistémicos que podrian ser deletéreos en determinadas circunstancias.

De ahi la importancia terapéutica que tiene la caracterizacion de los subtipos
de receptores implicados, tanto en el caso de los receptores purinérgicos como de los
adrenérgicos, que posibilitaria el uso de fdrmacos altamente selectivos y, por lo

tanto, con menos efectos derivados de su accion sobre otros receptores.

1.4.5.- Intervencion sobre los mediadores
Uno de los mediadores que se activa durante el PI y que se ha demostrado

que es fundamental en el mismo, es la PKC, la cual activa la produccion de
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adenosina durante la isquemia (81).

Hasta ahora habia pocas opciones para el uso de agonistas de la PKC, ya que
la mayoria de estos tenian efectos indeseables (7). Sin embargo, actualmente existe la
opcion del cloruro célcico, que parece ser efectivo para precondicionar el miocardio
a través de un mecanismo dependiente de PKC (). Esta opcidn es atractiva porque el
calcio puede ser usado facilmente en los pacientes quirtargicos. De hecho se utiliza
habitualmente al final del bypass cardiopulmonar o poco antes, pero su potencial

efecto beneficioso usado antes del bypass, aun debe ser establecido.

1.4.6.- Intervenciones sobre los efectores finales

Actualmente es uno de los frentes de trabajo, en concreto el desarrollo de
nuevos farmacos que se puedan utilizar como terapia, para abrir los canales Karr de
forma especifica y conseguir mimetizar el papel protector que conlleva la apertura
de estos canales.

Estos farmacos se han mostrado efectivos en la mayoria de especies animales,
incluidas las trabéculas auriculares humanas, que pueden ser igualmente protegidas
tratdndolas con cromakalim @2, un activador de los canales de K* dependientes de
ATP de los que hablaremos mas adelante. Ademas existen otros datos que apoyan
esta hipdtesis, como es la imposibilidad de precondicionar mediante hipoxia las
trabéculas auriculares de pacientes diabéticos en tratamiento previo con drogas
hipoglucemiantes cuyo mecanismo de accion es el bloqueo de estos canales. (4

Desafortunadamente la administracion clinica de estas drogas durante la
cirugia cardiaca estd limitada por el hecho de que tan solo una de ellas, el nicorandil
estd disponible para uso humano y ademadas sdlo esta disponible para su
administracion oral. Por otra parte, debido a su pobre selectividad, el efecto
antiisquémico relacionado con la apertura de los canales de Karr sdlo se puede
obtener a unas dosis extremadamente altas, que provocan efectos hemodindmicos

inaceptables por relajacion de la fibra muscular lisa. s
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Se puede concluir que el precondicionamiento parece ser un potente
mecanismo de proteccion para limitar la necrosis inducida por la isquemia y, por lo
tanto, para preservar la funcion cardiaca. Como ninguno de los métodos de
cardioplegia es perfecto, la mejora de la proteccion podria beneficiarse, al menos en
casos seleccionados, del uso del PI. Esto necesita actualmente una mejor
comprension de que mecanismos endogenos y mediadores moleculares estan
implicados en el mismo para poder desarrollar farmacos que puedan replicar sus
efectos cardioprotectores de forma muy especifica, superando las dificultades
metodoldgicas inherentes a este tipo de estudios.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio del papel protector
proporcionado por la adenosina liberada durante isquemia sobre la funcién
miocardica y si esta proteccion estd mediada tanto por los receptores purinérgicos

como por los canales de Kar.

1.5.- Papel de la Adenosina en el daio por isquemia-reperfusion

La adenosina es una sustancia reguladora general con numerosas funciones
bioldgicas especificas de drgano, incluyendo un importante papel en el sistema
cardiovascular, nervioso y endocrino. Es un autocoide, una hormona local, pero a
diferencia de las otras hormonas, no hay un tejido tnico responsable de su
produccion y, a diferencia de los neurotransmisores, no hay evidencias de su
almacenamiento y liberacion de neuronas u otras células.

Los estudios sobre el papel de la adenosina en el sistema cardiovascular
comenzaron en 1929 con el descubrimiento por Drury y Szent-Gyorgyi de que al
infundir corazones con extractos de varios tejidos, conteniendo adenosina, se
producia bradicardia, hipotension y vasodilatacién coronaria @s. Este hecho fue
reconsiderado de nuevo en la “hipdtesis de la adenosina” de Berne (7), proponiendo
una relacién entre consumo de oxigeno en el musculo cardiaco, los niveles

extracelulares de adenosina y el flujo coronario.
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1.5.1.- Metabolismo de la Adenosina

El catabolismo de nucledtidos y la formacion de purinas durante isquemia es
distinta en los diferentes drganos. En el musculo esquelético, el AMP es
irreversiblemente deaminado para formar inosina mono fosfato (IMP) e inosina,
mientras que en el corazén y cerebro el AMP es desfosforilado para producir
adenosina (figura 1.6).

Durante normoxia en el miocardio la adenosina es liberada en pequenas
cantidades a una velocidad basal constante entre hidrolisis de S-adenosil
homocisteina (SAH) por la SA-homocisteinasa y defosforilaciéon de AMP por la 5'-
nucleotidasa localizada en el citosol (endo 5'NT) o unida a la membrana fuera de la
célula (ecto 5'NT). La adenosina intracelular puede ser eliminada por tres rutas:
refosforilacion a AMP por la adenosina kinasa, deaminaciéon a inosina por la
adenosina deaminasa o liberada de la célula (figura 1.6). La funcion de estas tres vias
es mantener adenosina libre en baja concentracion. En condiciones de normoxia: la
concentracion en el fluido intersticial (FI) ha sido estimada por debajo de 0,5
microM, es), la concentracion sanguinea fisioldgica en el hombre entre 0,1 -1 microM
®). La concentracion citosolica ha sido calculada entre 0,04- 0,1 microM; sin
embargo, el 90% esta unida a proteinas intracelulares, presumiblemente a la enzima
SAH-hidrolasa. De aqui que cambios considerables en la concentracién de adenosina
libre debe producir solo pequenas modificaciones en la concentracion tisular total.

Durante isquemia la produccion de adenosina aumenta en el corazon, cerebro
y rindn. El desequilibrio entre el aporte y la demanda de O: resulta en una rotura
neta del ATP y la adenosina liberada puede incrementarse en 50 veces 9. La
produccion de adenosina tiene lugar en los cardiomiocitos, las células endoteliales y
en las de musculo liso vascular oo. La desfosforilacion del ATP tiene lugar por la
endo 5'NT o ecto 5’NT, y durante isquemia ambas enzimas contribuyen a la

produccion de adenosina.
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Figl.6.- Metabolismo de nucleétidos de ATP en el miocardio. Durante isquemia se consume el ATP y

se favorece la formacién de Adenosina.

La adenosina cruza la membrana de los miocitos por difusion simple y se
acumula en el FI. De aqui se escapa al compartimento intravascular por lavado
paracelular (es lento, del 10% bajo condiciones fisioldgicas) o mantenida dentro de
las células endoteliales por un transportador de nucleétidos, y ademds metabolizada
intracelularmente a inosina e hipoxantina y posiblemente también a xantina y acido
arico (. Este transportador y las enzimas intracelulares estan presentes también en
los eritrocitos y pericitos. La vida media de la adenosina en sangre es corta, 0,6 a 1,5
s, con lo que tiene un tiempo muy limitado para actuar localmente (ss).

En normoxia el endotelio tiene una contribucion significativa en la liberacion
de adenosina, sin embargo, durante isquemia su contribuciéon es minima, pero

puede ser funcionalmente significativa.

1.5.2.- Efectos beneficiosos de la Adenosina en el fendmeno de isquemia-
reperfusion

La adenosina tiene un efecto protector sobre el corazén tras episodios de I-R

(Ver figura 1.5). Esto fue visto por primera vez en 1985 por Ely y colaboradores que

mostraron una mayor recuperacion de la funcién y de los niveles de ATP tras

isquemia en corazones tratados con adenosina, y propusieron que la adenosina
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servia como un substrato para aumentar la resintesis de ATP durante la reperfusion
©2). Ellos también encontraron una contractilidad retrasada y niveles altos de ATP al
final de la isquemia, concluyendo que la adenosina debe retrasar la rotura del ATP
durante isquemia. Desde entonces el efecto cardioprotector de la adenosina ha sido
muy investigado. Hoy dia se sabe que el incremento en la formacion de adenosina
durante la isquemia tiene varios efectos potencialmente protectores:

1.- La adenosina es denominada un metabolito homeostatico, acoplando el
metabolismo cardiaco y el flujo durante el desequilibrio entre demanda y aporte que
tiene lugar en condiciones de isquemia (3.

2.- Tiene efectos electrofisiologicos en el tejido supraventricular, dejando
reducir la velocidad del corazéon ().

3.- Es un fuerte vasodilatador y estd involucrada en la vasodilatacion
coronaria durante isquemia y en la hiperhémia postisquémica. Su efecto
vasodilatador ha sido ampliamente estudiado ¢1,9). En general, la adenosina no tiene
efecto sobre el trabajo desarrollado por el ventriculo en corazones normoxicos (s, %,
97. La infusion de adenosina en condiciones de normoxia provoca una reduccion de
la presion arterial, pero no tiene influencia directa sobre la funcién contractil
sistolica o diastdlica (7). Sin embargo, la adenosina puede antagonizar
incrementando la contractilidad en respuesta a estimulacién adrenérgica, y debe
influir directamente en la contractilidad auricular (4, %).

La interaccion de la adenosina con el sistema adrenérgico es de varias formas:

1.- Inhibe la liberacién de noradrenalina (inhibicion presindptica).

2.- La activacion de los receptores o1 y B adrenérgicos aumenta la liberacion
de adenosina ).

3.- La activacion de los receptores o potencia la vasodilatacion por adenosina

©1).
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1.5.3.- Receptores purinérgicos y vias de sefalizacion

El efecto protector de la adenosina estd mediado por los receptores especificos
para la misma. Hasta hoy se conocen tres tipos de receptores para la adenosina: A,
A2, Ax y As. Estos receptores estan distribuidos de forma diferencial en los distintos
tejidos (tablal-1).

Los efectos de la adenosina mediados por receptor incluyen una fuerte
vasodilatacion, inhibicion de la agregacion de trombocitos, inhibicién de la
adherencia de neutrofilos y reduce la produccion y los dafios ocasionados por RLO.
También antagoniza los efectos adrenérgicos, reduciendo la acumulacion de Ca* y
lipolisis. El contenido celular de ATP es preservado.

Los efectos mediados por receptores Ai, y probablemente As, estdn asociados
con acciones sobre los cardiomiocitos, mientras que los efectos mediados por los
receptores A: estan relacionados con vasodilatacién y acciones sobre células del
Compartimento vascular (s).

Los receptores A1y As estan asociados a proteina G inhibitoria (Gai y Goo),
mientras que los receptores Az y Ax estan asociados a proteina G estimuladora
(Gas) ©9).

Los efectos mediados por el receptor A1 son principalmente ejercidos durante
isquemia. La activacion estd probablemente involucrada en la proteccion contra
infarto y “stunning” y en el PI. Media efectos antiff-adrenérgicos a través de la
reduccion en Adenin monofosfato ciclico (AMPc), antagoniza el incremento en la
velocidad del corazon, inotropia y relajacion, acumulacion de Ca? intracelular,
lipolisis y glucogenolisis. La activacion del receptor Al también reduce la
fosforilacion de proteinas inducida por la protein kinasa A (PKA) asi como canales
de Ca* tipo L y otros canales y la fosforilacion inducida por isoproterenol de la

fosfolipasa B (PLB), fosfolemman, proteina C-reactiva y Troponina I (9.
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Tabla 1.-1: Presencia de receptores de Adenosina en diferentes tipos celulares

dentro del sistema cardiovascular y sus efectos principales ©s

Subtipo de
Tipo celular Efectos beneficiosos | Efectos secundarios
receptor
Miocitos -Efecto protector | -Bradiarritmias
Neutrofilos directo sobre miocitos |-Activacién de
A1l Células endoteliales -Antiadrenérgico neutrofilos
Celulas de Musculo Liso |-Metabolico -Vasoconstriccion
Vascular (VSMC) -Electrofisiologico renal
Células endoteliales -Vasodilatacion Hipotension
VSMC -Antiagregacion
Trombocitos,neutrofilos, plaquetaria
mastocitos -Anti-inflamatoria
Monocitos, macrodfagos, | -Liberacion de NO
A2a
eosindfilos -PI endotelial y
Miocitos proliferacion del
mismo
-Inhibe la liberacion
de TNFa
Algunos lechos vasculares | -Vasodilatacion -Hipotension
A2b (aorta) -Inhibe crecimiento de | -Proinflamatorio (?)
Mastocitos VSMC
Miocitos -Efecto protector -Hipotension o
Mastocitos directo sobre miocitos | Vasoconstriccion
Otras células inflamatorias ? -Proinflamatorio (?)
A3 -inhibe la liberacion | (perjudicial en

de TNFa (?
Macroéfagos)

—Apoptosis (?)

cerebro (?)
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Otros efectos distintos de los antiadrenérgicos ejercidos por el receptor A1 son
la activacion de los canales Katr (oo, 101, alteracion en el metabolismo de la glucosa
a02), interaccidon con la PKC s, ¢8) y facilita la quimiotaxis de los neutroéfilos activados
6. Deben, también estar involucrados en la preservacion funcional de los receptores
sensibles a rianodina del RS durante la reperfusion o) y en la elevada proliferacion
de las células endoteliales (0s).

En resumen, la activacion de los receptores A1 proporciona una disminucion
en los requerimientos de Oz, incremento del aporte de energia y disminucion en la
sobrecarga de Ca*.

La activacion de los receptores Az y Az esta involucrada principalmente en
los efectos vasculares de la adenosina que son la vasodilatacion y el efecto
antitaponamiento, importantes sobre todo durante la reperfusion o). La activacion
del receptor Az causa relajacion vascular dependiente de endotelio. También inhibe
la adhesion de neutréfilos y la produccion de radicales libres s, la agregacion
plaquetaria (o1 y aumenta el aporte sanguineo.

Los efectos mediados por la activacion de receptores As no son tan conocidos
debido a la falta de inhibidores especificos. En su estructura molecular presenta
variaciones de aminodcidos (aa) de una especie a otra y su distribucion tisular
también depende de la especie (1. Su activacion estd involucrada en la proteccion
miocardica y debe ocurrir durante la isquemia. Debe estar implicado en la

induccion de la apoptosis de los cardiomiocitos. (106

Actualmente se estdn realizando estudios de protedmica para tratar de
identificar y determinar la estructura de estos receptores y su homologia entre las
distintas especies animales y el hombre, para de esta forma conseguir inhibidores
mas especificos para cada uno de ellos y asi poder determinar la funcion especifica

que tienen. (o)
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1.5.4.- Papel de la Adenosina en la regulacion de la expresion de genes durante

el precondicionamiento tardio

Hay estudios de distintos laboratorios que confirman la implicacion de la
adenosina en la regulacién de la expresion de genes que codifican proteinas
relacionadas con la proteccion del miocardio. Usando técnicas de Microarrays cDNA
para detectar niveles de ARNm, se ha demostrado que en ratones sometidos a
60min. de isquemia, la adenosina producida de forma endodgena por el miocardio
(utilizando el inhibidor inespecifico de receptores para adenosina el 8-p-sulfofenil-
teofilina (SPT)) regula la expresion de la mitad de los genes que son modulados por
la isquemia (8. Esta proteccion se pone de manifiesto durante el
precondicionamiento tardio.

Entre las proteinas cuya expresion se ve influenciada por activacion del
receptor A1, estan la SuperOxido Dismutasa Manganeso (MnSOD), la NO sintasa
inducible (iNOS) y proteinas de shock térmico (HSP70i).

1.6.- Canales de potasio regulados por ATP (Katp)

En 1983, Noma 09 describié un nuevo tipo de canales de K* en el sarcolema
que eran sensibles al ATP y a los que denomind canales Kare. Estos canales estan
presentes en los miocitos ventriculares. Son numerosos en la membrana celular y
mitocondrial y normalmente estan cerrados, pero se abren rdpidamente en respuesta
a una disminucion del estado energético de la célula, lo cual ocurre durante la
isquemia y la hipoxia ©).

A partir del estudio de estos canales aparecid la otra hipotesis principal para
el mecanismo intracelular del precondicionamiento. Se sabe que la isquemia causa
un acortamiento del potencial de accién como resultado de una salida de potasio.
Este acortamiento del potencial de accion reduciria la entrada de calcio, el consumo
de energia y, por ultimo, los dafios tisulares ocasionados por la isquemia o).

Antagonistas del receptor para sulfonylurea podian disminuir la proteccidon
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proporcionada por el precondicionamiento, sugiriendo que los canales Karr deben
ser efectores de la proteccion. Esta idea fue reforzada al utilizar abridores del canal

como cromakalin o pinacidil, que podian mimetizar el PI qu).

Actualmente esta hipotesis ha sido modificada por dos observaciones: 1- Que
la proteccion proporcionada tanto por el precondicionamiento como por los
abridores del canal Kare, no necesariamente requieren un acortamiento en el
potencial de accién, y 2- Que esta proteccion puede ser demostrada en
cardiomiocitos no estimulados, con lo que deben ser los canales Karr de la
mitocondria, mas que los del sarcolema, los que deben activarse primeramente por
una deplecion del reservorio de ATP q12).

Utilizando bloqueantes selectivos para cada uno de ellos se ha tratado de
dilucidar el papel de cada uno de ellos en la proteccion proporcionada por el PI, de
manera que la mayoria de las evidencias apuntan al canal de Kare de la mitocondria
(Figuras 1.5) como el disparador y ultimo efector de la cardioproteccion, aunque no
esta claro si su accion es llevada a cabo en el precondicionamiento temprano, tardio
0 en ambos. (113, 114).

Estos canales no sélo se abren por un estimulo isquémico, sino que hay otros
estimulos que provocan su apertura (Tabla 1-2).

Autores como Ovize y col. mostraron que el aumento de tension sobre la
pared vascular con una sobrecarga de volumen previo a la oclusion coronaria
parecio ser un método eficaz para limitar el drea infartada, perdiéndose esta
proteccién cuando se anadia un inhibidor de la apertura de los canales Karr (15). El
grupo de Gysembergh demostré que los canales de Karr estan relacionados en la
cascada de cardioproteccion por tension y que esta proteccion era abolida con el

pretratamiento con Glibenclamida, un inhibidor inespecifico de los canales Kate 16).
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Tabla 1-2: Estimulos capaces de desencadenar la apertura de canales Kare.

Precondicionamiento isquémico.

Tensién de estiramiento (stretch)
Estimulos no isquémicos: Estress por calor (Heat stress)

Isquemia en érganos remotos

Pinacidil
Estimulos farmacolégicos: Dimakalim

Cromakalim

Otro estimulo capaz de proteger el miocardio contra la isquemia sostenida es
el stress por calor (Heat stress), de modo que un aumento de la temperatura corporal
a 42°C produce una reduccion del drea infartada tras una isquemia sostenida de 30
minutos de duracidn. Recientes estudios han implicado la activacion del canal Kare
en la mediacion de esta proteccion @17. En otro trabajo proponen que la mejoria
proporcionada por la Adenosina ante el dafio por isquemia-reperfusion esta
mediada por los canales de Karr presentes tanto en el sarcolema como en las
mitocondrias. Segun este trabajo, la disminucion del tamafio del drea infartada se
deberia a la activacion de los canales Karr de la mitocondria, mientras que la
recuperacion funcional del miocardio estaria modulada por los canales Karr
presentes en el sarcolema «is). (Ver figura 1.5)

Existen también numerosas evidencias sobre el hecho de que el PI
proporciona no solo proteccion intradrgano, sino también interorgano, a partir de
estimulos isquémicos en Organos remotos como el rifidn, intestinos y musculo
esquelético, cuya isquemia puede proporcionar proteccion frente a una isquemia
miocardica prolongada, y que esta proteccion estda mediada de una forma similar a
la del precondicionamiento miocardico a través de los canales Karr, aunque la via
de transduccion de senales puede ser como la del PI cardiaco: la Adenosina
(isquemia renal) u otras vias (via Neurogénica) cuando la isquemia tenga otros

origenes. (119). Sin embargo, sigue habiendo muchas preguntas sin responder. No se
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sabe si el umbral para la apertura de estos canales, la proporcion abierta o las
consecuencias de las mismas estan alterados durante la isquemia y se desconoce el
curso temporal y el estado del canal durante la isquemia continuada y el
precondicionamiento.

La falta de correlacion entre el acortamiento de la duracidon del potencial de
accion y la cardioproteccion ha sembrado la duda sobre la accidon de los farmacos
denominados abridores de los canales Katr. No se sabe realmente cual es el lugar de
accion exacto de estos farmacos, que pueden estar actuando sobre los canales de la
mitocondria, sobre los del sarcolema o sobre ambos (113. Ademas, en contraste con la
naturaleza aparentemente universal del PI, la evidencia de la importancia de estos

canales en distintos modelos de animales es conflictiva (120).

1.7.- Precondicionamiento isquémico en la especie humana

La existencia del PI como método de proteccion enddgeno ante la I-R ha sido
demostrado en muchas especies animales, e incluso en el hombre, pero la mayoria
de los hallazgos encontrados hasta hoy en el conocimiento de las vias intracelulares
responsables del mismo no pueden extrapolarse directamente al hombre, ya que los
mecanismos pueden ser diferentes. En la mayoria de los modelos experimentales
utilizados, se ha tomado como medida de referencia de PI el tamafo del area de
infarto, medida que, por razones obvias y, sobre todo de caracter ético, tiene que ser
descartada en el caso del hombre. Se pueden llevar a cabo estudios de recuperacién
funcional, de cambios electrocardiograficos isquémicos o evidencias bioquimicas de
dafio celular. Ademas existe otro inconveniente y es que uno de los mas importantes
determinantes de la severidad de la isquemia miocdrdica en el hombre es la
presencia o no de flujo sanguineo colateral, lo cual hace muy dificil valorar el
resultado en modelos de isquemia regional.

A pesar de todos estos inconvenientes se han conseguido llevar a cabo

“

estudios, éticamente aceptables, en la especie humana, tanto “in vitro” como “in
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vivo” 2.

Estudios “in vitro”

Utilizando preparados de células miocardicas humanas se ha demostrado la
existencia del PI en las mismas. Por otro lado se observd que trabéculas atriales
aisladas inmersas en un bafio nutriente pueden ser precondicionadas contra una
situacion de hipoxia y deplecion de sustratos prolongada mediante una situacion
similar de corta duracidon previa e incluso por la activacion de los receptores de
adenosina A1 a22).

También existen evidencias de proteccion contra la disfuncion contractil
causada por la hipoxia con deplecidon de sustratos, inducida por la activacion de la
PKC y que desaparece cuando se bloquean los canales Kartr ).

Otros trabajos similares, sobre miocitos ventriculares, demostraron una
mayor viabilidad de aquellos que habian sido precondicionados, observandose
ademas una menor produccion de H* y menor liberacién de lactato a23. En otros
trabajos realizados por el mismo grupo, al utilizar el sobrenadante de los bafios de
miocitos sometidos a isquemia, en los que se demostré la existencia de cantidades
significativas de adenosina, demostraron que la administracion de éste disminuyo
los dafios de las células sometidas a isquemia prolongada y reperfusion y que la
adicion de un bloqueante del receptor de adenosina (SPT) impidid el efecto protector
(124).

Por ultimo, el precondicionamiento farmacologico con fenilefrina o adenosina
demostrd mejorar la recuperacidon de la funcion contractil y mantener los niveles
tisulares de la isoenzima MB de la creatin kinasa concluyéndose que, al menos
transitoriamente, tanto el receptor au adrenérgico como los receptores para la
adenosina estimularon el precondicionamiento en las trabéculas del miocardio

ventricular humano. (125
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Modelos de precondicionamiento cardiaco “in vivo”

Existen varias situaciones clinicas en las que se puede demostrar la existencia
del precondicionamiento que incluyen la cirugia cardiaca, la ACTP, la isquemia
inducida por el ejercicio y la angina preinfarto.

Yellon y su grupo ) demostraron que el miocardio podia ser
precondicionado tras analizar biopsias miocdrdicas humanas para examinar los
niveles de ATP tras aplicar un protocolo de PI, comprobando un ritmo de
disminucion de ATP mucho maés lento durante la isquemia prolongada comparado
con el grupo control durante la revascularizacion coronaria (2. Este mismo grupo
demostrd, mas tarde, una disminucion de la liberacion de Troponina T en pacientes
sometidos a bypass aorto-coronario cuando se les aplicaba previamente el protocolo
de PI q27).

Los ultimos trabajos realizados durante la ACITP demuestran que la
adaptacion a la isquemia observada en estos pacientes aplicando un protocolo de PI
queda completamente abolida por el pretratamiento con Glibenclamida, lo que
sugiere que, en este modelo, el PI estd mediado por los canales Karr (2. También se
ha demostrado la implicacion de los receptores de Adenosina en este modelo. De
hecho, los antagonistas de la Adenosina han eliminado la adaptacion a la isquemia
durante los inflados repetidos del balon, mientras que la Adenosina ha sido capaz
de desencadenar este efecto protector (). Recientemente se ha demostrado también
que la adaptacion a la isquemia durante la ACTP es abolida por Fentolamina en
ausencia de reclutamiento, sugiriendo de este modo la mediacion también de los
receptores a-adrenérgicos (129).

En el caso de la isquemia inducida por el ejercicio se refiere usualmente a una
mejoria en la capacidad y desarrollo de un ejercicio en pacientes con enfermedad
coronaria que han sido sometidos a un primer test. Esto sugiere un menor consumo
de Oxigeno miocardico y un incremento en la eficiencia metabolica durante el
segundo test de ejercicio, que recuerda al PI de otros modelos. Sin embargo, a pesar

de algunos trabajos que han utilizado este modelo para caracterizar el PI, los
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resultados han sido controvertidos sobre cual ha sido el mecanismo intermediario
de esta supuesta tolerancia (3.

Recientes estudios han mostrado que pacientes con IAM precedido por
episodios de angina tienen infartos de menor tamano y un mejor resultado de la
terapia trombolitica que los pacientes sin angina preinfarto 7. Este es el modelo de
PI mas dificil de analizar porque siempre ocurre de forma no controlada, por lo que
son necesarias mas pruebas para estudiar este fendmeno.

En definitiva, parece claramente demostrada la existencia del fenémeno del PI
como mecanismo de proteccion enddgena en el corazéon humano, lo que abre una
puerta a la posible aplicacion de forma controlada mediante modelos farmacologicos
en aquellas situaciones en las que nos podamos beneficiar de una proteccion
miocardica frente a la isquemia, muy especialmente en el ambito de la cirugia

cardiaca (fig 1.7).

Acute myocardial ey Cardioprotective ey My0Cardial ey €55 |ethal
infarction strategy reperfusion reperfusion injury

Ischemic postconditioning

Pharmacologic activation Th:iz:dytlc
of the RISK pathway i

Pharmacologic inhibition ’ ’

of mitochondrial PTP opening
Percutaneous

Combined pharmacologic coronary intervention
approach

Yellon D, Hausenloy DJ. N Engl ] Med. 2007 Sep 13;357(11):1121-35

Figure 1.7.- Nuevas estrategias cardioprotectoras para reducir el dafio letal por reperfusion.

1.8.- Otras alternativas de precondicionamiento enddgeno

Actualmente hay un gran interés por el estudio de los fendmenos enddgenos
que tienen lugar en el organismo ante situaciones de estrés y que llevan a la
adaptacion o proteccion ante dichas situaciones. Ademas de la adenosina y otros

compuestos quimicos, se conocen péptidos que también son expresados y liberados
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por distintos tipos celulares y que son capaces de proteger al corazon ante I-R. Uno
de éstos es la Urocortina (Ucn) que es un neuropéptido de unos 40 aminoacidos que
pertenece a la familia del factor liberador de coticotropinas @si-33. La Ucn es
expresada en distintas especies de mamiferos incluido el humano as4. Fue
caracterizada por primera vez en cerebro de rata s, pero actualmente se sabe que
se expresa y se libera por otros drganos como la placenta, el tracto gastrointestinal y
el sistema cardiovascular.

Entre los efectos cardiovasculares de la Ucn se incluyen un incremento dosis-
dependiente de la frecuencia cardiaca, gasto cardiaco y flujo coronario y una
disminucién de las resistencias vasculares periférica (3. Por otro lado, en
condiciones de I-R se ha comprobado que los cardiomiocitos expresan y liberan Ucn,
la cual tiene una funcién de proteccion contra apoptdsis y necrosis qse).

Se esta tratando de caracterizar los efectos de proteccion de la Ucn sobre el
miocardio y las vias por las que se consiguen dichos efectos que estan mediados a
partir del receptor CRFR?2, el tinico tipo de receptor presente en el corazon as7). Hasta
ahora se sabe que la Ucn activa la via de la PI3-Kinasa/Akt y las p42/p44 MAPKSs qss,
139). Al igual que otros mecanismos de proteccion la Ucn actia sobre la mitocondria
incrementando la expresion de la subunidad Kir 6.1 del canal Kare (4. También
causa la translocacion de la PKCe a la membrana de la mitocondria (41 y reduce los
niveles de iPLA2 y, como consecuencia, de sus metabolitos toxicos como la
lisofosfatidil-colina (LPC) (42).

La mayoria de los trabajos tratan de caracterizar el efecto protector de la Ucn
en la denominada segunda ventana de precondicionamiento o precondicionamiento
tardio en el que tiene lugar la sintesis de novo de proteinas que van a proteger al
miocardio ante I-R. Menos se conoce del efecto protector agudo de la Ucn asi como
del efecto contractil y tampoco se conocen las vias por las que tiene lugar, lo cual es

de gran interés para la caracterizacion de las funciones fisiologicas de dicho péptido.
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Hipdtesis y Objetivos

Conocida la fisiopatologia de la isquemia miocdrdica ocasionada por la
isquemia y consiguiente reperfusion, debemos tener en cuenta que estos
fundamentos fisiopatologicos tienen una expresion en la clinica diaria, incluso
existen situaciones en las que se han de provocar inevitablemente estos fendmenos,
como ocurre en la cirugia cardiaca, ya sea de revascularizacion coronaria como en
cualquier otro tipo de cirugia cardiaca en la que sea preciso que el corazon esté
parado, incluyendo el trasplante cardiaco.

Ante estas lesiones se sabe que el precondicionamiento isquémico es el
método que proporciona mayor proteccion al corazén ante eventos de isquemia
prolongada. Uno de los mecanismos de proteccion que se ponen en marcha cuando
el corazén es sometido a isquemia, y que se engloba dentro del beneficio
proporcionado por el PI, es la produccion de adenosina procedente del consumo del
ATP por las células del corazén. Esta adenosina pasa al espacio intersticial cardiaco
donde puede activar a receptores purinérgicos para la misma, que mediante
senalizacion intracelular acaban activando a otras dianas moleculares, las cuales son
fundamentales para la proteccién del miocardio.

En el PI, la adenosina enddgena producida por el propio corazén durante la
isquemia, se lava durante la reperfusion de manera que no puede llevar a cabo su
papel protector. Si consiguiéramos que esta adenosina enddgena no se lave durante
la reperfusiéon, podria potenciar los efectos beneficiosos del PI incluso en mayor
proporcion que la adenosina administrada de forma exdgena, ya que ésta puede ser
retenida en el territorio vascular, tanto por los células del musculo liso como por las
del endotelio y del torrente sanguineo, no llegando a las células del miocardio.

La adenosina lleva a cabo su papel protector del miocardio a través de las
rutas de sefales activadas por su unidn a sus receptores. La regulacion de los
receptores de adenosina aportaria mds informacién sobre el importante papel

protector de la adenosina enddgena y/o exoégena y su implicacion en el PI.
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Hipdtesis y Objetivos

Segun nuestra hipotesis los principales objetivos de este trabajo de

investigacion experimental son:
1.- Caracterizar un modelo experimental de I-R, en un corazén de conejo
aislado y perfundido en sistema Langendorff crénica, y determinar el
deterioro de la funcién miocardica.

2.- Determinar un modelo experimental de cardioproteccion mediante PL

3.- Examinar la implicacion de la adenosina exdégena como posible farmaco

protector liberado ante el sindrome de I-R.

4.- Estudiar el papel de la adenosina endogena secretada durante el PI sobre

la proteccion del miocardio durante I-R.

5.- Caracterizar la implicacion de los canales de potasio dependientes de ATP

(Katp), efector final de la adenosina, en la cardioproteccion.

6.- Estudiar otras vias de sefializacion involucrada en la proteccién endogena

durante I-R.
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Materiales

Todos los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Investigacion
cardiovascular adscrito al Instituto de Investigacion Biomédica de Sevilla (IBIS)
en los Hospitales Universitarios Virgen del Rocio de Sevilla. Dentro de las
instalaciones disponemos de quirdfanos completamente equipados, donde se
realiza la preparacion del animal de experimentacion, induccién de anestesia y
procedimiento quirdrgico, y de laboratorio de cirugia cardiovascular donde se
llevaron a cabo dichos experimentos.

Los experimentos fueron programados previamente, de forma ordenada,
de manera que se acttie siempre de la misma manera para evitar errores, lo cual
invalidaria una experiencia completa.

A continuacidn se detallan los pasos que se siguieron para la preparacion

del experimento, y que se van a seguir en todas las experiencias:

3.1.- Modelo animal y extraccion del corazon

El modelo experimental se ha realizado en conejos de la raza “White
New Zeland”, suministrados desde Barcelona con la supervision de la Junta de
Andalucia, con certificado de haber sido criados y mantenidos segun las
normas y regulaciones del Laboratory Animal Breeders Association
Accreditation Scheme (L.A.B.A.A.S.) para uso de animales de experimentacion.

Todos los animales han sido tratados segiin las normas establecidas en la
Convencion Europea para la proteccion de animales empleados con fines
experimentales recogidas en el Real Decreto 223/1988 BOE 18 y la Orden del 13
de Octubre de 1989.

Se han utilizado un total de 157 conejos para el estudio con un peso de 2
a 3 Kilogramos en el momento de ser sacrificados (2256,45 + 520,16). Fueron
sometidos a cardiectomia para el posterior estudio de la funcion cardiaca. De
las 157 experiencias se han aceptado como vdlidas 129 excluyendo de ser

analizadas 28. De estas 28 experiencias excluidas, las 12 primeras se realizaron
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como control de que el sistema funcionaba correctamente, de que el material
estaba en condiciones y para la deteccion de posibles problemas metodologicos.
En el desarrollo experimental de este proyecto, 16 experiencias mas tuvieron
que ser excluidas debido a fallos inesperados, tanto en el sistema de perfusion
como problemas en la extraccion o en el montaje de los corazones.

Las 129 experiencias consideradas como validas quedaron divididas en
15 grupos de entre 6 y 10 casos cada uno, seguin las intervenciones aplicadas

para establecer la validez o no de la hipdtesis de trabajo.

Extraccion del corazon
Durante el procedimiento quirurgico de extracciéon del corazon, se
utilizé una técnica aséptica, con el personal vestido con pijama quirtrgico y
bata verde reesterilizable, gorro, mascarilla y guantes estériles desechables.

El animal permanece en ayuno de alimentos sdlidos desde las doce horas
previas a la operacion. El animal es pesado en una balanza, se coloca sobre la
mesa de quiréfano y se le rasura la oreja derecha. Se procede a canular la oreja
para obtener una via periférica, mediante un catéter de poliuretano del calibre
n°l18. A continuacion se le administra Heparina Sodica via intravenosa, a una
dosis de 500 Unidades por cada 100 gramos de peso, para inhibir la coagulacion
de la sangre. El conejo es sometido a anestesia general intravenosa con tiopental
en un unico bolo de 40 mg/K de peso @s). El animal es mantenido en
ventilacion espontdnea con aporte de Oxigeno al 100%, mediante una
mascarilla, hasta la extraccién del corazén. A continuacion se rasura la cara
anterior del torax y se le aplica Yodo-Povidona al 10% de la marca Betadine sin
diluir.

La intervencidn se inicia con una incision cutanea sobre la linea media
tordcica anterior, desde la base del cuello hasta la mitad superior del abdomen.

Se realiza una esternotomia media de manera que queda expuesto el corazén. A
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continuacion se procede a la apertura longitudinal del pericardio y a la
identificacion de la aorta y la arteria pulmonar. Para proceder a la extraccion
del corazon se seccionan la vena cava inferior, venas pulmonares y, por ultimo,
la arteria pulmonar y la aorta a la altura del cayado aodrtico.

Estas ultimas maniobras de la cardiectomia deben realizarse de forma
rapida y segura, para evitar el dafo en las estructuras cardiacas, y empleando
el menor tiempo posible, ya que a mayor tiempo de isquemia, mayor deplecion
de ATP. Dada la importancia de este hecho, en este trabajo se desecharon todas
las experiencias en las que el corazon permaneci6 mas de dos minutos en

isquemia.

3.2.- Sistema Langendorff y accesorios:

Una vez extraido, el corazon se pesa en una balanza de precision
electrénica digital (ver tabla 4-1 en resultados), marca selecta, modelo Sartorius
analytic A 200 S, que posee 4 filtros digitales optimizados y una desviacion
tipica menor de + 0.0001 gramos. Previo al montaje del corazén en el sistema
Langendorf, este debe ser preparado.

El sistema Langendorff consta de lo siguiente (Figura 3-1: Sistema

Langendorff):

- Mesa de acero inoxidable, que constituye el soporte de todo el
aparato.

- Deposito o Reservorio para la solucion salina de perfusién Krebs.
Tiene una capacidad de 3 litros y permite que el liquido sea

burbujeado con carbégeno durante todo el experimento (Figura 3-2).
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<:| OXIGENADOR

DEPOSITO

ATRAPADOR DE
BURBUJAS

INTERCAMBIADOR DE
CALOR

AMPLIFICADOR

JERINGA D
PRECISION

TRANSDUCTOR
DE PRESION

Adquisicién y procesamiento de
datos

Fig 3-1.- Esquema de los distintos componentes del sistema Langendorff empleados durante la experiencia.

Este sistema permite de forma exacta el estudio del corazon aislado de influencias neurohormonales.

Con ello se estudia parametros Hemodinamicos del corazén gracias a la perfusion de solucion de
Krebs en el arbol coronario. 1- Reservorio para solucion salina; 2- Bomba peristaltica de perfusion; 3-
Intercambiador de calor; 4- Jeringa de precision para rellenar el balén; 5- Sistema Power Lab de

amplificadores, termdémetro y marcapasos; 6- Equipo informatico para el registro y tratamiento de datos.
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Fig 3-2.-Dep0sito de solucién Krebs

- Bomba peristaltica de perfusion con control de flujo marca
Masterflex® Computericed Drive modelo 7550-62 con capacidad de
flujo desde 6 a 2280 mL/min. Cole-Parmer Instrument Company.
Chicago, Illinois 60648. Nos permite seleccionar la velocidad de flujo
que necesitemos y mantenerla fija durante toda la experiencia. (Figura

3-3)

Fig 3-3.- Bomba de perfusion.

- Atrapador de burbujas Nos permite evitar las pocas burbujas que
aparezcan durante la perfusion del corazdn, evitando que estas pasen

a la circulacion coronaria.(Figura 3-4)

Fig 3-4.- Atrapador de burbuias.
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Jeringa de precision con micrémetro, marca Henke® con la que
llenamos el balén intraventricular con un volumen conocido hasta
obtener la presion diastdlica que queremos fijar. La jeringa la

llenamos con agua destilada o con etanol. (Figura 3-5)

Fig 3-5.- Jeringa de precision

Calentador de agua con termostato, bomba de agua y sistema de
intercambio de calor (Figura 3-6), para calentar la solucion de
perfusion. Esta agua circula a través de un intercambiador de calor de

manera que calienta la solucion salina de perfusion a 36°C

Fig 3-6.- Calentador de agua.

Rotametro o regulador de presion para el ajuste de flujo de carbdgeno
para el burbujeo de la solucion de perfusion en el reservorio, marca

Elema-Schonander. Sweden.(Figura 3-7)
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Fig 3-7.- Regulador de la presion de

carbogeno

- Canula adrtica de acero inoxidable y extremo de cerdmica que
permite la conexion del corazén a través de la aorta ascendente al
sistema de perfusion (Figura 3-8). El corazén es atado a la canula

mediante un hilo de seda trenzada del n® 5.

Fig 3-8.- Canula adrtica.

Sensor de
temperatura

Balén
intraventricular

- Sistema Power Lab para la adquisicion de datos analdgicos a
digital: de ADInstrument y distribuido por Cibertec, Espana. Esta
formado por tres amplificadores unidos a uno general del que se van

a mandar los datos al ordenador. (figura 3-9)

Amplificadores
Termoémetro
Power Lab

Figura 3-9.- Sistema de adquisicion

de datos Power Lab, Termoémetro y
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- Soporte informatico: ordenador pentium IV a 1Gb de memoria Ram
con 120Gb de disco duro. Programa Chart 5.0 para Windows de
ADInstruments para la monitorizacion de las variables recogidas del
corazén y para la obtencidn de otras variables calculadas a partir de

las recogidas de forma directa. (véase figura 3-10)
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Figura 3.10.- Programa Chart 5.0 para windows. Con este programa podemos monitorizar las

variables tomadas de forma directa y otras variables calculadas a partir de estas.

La conexion entre algunos de los elementos que conforman el sistema se
realiza mediante tubuladuras y conectores que constituyen el material fungible,
y que fueron reemplazados con regularidad:

- Llaves de tres pasos con y sin alargaderas

- Tubos de Tygon de 1/4 * 1/6.

- Jeringas desechables de 5, 10 y 20 mL marca Becton Dickinson
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- Agujas marca Abbot Venisystems modelo Butterfly-23.

- Baldn intraventricular de latex n° 12 (Figura 8), conectado mediante
una canula de acero y alargadera a la jeringa de precisiéon con
micrometro y a un transductor de presion Statham P23Db. Este
conjunto constituye el sistema para el registro de presion
isovolumétrica desarrollado por el corazén aislado.

- Un segundo transductor de presion conectado a la cdnula adrtica a
través de una llave de tres pasos, para el registro de presion de

Perfusion Coronaria (PPC).

3.3.- Pasos previos a los experimentos

El Sistema Langendorff nos permite trabajar con un corazon aislado y
perfundido, sin la influencia del sistema neurologico y de hormonas, y analizar
una serie de pardmetros eléctricos y mecanicos a4). La actividad del miocardio
se mantiene gracias a la perfusion de la solucion oxigenada y mantenida a 37°C
a través de la raiz adrtica a todo el territorio coronario, de modo que queda
asegurada la nutriciéon y oxigenacién de todo el corazon. Por ello es muy
importante el purgado del sistema de manera que no quede ninguna burbuja de
aire en el circuito, ya que si ocurriera asi, esta podria llegar al corazén y obstruir
las coronarias provocando un infarto y el mal funcionamiento del corazén, con

lo que invalidaria el experimento.

Para comenzar el experimento se procede de la siguiente forma:

1.- Encendemos en primer lugar el calentador de agua con termostato
graduado para mantener una temperatura de 37°C (figura 3.6). De este
calentador el agua circula continuamente a través de un intercambiador de
calor, que va a mantener la solucion de perfusion caliente. Esta circulacion se

realiza gracias a una bomba de agua colocada en el interior del calentador de
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agua.

Desde que se enciende hasta que alcanza la temperatura deseada pueden
transcurrir unos veinte minutos.

2.- Abrimos la bombona de carbégeno (95% O: y 5% CO2) para oxigenar
la solucién de perfusion en el reservorio. El flujo de carbégeno lo regulamos
mediante el rotdmetro o regulador de presion (figura 3.7), el cual se encuentra
interpuesto entre la bombona y el reservorio.

3.- Ponemos en marcha la bomba peristaltica de perfusion (figura 3.3),
definiendo el flujo de perfusion que se mantendra constante a lo largo de toda
la experiencia. La solucion comienza a circular por todo el sistema, de manera
que una vez que éste esta relleno se cierra mediante una llave de tres pasos que
permite la recirculacion de la solucién. Se realiza un purgado exhaustivo del
sistema para que no quede nada de aire en el circuito. El primer tramo del
circuito queda facilmente purgado gracias a un atrapador de burbujas insertado
tras la bomba (figura 3.4). Ademas, la caAmara de aire que se crea en el atrapador
de burbujas amortigua las oscilaciones de presién y el flujo producidas por los
rodillos de la bomba, de manera que la presiéon y flujo de la solucion es
constante, con lo que las oscilaciones de presion que detectemos seran debidas a
cambios en las resistencias coronarias. El purgado del resto del circuito se
facilita estableciendo un flujo alto y la inyeccidon de solucion a alta presion,
mediante una jeringa de 50 ml, a través de una llave de tres pasos insertada
justo a la salida del intercambiador de calor. Una vez comprobado que no hay
burbujas de aire en el circuito, el sistema esta listo para comenzar la perfusion
del corazon.

4.- Preparamos el sistema de registro de Presién Isovolumétrica
constituido por un balén de latex que se introduce en el Ventriculo Izquierdo,
canula metdlica sobre la que va montado, alargadera auxiliar con dos llaves de

tres pasos y la jeringa de precision con micrometro (figuras 3.5 y 3.8). A través
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de una de las llaves de tres pasos, y por medio de la alargadera auxiliar, se
conecta este sistema al transductor de presion. A través de la otra llave de tres
pasos se llena la jeringa de precision con agua bidestilada. Una vez purgado, se
hace una prueba aplicando presion constante sobre el balon, de unos 70 mmHg
durante 10 minutos, no admitiendo un descenso de presion de mas de 2 mmHg.
Si esto ocurriera hay que volver a revisar todo el sistema.

5.- Por ultimo encendemos el sistema de registro de presiones invasivas
Power Lab (figura 3.9). Estd compuesto por un amplificador principal al que se
conectan otros dos aparatos de registro de presion, uno para la presion del
baldn y el otro para la de la aorta. A este amplificador principal también se
conecta el termometro y el sistema de marcapasos. Con este sistema podemos
registrar la frecuencia cardiaca del corazon, la Presion de Perfusidon coronaria
(PPC) y las presiones desarrolladas por el Ventriculo Izquierdo (PVS, PVD y
PVM), obtenidas a través de los transductores de presion conectados en el
sistema a tal efecto. Para que las medidas sean correctas, hay que hacer un
ajuste a cero de las presiones mediante la apertura de los transductores de
presion al aire.

Una vez preparado el sistema se deja en modo de recirculacion y

oxigenando la mezcla de perfusion, y pasamos a extraer el corazon.

3.4.- Preparacion y Montaje del corazon en el sistema Langendorff
Una vez extraido el corazdn, se sumerge rapidamente en solucion krebs a
4°C y se transporta hasta el laboratorio donde se encuentra el sistema
Langendorff. Tras pesar el corazon en la balanza digital, se le inserta la canula
en la aorta y se fija con seda del n®5 y se conecta al sistema de perfusion (Figura

3-11).
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Figura 3-11. Conexién del corazén al
sistema Langendorff mediante la canula

de perfusion, colocacion del balén y del

Inmediatamente se inicia la perfusion del drgano con la solucion Krebs-
Henseleit a 37°C y burbujeada con carbégeno (95% O: y 5% CQOz). La perfusion
del liquido se realiza de modo constante. El ritmo de perfusion (6ml/g de peso
del corazon) fue elegido tras varias experiencias previas, realizadas en nuestro
laboratorio, para probar distintos ritmos de perfusion en funcion del peso del
organo, obteniendo como resultado un nivel 6ptimo de presion de perfusion
coronaria (70 a 90mmHg) (143,149 @ 6 ml-min-!/g de peso.

Tras el inicio de la perfusion, se comienza la preparacion del corazén
para el inicio de la experiencia:

. Se realiza una incision en la auricula izquierda, a través de la

cudl se va a introducir el balon de latex hasta el Ventriculo
Izquierdo. Dicho baldn esta conectado a través de una canula y
una alargadera a una jeringa de precisidon, formando un circuito
independiente relleno de agua destilada y correctamente
purgado antes de cada experiencia, para evitar la formacion de
burbujas que puedan distorsionar la medida de presion
intraventricular transmitida a través de este circuito a un
transductor de presion. El balon se fija en ésta posicion y tras
un periodo de estabilizacion, se procede al inflado del mismo

de forma gradual, mediante la jeringa de precision, hasta lograr
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estabilizar la Presion Telediastolica en el Ventriculo Izquierdo
(PVD) en 10 mmHg (43, manteniendo este volumen constante
durante toda la experiencia, para realizar la evaluacion de la
funcion isovolumétrica del ventriculo izquierdo.
o Para la medida de la Presion de Perfusion Coronaria (PPC),
poseemos un sistema de presion situado en la raiz adrtica con
una conexion lateral desde la canula adrtica, mediante una llave
de tres pasos y una alargadera rellena de agua destilada,
convenientemente purgada.
. Por dultimo, se insertan en las paredes ventriculares los
electrodos de deteccion para electrocardiograma continuo de
tres derivaciones y estimulacion de marcapasos y el termistor
para monitorizacion de la temperatura.
Esta preparacién, comun a todas las experiencias, se realizd en un tiempo
no superior a 5 minutos, incluidos en un periodo de estabilizacion de 30
minutos, pues segun Miura, mas alla de 25 minutos de reperfusion
transcurridos entre el evento de precondicionamiento y el comienzo de una
isquemia sostenida, existe una atenuacion de la proteccion miocéardica, de modo
que el posible precondicionamiento isquémico que pudiera producirse en todos
los corazones debido al transporte del érgano desde su extraccidn hasta el inicio
de perfusion, queda de este modo neutralizado (45. Ademas, estd demostrado
que en conejos, un periodo de isquemia de 2 minutos de duracién no es
suficiente para inducir precondicionamiento (s, 147).

Tras la finalizacién de la experiencia, el corazén fue, de nuevo, pesado
para determinar el edema producido y finalmente se introdujo en una estufa
para desecacion marca Selecta, con termostato hidraulico, lector de temperatura

con resolucion de 2 grados y un rango de temperatura de 0 a 200 °C.
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3.5.- Estabilizacion y medidas de parametros basales

Una vez finalizada la preparacion de la experiencia, todos los corazones
son sometidos a 30 minutos de estabilizacion durante los cuales se instalan los
electrodos, el balon ventricular y el sensor de temperatura en la pared del
ventriculo derecho. Se conecta el estimulador de marcapasos para mantener
una frecuencia cardiaca entorno a 160 latidos por minuto.

Una vez transcurrido este periodo se procede a la recogida de datos
correspondientes a la situacion basal (M0). Consisten en:

- Frecuencia cardiaca espontdnea

- Presion Ventricular Sistolica (PVS)

- Presion Ventricular Diastélica (PVD)

- Presion Ventricular Media (PVM)

- Presion de Perfusion coronaria (PPC)

- +dP/dt

A partir de estos datos, se llevara a cabo una evaluacién completa de la
funcion miocéardica antes de las intervenciones que aplicaremos a cada grupo
de corazones, que serdn descritas con mas detalle en capitulos posteriores de

este trabajo.

3.6.- Solucion salina utilizada:
La solucion salina empleada para la extraccion y posterior perfusion del
corazon, una vez colocado en el circuito del sistema de Langendorff fue la

solucion de Krebs-Henseleit que consta de los siguientes compuestos quimicos:

(Ver tabla 3-1)
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Tabla 3-1: Soluciéon Krebs-Henseleit modificada

Compuesto PM mmol/L g/L

NaCl 58.44 118.5 7

KCl1 74.56 4.7 223

MgSOa 246.48 1.2 114

KoPOs 136.09 1.2 163

CaClz 110.99 25 .280

NaHCOs 84.01 24.8 2.350

Glucosa 181.6 5 900
Composicion de la solucién de Krebs-Henseleit modificada utilizada en
nuestro laboratorio, expresada en mmol/L y en g/L. Se refleja también los
pesos moleculares de todos los componentes

Todos los productos quimicos son de las casas Panreac y Sigma.

El pesado de los distintos componentes se realizo de forma cuidadosa
para evitar errores en la composicion de la solucion.

Todos los componentes se afiadieron en un matraz de tres litros que
previamente fue llenado con dos litros de agua bidestilada. El matraz se coloco
sobre un agitador a una velocidad de 700 r.p.m. a temperatura ambiente.

Una vez anadidos en el matraz, se completd con agua bidestilada hasta
un volumen final de tres litros. Se dejo agitando hasta estar seguros de que se
ha completado la disolucién de todos los componentes, con cuidado de que no
quede nada en el borde del matraz. Si quedasen particulas sin diluir podrian
causar una embolia coronaria e invalidaria la experiencia.

La solucion final es vertida en el reservorio para la misma del sistema

Langendorff (Figura 3-2).
3.7.- Parametros y mediciones

El objetivo de este trabajo es evaluar la funcion miocdrdica en los

distintos momentos de la experiencia en términos de mecdnica cardiaca.
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3.7.1.- Datos generales
Para comprobar que no habia diferencias significativas en cuanto a los
datos generales de las experiencias se realizo un test ANOVA con estas
variables que se representa en la tabla 3.2 (p<0.05). Se observo que solo hay
diferencias en cuanto al peso corporal de los conejos del grupo 14. Esto fue
debido a que fue el ultimo grupo en realizarse y no disponiamos de conejos de
menor tamano. Pero aun asi esto no afectd a los resultados finales (ver tabla 3-

2).

3.7.2.- Evaluacion de la mecanica cardiaca
Esta evaluacidon se realizd a través de datos hemodindmicos directos
obtenidos durante la experiencia y otros parametros calculados a partir de

aquellos.

3.7.2.1.- Presion Pico (valor maximo de la Presion Ventricular Sistolica,
PVS)

Es el valor maximo de la curva de presion ejercida por el ventriculo

izquierdo para un momento dado en el que se toma la medida. Estos valores se

registran en cada fase del ensayo (figura 3.12).

3.7.2.2.- Presion Ventricular Media (PVM)
Es el valor medio calculado entre el valor maximo y el minimo de la
curva de presion ejercida por el Ventriculo Izquierdo sobre el balon

intraventricular colocado en el mismo (figura 3.12).
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Tabla 3- 2: Datos generales

Grupo Peso conejo Flujo de perfusion Peso corazén inicial Peso corazdn final Peso corazdén seco Vol. Balén
control isqdSmin n=10 | .. 144,37 33,200,059 6,3420,01 10,580,018 1,20+0,0038 409,00+1,52
PI n=10 1905,00+2,73 33,40+0,33 5,79+0,007 10,39+0,014 0,99+0,0017 551,11+2,48
PADP n=9 2011,11+2,17 31,67+0,033 5,95+0,007 10,08+0,017 1,08+0,001 575,56+4,11
PI+ADP n=6 2266,67+9,19 33,83+0,106 7,15+0,04 11,97+0,048 1,24+0,0075 798,33+1,64
PADP+SPT n=7 2242,86+5,21 34,86+0,05 6,79+0,012 11,37+0,02 1,23+0,003 808,57+1,12
Pl+p-sulf n=9 1983,33+5,09 31,000,047 6,50+0,015 11,28+0,023 1,23+0,003 792,22+1,41
PI+glib n=14 2289,29+2,88 30,500,016 6,54+0,008 10,45+0,011 1,17+0,002 673,57+1,36
Pdipy n=7 2085,71+5,32 32,14+0,064 6,72+0,027 11,03+0,042 1,14+0,003 871,43+0,7
PI+Dipy n=9 2677,78+5,29 35,44+0,07 7,60+0,018 13,15+0,032 1,48+0,003 947,78+1,36
PI+Dipy+glib n=7 1914,29+7,96 32,000,059 6,560,024 10,57+0,033 1,12+0,004 884,29+0,53
PADP+Glib n=10 1960,00+5,13 28,70+0,0236 6,97+0,0119 11,25+0,027 1,16+0,0031 714,00+1,63
PI+ADP+Glib n=7 2285,71+4,51 33,57+0,023 6,74+0,016 11,83+0,026 1,21+0,0036 904,29+1,55
Pdipy+SPT n=7 2171,43+9,47 28,00+0,052 6,26+0,021 9,91+0,032 1,21+0,0044 808,57+5,04
Pdipy+glib n=12 3083,33+3,68 * 32,33+0,064 8,70+0,009 96,13+1,97 1,74+0,003 934,17+0,29
Pbeln=5 2340,00+7,71 39,80+0,071 6,51+0,013 11,31+0,034 1,38+0,0018 784+4,63
Total N=129 2256,45+0,0031 32,08+0,00028 6,79+0,00008 11,29+0,00013 1,24+0,00002 751,22+0,014

Los datos que aparecen en la tabla corresponden a la media+/- el error estandar. No hay diferencias estadisticas, p<0,05
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3.7.2.3.- Presion Ventricular Diastolica (PVD)

Es el valor minimo de la curva de presion ejercida por el ventriculo
izquierdo para un momento dado en el que se toma la medida. Esta variable la
fijamos a un valor de 10 mmHg llenando el baldn intraventricular mediante
una jeringa de precision, con un volumen conocido, de manera que los cambios
que se produzcan en esta van a ser debidos al funcionamiento del Ventriculo
Izquierdo (figura 3.12).

) —

| 150 = $in Muestiea

mmHg

m;l

100 -
50 -

o-

Fig.3.12.- Registro de la curva de presion del ventriculo izquierdo mediante el programa
Chart 5.0

3.7.2.4.- Presion de Perfusion Coronaria (PPC)

Como ya vimos en el capitulo anterior, la PPC, cuando trabajamos a un
flujo de perfusion constante, es una funcion directa de las referencias
coronarias, que a su vez dependen del radio de los vasos coronarios. Los
resultados se muestran en las tablas desde la 4-3 a la 4-10. Se han obtenido
también la Presion arterial sistolica (PAS), la diastdlica (PAD) y la media (PPC).
También se aplica un estadistico t test para observar si hay un aumento

significativo de la PPC dentro de cada grupo.

3.7.2.5.- Resistencias vasculares (RV)

Este pardmetro nos da una idea de la resistencia que ejercen las
coronarias a la perfusion de la solucidon salina. Es un parametro calculado a
partir de la PPC y el flujo de perfusion en cada momento.

Las RV pueden ser calculadas en el sistema Langendorff con la siguiente

formula:
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RV=AP /D
Donde las RV coronarias se obtienen del cociente entre la Presion de
Perfusion (AP=PPC) y el Flujo Coronario (®). Como en nuestro modelo el flujo
es constante, las resistencias coronarias dependen estrechamente de la Presion
de Perfusion Coronaria.
Durante el periodo de isquemia todas las variables nos dan un valor de

cero, ya que el corazon llega a pararse por completo.

3.7.2.6.- Frecuencia Cardiaca espontanea
Se obtiene mediante la insercion de tres electrodos de deteccion de
Electrocardiograma continuo de tres derivaciones conectados al sistema Power
Lab y al ordenador. Para la funcién de marcapasos se utiliza un estimulador
externo (cientific & research instruments (SRI), England), manteniendo la

frecuencia cardiaca en un valor fijo de unos 160 spm.

3.7.2.7.- Presion liberada por el ventriculo izquierdo (VI)

Mediante la conexion del balén intraventricular a un transductor de
presion y al sistema Power Lab, se obtiene la curva de presion desarrollada por
el V.I. con las cifras de presiones sistolicas, diastdlicas y la media. Estas cifras
nos permiten el calculo de la Presion Liberada por el V.I. (PLVI) como la
diferencia entre la presion Pico (PPVI) y la PVD.

PLVI=PPVI-PTDVI
3.4.2.8.- = dP/dt

La valoracién de la contractilidad miocardica de una forma mas
completa requiere ademas el analisis de la velocidad de acortamiento de la fibra
cardiaca. Para este proposito, se realiza el estudio del incremento de presion
con respecto al tiempo de dicha curva, es lo que llamamos el +dp/dt max.

Obtenemos de este modo un parametro representativo de la funcion sistdlica o
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contractilidad (+dp/dt). Este andlisis se realizé mediante la conexion del
monitor a un PC y un programa de adquisicion de datos para el analisis de la
sefal analdgica procedente del monitor de presién invasiva (HP VEE 3.2).
Mediante un programa de adquisicion de datos instalado en un PC y
conectado al sistema Power Lab de registro de senales, Chart versién 5 en
castellano, obtenemos la curva de presion ventricular (figura 3-13). A partir de
esta obtenemos una nueva variable, el + dP/dt maximo, que se calcula como el
valor maximo de la derivada de la curva de Presion desarrollada por el

Ventriculo Izquierdo, un buen indicador de la contractilidad miocardica.
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Fig 3.13. Registro del dP/dt calculado mediante el programa Chart 5.0

Del mismo modo se puede valorar la funcién diastélica mediante el
analisis estadistico de los valores del — dP/dt maximo, es decir, el maximo valor
(en valor absoluto) de la derivada de la curva de Presidén, en su vertiente

negativa o descendente, correspondiente a la didstole ventricular.

3.8.- Farmacos

Para la induccién de anestesia del animal se utilizaron:
Tiopental sédico (Tiobarbital 0.5g), marca Braun Medical SA. Este
farmaco tiene la ventaja de que, a pesar de producir un efecto
inotrdpico negativo y afectar a la circulacion coronaria, estos efectos
son completamente abolidos a los 10 minutos de interrumpir su
administracion (144, 146)

- Heparina sddica 5%, marca Orbi.
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Todos los farmacos utilizados para la realizacion de este trabajo fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich.

La administracion de los farmacos se llevo a cabo por su infusion
mediante un circuito con alargaderas hasta las llaves de tres pasos conectadas al
corazén y una bomba de infusion Vial Medical Program 2 Becton Dickinson

(figura 3-12).

Figura 3-12.- Bomba de infusion
mediante la cual podemos aplicar los
distintos farmacos a la concentracion

deseada mediante la regulacién del flujo.
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4.1.- Fases de la experiencia y recogida de los datos

Independientemente del grupo de trabajo, los momentos de recogida de

los datos son comunes a todos los corazones.

Cronologia de la recogida de datos

Estabilizacion | Precond. | Isquemia | Reperfusion

30’ 5 |5 5" 45’ 15’ 30’ ' 45’ |‘ 60’ |

M30° M45° M105 M120 M135 M150

1. La primera recogida se realizd, como ya hemos visto antes, al final de la
fase de estabilizacion. Son los datos basales y, con respecto a estos
analizaremos la recuperacion miocardica tras los distintos protocolos
(M30).

2. A continuacién estd la denominada fase de precondicionamiento, con
una duracion de 15 minutos y en la que los corazones van a ser
sometidos a distintos tratamientos, segtin el grupo de trabajo. Al final de
esta fase se vuelven a tomar los datos (M45), que nos serviran para
evaluar las consecuencias inmediatas de la aplicacion de cada
tratamiento sobre la funcién cardiaca.

3. Inmediatamente comienza la fase de isquemia crénica que tiene una
duracion de 45 minutos y en la que no se tomaron datos porque el
corazoén se para y todos los parametros se viene a cero.

4. Posteriormente se inicia la fase de reperfusion que tiene una duracién de
60 minutos y en la que se tomaron los datos cada 15 minutos (M105’,
M120°, M135" y M150°). El valor final de esta fase es el que va a ser
comparado con el valor basal de cada corazon, lo que nos va a dar idea

de la recuperacion funcional del miocardio en cada grupo.
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4.1.1.- Protocolos de precondicionamiento

Tras la fase de estabilizacidon, de 30 minutos de duracion, viene la fase de

precondicionamiento, en la que se van a aplicar los distintos tratamientos,

segun el grupo de trabajo (ver tabla 3-3). Esta fase tiene una duracién de 15

minutos:

Al final de la fase de estabilizacion, en cada grupo se toman medidas que

nos van a servir de control para el resto de tratamientos que se van a aplicar en

los distintos grupos.

Tabla 3-3 : Claves para definir los grupo

Clave adjudicada

Descripcion del grupo

Grupo 1: Control Isquemia (I)

Grupo 2: Precond. Isquémico (PI)

Grupo 3: Adenosina (PADP)

Grupo 4: Dipyridamol (PDipy)

Grupo 5: Precond. Isq.+ ADP (PI+ADP)
Grupo 6: Precond Isq + Dipy (PI+Dipy)
Grupo?: PI + 8-p-sulfofenilteofilina (PI+ SPT)
Grupo 8: ADP + 8-p-sulfofenilteofilina
(PADP+SPT)

Grupo 9: Dipy + 8-p-sulfofenilteofilina
(PDipy+SPT)

Grupo 10: PI+ Glibenclamida (PI+Glib)
Grupo 11:ADP + Glibenclamida (PADP+Glib)
Grupo 12: Dipy + Glibenclamida (PDipy+Glib)
Grupo 13: PI1 +ADP +Glibenclamida
(PI+ADP+Glib)

Grupo 14: PI+Dipy+ Glibenclamida
(PI+Dipy+Glib)

Grupo 15: Bromoenol lactona (PBel)

Grupo sometido a Isquemia prolongada

Grupo sometido a Precondicionamiento Isquémico
Grupo sometido a Prec. farmacologico con ADP
Grupo sometido a Prec. farmacolégico con Dipy.
Gupo sometido a Precond. Isq + infusién de ADP.
Grupo sometido a Precond. Isq + infusién de Dipy.
Bloqueo con 8-p-sulfofenilteofilina + Precond. Isq.

Bloqueo con 8-p-sulfofenilteofilina + Prec. con ADP
Bloqueo con 8-p-sulfofenilteofilina + Prec. con Dipy.
Bloqueo con Glibenclemida + Precond. Isq.

Bloqueo con Glibenclamida + Prec. con ADP
Bloqueo con Glib. + Prec. con Dipy.

Bloqueo con Glib + Precond isq junto con ADP.

Bloqueo con glib + Precond isq junto con Dipy.

Grupo Prec. farmacoldgico con Bel

83




Métodos

Grupo 1: Isquemia. Para comprobar si nuestro modelo experimental nos
servia como modelo de isquemia prolongada, se hicieron ensayos con distintos
tiempos de isquemia resultando el tiempo 6ptimo de 45 minutos. Tras este
tiempo de isquemia obteniamos mayor lesion cardiaca, pero el corazon
continuaba ejerciendo presiones al reperfundir, para poder ver en los sucesivos
grupos de ensayo la recuperacion de éstas durante la reperfusion cardiaca.

La fase de isquemia consiste en el desvio de la circulacién de la solucion
nutricia, de manera que ésta vuelve al reservorio y no llega al corazon, con lo
que el flujo coronario es cero. No se aplico cardioplegia. El corazon fue

sumergido en la solucion a 37 °C y se mantuvo a esta temperatura.

Grupo 2: Precondicionamiento isquémico. En este grupo tratamos de

comprobar que el precondicionamiento isquémico mejora el funcionamiento del
corazon tras ser sometido a 45 minutos de isquemia y una hora de reperfusion.
Para ello utilizamos un tnico ciclo de precondicionamiento consistente en 5
minutos de isquemia seguidos de 5 minutos de reperfusién previos a los 45

minutos de isquemia global.

Grupo 3: Precondicionamiento con ADP. En este grupo tratamos los
corazones con ADP. Para ello infundimos una solucion de Krebs-Henseleit con
una concentracion de ADP de 1mM, de manera que, al diluirse con el flujo
coronario, llega al corazén con una concentracion final de 10 uM. Se infundié
durante 15 minutos previos a la isquemia global de 45 minutos y durante los 5

primeros minutos de la reperfusion.

Grupo 4: Precondicionamiento con dipyridamole. En este grupo tratamos
a los corazones con dipyridamole a una concentracion final en el perfundido de

4 uM durante los 15 minutos previos a la isquemia global de 45 minutos y
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durante los 5 primeros minutos de la reperfusion.

Grupo 5: Precondicionamiento isquémico junto con la infusiéon de ADP.

En este grupo tratamos de ver si la proteccion proporcionada por la Adenosina
es sumatoria a la del PI. Como comentamos en el grupo 3, sometemos a los
corazones a 5 minutos de infusion de ADP 10 uM seguidos por 5 minutos de
isquemia y otros 5 de reperfusion en los que también se infundio ADP. A
continuacion se llevo a cabo la isquemia global de 45 minutos y los 60 minutos
de reperfusién. En los cinco primeros minutos de la reperfusion también

infundimos ADP.

Grupo 6: Precondicionamiento isquémico junto con la infusién de

dipyridamol. En este grupo tratamos de ver si la proteccion proporcionada por
el dipyridamol es sumatoria a la del PI. Como comentamos en la seccion
anterior, sometemos a los corazones a 5 minutos de infusion de dipyridamol 4
uM seguidos por 5 minutos de isquemia y otros 5 de reperfusién en los que
también se infunde dipyridamol. A continuacion se llevd a cabo la isquemia
global de 45 minutos y los 60 minutos de reperfusion. En los cinco primeros

minutos de la reperfusiéon también infundimos dipyridamol.

Grupo 7: Precondicionamiento farmacolégico con ADP mds SPT. En este

grupo tratamos de comprobar que la adenosina estd actuando en la proteccion
del corazén a través de sus receptores. Para ello inhibimos a los receptores
purinérgicos de forma inespecifica con el 8-p-sulphophenyl-theophylline (SPT)
a una concentracion de 10 pM. Este fue aplicado tanto en los 15 minutos de la
fase de tratamiento junto con la adenosina y al inicio de la reperfusion, para
bloquear el efecto de la adenosina tanto durante la isquemia como durante el

inicio de la reperfusion.
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Grupo 8: Precondicionamiento farmacolégico con dipyridamol y SPT. En

este grupo lo que se hizo fue, al igual que en el grupo anterior, se inhibieron los
receptores purinérgicos con SPT 10 uM previo a la infusiéon de dipyridamol
como tratamiento precondicionante con el objeto de ver si la adenosina
enddgena lleva a cabo su accion beneficiosa a través de los receptores para la
misma, de manera que si los inhibimos, el efecto protector de la adenosina

quedaria anulado.

Grupo 9:_Precondicionamiento Isquémico junto con la infusion del

inhibidor SPT simultdneamente. En este grupo infundimos SPT 10 uM 5

minutos antes de la isquemia breve y durante la reperfusion previas a la
isquemia crénica de 45 minutos. También durante los 5 primeros minutos de la
reperfusion. El objetivo es comprobar la eliminacidon del efecto beneficioso del
ADP en el precondicionamiento isquémico y como repercute en el beneficio

global del mismo.

Grupo 10:_Precondicionamiento Isquémico junto con la infusion del

inhibidor de los canales de Karr (glibenclamida) simultdneamente. Previo al PI

aplicamos a los corazones durante cinco minutos glibenclamida a una
concentracion final de 3 uM, durante los cinco minutos de reperfusion del PI y
los cinco primeros minutos de reperfusion tras la isquemia de 45 minutos

El objetivo de este grupo es comprobar si se produce la eliminacion del

efecto beneficioso del PI al inhibir los canales de K* dependientes de ATP.

Grupo 11: Precondicionamiento farmacolégico con ADP y glibenclamida

simultdneamente. Previo a la infusiéon de Adenosina, aplicamos a los corazones

durante cinco minutos glibenclamida a una concentracion final de 4 pM,

durante los diez minutos de infusiéon de ADP y los cinco primeros minutos de

86



Métodos

reperfusion tras la isquemia de 45 minutos.

Grupo 12: Precondicionamiento farmacolégico con dipyridamol y

glibenclamida simultdneamente. Previo a la infusion de dipyridamol (4 uM),

aplicamos a los corazones glibenclamida (3 uM) en las mismas condiciones que
los dos grupos anteriores, durante los diez minutos de infusion de dipyridamol

y los cinco primeros minutos de reperfusion tras la isquemia de 45 minutos.

Grupo 13: Precondicionamiento farmacoldgico con ADP junto con el Pl y

glibenclamida simultdneamente. En este grupo actuamos de forma similar que
en el grupo 5, pero junto con el ADP (10 pM) infundimos de forma simultanea
glibenclamida (3 pM). Queremos comprobar que los canales de Karr son los
efectores finales en ambos tratamientos de proteccion miocdrdica cuando estos

son aplicados de forma simultanea.

Grupo 14: Precondicionamiento farmacolégico con dipyridamol junto

con el PI y glibenclamida simultdneamente. En este grupo actuamos de forma

similar que en el grupo 5, pero junto con el dipyridamol (4 pM) infundimos de
forma simultdnea glibenclamida (3 pM). Queremos ver si, al aplicar
dipyridamole de forma exdgena, ademas del PI, esta acumulacion de ADP en el

interior celular, acttia a través de los canales de K* dependientes de ATP.

Grupo 15: Precondicionamiento farmacolégico mediante la inhibiciéon de

la fosfolipasa A 2 independiente de calcio. En este grupo tratamos a los

corazones con Bel a una concentracion final en el perfundido de 5 uM durante
los 10 minutos previos a la isquemia global de 45 minutos y durante los 5
primeros minutos de la reperfusion. Con este grupo pretendemos observar el

efecto de la inhibicién funcional de la iPLA: en el miocardio impidiendo la

87



Métodos

liberacion de AA durante la isquemia, el cual es responsable de muchos de los

efectos deletéreos de la isquemia

4.1.2.- Fase de isquemia cronica

Una vez finalizada la aplicacion de cada protocolo, segun el grupo de
trabajo, todos los corazones son sometidos a un periodo de isquemia crénica de
45 minutos de duracion ass. Dicha isquemia consiste en el desvio de la solucion
nutricia hacia el reservorio, haciendo recircular el sistema, de manera que al
corazon llega un flujo cero. En ningin caso se administré solucion
cardioplégica. Durante la isquemia, el corazén es sumergido en un vaso de
precipitado lleno de solucion Krebs a 37°C y se mantiene a esta temperatura
durante todo este periodo. La duracion de la isquemia se ha escogido porque,
en estudios previos realizados en nuestro laboratorio, con 20 minutos so6lo se
conseguia un “aturdimiento” del corazon que alcanzaba una recuperacion total
al final de la hora de reperfusidon, de manera que no nos servia como control

para el deterioro debido a una isquemia severa.

4.1.3.- Reperfusion
Una vez finalizada la fase de isquemia cronica, se procede a la apertura
del circuito hacia el corazon, de manera que se vuelve a restaurar el flujo
coronario. Esta fase tiene una duracion de 60 minutos. A lo largo de esta fase se
van tomando medidas de los datos cada 15 minutos, de manera que se obtiene
un total de cuatro medidas al final de la misma. (M2 a los 15 minutos, M3 a los

30 minutos, M4 a los 45 minutos y M5 a los 60 minutos).

4.1.4.- Finalizacion de la experiencia
Una vez finalizados los 60 minutos de reperfusion se considera que la

experiencia ha finalizado, de manera que se desconecta el corazon del sistema y
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se vuelve a pesar en la balanza, para tener una idea del edema producido

durante la experiencia. Por ultimo el corazon es introducido en una estufa de

secado a 70°C donde va a permanecer durante 24 horas para poder determinar

el peso seco.

4.2.- Monitorizacion

El registro de las presiones desarrolladas por el corazon se lleva a cabo

mediante un sistema de monitorizacién que consta de:

Sistema Power Lab de ADInstruments y dos amplificadores de
canales de medicion de presion invasiva, también de ADInstruments
(figura 3.9). Estos amplificadores toman la sefial analdgica de las
valvulas de presién tanto del baléon como de la presion de perfusion,
y las convierten en senal digital que es capturada por el ordenador y
visualizada mediante el programa de adquisiciéon de datos Chart 5.0
para Windows de ADInstruments.

Generador externo de estimulos para uso como marcapasos, marca
Intermedics modelo 240-02. Adyacente a los elementos de
monitorizacion.

Monitor de temperatura marca Physitemp modelo Bat-12, con visor
digital de 4 digitos.

Ordenador PC compatible. Procesador Pentium 4 a 3GHz, 512Mb de
memoria Ram y disco duro de 80 Gb, con software para la
adquisicién de datos Chart5 para Windows (figura 3.10), para el
cadlculo de las presiones y del + dp/dt, como indicador de la

contractilidad miocardica.
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4.3.- Analisis de Parametros morfoldgicos

Para determinar el contenido hidrico y su variacion segun el grupo de
trabajo se pesan los corazones antes y después de cada experiencia y tras haber
secado los corazones en una estufa a 70°C durante 48h:

CH:20:i = Pesoi - Peso seco
CH20s= Pesos - Peso seco
Donde CH:0Oi es el contenido hidrico del corazéon previo a la

experiencia y CH20x es el contenido hidrico del corazon tras la experiencia.

El calculo de la variacion hidrica expresado en porcentaje sera:

ACH20 = [CH20:- CH20i,CH20i] x 100

4.4.- Tincion de Hematoxilina-Eosina

Tras la experiencia, los corazones de los grupos controles de isquemia y
PL asi como en el de inhibicion de la PLA:i con Bel, se introdujeron en formol
para su fijacion. Se cortaron en principio en secciones con un bisturi y se
incluyeron en parafina. Los bloques de parafina se cortaron en un microtomo y
las secciones finas del tejido fueron colocadas en portas donde se deshidrataron
y se tifieron con hematoxilina-eosina para su posterior andlisis visual de la

estructura celular al microscopio éptico.

Las secciones de muestras fijadas con formol y parafina, se hidratardn primero

con agua destilada y seguidamente con agua corriente.
Desparafinado: en Xilol 15 min.

Hidratacion: Alcohol de 1002 3 min. y después en Alcohol de 96° 3 min., Alcohol

de 70° 3 min. y finalmente en agua destilada 3 min.
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Tincion: Hematoxilina de Mayer 10-15 min., lavar bajo flujo de agua corriente

hasta azulear. Eosina (1%) 2-4 min., eliminar los restos de eosina en etanol 70°
Deshidratacion: Alcohol de 96° 3 min., Alcohol de 100° 3 min.

Aclarado con Xilol 3 min. y montaje.

Dejar secar los portas en la estufa de 37°.

Soluciones:

Hematoxilina de Mayer (1903): Disolver en el orden dado los siguientes

componentes en 750 ml de agua:

Sulfato de aluminio potasico 50 gr, Hematoxilina 1 gr, Iodato sdédico 0.1 gr.,
Acido citrico (Monohidratado) 1 gr, Hidrato de Cloral 50 gr. Completar hasta

1litro. Generalmente dura un afio. Puede ser reutilizada varias veces.

Eosina (Solucidn acuosa 1%): Eosina 1 gr., Agua corriente 99 ml. Afiadir unas

gotas de acido acético glacial

4.5.- Analisis Estadistico

Los datos biomecénicos recogidos durante la experiencia se someten a un
andlisis estadistico en el que se comparan entre los distintos grupos los
pardmetros recogidos en los distintos momentos de la experiencia.

- Estadistica descriptiva de los datos recogidos y calculados.

- Inferencia estadistica:

. Comparacion de medias mediante el Analisis de comparacion de
medias para muestras independientes entre grupos dos a dos, con la
aplicacion del test de t de Student aplicado a posteriori para valorar

los grupos implicados en las posibles diferencias encontradas.
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Para todas las pruebas estadisticas se considera significativa una p< 0.05.
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Resultados

En este trabajo, los datos biomecanicos fueron registrados a una
frecuencia cardiaca constante que, como comentamos en el apartado de
Meétodos, se fijé en 160 sistoles por minuto mediante un marcapasos externo. En
cada grupo se midi6 la Presion Sistolica (PVS), Diastolica (PVD) y Media (PVM)
del ventriculo izquierdo asi como la Presién de Perfusion Coronaria (PPC). Se
obtuvieron asi mismo los + dP/dt como variable calculada. Para depurar los
resultados, obviando las posibles diferencias encontradas en la fase de
estabilizacion, que podrian indicar una diferencia no controlada en la calidad
de los corazones entre los distintos grupos, se realiza el calculo del porcentaje la
+dP/dt dentro de cada grupo. Ademas los valores finales de cada variable (a los
150") van a ser comparados, en cada corazon, con los que presentaban cada uno
previo al tratamiento (a los 30").

Los experimentos se hicieron en varios grupos divididos segtn el tipo de
estudio (ver tabla 3-3 en el apartado de materiales y método). A continuacion

detallamos los resultados de cada grupo.

51 El Precondicionamiento Isquémico (PI) mejora las funciones

hemodinamicas del miocardio tras isquemia-reperfusion.

Grupo 1.- Isquemia- Reperfusion (Isq, n=10)
Los corazones fueron sometidos a una isquemia cronica de 45 minutos y

una reperfusion de 60 minutos siguiendo el protocolo detallado en el esquema.

Grupo | Estabilizacion Isquemia Reperfusion

30 5 |5 |5 |45 60
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Tras el periodo de isquemia hubo una recuperacion progresiva durante
la reperfusion en la dP/dt que alcanzod el 56,62 + 6,91% (dP/dt 150") con

respecto a la dP/dt inicial durante la estabilizacion (dP/dt 30") (Fig 4-1).

Precond. Isquemia 45” Reperfusion

-—€ ><€ >

130 1
110 3

% +dP/dt
3

30 50 70 90 110 130 150
Tiempo (min)

Figura 4-1.- Evolucion del % de recuperacion de la dP/dt a lo largo
del transcurso del experimento en el grupo control de isquemia.
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Figura 4-2.- Comparacién de la evolucién de la PVD a lo largo del

tiempo de la experiencia en el grupo control isq.

Hemos observado un deterioro significativo en las funciones

hemodindmicas del corazon al final de la reperfusidén, como se muestra en la

tabla 4-1.

Tabla 4-1.- Datos hemodinamicos del grupo control de isquemia
PVS150" | PVD150° | PPC150° RV150°

dP/dt150 %Recup
mmHg mmHg mmHg mmHg-min/ml

Control isq 45min
81+6,64 | 23,8+5,69* | 116+7,26* 3,63+0,35% 931,97+122,17* | 56,62+6,91*

n=10
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Por otra parte, estudiando la PVD, pudimos comprobar que se produce
hipercontractura del ventriculo izquierdo (PVD150" respecto PVD30") de forma
significativa (Fig 4-2) asi como un aumento en la PPC (150" respecto a los 30")

como se puede observar en la tabla 4-1.

Grupo 2.- Precondicionamiento isquémico (Pl, n=10):

Una vez que tenemos nuestro grupo de lesion por I-R, hicimos
nuestro grupo control en el que obtuvimos una mejoria de las constantes
hemodindmicas con el protocolo de Precondicionamiento Isquémico (PI).

Estd ampliamente demostrado que un solo periodo de 5 minutos de
isquemia y 5 minutos de reperfusion es suficiente para desencadenar los
mecanismos responsables de la proteccion proporcionada por el
precondicionamiento en el corazon de conejo 7,14). Con esta breve reperfusion
se describié que varios catabolitos dafiinos son lavados (acido lactico, H,

NHs...) y también el corazén puede recargar su reserva de ATP.

Grupo | Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30 5 |5 5" |45 60’

P.IL

Nuestro objetivo era conseguir que al someter al corazén a un breve
periodo de isquemia de 5 minutos y otro periodo breve de reperfusion de
también 5 minutos, previo al periodo de isquemia crénica de 45 minutos, la
funcidn ventricular se recupera significativamente de la lesiéon por I-R. En los
ultimos 5 minutos de reperfusion del PI se tomaron medidas de los distintos

parametros.

Como se muestra en la figura 4-3 y la tabla 4-2, observamos una

recuperacion progresiva de la funcion contractil del ventriculo izquierdo
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comparado con el grupo de isquemia, alcanzando una dP/dt de 89,82 * 8,96 %
con respecto al 56,62 * 6,91 % en el grupo de isquemia después de 60 minutos
de reperfusion (a los 150" del experimento). Los valores de la evolucion de los

distintos pardmetros estan resumidos en la tabla 4-2.

i . —— |Sq
Precond. Isquemia 45 Reperfusion ——p|
-—€ > <€ >
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S
o 70
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30 50 70 90 110 130 150
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Figura 4-3.- Comparacion de la evolucion de la dP/dt entre los dos
grupos controles a lo largo del transcurso del experimento.
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Figura 4-4.- Comparacion de la evolucién de la PVD a lo largo del tiempo

de la experiencia en los grupos controles de I-R y PI.

Por otro lado analizando la PVD como se muestra en la figura 4-4 vimos
que el PI previene la contractura isquémica observada durante reperfusion.

Tampoco se observo un aumento significativo de la PPC comparado con los

corazones isquémicos.

97



Resultados

Concluyendo y al comparar ambos grupos hemos obtenido una
diferencia significativa en la recuperacion tanto de las presiones ejercidas por el
miocardio, como se demuestra al comparar estadisticamente la dP/dt y el
porcentaje de recuperacion de la dP/dt asi como en la PPC y en las resistencias
vasculares (RV), al utilizar el PI como estrategia de proteccion ante la lesion por
isquemia-reperfusion. Los datos comparativos de las constantes

hemodinamicas se detallan en la tabla 4-2.

Tabla 4-2.- Datos hemodinamicos de los grupos controles de isquemia y PI

PVS150° | PVD150 PPC150 RV150
dP/dt150 %Recup
mmHg mmHg mmHg mmHg-min/ml

Control isq 45min
816,64 | 23,8+5,69* | 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17* | 56,62+6,91*
n=10

PI,n=10 89,4+7,6 | 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*

Analisis histologicos:

Para determinar el dano histoldgico provocado por isquemia, hemos
realizado cortes histoldgicos de los corazones que fueron sometidos aI-R y a la
posible preservaciéon del tejido cardiaco a nivel estructural en los corazones
tratados con el PI. Las figuras 4-5 y 4-6 muestran a diferentes aumentos opticos
la prevencion de las lesiones del tejido miocardico de los corazones tratados por
el PI en comparacion con los corazones isquémicos. Estre estas lesiones se
observd la clara aparicion de edema intersticial que da lugar en los cortes del
tejido a la separacion de las fibras cardiacas, lo cual no se aprecion en el tejido
precondicionado, y ntcleos picnéticos por la condensacion de la cromatina

previo a la muerte celular.
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Figura 4.5.- Corte histolégico de un corazén de conejo tefiido con Hematosilina-Eosina en los
grupos control de isquemia y precondicionamiento isquémico. A la izquierda vemos una vista
del ventriculo izquierdo isquémico y a la derecha una vista del ventriculo izquierdo sometido a
Pl. (objetivo 4X)

Figura 4.6.- Vista a mayor aumento del ventriculo izquierdo de corazén de conejo tefiido con
Hematosilina-Eosina sometido a 45 minutos de isquemia global a la izquierda y sometido a Pl a la
derecha. (objetivo 20X)

Como conclusion final de este primer apartado, con el
Precondicionamiento Isquémico hemos visto una mejora significativa de los
parametros hemodindmicos y morfologicos del corazén ante el dafio producido
por el sindrome de la isquemia, lo cudl servira como un modelo experimental
de referencia para comparar los siguientes tratamientos que vienen a

continuacidn en este estudio.
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Uno de nuestros objetivos era tratar de potenciar la accion de los agentes
protectores que el propio corazén produce como mecanismo de defensa y que
forman parte de las vias que proporcionan el efecto beneficioso del PI. Tal como
la adenosina, tanto aplicada de forma exdgena como la producida de forma

enddgena por el corazon ante la isquemia.

5.2.- La adenosina exdgena y la endogena proporcionan la recuperacion de la

funcion contractil ante la lesion por isquemia-reperfusion

Grupo 3.- Precondicionamiento farmacolégico con ADP (PADP, n=9):

La adenosina es un metabolito secretado por el corazon de forma natural
bajo situacion de estrés metabolico como el caso de la isquemia. Por ello hemos
estudiado la posible simulacion del efecto beneficioso del PI utilizando ADP. EL
ADP es un farmaco precursor de adenosina en el miocardio. Lo hemos aplicado
de forma exogena a una concentracion final de 10 uM después del periodo de
estabilizacion durante 10 minutos justo antes de aplicar isquemia y los primeros

5 minutos de reperfusion como viene detallado en el siguiente protocolo.

Grupo Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion
30 5 |5 |5 |45 5 |60
PADP ADP
(a8
fa)
<

La figura 4-7 muestra que la adenosina ha provocado una mejora
significativa en la dP/dt del orden del 76,76 + 4,87 % respecto a la dP/dt del
grupo isquémico sin embargo ha sido inferior a la dP/dt del grupo de PI como

viene detallado en la tabla 4-3.
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Figura 4-7.- Comparacion del % de recuperacion de la dP/dt del grupo
precondicionado con ADP respecto a los dos grupos control.
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Figura 4-8.- Comparacion de la evolucion de la PVD a lo largo del tiempo
de la experiencia en los grupo de PADP con los controles de I-R y PI.

Por otro lado y como se muestra en la figura 4-8 no se ha visto
diferencias en cuanto a la PVD con el grupo de isquemia, con lo que no fue
efectiva la adenosina a la hora de prevenir la hipercontractura del ventriculo
izquierdo, asi como fallé en mejorar las resistencias vasculares que se asemejan
a las del grupo isquémico.

El analisis general de los datos hemodinamicos resumidos en la tabla 4-3
de los grupos precondicionados con ADP, han mostrado que la adenosina
mejora en la contractilidad (dP/dt = 76,76 + 4,87 %), sin embargo no habido
efecto sobre la hipercontractura del ventriculo izquierdo (PVD) comparado con

el grupo de isquemia. También hemos observado un empeoramiento de la
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resistencia del flujo coronario a la perfusion, como se observa en los valores de

las RV.

Tabla 4-3.- Datos hemodinamicos de los grupos PADP comparados con los controles

PVD150° | PPC150 RV150
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control isq45min,n=10 | 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17* | 56,62+6,91*
PI, n=10 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 | 89,82+/8,96
= *
PADP,n=9 22 56+6,68* 115,89+11,44 3,40+0,30 1114,68+58,84 | 76,76+4,87

Grupo 4.- Precondicionamiento farmacoldgico con Dipyridamol (PDipy, n=7):

Para tratar de precondicionar los corazones con adenosina producida de
forma endogena por el corazén hemos utilizado el dipyridamol, un inhibidor
de los transportadores de la misma hacia el endotelio, impidiendo de esta

manera que se pierda hacia la luz vascular.

Grupo Estabilizacion |Precond. |Isquemia Reperfusion
30 5|5 |5 |45 5" |60
PDipy Dipy
>
i
A

Durante los 10 minutos de tratamiento infundimos dipyridamol a una
concentracion final de 4 uM, con el objetivo de simular los efectos beneficiosos
del precondicionamiento, proporcionados esta vez, por la adenosina endogena
producida por el propio corazon. Al principio de la reperfusion se infundio,
durante 5 minutos dipyridamol, para que la adenosina formada durante la
isquemia cronica no se lave y pueda actuar en esos primeros minutos de la
reperfusion. Este grupo de precondicionamiento con dipyridamol ha mostrado
una recuperacion significativa frente a isquemia. La recuperacion reflejada por
la dP/dt ha alcanzando el 77,82 + 6,45 %, un valor muy similar al valor obtenido

por la aplicacion de forma exogena de adenosina como se representa en la
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figura 4-9.
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Figura 4-9.- Comparacion del % de recuperacion de la dP/dt del grupo de

precondicionamiento farmacologico con dipyridamol con los grupos

controles de isquemia y PI.
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Figura 4-10.- Comparacion de la hipercontractura del ventriculo izquierdo
al tratar los corazones con dipyridamol como agente farmacoldgico
precondicionante con los grupos controles de isquemia y PIL.

Por otro lado el tratamiento con dipyridamol ha producido un aumento
en los valores de la PVD y por tanto una mayor hipercontractura del ventriculo
izquierdo, al igual que en el grupo de precondicionamiento farmacoldgico con
adenosina exdgena, pero no ha habido aumento en el valor de las RV al

contrario de lo que ocurre en el grupo de adenosina exdgena (fig 4-10 y tabla 4-

4).
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Comparacion y andlisis de los datos

El andlisis de los resultados obtenidos de los dos grupos de
precondicionamiento farmacologico muestran unas diferencias significativas en
cuanto a la presion diastdlica final frente al grupo de PI y en la recuperacion
final de la dP/dt respecto al grupo de isquemia, también las hay en cuanto a las
presiones de perfusion finales entre los grupos de precondicionamiento y el

grupo de isquemia (p<0,05).

Tabla 4-4.- Datos hemodinamicos de los grupos PADP y Pdipy comparados con los

controles
PVD150’ PPC150’ RV150°
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control isq45min,n=10 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17* 56,62+6,91*
PI,n=10 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*
PADP,n=9 115,89+11,44 3,40+0,30* 1114,68+58,84 76,76+4,87
22,56+6,68*
PDipy,n=7 81,86+3,17 2,54+0,05 1218,64+96,53 77,82+6,45
24,43+3,31*

Ambos grupos de tratamiento farmacoldgico han resultado efectivos a la
hora de proteger la funcién contractil del corazén ante el dafio por I-R como se
observa en la recuperacion de la dP/dt (fig 4-11).

Por otro lado, la adenosina aplicada de forma exdgena ha fallado en

mejorar las resistencias vasculares con respecto al grupo de isquemia (fig 4-12).
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Figura 4-11.- Recuperacion del Figura 4-12.- Diagrama de barras en el
dP/dt ante la lesion por I-R segin que se resume las diferencias encontradas
los distintos tratamientos. (p<0.05) en las resistencias vasculares (RV) entre
los grupos controles de Isq, PADP y
PDipy. (p<0.05)

En cuanto a la hipercontractura ventricular, ambos grupos de
precondicionamiento farmacoldgico con adenosina tanto exdgena como
endogena fallaron a la hora de prevenirla tras la lesion por I-R, al igual que

ocurre en el grupo control de isquemia (fig 4-13).
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Figura 4-13.- Comparacion de la hipercontractura del ventriculo
izquierdo en los grupos de Precondicionamiento farmacologico con
adenosina.

En resumen, ambos grupos de tratamiento farmacoldgico mejoran la
funcidn del corazoén tras la lesidon por I-R como se demuestra en la recuperacion
de la dP/dt, siendo mejor el tratamiento con dipyridamol ya que este mejora la
PPC y las RV debido seguramente a su efecto vasodilatador, sin embargo no

llegan a ser tan buenos como el PI debido a que ninguno de los dos
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tratamientos farmacologicos mejora la hipercontractura ventricular.

5.3.- Ausencia de efectos sumatorios de la proteccion por el PI y el
precondicionamiento farmacoldgico con adenosina, exdgena o enddgena

En el siguiente apartado hemos comprobado los efectos
cardioprotectores de la adenosina aplicada de manera exdgena o enddgena

simultaneamente con el PI.

Grupo 5.- Aplicacién de Adenosina junto con el Precondicionamiento isquémico

(PI+ADP, n=6):

Este protocolo consiste en aplicar adenosina 5 minutos previos a la
realizacion de los 5 minutos de isquemia y durante los ultimos 5 minutos de

reperfusion del PIL.

Grupo | Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30 5 |5 |5 |45 5 |60

PI+ADP T

ADP
ADP
ADP

Al aplicar de forma conjunta los dos tratamientos hemos observado que no
habia mejoria en la dP/dt (78,47 + 4.78 %) (fig 4-14) respecto a los grupos de Pl y
de PADP.

%dP/dt
o

707 &
65 |
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55 1

Isq PI PI+ADP PADP

Figura 4-14.- Comparacion de la recuperacion de
la dP/dt del grupo PI+ADP con los grupos
controles. (p<0.05)
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Tampoco hay aumento de las RV ni de la PPC, aunque si que aparece

hipercontractura quizas provocada por el ADP (fig 4-15).

Precond. Isquemia 45 Reperfusion
H{ —— Iy
—A— Pl
40 .- PADP
—.&-— PI+ADP
~ 30
(=]
£
£ 20
o
> 10 ¥
o
0

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Tiempo (min)

Figura 4-15.- Comparacion de la evolucion de la PVD a lo largo del tiempo
de los grupos PI, PADP y PI+ADP con el grupo de isquemia.

Podemos comprobar, segun estos resultados, que no hay un efecto
sumatorio de la proteccion proporcionada por la combinacion del PI con el

tratamiento farmacoldgico con adenosina exdgena.

Grupo 6.- Efecto de Dipyridamol junto con el precondiciomnamiento isquémico

(PI+Dipy, n=9):

Con el dipyridamol llevamos a cabo el mismo procedimiento que en el
caso de la aplicacion de adenosina exdgena: Se ha aplicado el dipyridamol a
una concentracion similar a la que utilizamos como precondicionante (4 M) a
la vez que hemos realizado el PI con 5 minutos de isquemia y 5 de reperfusion.

La infusion del dipyridamol se inicié a los 5 minutos antes de la isquemia del

PL
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Grupo |Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion
30 5 |57 |5 |45 5 |60
PI+Dipy 2| g B 2
A 2 A A

El andlisis de los datos muestra, como se resume en la figura 4-16 (b), que
al igual que en el caso del ADP y comparando con el grupo control de PI, no

hay efecto sumatorio de proteccion cardiaca.

a) 1001 b) 100
957 957
90 907
85 —|—— 851 —L
5 80 I 5 80
& 75 3 75
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55 557
50 ‘ ‘ , ‘ 50° ‘ ‘ ,
Isq PI PDipy PI+Dipy Isq Pl PI+ADP  PI+Dipy

Figura 4-16.- (a) Comparacién de la recuperacion de la dP/dt del grupo PI+Dipy con los
grupos controles. (b)- No obtenemos un efecto sumatorio de la mejoria proporcionada por el
PI 'y la adenosina cuando ambos tratamientos se utilizan de forma conjunta. (p<0,05).

La comparacion de los dos grupos de los tratamientos simultaneos con
el de PI resumidos en la siguiente tabla 4-5, muestran que ni el ADP ni el
Dipyridamol aplicados con el PI han causado una mejoria superior a la del
grupo de PI, incluso la recuperacion fue algo menor, aunque no de forma

significativa.
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Tabla 4-5.- Datos hemodinamicas de los grupos de Isquemia, PI, PI+ADP y PI+Dipy

PVD150° PPC150° RV150°
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control Isq ,n=10 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17* 56,62+6,91*
PI, n=10 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96
PI+ADP, n=6 LA 95,67+4,80 2,85+0,19 1.433,50+100,40 78,47+4,78
Pl+Dipy, n=7 1944503 | 2 494219 2,29:0,12 1.490,43+76,33 | 81,73+4,52

5.4.- La adenosina lleva a cabo su papel protector mediante su interaccion con
los receptores purinérgicos para la misma A1, A2{Az y A2}y As.

Para comprobar que tanto la adenosina proporcionada de forma exogena
en el perfundido como la producida por el propio corazén, que impedimos que
se lave en la perfusion con dipyridamol, actian a través de los receptores
purinérgicos para la misma, utilizamos un inhibidor inespecifico de éstos, el 8-
p-sulfofenilteofilina (SPT) que penetra de forma limitada en la célula. E1 SPT
actia como antagonista del receptor de la adenosina. Para comprobarlo

realizamos las siguientes experiencias:

Grupo 7.- Precondicionamiento Isquémico en presencia del 8-p-sulfofenilteofilina

(PI+SPT, n=7):

Durante los 5 primeros minutos de la fase de PI infundimos SPT a una
concentracion final en el tejido coronario de 10 uM al igual que durante los 5
minutos de reperfusion del PI, previo al periodo de isquemia de 45". Al inicio

de la reperfusion se administrd de nuevo SPT durante 5 minutos.
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Grupo |Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30’ 5 |5" |5 |45 5 160

En este grupo se ha observado que el PI en presencia del inhibidor SPT

sigue mostrando una mejoria significativa en los parametros hemodinamicos

frente a isquemia. La recuperacion de la funcion contractil del corazén ha sido

menor pero no significativa comparada con el grupo PI (Fig. 4-17).
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—A Pl

Er ng. Isquemia 45 Reperfusion
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Figura 4-17.Comparacion de la recuperacion de la dP/dt al inhibir durante el PI los

receptores para la adenosina con los grupos controles de isquemia y PI.
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Figura 4-18. Comparacién de la evolucién de la hipercontractura durante el

experimento del grupo de PI+SPT con los dos grupos controles.

Por otro lado se ha visto un pequeno aumento de la PVD (fig. 4-18)

también no significativo al compararlo con el grupo control de PI pero si con el
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grupo de isquemia. Los datos se resumen en la tabla 4-6.

Con estos datos determinamos que la via de proteccion proporcionada
por la adenosina no es la tnica via por la que el PI lleva a cabo su efecto
beneficioso ante la lesion por I-R, aunque si participa como se puede observar
en el pequeno empeoramiento no significativo de los beneficios del PI al inhibir

los receptores para la adenosina (tabla 4-6).

Tabla 4-6.- Datos hemodinamicos de los grupos PI,PI+SPT comparados con Isq
PVD150’ PPC150° RV150’
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control Isq n=10 | 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+£122,17* 56,62+6,91*
_ 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*
PI, n=10
PI+SPT,n=9 14,89+2,18 | 106,78+10,87 3,58+0,54 1293,78+61,82 75,66+3,90

Grupo 8.- Precondicionamiento con ADP en presencia de SPT (PADP+SPT, n=7):

Tras la fase de estabilizacidn se infundié SPT a una concentracidn final de
10 uM durante 5 minutos y a continuacién se administraron conjuntamente
ADP y SPT en las mismas concentraciones anteriores durante 10 minutos, con
objeto de comprobar que, al inhibir los receptores de ADP, ésta no puede llevar
a cabo su papel beneficioso en el precondicionamiento. Tras la fase de isquemia
crénica se infundieron, de nuevo conjuntamente, la adenosina con el inhibidor

de los receptores para la misma durante los primeros 5 minutos.

Grupo Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30 5 |10 45’ 5 160

PADP+SPT SPT | SPT+ADP SPT
+ADP

En este caso hemos observado que al inhibir los receptores para la
adenosina, la proteccion proporcionada por el ADP ante la lesion por I-R, ha
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quedado eliminada completamente como se puede observar en la figura 4-19.

Los pardmetros hemodindmicas han mostrado un empeoramiento en general

comparado con el precondicionamiento con ADP como viene resumido en la

tabla 4-7.

110+
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Figura 4-19.- Comparacion de la recuperacion de la
funcién contractil del grupo de precondiconamiento
farmacolégico con ADP mas el inhibidor de receptores
purinérgicos SPT con los dos grupos controles de isquemia

y PL (p<0,05).

Grupo 9.- Precondicionamiento con Dipyridamol y SPT (PDipy+SPT, n=7):

En este grupo, tras la fase de estabilizacion se infundid, en primer lugar,

SPT durante 5 minutos y, a continuacion simultdneamente con el dipyridamol

durante diez minutos, ambos a las concentraciones previamente descritas.

Grupo Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion
30 5 |10 45’ 5 60’
PDipy.+SPT 5
9]

En este grupo, por el contrario, hemos observado que aunque la

proteccion disminuye, no fue abolida del todo como ocurri6é cuando utilizamos

el ADP aportado de forma exogena (% recuperacion dP/dt = 75,42+5,59 en el

grupo PDipy+SPT versus al 46,96 + 4,72 en el grupo PADP+SPT; ver tabla 4-7).
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Tabla 4-7.- Datos hemodinamicos de los grupos P1,PI+SPT,PADP+SPT,PDipy+SPT

PVD150’ PPC150° RV150°
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
— " * * * %
Control Isq ,n=10 23,8+5,69 116+7,26 3,63+0,35 931,97+122,17 56,62+6,91%
_ 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*
PI, n=10
PI+SPT,n=9 14,89+2,18 106,78+10,87 3,58+0,54 1293,78+61,82 75,66x3,90
PADP+SPT n=7 32,86+4,18* 85,71+4,66 2,51+0,16 822,81+85,78* 46,96+4,72*
PDipy+SPT, n=7 12,87+5,91 114,24+4,35 4,08+0,10 1080,28+85,65 75,42+5,59

La figura 4-20 muestra un resumen del % de recuperacion de la funcion
contractil de los grupos PI, PI+SPT, PADP+SPT y PDipy+SPT y determina que la
inhibicién de los receptores purinérgicos no previene la proteccion miocardica
por Dipyridamol. Esto puede ser por la diferencia de metabolismo de la
adenosina exd- o endogena o bien por el efecto no especifico del Dipyridamol

sobre la fosfodiesterasa (49)

100+
90 -

80 T

% dP/dt
3

-

40 :
PI PI+SPT  PADP+SPT  PDipy+SPT

Fig 4-20. El SPT inhibe por completo la proteccion
proporcionada por la Adenosina, pero no la del PI o el
Dipyridamol (p<0,05).
Estos datos indican que la ruta de sefializacion que proporciona la
proteccion, activada por la adenosina, parece que no es la via principal por la

que el PI lleva a cabo su papel protector, pero si que interviene en un cierto
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modo en la proteccion. Lo mas importante es que la adenosina enddgena es mas

efectiva que la administrada de forma exdgena.

5.5.- Los canales de Karr son fundamentales en la proteccion proporcionada
por el PI y por la adenosina.

Como comentamos en el apartado de introduccién, en uno de los
primeros trabajos proponen que la mejoria proporcionada por la adenosina ante
el dafio por I-R estd mediada por los canales Karr presentes tanto en el
sarcolema como en las mitocondrias a17. Segun este trabajo, la disminucion del
tamafio del area infartada se deberia a la activacion de los canales Karr de la
mitocondria, mientras que la recuperacion funcional del miocardio estaria
modulada por los canales Karr presentes en el sarcolema. A continuacion
quisimos comprobar si los canales de Kare, que se han propuesto como ultimos
efectores de la proteccion proporcionada por el PI 2, 3,110, tenian dicho papel en

nuestro modelo experimental. Para ello realizamos los siguientes experimentos:

Grupo 10.- Precondicionamiento Isquémico junto con la Glibenclamida, inhibidor de

los canales de Karr (PI+Glib, n=14):

Ante un estimulo precondicionante, los canales Karr se abren
provocando una salida de iones K* de la célula lo que hace que se produzca un
acortamiento del potencial de accién y que, por otro lado, se evite la sobrecarga
de calcio del miocardio. Al utilizar inhibidores de estos canales, como la
glibenclamida, evitamos el efecto protector de los mismos. Para comprobarlo
realizamos un grupo experimental en el que durante los 5 primeros minutos de
la fase de PI infundimos glibenclamida a una concentracion final en el corazon
de 3 uM y durante los 5 minutos de reperfusion del PI, previo al periodo de

isquemia de 45 minutos.
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Grupo | Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30 5 5 |5 45’ 5 60’

PLLGlib Glib Glib - Glib

Siguiendo este protocolo hemos visto que de forma general han
empeorado los parametros hemodindmicas del corazén como se resume en la
tabla 4-8 asi como se ha inhibido la recuperacion de la dP/dt del PI al utilizar la
glibenclamida (Fig. 4-21), con lo que confirmamos que en nuestro modelo
experimental los canales Karr juegan un papel importante en la proteccion

proporcionada por el PI.

—e—isq
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Precond. Isquemia 45 Reperfusion - PG

€ > € >

llOi

L

90

70

50

% dp/dt

30

10

-10 T T T T T 1
30 50 70 90 110 130 150

Tiempo (min)
Figura 4-21.- Comparacion de la recuperacidon de la funcién contractil a lo

largo del tiempo del grupo PI+Glib con los dos grupos controles de isquemia y
PL

La glibenclamida impide también el efecto protector del PI sobre la
hipercontractura del ventriculo izquierdo e incrementa las resistencias

vasculares de manera similar a la isquemia (tabla 4-8).
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Tabla 4-8. Datos Hemodinamicos de los Grupos Isq, PI y PI+Glib
PVD150° PPC150° RV150°
dPdt %Recup.
mmHg mmHg | mmHg*min/ml
Control Isq ,n=10 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17 56,62+6,91
PI, n=10 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*
PI+Glibn=14 28,64+3,72% | 117,87+5,22* 4,100,17* 937,84+82,04 | 64,70%7,07

Para comprobar que estos canales son también esenciales para la
proteccion proporcionada por la adenosina llevamos a cabo los siguientes

experimentos:

Grupo 11.- Precondicionamiento con Adenosina y Glibenclamida (PADP+Glib, n=10):

Para comprobar si el papel protector que ejerce la adenosina exdgena se
ve afectado al inhibir los canales Karr, llevamos a cabo el siguiente protocolo:
tras la fase de estabilizacion, se procedio a la infusion de glibenclamida unos 5
minutos, a una concentracion final de 3 pM, y a continuacion se infundio
conjuntamente ADP, en la misma concentracion anterior, durante 10 minutos
mas. Tras el periodo de isquemia se volvié a infundir conjuntamente durante

los 5 primeros minutos de la reperfusion.

Grupo Estabilizacion | Precond. |Isquemia Reperfusion
30° 5 |10 45’ 5 |60
PADP.+Glib -
2

Efectivamente observamos que al inhibir los canales de Katr se pierde la
proteccion proporcionada por el ADP aportado de forma exdgena (%
recuperacion dP/dt = 55,09 + 2,87 frente al 76,76 + 4,87 en el grupo de PADP: Ver

figura 4-22) Por lo tanto parece que estos canales son fundamentales para que la
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adenosina lleve a cabo su papel protector del miocardio ante la lesion por I-R.

—— isq
—A— Pl
Precond. Isquemia 45 Reperfusion —® - PADP+Glib
130 €€ >€ >

30 50 70 90 110 130 150
Tiempo (min)
Figura 4-22.- Comparacion de la recuperaciéon de la dP/dt en el grupo de

PADP tras inhibir los canales KATP con los grupos controles de isquemia y
PL (p<0,05)

En cuanto a la hipercontractura, la glibenclamida no ha afectado a este
parametro en este grupo ya que, como vimos antes, la adenosina fall6 a la hora
de evitarla. Por otra parte, la PPC en este caso ha empeorado de forma
significativa respecto a PI. En el caso de las resistencias vasculares siguen

siendo altas al igual que en el grupo de isquemia (ver tabla 4-9).

Tabla 4-9. Datos Hemodinamicos de los Grupos 10, 11 y 12

PVD150’ PPC150’ RV150’
dPdt %Recup.
mmHg mmHg | mmHg*min/ml
Control Isq ,n=10 | 23,8+5,69* 116+7,26 3,63+0,35 931,97+122,17 56,62+6,91
PL n=10 11,9+4,49% | 93,6+5,04* 2,83+0,208* 1366,43+98,8 89,82+8,96*
+Glib,n=
PHGlibn=14 | 0 (11370 | 117874522 4,1020,17 937,84+82,04 64,70+7,07
+Glib,n=
PADP+Glb1=10 | 3 00,351 | 133,305 31 4,67+0,22 837,61+113,19 54,85+2,88
S —
PDipy+Glibn=12 | 5 1¢1592 | 148,09+10,62 4,77+0,32 871,96+98,04 62,91+8,91
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Grupo 12: Precondicionamiento con Dipyridamol v Glibenclamida

(PDipy+Glib, n=12):

En este caso, hemos examinado el papel de la adenosina enddgena en
presencia del inhibidor de los canales Karr. Para ello, hemos llevado a cabo el
siguiente protocolo: tras la fase de estabilizacion, se procedié a la infusion de
glibenclamida unos 5 minutos, a una concentracion final de 3 uM, y a
continuacion se infundié conjuntamente dipyridamol (4 pM) durante 10
minutos. Tras el periodo de isquemia se volvié a infundir conjuntamente

durante los 5 primeros minutos de la reperfusion.

Grupo Estabilizacion | Precond. Isquemia Reperfusion

30 5 |10 45 60’

PDipy.+Glib

Glib

Al igual que con la adenosina exdgena, hemos observado que hay una
disminucion en la recuperacién de la funciéon contractil como se muestra en la
figura 4-23 y un empeoramiento de los distintos paradmetros hemodindmicas

como se detalla en la tabla 4-9.

—e— isq
—aA— PADP
—m- = Pdipy+Glib
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Figura 4-23.- Comparacién de la recuperacién de la dP/dt en el grupo de PADP
tras inhibir los canales K, con los grupos controles de isquemia y PL
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Resumiendo este apartado, hemos visto que al bloquear los canales de
Karp, observamos una inhibicién de la proteccion (Fig 4-24) proporcionada por
los distintos grupos de experimentacion, con lo que demuestra que los canales
de Karr juegan un papel fundamental en el o los procesos que se activan para la

proteccion del corazon ante la lesion por I-R.
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Fig 4-24. La Glibenclamida abole de forma significativa, con respecto
al P, la protecciéon proporcionada por todos los tratamientos. P<0,05

5.6.- En presencia del PI, la adenosina revierte el efecto inhibidor de la
glibenclamida.

El objetivo de este apartado es examinar el efecto de la adenosina sobre el
PI y en presencia de la inhibicion de los canales Karr. Cabia esperar que no
hubiera mejoria en la funcién contractil de los corazones ya que hemos visto

que los canales de Katr son fundamentales para la proteccion miocardica.

Grupo 13: Precondicionamiento Isquémico junto con ADP y con la

Glibenclamida (PI+ADP+Glib, n=7):

Se infundié a los corazones de este grupo, ADP en las mismas
condiciones que en el grupo 5, pero con la diferencia de que a la vez se infundi6

glibenclamida 3 uM a los corazones.

119



Resultados

Grupo

Estabilizacion

Isquemia

Reperfusion

30

PI+ADP+Glib

45’

Hemos observado que la inhibicién de los canales de Karr no elimina la

proteccion proporcionada por el PI junto con la de la adenosina, como se

demuestra por la recuperacién de los distintos pardmetros hemodindmicos

(Tabla 4-10).

Tabla 4-10.- Datos hemodinamicos de los grupos 13 y 14

PVD150° PPC150 RV150°
dPdt %Recup.
mmHg mmHg | mmHg*min/ml
Control Isqn=10 | 23,845,69* | 116726 3,63+0,35* 931,97+122,17 56,62+6,91
PI, n=10 11,9+449% | 93,6+5,94 2,830,208 1366,4398,8 89,82+8,96*
PlGlibn=14 28,64+3,72 | 117,87+522 |  4,10:0,17* 937,84:82,04 64,70+7,07
PADP+Glib,n=10 | 23,80+321 | 133,305,331 4,67+0,22 970,89+67,81 55,10+2,87
PI+ADP+Glibn=7 | 7,71#3,48* | 96,00+3,74 2,86£0,12 1323,59+127,07 85,4615,20*
Curiosamente hay wuna buena recuperacion de proteccion

proporcionada por el PI junto con la administracion exogena de adenosina

como se demuestra en la recuperacién de la funcién contractil en presencia de la

glibenclamida (Fig 4-25 y tabla 4-10) asi como la ausencia de hipercontractura y

el mantenimiento de las resistencias vasculares (tabla 4-10).
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Figura 4-25.- Comparacion de la evolucion de la recuperacion de la funcion
contractil del miocardio del grupo PI+ADP+Glib con los grupos de pérdida de
proteccion con glibenclamida y con el grupo control de PI.

Esto demuestra que pueda existir otro (s) efectores paralelos a los canales

Karr que estarian activados por la adenosina durante el PI.

Grupo 14: Precondicionamiento Isquémico mas Dipyridamol mas

Glibenclamida (PI+Dipy+Glib, n=7):

Para corroborar las anteriores observaciones, hemos examinado si la
adenosina enddgena tiene el mismo efecto que el ADP realizando el siguiente
experimento: Se infundi6 a los corazones de este grupo, Dipyridamole (4 uM)
en las mismas condiciones que en el grupo 6, pero con la diferencia de que a la

vez se infundié glibenclamida 3uM a los corazones.

Grupo Estabilizacion PI Isquemia Reperfusion

30 5 |5 |5 45 5 60

PI+Dipy+Glib Dipy Dipy Dipy+
+Glib +Glib Glib
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Tabla 4-11. Comparacion Datos Hemodindmicos Grupo PI+Dipy+Glib

PVD150' | PPC150° RV150°
dPdt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control Isq n=10 23,8+5,69 116+7,26 3,63+0,35* 931,97+122,17 56,62+6,91
PIL n=10 11,9+4,49* | 93,6+5,94 2,830,208 1366,43+98,8 89,82+8,96*
PI+Glib n=14 28,64+3,72 | 117,87+522 4,10+0,17* 937,84+82,04 65,06+7,09
S e—
PDipy+Glibn=12 | o5 /(15 00 | 148,09+10,62 4,77+0,32* 916,04+99,77 65,62+8,79
. — .
PHDIpy+Glibn=7 | 1) oosa 38+ | 84,1469 2,60+0,13 1274,97+129,78 | O220er30

Al igual que en el grupo anterior, hemos observado que la inhibicién de
los canales de Katr no elimina la proteccion proporcionada por el PI junto con la
del Dipyridamol, como se demuestra por la recuperacion de los distintos
parametros hemodinamicos (Tabla 4-11) y la funcion contractil como se

representa en la figura 4-26.

—4—PI
- --PI+Glib

Precond. Reperfusion

Isquemia 45

-8~ Pdipy+Glib
- -0 PI+Dipy+Gli

% dp/dt

30 50 70 90 110 130 150
Tiempo (min)
Figura 4-26.- Comparacion de la evolucion de la recuperacién de la dP/dt del
grupo de PI+Dipy+Glib con los grupos de inhibicién de los canales de K, 1p y con
el grupo control PI. P<0,05

En definitiva, hemos determinado que la inhibicion de los canales Kare
puede tener una participacion diferencial segin el protocolo de proteccion
seguido y segun este 0 no presente la adenosina como viene mostrado en la
figura 4-27. Esto puede suponer que varias vias de protecciéon se ponen en
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marcha para proporcionar el efecto beneficioso del PI. Parece que no son vias
sumatorias, sino complementarias que, y aunque los canales de Kar son los
principales mediadores y efectores, hay otras vias implicadas las cuales, en
ausencia de la actividad de éstos pueden ser potenciadas por agonistas

disparadores del efecto protector del PI.
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Figura 4-27.- Efecto sumatorio de los tratamientos de PI de forma conjunta con la
adenosina y el dipyridamol respectivamente, puesta de manifiesto al inhibir los canales
K, rp- (P<0,05)

5.7.-Otras vias de proteccion miocadica: Papel de la iPLA:2 en la proteccion
endogena del miocardio.

Una vez que hemos determinado que hay otras vias ademas de la
adenosina que se pueden potenciar como mecanismo enddgeno de proteccion,
nosotros nos hemos interesado en la fosfolipasa A2 y en concreto en la
isoforma independiente de Caz* (iPLA2) que estd descrito que aumenta su
actividad durante la isquemia miocéardica as). La iPLA2 es una de las lipasas
responsables de la liberacion de 4cidos grasos de las membranas (dcido
araquiddnico, lisophospholipidos) durante la isquemia crénica que causan

graves danos durante la reperfusion del érgano qsu).
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El objetivo de este apartado es demostrar que al inhibir la iPLA: se
impide la liberacién de los 4cidos grasos, sobre todo del 4acido araquidonico,
responsable en parte de los dafos del miocardio después de un periodo de

isquemia. Para ello se realizo el siguiente experimento:

Grupo 15: Precondicionamiento con Bromoenol lactona (PBel, n=5):

Para inhibir la iPLA>, hemos usado el bromoenol lactona (Bel) un sustrato
suicida altamente selectivo para la iPLA: frente a las demas fosfolipasas (s2). Se
infundio a los corazones 5 uM Bel durante 10 minutos previos a la isquemia

prolongada y durante 3 minutos iniciales de la reperfusion.

Grupo | Estabilizacién PI Isquemia Reperfusion

30 5|10 45’ 60

PBel

Los datos hemodinamicos de este grupo experimental que se resumen en
la tabla 4-12 muestran que habido una recuperacion significativa de la
contractilidad del corazén comparado con el grupo de isquemia; ademas se
observo un mantenimiento de la PPC quizas por la relajacion de la vasculatura

coronaria debido a la inhibicion de la iPLA..

Tabla 4-12. Datos Hemodinamicos de los Grupos Isq, PI y PBel

PVD150 PPC150° RV150°
dP/dt %Recup.
mmHg mmHg mmHg*min/ml
Control Isq ,n=10 23,8+5,69* 116+7,26* 3,63+0,35* 931,97+122,17 56,62+6,91*
PI, n=10 11,9+4,49 93,6+5,94 2,83+0,208 1366,43+98,8 89,82+8,96
PBel,n=14 18,47+3,31* | 78,45624+3,04 1,98+0,104 1365,31+307,62 77,63+5,99
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El andlisis de la dP/dt ha mostrado que la inhibicion de la iPLA2 mediante
Bel induce una mejoria significativa (77,63 + 599 vs 55,04 + 7,71 del grupo
control de isquemia con una p<0,05) de la contractilidad tras la isquemia (Fig 4-
28). Sin embargo Bel no ha conseguido mejorar la hipercontractura del

ventriculo izquierdo, como se muestra en el analisis de la PVD en la figura 4-29.
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Figura 4-28.- Comparacion del % de recuperacion de la dP/dt del grupo
precondicionado con Bel respecto a los dos grupos control. p<0,05
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Figura 4-29.- Comparacion de la hipercontractura al final del experimento

del grupo PBel con los dos grupos controles.

5.8.- Perspectivas en el estudio de nuevas rutas endogenas de proteccion
cardiaca ante la lesion por isquemia-reperfusion.

Actualmente estamos investigando nuevas rutas que se activan bajo
situacion de estress tal como el producido por isquemia y concretamente

estamos examinando una nueva proteina cardioprotectora de la familia del
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factor liberador de corticotropinas (CRF), denominada Urocortina (Ucn). Es un
péptido de unos 40 aa que es producido y liberado tanto por el sistema nervioso
central asi como por otros 6rganos como el corazon. En particular en el territorio
cardiaco se conoce que la Ucn tiene un potente papel vasodilatador y que, como
hemos mostrado recientemente (53, es debido a su regulacion de la entrada de
calcio a través de canales regulados por los reservorios en las células de musculo
liso. Por otro lado se ha descrito que en el miocardio aumenta su expresion tras
isquemia-reperfusion (s, y que estd implicada en la cardioproteccion.

Como nuevo modelo animal estamos usando actualmente la rata por su
facil disponibilidad y los pocos cambios que hemos tenido que realizar en
nuestro sistema para adaptarlo. En este nuevo modelo y hasta ahora, como
datos preliminares, hemos comprobado que el tratamiento con Ucn afecta de
forma aguda las funciones hemodindmicas del corazén ya que provoca una
disminucion de la PPC mientras que aumenta la contractilidad del miocardio

como se observa por un aumento de la +dP/dt, figura 4-30.
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Figura 4-30.- Efecto agudo de la Urocortina sobre la contractilidad (A) y sobre la
Presion de perfusion coronaria (B).
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Este efecto inotropico positivo puede estar implicado en la descrita
capacidad de la Ucn aplicada antes de isquemia y durante la reperfusion para
mejorar la funcidon contractil del corazon ass, 1s6 157. Tenemos datos en los que
hemos comprobado que la administracion de Ucn antes de la isquemia y
durante los 30 primeros minutos de reperfusion mejora la contractilidad de los
corazones en un 89,32 + 8,43% frente a 47,42 + 7,82% en el grupo control de

isquemia como podemos observar en la figura 4-31.
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Figura 4-31.- Recuperacion de la funcidon contratil de corazones de rata
sometidos a isq-rep.

Este efecto protector de la Ucn ha resultado ser incluso mas potente que
el aportado por el cldsico PI, como se observa en la figura 4-32 donde

comparamos el efecto protector tanto de la Ucn como del PL
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Figura 4-32.- Comparacion de la recuperacion de la funcidon contractil de
corazones de rata tratados con Ucn o con PI y sometidos a isq-rep.

También hemos observado en nuestro modelo experimental que esta
mejora de la contractilidad estda mediada por los canales Karr, ya que como se
observa en la figura 4-33, la glibenclamida impide el incremento de la +dP/dt

inducida por la Ucn.
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Figura 4-33.- Comparacion de la recuperacion de la funcién contractil de
corazones de rata tratados con Ucn y con Ucn +Glib y sometidos a isg-rep.
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Todo esto hace a la Ucn muy atractiva para su uso en el campo de la
potenciacion de los mecanismos enddgenos de proteccion cardiaca, con lo que
en estos momentos estamos interesados en profundizar en los mecanismos
moleculares y las rutas de sefializacion activadas por la Ucn y que conducen a la
protecciéon de los cardiomiocitos y en ultimo término del corazén ante el

sindrome de isquemia-reperfusion.
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Actualmente son muchos los trabajos dedicados a tratar de dilucidar los
mecanismos implicados en el PI con el objeto de desarrollar farmacos que lo
simulen para utilizarlos como tratamientos para la cardioproteccion. La
adenosina se ha propuesto como una molécula liberada durante la isquemia
capaz de proteger a las células del dafio provocado durante la consecuente
reperfusion del érgano. Nuestro trabajo demuestra que al impedir la pérdida de
la adenosina producida de forma endogena, conseguimos una mejoria en la
funcion cardiaca similar a la obtenida por la aplicacion exdgena de la misma. A
su vez determinamos que la adenosina participa en el PI aunque no es la
principal via por la que este lleva a cabo su efecto protector. Por otro lado
comprobamos que los canales Kare estan implicados en la proteccion tanto por
el PI como por la adenosina.

6.1. Modelo de experimentacion

Numerosos modelos experimentales se han utilizado para estudiar el
efecto de la isquemia sobre el miocardio y para desarrollar intervenciones
terapéuticas. Segin algunos autores esto puede llevar a confusion y sobre todo
puede hacer dificil la correlacion de datos y su extrapolacion a los seres
humanos @. De hecho, el primer trabajo publicado sobre el
precondicionamiento por Murry s, se realizd en un modelo in vivo en perros a
los que se anestesiaba y, tras exponer el corazon, se les aplicaba un protocolo de
precondicionamiento consistente en la oclusion de una arteria coronaria
durante cuatro periodos cortos de 5 minutos de duracion alternos con otros
cuatro de reperfusion antes de un periodo de isquemia prolongada, es decir,
empled un modelo de isquemia regional in vivo con todas sus implicaciones, y
su objetivo final fue la evaluacién del tamano del drea infartada con y sin
precondicionamiento.

Muchos trabajos han empleado este modelo de isquemia regional
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mediante la oclusion de una arteria coronaria (generalmente la arteria
descendente anterior izquierda) con la medida del tamafio del area infartada
como criterio de evaluacidn s, 78, 134, 135, 158, aunque con la preparacion y los
medios técnicos adecuados puede analizarse también la funcién miocardica
postisquémica (59, el metabolismo miocardico ae), e incluso la regulacion
microvascular sy, 161. Sin embargo, este modelo tiene la dificultad de las
variaciones anatomicas de la circulacion coronaria colateral dependiendo de
cada especie, lo que nos obliga a interpretar resultados con cierta precaucion qez,
134. Estos trabajos estdn mads orientados al estudio y progresion de la lesion
isquémica ocasionada en un evento de isquemia regional o infarto, situacién en
la que llegan la mayoria de los pacientes a la clinica, los cuales ya presentan la
lesion isquémica y se trata de que la reperfusion de esa zona infartada ocasione
los menores danos posibles.

En nuestro caso nos interesaba abordar el problema desde el punto de
vista de la cirugia cardiaca en la que es necesaria la parada del corazén, con lo
que se somete a condiciones de isquemia tanto durante la cirugia con
circulacion extracorporea (CEC) como en el caso de trasplante cardiaco y la
consiguiente reperfusion del 6rgano (e3, 164).

Hemos utilizado el corazon de conejo explantado y perfundido en el
sistema langendorff que mediante pequenos ajustes nos ha permitido trabajar
con corazones de distintas especies animales @31, y nos ha permitido mantener
el corazén en funcionamiento mas del tiempo suficiente como para medir y
determinar cambios en la funcién miocardica tanto a nivel de pardmetros
hemodindmicos como metabdlicos y estructurales mediante cortes histoldgicos
tras la experiencia. Estas caracteristicas, junto con su extendido uso en la
bibliografia, lo ha hecho idéneo para el estudio PI del Miocardio, ya que nos ha

permitido medir los distintos parametros funcionales, sin influencias
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neurohormonales, y comprobar la existencia del mismo. Asi mismo, nos ha
permitido llevar a cabo las distintas intervenciones farmacoldgicas para tratar
de simular los beneficios de dicho PI y a su vez conocer las distintas vias de
sefalizacion inter e intracelulares implicadas en el mismo. El uso del sistema
Langendorff nos ha servido, en condiciones controladas, para provocar una
isquemia global de 45 minutos y la consiguiente reperfusion sy, tiempo similar
al de maxima parada de corazdon utilizado en quirdéfano en algunas
intervenciones quirtrgicas que requieren una parada controlada del corazon.
Asimismo, es el tiempo necesario para ver mayor efecto de I-R sobre las
funciones miocardicas. Este modelo tiene la ventaja de simular de una manera
parecida las condiciones de isquemia durante la cirugia con CEC y la isquemia
del injerto para trasplante cardiaco. Sin embargo, este sistema no sirve para
hacer una evaluacién de los pardmetros a largo plazo, lo que hace dificil su
extrapolacion a situaciones mas prolongadas ) (mas de cinco horas, segun
nuestra experiencia).

Por otro lado, se ha descrito la posibilidad de perfundir el corazéon con
sangre procedente de otro animal a través de un circuito de CEC @31). Se ha
demostrado, mediante esta técnica de perfusion de corazoén aislado, que la
sangre no es necesaria para poner de manifiesto el fendmeno del PI. La
perfusion con sangre supone el uso de un mayor nimero de animales y supone
una mayor dificultad técnica, pero hay que tenerla en cuenta a la hora de
extrapolar resultados ya que esta bien demostrado que la isquemia lleva a la
activacion de las plaquetas y de las células del sistema inmune, lo cual acentta
el dafio del miocardio por I-R es167. Nosotros preferimos la perfusién de una
solucidn salina oxigenada de mas facil accesibilidad y disponibilidad, cuya
composicion estd controlada, para no introducir nuevas variables a nuestro

trabajo mas que las debidas al propio corazén.
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6.2. El Precondicionamiento Isquémico (PI) mejora las funciones
hemodinamicas del miocardio sometido a una situacion de isquemia-
reperfusion

El protocolo experimental que hemos utilizado es resultado del estudio
de la bibliografia, en la que se utilizan protocolos muy variados. Hemos
considerado el técnicamente mas sencillo y eficaz y que se aproximaba mas a
nuestras necesidades, de manera que para conseguir el efecto beneficioso del PI
hemos utilizado un tnico ciclo consistente en 5 minutos de isquemia seguidos
de 5 minutos de reperfusion previos a la isquemia prolongada 1, 134, 168-171).

Los resultados del PI usando nuestro modelo animal han confirmado la
mejora de las funciones hemodindmicas del corazén y de las lesiones
producidas por I-R. La aplicacion de isquemia durante intervalos cortos de
tiempo permitio la recuperacion de la contractilidad que alcanzo el 89,82%
frente al 56,62% inducido por isquemia. Ademas se han mantenido las PPC y
PVD en el mismo nivel que en control, a diferencia de los corazones isquémicos
que mostraron un incremento de estas dos variables (ver tabla 4.2).

Por otro lado, el analisis de los cortes histoldgicos mostraron que en el
grupo de isquemia (figura 4-5 y 4-6) el tejido estd mas desorganizado
presentando gran cantidad de células eosindfilas y nucleos con picnosis que
comienzan a romperse como signo de dafo irreversible, mientras que en el
grupo de PI el tejido presentd una coloracion de hematoxilina/eosina normal,
ademds de una menor cantidad de células muertas, lo cual justifica la
recuperacion funcional del corazén.

6.3. La adenosina exdgena y la enddgena proporcionan la recuperacion de la
funcion contractil ante la lesion por isquemia-reperfusion

Las vias de sefalizacion inducidas por el PI siguen siendo confusas. La

adenosina ha sido propuesta como candidata de estar involucrada en el PL
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Durante un proceso de isquemia el ATP se degrada en adenosina, la cual parece
estar involucrada en el PI. En este trabajo hemos administrado la adenosina
durante diez minutos, justo antes de la isquemia prolongada de 45 minutos, con
lo que esta estd llevando a cabo su accidén a través de la activacion de sus
receptores durante toda la isquemia. Nuestros datos muestran una mejoria
significativa funcional del corazén (dP/dt =76,76%) en comparacion con el
grupo de isquemia, pero no alcanzd la recuperacién obtenida por el PIL
Clasicamente se ha determinado el efecto beneficioso de la adenosina midiendo
la reduccién del tamano del infarto, ya que la mejoria en cuanto a los
pardmetros hemodindmicos no esta clara 7, %). En algunos trabajos en corazones
de ratas y en conejo, la adenosina fallé a la hora de llevar a cabo su efecto
beneficioso debido a que se infundi6 adenosina mediante un bolo a una
determinada concentracién en distintos tiempos, previo o posterior a la
isquemia prolongada, con lo que la adenosina se lava y no tiene tiempo de
actuar a73).

Ademas, el tratamiento con adenosina mejora la funcién del ventriculo
izquierdo, pero no consigue evitar la hipercontractura ni disminuye el aumento
en la presion de perfusion y, por tanto, el aumento de las resistencias vasculares
(Figs 4-9, 4-11 en el apartado de resultados). Lo cual confirma su efecto pre-
descrito sobre la hipercontractura que fue relacionado con su corta vida media,
ya que es rdpidamente capturada y metabolizada por las células endoteliales y
eritrocitos (7s).

6.3.1. Implicacion del transportador de la adenosina en su efecto

Para evitar el lavado de la adenosina durante la reperfusion, hemos
utilizado el dipyridamol, un inhibidor del transporte de nucledsidos, de manera
que la adenosina endogena queda retenida en el fluido intersticial y no pasa a

las células endoteliales ni a la luz vascular. El dipyridamol siendo un potente
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vasodilatador coronario ha sido utilizado en algunos estudios clinicos de
angioplastia en pacientes (7, 17), demostrandose que mejora la tolerancia ante
futuros episodios de isquemia. En nuestro grupo de trabajo, la inhibicién del
transportador ha tenido un efecto muy parecido a la adenosina sobre la
recuperacion funcional del miocardio, aunque mejord la perfusion coronaria
(Figura 4-11 y valores en tabla 4-3 en el apartado de resultados, Figura 4-6 del
apartado de resultados). Hay pocos trabajos realizados con dipyridamol como
agente protector. Sobre todo, son observaciones clinicas de los pacientes a los
que se les ha realizado una electrocardiografia, en las que se utiliza
dipyridamol, los cuales presentan menor grado de lesidn tras sufrir futuros
episodios de isquemia. Solo un trabajo trata de analizar la mejoria funcional en
un modelo semejante al nuestro de corazén de conejo aislado y perfundido a7,
pero en este trabajo el tiempo de isquemia al que son sometidos los corazones
es muy breve, de manera que la mejoria que experimentan estos corazones
puede ser debida mas a que el corazén sélo sufre un aturdimiento (stunning),
del cual puede recuperarse funcionalmente hasta un 100%. En nuestro modelo
el tiempo de isquemia que nos interesa probar es de mayor duracion, para
tratar de simular el tiempo requerido en la cirugia cardiaca y, sobre todo, en el
caso de los trasplantes, aunque este es ain mayor (hasta 4 horas).

El dipyridamol tiene otros efectos inespecificos como la inhibicién de la
actividad de la fosfodiesterasa de manera que el AMPc en los cardiomiocitos ars)
puede actuar inhibiendo a los canales de calcio voltaje-dependientes y por otro
lado que el GMPc en las células endoteliales pueda estimular durante mas
tiempo la produccion de NO 7). Todo esto puede contribuir en la proteccion
del miocardio ante la situacion de I-R. Tampoco hemos visto efectos sumatorios
de la proteccion por el PI y el precondicionamiento farmacoldgico con

adenosina, exogena o endogena. La idea era si al aplicar de forma conjunta el PI
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junto con los tratamientos con ADP o dipyridamol, respectivamente,
obtendriamos un efecto aditivo de la proteccion de ambos tratamientos.
Comprobamos que no hay un efecto aditivo de la proteccion proporcionada por
el ADP a la proporcionada por el PI, de acuerdo con la idea de que el PI es un
fenémeno de todo o nada, y que hay un umbral de manera que cuando aparece
la proteccion, ésta es proporcionada por la activacion de toda la maquinaria que
interviene en el PI (34, 150).

6.3.2. La adenosina lleva a cabo su papel protector mediante su
interaccion con los receptores purinérgicos para la misma A1, A2{Azy Axn}y
As

Se sabe que la adenosina aplicada de forma exogena, llega con dificultad
a las células del miocardio ya que tiene que atravesar la adventicia y células
endoteliales que la metabolizan rdpidamente. La dosis de adenosina que
aplicamos de forma exogena consigue llegar al miocardio y activar los
receptores para la misma ya que observamos recuperacion funcional ante la
lesion por I-R. Al inhibir los receptores de adenosina con el antagonista SPT,
inhibidor inespecifico para los distintos subtipos de receptores para adenosina,
se elimina el efecto protector de ésta, cuando se aplica de forma exdgena, pero
solo reduce parcialmente el efecto protector del dipyridamol.

Esta diferencia puede ser debida a que la adenosina administrada de
forma exdgena puede que no llegue a los cardiomiocitos en la misma
concentracion que la aplicamos, parte por el rdpido metabolismo de la misma
por el endotelio que tiene que atravesar para llegar a su sitio de accion en los
cardiomiocitos. En el caso de la adenosina producida por el propio corazon y
que impedimos que se lave con dipyridamol, ésta puede encontrarse en mayor
concentracion y competir con el SPT, de manera que aumenta la probabilidad

de que pueda activar durante un tiempo algunos receptores que desencadenen
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la via por la que la adenosina protege el miocardio ante la lesion por I-R.
6.4. Los canales de Karr son fundamentales en la proteccion proporcionada
por el Pl y por la adenosina

Los canales Karr han sido involucrados en el efecto cardioprotector
mediante PI. La aplicacién de la glibenclamida, inhibidor de los Kate, impidio
significativamente la recuperacion de la funcion contractil inducida por el PL
También se confirmo la participacion de estos canales en los efectos vistos por
la adenosina y el dipyridamol. Estos resultados vienen a confirmar que estos
canales son los mediadores o efectores de todas las vias que se ponen en marcha
con el precondicionamiento (s, 181, 182. En los experimentos donde no se ha visto
el efecto sumatorio de la adenosina con el P1, la inhibicion de los canales de Katp
no ha conseguido eliminar este efecto protector. Esto podria ser debido a que
hay un efecto sumatorio de la proteccion proporcionada por ambos
tratamientos, que no se observa cuando los canales de Katr llevan a cabo su
funcioén, pero que se manifiesta cuando estos estan inhibidos. Se podria decir
que la o las vias que tienen como mediadores a los canales de Karr son
mayoritarias, como se demuestra al inhibir el efecto protector del PI con
glibenclamida, y que la via por la que actia la adenosina a través de sus
receptores, es minoritaria y que puede implicar en parte a los canales Katp, pero
al no estar estos funcionando se puede amplificar su efecto protector. La
glibenclamida inhibe tanto los canales Karr de la membrana plasmatica como
los de la mitocondria @s3), asi creemos esencial determinar cual de los dos esta
implicado en el PL
6.5. Otras vias de proteccion miocardica: Papel de la iPLA: en la proteccion
enddgena del miocardio

Durante la isquemia se activan distintas fosfolipasas (C, D, A) que

liberan acidos grasos de las membranas estructurales dando lugar a sustratos
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secundarios que forman especies reactivas del oxigeno en la reperfusion y que
contribuyen al progreso del deterioro de las membranas durante la misma ).
Nuestro ultimo objetivo era comprobar el papel de otras vias, y en concreto la
de la PLA2 con lo que nos centramos en la iPLA2 que es la responsable de la
liberacion de AA cuyos productos de oxidacion son muy dafinos para las
membranas @ss4, 1s5. La inhibicion irreversible con Bel s de la iPLA:2 ha
conseguido recuperar los pardmetros hemodindmicos pero no llegé a los niveles
alcanzados por el PI y la adenosina. Ademds, observamos que en este grupo
hay una mejoria inicial en las presiones cardiacas, pero con el tiempo de
reperfusion va disminuyendo. La iPLA2 es fundamental en la reorganizacion y
reestructuracion de las membranas celulares durante la reperfusion. Su
inhibicidn irreversible con Bel puede ser responsable del deterioro observado
en reperfusion.

No se sabe en que momento y como se activan las fosfolipasas durante la
isquemia. Seria interesante ver si hay alguna relacion entre la via activada por la
adenosina y la iPLA2, hacer estudios de I-R en cardiomiocitos de corazones de
rata y estudiar en que momento se activa esta iPLA2. Por otro lado también
seria interesante estudiar que vias se potencian durante el PI cuando al inhibir
los canales Kare aplicamos ADP o dipyridamol.

6.6. Proteccion proporcionada por péptidos producidos y liberados en
situaciones de isquemia-reperfusion: La Urocortina

Ante situaciones de estrés como puede ser la I-R, el corazon libera
distintas sustancias que pueden ser beneficiosas a corto plazo para superar
dicho estrés. Entre estas sustancias, ademas de la adenosina, se encuentran
péptidos que a través de su receptor van a tener distintos efectos sobre el
corazon. Uno de estos es la Urocortina (Ucn) que pertenece a la familia del factor

liberador de corticotropinas (CRF) y que tanto esta como su receptor, el CRF-R2
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se encuentran en el corazén y aumentan su expresion ante I-R as7). Se ha descrito
que la Ucn tiene un potente efecto inotrdpico y lusotrdpico positivo en
corazones de rata y oveja y que estos efectos estdn mediados a partir del
receptor CRF-R2 @ss), aunque no se conoce la via por la que tiene lugar este
efecto. Actualmente estamos tratando de determinar la via de sefializacion
implicada en este efecto inotrdpico positivo de la Ucn sobre el miocardio y que
estd mediada por la activacion del receptor para la Ucn CRF-R2.

Por otro lado esta siendo muy estudiado el papel de la Ucn como péptido
endogeno cardioprotector ante I-R (37141 En nuestro laboratorio y con nuestro
modelo de corazdn aislado de rata hemos observado que, efectivamente la Ucn
es capaz de proteger la funcion hemodindmica de corazones expuestos I-R (Fig
4-31), que la recuperacion es incluso mayor que la del PI (Fig 4-32) y que en este
efecto protector parecen estar implicados los canales Karr (Fig 4-33). Seria
interesante determinar si en el papel protector de la Ucn estan implicados los
canales Karr de la mitocondria o de la membrana plasmatica, o ambos. También
seria interesante determinar los efectos agudos sobre la contractilidad del
miocardio y las vias implicadas para caracterizar los efectos de la Ucn sobre el

corazén de rata aislado y prefundido.
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1.- 45 minutos de isquemia provoca lesiones por el sindrome de I-R en corazon
aislado de conejo perfundido ex vivo en el sistema Langendorff.

2.- Un Ciclo de 5 minutos de isquemia y otros 5 de reperfusién induce el PI
frente a una isquemia cronica de 45 minutos.

3.- La infusion de ADP como precursor de adenosina, mejora significativamente
la funcion contractil del corazon, simulando parcialmente los efectos
beneficiosos del PL

4.- La inhibicion del transportador de nucledtidos mediante dipyridamol mejora
significativamente la funcion contractil del corazon tras I-R.

5.- PI junto con la infusion de ADP o dipyridamol no produce efectos
sumatorios.

6.- La inhibicion de los receptores para la adenosina no impide la recuperacion
proporcionada por el PL

7.- La inhibicion de los receptores para la adenosina previene la recuperacion
mediante ADP exdgeno, sin embargo no afecta a la protecciéon inducida por
dipyridamol.

8.- Los canales de Karr participan activamente en la proteccion inducida por el
PL

9.- Los canales de Karr parecen ser los efectores finales del precondicionamiento
farmacoldgico con ADP y dipyridamol.

10.- Otras vias de sefializacion endogenas, como la iPLA2 y la Ucn, son posibles

alternativas para potenciar la proteccion miocéardica frente al sindrome de I-R.
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